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RESUMO

GOMES, G. W. Acido félico em excesso: efeitos sobre o metabolismo das vitaminas
B2 e B6, o catabolismo do triptofano e arespostaimune. 2019. 135f. Tese (Doutorado)
—Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019

Introducdo: A suplementacdo com acido félico (AF) € recomendada em algumas
condicdes para evitar a deficiéncia de folato, como para mulheres no periodo
periconcepcional e durante a gestacdo. Atualmente, existe uma preocupacao quanto ao
consumo excessivo de AF pela populacédo 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
intervencado diaria com uma alta dose de AF (5 mg) por 90 dias sobre marcadores do
estado das vitaminas do complexo B, e as consequéncias sobre os metabdlitos da via das
quinureninas e o sistema imune em adultos saudaveis. Material e Métodos: 64 individuos
saudaveis foram submetidos a intervencao diaria com 5 mg de AF por 90 dias. Coletas de
sangue foram realizadas antes (baseline) e apés 45 e 90 dias de intervencdo. As
concentragbes séricas de folato e vitamina B12 foram avaliadas por métodos
microbiolégicos. As concentragdes séricas das vitaminas B6 (piridoxal 5’-fosfato (PLP),
piridoxal (PL) e acido 4-piridoxico (PA)), B2 (riboflavina e flavina mononucleotideo (FMN)),
B1 (tiamina e tiamina monofosfato (TMP)) e B3 (acido nicotinico, nicotinamida e N*-
metilnicotinamida), bem como de triptofano, quinurenina e metabdlitos, foram avaliadas
por LC-MS/MS. A proteina C-reativa ultrassensivel (PCRus) foi determinada por
imunoturbidimetria, e as concentracbes seéricas de interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10,
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram avaliadas por ensaio
multiplex. A expressaéo de RNAm de DHFR (dihidrofolato redutase), MTHFR
(metilenotetrahidrofolato redutase), IL8, TNFA e IFNG em leucécitos mononucleares
(PBMC) foram avaliadas por PCR em tempo real. O nimero de células T regulatorias
(Treg) (CD3*, CD4*, CD25"9", FoxP3*, CD127) foi avaliado ap6s incubacdo dos PBMC
com PMA e ionomicina ou veiculo por 18h, por imunofenotipagem. Resultados: Houve
um grande aumento das concentracfes de folato sérico apos 45 e 90 dias de intervencao
com AF. Ndo houve diferenca nas concentracdes de vitamina B12 antes e apos a
intervencdo. As concentracbes séricas de PLP foram semelhantes antes e apds a
intervencao, entretanto, um aumento de PL sérico foi observado apds 45 e 90 dias, e de
PA apés 45 dias, quando comparado ao baseline. Riboflavina e FMN foram maiores ap6s
45 e 90 dias em relacdo ao baseline. A tiamina sérica foi menor apds 45 dias, e as
concentrac6es de TMP foram maiores apés 90 dias quando comparados aos periodos
anteriores. Nao houve diferenca nas concentracdes de vitamina B3 antes e ap0s a
intervencdo. Dentre os metabdlitos da via das quinureninas, apenas o acido antranilico
apresentou aumento apos 45 e 90 dias, enquanto o acido picolinico diminuiu apos 90 dias.
PCRus, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a séricos foram semelhantes no baseline e apés a
intervencdo. Um aumento da expressdo de RNAm de DHFR e TNFA foi observado apés,
respectivamente, 90 dias e 45 e 90 dias de intervencédo. Apds 90 dias de intervencao com
AF, foi observada diminuicdo do numero de células Treg apds estimulo com PMA e
ionomicina. Concluséo: O uso diario de 5 mg de AF foi associado a alteracdes nas
concentracdes séricas de marcadores do estado de vitaminas do complexo B e da via das
quinureninas, bem como a diminui¢do do niumero de células Treg.

Palavras-chave: acido félico, vitamina B6, vitamina B2, vitamina B1, vitamina B3, via
das quinureninas, células T regulatérias, estudo de intervencao.



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 Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo 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 N*-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-y) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) 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", CD25"9", 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-y and TNF-a 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. INTRODUCAO

O folato € uma vitamina do complexo B (B9) que participa de diversas reacfes
de transferéncia de grupamentos metil no organismo, sendo essencial para a
duplicacdo celular!. Para evitar a deficiéncia de folato, a suplementag¢éo com &acido
félico (AF) é recomendada em algumas condi¢cBes clinicas, tais como anemias
hemoliticas? 3 e para mulheres no periodo periconcepcional e durante a gestacédo para
prevenir a ocorréncia de defeitos do fechamento do tubo neural (DFTN) no feto“.
Atualmente, existe uma preocupacao em relacdo ao consumo excessivo de AF pela
populacao, seja pela ingestdo de alimentos fortificados, ou pelo uso de suplementos
e medicamentos contendo doses elevadas dessa vitamina® .

Embora a Organizacdo Mundial da Saude recomende que a suplementacao
periconcepcional com AF deva ocorrer na dosagem de 0,4 mg por dia para mulheres
sem histéria de DFTN%, doses até 5 mg tém sido utilizadas por essa populacdo no
Brasil” 8. No entanto, essa quantidade é cinco vezes maior do que o limite de ingestdo
maxima toleravel (UL) para individuos saudaveis, gestantes e lactantes (1 mg, idade
igual ou superior a 19 anos)®.

A ingestdo de quantidades superiores ao UL pode levar a ocorréncia de eventos
adversos a saude. No caso do AF, o UL foi estabelecido de acordo com o seu potencial
em precipitar ou exacerbar a neuropatia decorrente da deficiéncia de vitamina B12°.
No entanto, outros eventos adversos tém sido associados a suplementacéo com AF,
incluindo cancer!®, déficit cognitivol! e perturbacéo da resposta imune? 13,

Os efeitos da suplementacdo com altas doses de AF ndo sdo completamente
elucidados, e ndo se se sabe se 0 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 transferéncia de
um carbono!* 15, levanta-se a hip6tese 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 sédo cofatores de enzimas da via das quinureninas de
catabolismo do triptofano, sendo que concentracdes circulantes dessas vitaminas
influenciam as concentracbes séricas de varias quinureninast®. Estudos ja
demonstraram o papel imunoregulatério e/ou neurotoxico apresentado por algumas
quinureninas, e sua associacdo a condi¢cdes clinicas como céancer, doencas

neurodegenerativas e autoimunes’-20,
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1.1. Acido folico (AF)

O &cido folico (AF) é uma vitamina do complexo B (B9) que participa de diversas
reacbes de doagdo de grupamentos metil no organismo. E um micronutriente
essencial para a duplicacdo celular, uma vez que participa da sintese de purinas e
timidilato, bem como da converséo de homocisteina a metionina?.

O termo acido folico € normalmente utilizado para descrever a forma sintética
dessa vitamina, ndo encontrada em alimentos. Estruturalmente, o AF € composto por
um anel pteridina, uma molécula de &cido p-aminobenzoico e um Unico residuo de
glutamato (monoglutamato). Essa forma, por ser mais oxidada no anel pteridina e mais
estavel em diferentes condicbes de temperatura e pH, além de apresentar alta
biodisponibilidade, é a utilizada na fortificacdo de alimentos e nos suplementos e
farmacos contendo AF?'?4. Por sua vez, os folatos presentes naturalmente nos
alimentos sdo derivados poliglutamatos do AF e apresentam, em geral, um estado de
oxidacdo mais reduzido do anel pteridina do que o AF, sendo encontrados

predominantemente na forma de 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF)?% 25 (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica do (A) acido félico e do (B) folato presente naturalmente

nos alimentos
Adaptado de Kim, 200723,
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A biodisponibilidade dos folatos é relativamente variavel quando comparada ao
AF26 27 A absorcdo intestinal dos folatos presentes nos alimentos (forma de
poliglutamatos) depende de sua hidrolise a monoglutamatos por uma enzima
ancorada a membrana apical dos enterocitos, denominada glutamato
carboxipeptidase Il (GCP2)%8. Tanto o AF quanto os folatos naturalmente presentes
alimentos (na forma de monoglutamatos) sdo internalizados pelos enterécitos
principalmente via transportador de folato préton-acoplado (PCFT), também
localizado na membrana apical dessas células?® 2 (Figura 2).

Outros transportadores também estdo envolvidos na absorcéo intestinal dos
folatos, como o carreador de folato reduzido 1 (RFC1). Embora o RFC1 apresente
ampla expressdo ao longo da membrana apical da borda em escova do trato
gastrointestinal®!, acredita-se que este transportador tenha uma funcdo menos
eficiente do que o PCFT, uma vez que o RFC1 apresenta pH 6timo de 7,4, enquanto
a atividade do PCFT é maior em baixo pH (pH 6timo proximo a 5,5), semelhantemente
ao pH encontrado na superficie da mucosa intestinal?® 30 32, Além disso, ao contrario
do PCFT, que apresenta alta afinidade por todas as formas de folato, 0 RFC1 tem alta
afinidade por formas reduzidas de folato, como 5-metilTHF e 5-formiltetrahidrofolato
(5-formilTHF), mas afinidade muito baixa pelo AF0,

Uma vez internalizado, o folato dos alimentos é reduzido, se necessario, e
metilado, e atinge a circulacdo sanguinea predominantemente na forma de 5-
metilTHF33. Em contrapartida, o AF ndo apresenta funcdo fisioldgica, sendo
necessaria sua conversdo 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 figado e em

outros tecidos'? 3435 (Figura 2).
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Figura 2. Absorcao intestinal do folato naturalmente presente nos alimentos e do
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A enzima glutamato carboxipeptidase Il (GCPII) hidroliza os folatos naturalmente presentes nos alimentos na forma
de poliglutamatos a monoglutamatos. Os folatos monoglutamatos e o &cido félico sintético sao internalizados pelos
enterécitos predominantemente por transporte ativo mediado pelo transportador de folato préton-acoplado (PCFT).
Uma vez dentro da célula, o acido félico 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 circulagdo. O consumo frequente de &cido folico em quantidades acima
da capacidade de reducdo da DHFR pode levar ao aparecimento de acido fdlico ndo metabolizado na circulagéo.
Adaptado de Laanpere et al. (2010)%° e Visentin et al. (2014).

Ap0s atingir a circulagdo sanguinea, o 5-metilTHF é capturado pelas células do
organismo por transportadores como os receptores de folato (FRs)?% 36, Trés
isoformas de FR, FRa, FRB e FRy atuam na captacdo celular de folatos por
endocitose. A isoforma FRa apresenta alta afinidade pelo 5-metilTHF quando
comparada as isoformas FRB e FRy. 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 FRa®’ (Figura 3).

Apos ser incorporado pela célula, o 5-metilTHF passa a integrar uma série de
reacdes de transferéncia de grupamento metil, que sdo essenciais ao metabolismo
celular!, e estdo esquematizadas na Figura 3. A forma de 5-metilTHF é necessaria
para a remetilacdo da homocisteina (Hcy) & metionina e formacéo 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 dinucleotideo
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(FAD). A enzima metionina sintase redutase (MTRR) catalisa a reducdo da vitamina
B12 oxidada (cob(ll)alamina) a metilcobalamina®.

O THF, por sua vez, recebe um grupamento metil da serina em presenca 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 sintese de timidina, sendo convertido a DHF, que posteriormente sera
reduzido a THF pela DHFR3% 40, O 5,10-metilenoTHF pode ainda ser convertido a
5,10-metenilTHF, 10-formilTHF e THF pela agdo da enzima metilenotetraidrofolato
desidrogenase (MTHFD1). O 5,10-metilenoTHF também pode ser reconvertido a 5-
metilTHF na presenca da enzima metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), que é
FAD dependente. A atividade da MTHFD1 é essencial para sintese do DNA, provendo
10-formilTHF e 5,10-metilenoTHF para sintese de novo de purinas e timidilato*43
(Figura 3).

A Hcy é um aminoacido sulfidrilico que ndo compde a estrutura de proteinas e
¢ normalmente encontrado na circulagdo sanguinea. E sintetizado a partir do
aminoacido metionina, através dos intermediarios S-adenosilmetionina (SAM) e S-
adenosilhomocisteina (SAH) (Figura 3). A SAM, por sua vez, age COmo um importante
doador de grupamentos metil, sendo utilizado por diversas metiltransferases em
reacoes de metilacdo de DNA, RNA, histonas, entre outros. O produto dessas reacdes
de metilacdo, SAH, é entdo convertido a homocisteina. As concentracdes de Hcy sédo
mantidas por duas vias principais: a remetilacdo da Hcy a metionina, ja citada acima,
e a transsulfuracdo da homocisteina a cistationina e, posteriormente, a cisteina, numa
reacao dependente de vitamina B6 na forma de piridoxal 5’-fosfato (PLP) que ocorre

no figado*4.
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Figura 3. Captacdo e metabolismo celular do folato

AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotideo; BHMT: betaina-homocisteina metiltransferase; CBS:
cistationina B-sintase; CHsCbl: metilcobalamina; CTH: cistationina y-liase; DHF: dihidrofolato; DHFR: dihidrofolato
redutase; FAD: flavina adenina dinucleotideo; FAICAR: formil-5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotideo;
FGAR: formilglicinamida ribonucleotideo; FR: receptor de folato; GAR: glicinamida ribonucleotideo; 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-adenosilhomocisteina; SAHH: S-adenosilhomocisteina hidrolase; SAM: S-adenosilmetionina;
SHMT: serina hidroximetiltransferase; THF: tetrahidrofolato; TS: timidilato sintase. Adaptado de: Ebara (2017)3 e
Hiraoka e Kagawa (2017)%".

As principais fontes de folato da dieta incluem vegetais de folhas verde-escuras,
legumes, algumas frutas e, apos a implementacdo da politica de fortificacao
mandatéria de alimentos com AF, farinha de trigo e milho e seus produtos®. A
Ingestdo Dietética de Referéncia (DRI) para o folato, que sao valores de referéncia
para estimativas quantitativas de ingestdo do nutriente para fins de planejamento e
avaliacdo de dieta para individuos saudaveis, engloba parametros como a Ingestao
Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada (EAR) e Limite Superior
Toleravel de Ingestdo (UL). A RDA é a média do consumo diario suficiente para
cumprir o requerimento nutricional de individuos saudaveis considerando sexo e faixa

etaria; EAR é definida como o valor do consumo diario do nutriente que estima-se
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cumprir o requerimento nutricional de metade dos individuos saudaveis de
determinado grupo; e UL é definido como o maior valor de consumo diario do nutriente
que ndo possui risco de efeitos adversos a maioria dos individuos da populacdo em
geral. E importante destacar que, para o folato, enquanto a RDA e o0 EAR englobam o
consumo de todas as formas de folato, o UL esta relacionado apenas ao AF, utilizado

na fortificacdo e suplementacdo® (Quadro 1).

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

(EAR) e Limite Superior Toleravel de Ingestédo (UL) para o folato

Faixa etaria Sexo? RDAP EARP uLb

0 a 6 meses FeM 65¢ ND¢ ND¢

7 a 12 meses FeM 80¢ ND¢ ND¢d

1l a3 anos FeM 150 120 300

4 a 8 anos FeM 200 150 400

9 a 13 anos FeM 300 250 600

14 a 18 anos FeM 400 330 800

19 anos ou mais FeM 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; "ug/dia; °Ndo determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestdo adequada (Al); YND:

ndo determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)°

Varios marcadores tém sido utilizados para caracterizar a deficiéncia de folato,
como a concentracdo sérica e eritrocitaria dessa vitamina, e marcadores funcionais
como a homocisteina total (tHcy) e acido metilmal6énico (MMA). A deficiéncia de folato
€ caracterizada, de acordo com critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
por concentracdes de folato sérico < 3 ng/mL (6,8 nmol/L)*¢. Além disso, é possivel
avaliar a deficiéncia funcional de folato, adotando como paréametros concentracao
sérica de folato < 5,0 ng/mL, tHcy > 13,9 umol/L e MMA < 271 nmol/L*".

A deficiéncia de folato nos seres humanos pode ser causada por varios fatores,
tais como ingestao insuficiente, ma absorcéo (alcoolismo, enteropatias, entre outros),

aumento das necessidades (como ocorre durante a gestacdo, anemias hemoliticas,
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entre outros), uso de determinados farmacos (como os antifolatos) ou ainda
decorrente da realizacdo de hemodialise®®. A deficiéncia de folato foi associada em
diversos estudos ao aumento do risco de ocorréncia de defeitos de fechamento do
tubo neural (DFTN) no feto durante a gestacéo?® 48 4%, Os DFTN s&do malformacdes
congeénitas graves do sistema nervoso central que ocorrem como resultado de uma
falha no fechamento do tubo neural no inicio da gestacéo (24 a 28 semanas apos a
concepcao), e sdo responsaveis por substancial morbidade e mortalidade de recém-
nascidos® %,

Para prevenir a ocorréncia desse problema, é recomendado que mulheres em
idade reprodutiva facam uso de suplementos de AF diariamente na dosagem de 400
Mg (0,4 mg), idealmente antes da concepcéo, a fim de garantir um estado adequado
dessa vitamina. No caso de mulheres com histéria prévia de gerar uma crianga com
DFTN, a dosagem recomendada é de 4 mg/dia*. Entretanto, como muitas das
gestacdes ndo sdo planejadas e o fechamento do tubo neural ocorre logo no inicio da
gestacdo, a suplementacdo com AF nem sempre atinge o objetivo de prevenir a
ocorréncia de DFTN.

Visando aumentar a ingestao diaria de AF pela populacéo, principalmente por
mulheres no periodo periconcepcional e, dessa forma, reduzir a incidéncia de DFTN,
diversos paises adotaram a fortificacdo de alimentos com este micronutriente®:. Nos
Estados Unidos, a fortificagédo de alimentos com AF iniciou-se em 1998, seguida pelo
Canada no mesmo ano, e pelo Chile em 2000. No Brasil, a fortificacdo mandatoria
teve inicio a partir de julho de 2004, apds a publicacdo da RDC n° 344 de 13 de
dezembro de 2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Ficou
estabelecido que as farinhas de trigo e milho fossem fortificadas com no minimo 150
ug de AF e 4,2 mg de ferro para cada 100 g de farinha®?. Recentemente, foi publicada
a RDC n° 150 de 13 de abril de 2017, que atualiza a RDC n° 344 de 2002. Dentre
outras alteracdes, ficou estabelecido um limite minimo e maximo de adi¢cdo desses
micronutrientes, de forma que as farinhas de trigo e milho deveriam ser fortificadas
com 140 a 220 ug de AF e 4 a 9 mg de ferro para cada 100 g de farinha®.

Apesar de a fortificacdo com AF em paises como o Brasil, Chile e Argentina ter
sido associada a reducdo dos casos de DFTN®>4, muitos estudos tém questionado a
exposicdo da populacdo a quantidades elevadas dessa vitamina por um longo
periodo, como o que vem acontecendo nas populacdes dos paises que praticam a

fortificacdo obrigatéria® %6. Smith et al. (2008) estimam que, para cada DFTN



31

prevenido, cerca de 370 a 780 mil pessoas seriam expostas a fortificagdo com AF no
Reino Unido®’.

Estudo de Steluti et al. (2011) sugere que, na populagao brasileira, o consumo
de AF (forma sintética, usada na fortificag@o e nos suplementos) corresponde a 59,1%
do total de folato consumido®. Uma revisdo recente de nosso grupo mostrou que,
apos a fortificacdo das farinhas de trigo e milho, as concentracdes séricas de folato
aumentaram de forma consideravel na populacao brasileira, quando comparado a era
pré-fortificacdo®. Nos Estados Unidos, apos a fortificacdo com AF, concentracées de
folato sérico superiores a 45 nmol/L foram observadas em 23% da populacéo, sendo
43% de criancas menores que 5 anos e em 38% dos idosos®’.

Em adicdo a fortificacdo de alimentos com AF, recomenda-se que
determinados grupos da populacéo sujeitos a deficiéncia de folato facam uso dessa
vitamina, como portadores de anemias hemoliticas? 3, gestantes e mulheres no
periodo periconcepcional*. Embora a recomendacdo da OMS para prevencdo da
ocorréncia de DFTN seja o0 uso de 400 pg/dia de AF, um manual técnico publicado
pelo Ministério da Saude do Brasil em 2005 recomendava a dosagem de 5 mg/dia, ou
seja, mais de dez vezes a preconizada pela OMS’. Apesar de uma nova
recomendacao, dessa vez concordante com a proposta pela OMS, ter sido publicada
em 2013 com a implementacédo do Programa Nacional de Suplementacdo com Ferro
pelo Ministério da Saude®, acredita-se que muitas mulheres e gestantes acabam
fazendo uso da dose de 5 mg/dia no Brasil por uma questéo cultural.

A Relacdo Nacional de Medicamentos (RENAME), elemento técnico-cientifico
gue orienta a oferta, a prescricdo e a dispensacdo de medicamentos nos servicos do
Sistema Unico de Saude, relaciona o AF como um dos Componentes Basicos da
Assisténcia Farmacéutica, ou seja, voltado aos principais agravos e programas de
saude da Atencédo Basica. Na RENAME, estédo presentes as formas farmacéuticas de
comprimido, na dosagem de 5 mg, e solucéo oral, de 0,2 mg/mL®%!. Entretanto, uma
busca realizada entre o0s medicamentos registrados pela ANVISA

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

considerando apenas medicamentos com registro véalido e excluindo as associacdes
vitaminicas, demonstrou que, das 94 apresentacdes farmacéuticas contendo AF como
principio ativo, apenas 9 (9,6%) apresentavam-se na dosagem de 0,2 mg/mL, portanto
fracionavel para a dosagem preconizada pela OMS. O restante das apresentacdes €
produzido nas doses de 2 ou 5 mg (Figura 4 e APENDICE 1). Embora formulagdes


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

de 0,4 mg, essas apresentacdes nao estédo disponiveis no RENAME.

= Comprimidos 5 mg
= Comprimidos 2 mg
m Solucéo oral 5 mg/mL

m Solucéo oral 0,2 mg/mL

Figura 4. Numero de apresentacbes medicamentosas contendo acido félico como
principio ativo registrados no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) de acordo com a dosagem

Dados apresentados como numero de apresentagbes (porcentagem). Busca realizada em
http://portal.anvisa.gov.br/medicamentos/consultas, data de acesso: 01/10/2019. Foram considerados apenas 0s

medicamentos com registro valido na data de acesso; foram excluidas as associagdes medicamentosas.

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0 USO
diario de altas doses de AF pode elevar consideravelmente as concentracdes dessa
vitamina no organismo. Pacientes com esferocitose hereditaria em uso de 5 mg/dia
de AF apresentaram concentracfes de folato sérico 2,0 vezes maiores que controles
sem a doenca e que ndo faziam uso dessa vitamina®2. Em individuos saudaveis
submetidos a intervencao diaria com 5 mg de AF, o folato sérico aumentou em 3,8
vezes apos 45 dias quando comparado ao periodo antes da intervencédo®s.

Embora o AF possa ser incorporado ao pool de folato apés reducéo pela DHFR,
estudos tém demonstrado que essa enzima apresenta uma capacidade limitada de
metabolizacdo do AF%3. Dessa forma, o AF ndo metabolizado (UMFA) pode ser

absorvido e chegar a circulagdo sanguinea® % (Figura 2).
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Inicialmente, foi proposto que o consumo de quantidades superiores a 200 ug
por dia poderia levar ao aparecimento de UMFA na circulagdo sanguinea, de forma
que, considerando os padrdes de fortificagcdo de alimentos nos Estados Unidos, a
fortificacdo de alimentos com AF provavelmente ndo seria capaz de levar a apari¢éo
dessa forma sintética na circulagdo®. Entretanto, um estudo conduzido com
populacao representativa dos Estados Unidos observou concentracdes séricas de
UMFA em >95% dos individuos, inclusive em n&do usuérios de suplementos contendo
AF (média geométrica: 0,758 (IC 95%: 0,714 - 0,804) nmol/L)%. No Brasil, estudo de
nosso grupo realizado com individuos saudaveis expostos apenas a fortificagdo com
AF (sem uso de suplementos e medicamentos contendo AF) demonstrou correlagéo
direta entre as concentracdes séricas de UMFA e o consumo de AF, além de maior
consumo de folato total e AF nos individuos pertencentes ao grupo que apresentava
maiores concentracbes de UMFA sérico (> 0,69 nmol/L) quando comparado aos
individuos com menores concentracdes (< 0,40 nmol/L)%. Dessa forma, esses
estudos sugerem que até mesmo a fortificacdo de alimentos com AF pode levar ao
aparecimento de UMFA na circulacdo. No entanto, ainda n&o esté claro se a presenca
de UMFA na circulacdo pode provocar algum efeito adverso ao organismo.

Estudo de Troen et al. (2006) observou diminuicdo da capacidade citotoxica
das células natural killer (NK) em mulheres no periodo p6s-menopausa, com UMFA
detectavel quando comparado as que o UMFA era indetectavel. Além disso, quando
se considerou apenas as participantes com idade superior a 60 anos, estratificadas
de acordo com os tercis das concentracfes de UMFA, observou-se que as mulheres
pertencentes ao maior tercil apresentavam menor capacidade citotoxica das células
NK guando comparadas as participantes do primeiro quartil*?. De forma semelhante,
em estudo recentemente publicado por nosso grupo, realizado com individuos
saudaveis de ambos 0s sexos, a intervencdo com 5 mg/dia de AF foi associada a
reducdo ndo apenas da capacidade citotoxica, como também do niamero de células
NKZ,

Embora diversos estudos tenham demonstrado a diminuicdo das
concentracbes de marcadores inflamatorios apds a suplementacdo ou terapéutica
com AF, a grande maioria destes foi realizada com portadores de alguma doenca de
base®7-%°, sendo escassos os estudos que avaliaram o efeito do uso de altas doses de
AF em individuos saudaveis. Duthie et al. (2010) demonstraram o aumento da

expressdo do componente C3 do sistema complemento em individuos submetidos a
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intervencéao diaria com 1,2 mg de AF por 12 semanas’®. Estudo prévio de nosso grupo
demonstrou, também em individuos saudaveis, o aumento da expressao de RNAmM
dos genes de citocinas inflamatérias apés 45 e 90 dias de uso diario de 5 mg de AF®3,
Tais resultados suportam a hipétese de que o uso frequente de doses elevadas de AF
pode estar associado a efeitos adversos sobre o sistema imune.

Ainda em relacdo aos possiveis efeitos adversos que o0 consumo excessivo de
AF possa provocar, tem sido proposto que o AF em excesso pode potencializar os
efeitos da deficiéncia de vitamina B124% X, Em concordancia com essa hipétese,
Morris et al. (2010) observaram, em individuos americanos idosos, que a detec¢éo de
UMFA foi associada ao risco aumentado de anemia em etilistas. Além disso,
considerando apenas os individuos com concentracdes de vitamina B12 <148 pmol/L
ou MMA = 210 nmol/L (indicadores de deficiéncia de vitamina B12), a presenca de
UMFA foi relacionada a menores pontuacdes em testes cognitivos, bem como a um
menor volume corpuscular médio’?.

As implicagbes do uso de quantidades elevadas de AF sobre o metabolismo
das vitaminas B6 e B2 ndo estdo totalmente esclarecidas, devido & escassez de
estudos na literatura. E necesséaria a melhor compreenséo desses efeitos, uma vez
gue ambas as vitaminas sdo fundamentais para rea¢cdes metabdlicas importantes do

organismo.

1.2. Vitamina B6

Vitamina B6 é um termo genérico usado para designar um grupo de vitaminas
hidrossoliveis que compartiham a estrutura quimica 3-hidroxi-2-metil-5-
hidroximetilpiridina. As vérias formas da vitamina B6 diferem de acordo com o grupo
guimico ligado ao carbono 4 do anel piridina: piridoxina (PN), quando o substituinte é
um alcool; piridoxamina (PM), quando o substituinte € uma amina; e piridoxal (PL),
quando o substituinte € um aldeido; e seus analogos fosforilados na posigdo 5'-
hidroximetil, formando, respectivamente, piridoxina-5’-fosfato (PNP); piridoxamina-5’-
fosfato (PMP); e PLP"3 (Figura 5). A vitamina B6, tanto nas formas fosforiladas quanto
nas nao-fosforiladas, € encontrada em uma variedade de alimentos, incluindo peixes,
aves, graos integrais, vegetais folhosos, legumes, batatas e tomates’# ’>. Os produtos
de origem animal contém principalmente PLP e PMP, enquanto os de origem vegetal
possuem principalmente PN e PNP15,
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Figura 5. Estruturas quimicas das varias formas da vitamina B6

(A) Estrutura bésica 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 estad indicada a
numeracao dos carbonos do anel piridina. Em vermelho esta indicado o substituinte 4’, que discrimina os diferentes
vitameros. Adaptado de Gregory (1996)73.

Os vitameros fosforilados da vitamina B6 dependem de uma reacdo de
desfosforilacao para serem absorvidos, e essa reagao € catalisada por uma fosfatase
alcalina ligada a membrana da célula intestinal. Ja os vitameros nédo-fosforilados séo
absorvidos por difusdo passiva no jejuno e ileo’®. Em seguida, chegam ao figado
através da circulagéo portal, onde sao 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 acdo da PMP oxigenase’’” 8. A forma
de PLP é liberada pelo figado e chega ao plasma, onde circula ligada a albumina’®.
Para ser captada pelas células e tecidos do organismo, essa forma precisa ser
desfosforilada a PL pela acdo de fosfatases alcalinas®. O principal produto do
catabolismo de PLP é o acido 4-piridoxico (PA), que é formado pela aldeido oxidase

1 no figado e eliminado na urina® (Figura 6).
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Figura 6. Absorgéo e metabolismo da vitamina B6 em humanos.

PLP: piridoxal 5’-fosfato; PL: piridoxal; PMP: piridoxamina 5'-fosfato; adaptado de Ueland et al. (2015)*4 e Jaeger
et al. (2016)8.

A vitamina B6 na forma de PLP age como coenzima em mais de 140 reac¢bes
enzimaticas envolvidas na sintese e catabolismo de aminoacidos®? 8, sintese de
aminas bioativas® 85, sintese e funcdo da hemoglobina®, glicogendlise®” (e
metabolismo de esfingolipidios®. Além disso, o PLP age como cofator de algumas
enzimas que catalisam reacGes de transferéncia de um carbono, como a SHMT?®, a
cistationina B-sintase (CBS)% e a betaina-homocisteina metiltransferase (BHMT), que

catalisa uma das duas principais reacbes de remetilacdo da homocisteina, a
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transferéncia de um grupamento metil da betaina para a Hcy, formando dimetilglicina
e metionina®! (Figura 3).

As DRIs para a vitamina B6 estdo descritas no Quadro 2°. A deficiéncia de
vitamina B6 devido a diminuicdo da ingestdo dietética é rara, uma vez que essa
vitamina é encontrada amplamente nos alimentos. Por sua vez, a deficiéncia de
vitamina B6 pode ocorrer devido a ma absor¢do (como ocorre na doenca celiaca)®,
uso de farmacos que interagem com a vitamina B6°% 3, alcoolismo®*, e didlise renal,

que aumenta a perda de vitameros da circulacdo®?.

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

(EAR) e Limite Superior Toleravel de Ingestao (UL) para a vitamina B6

Faixa etaria Sexo? RDAP EARP uL®
0 a 6 meses FeM 0,1¢ ND¢ ND¢
6 a 12 meses FeM 0,3¢ ND¢ ND¢
1l a3anos FeM 0,5 0,4 30

4 a 8 anos FeM 0,6 0,5 40

9 a l3anos FeM 1,0 0,8 60

14 a 18 anos F 1.2 1,0 80

14 a 18 anos M 13 1,0 80

19 a 50 anos FeM 1.3 11 100
51 anos ou mais F 15 1,3 100
51 anos ou mais M 1,7 11 100
Gestantes

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

19 a 50 anos F 19 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; Pmg/dia; °Ndo determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestdo adequada (Al); 9ND:

ndo determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)°.

O marcador mais utilizado para avaliar as concentracdes de vitamina B6 em
humanos é o PLP plasmatico. Além de ser considerada a forma ativa da vitamina B6,
esse marcador parece refletir o contetido de PLP no figado®® % e apresenta correlacdo

forte com o consumo de vitamina B697: 98: 99; 100,
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Ja a forma de transporte da vitamina B6, o PL plasmatico, tem sido sugerida
como um marcador adicional do estado da vitamina B6'°!, uma vez que apresenta
correlacdo forte e positiva com o PLP no plasma (rho = 0,80; P < 0,001)%%. O PA
também apresenta correlagédo positiva com o PLP (rho = 0,67; P < 0,001) e PL (rho =
0,79; P < 0,001) no plasmal®, e a dosagem plasmatica e urinaria desse catabdlito
também tém sido propostos como marcadores do estado da vitamina B6. Além disso,
0 aumento da razdo PAr (PA/(PL+PLP)) se destaca como um marcador do aumento
do catabolismo da vitamina B6 que ocorre durante o estado inflamat6rio®©3,

Além dos biomarcadores diretos do estado da vitamina B6 ja citados,
marcadores funcionais que refletem os efeitos metabdlicos desse micronutriente tém
sido propostos, como a avaliacdo da atividade de transaminases, quinureninas,
aminoacidos e metabdlitos plasmaticos!4. Como a vitamina B6 participa como cofator
de enzimas do metabolismo do triptofano pela via das quinureninas (comentado de
forma aprofundada mais a frente), concentracdes plasmaticas desses metabadlitos,
bem como razdes entre estes tém sido avaliadas como marcadores do estado dessa
vitamina. Recentemente, foi demonstrado que a razdo HKr (HK/(KA + XA + HAA +
AA)) apresentava associacdo mais forte em modelos de regressdo multivariada para
a variavel dependente PLP em comparac¢ao com as demais quinureninas plasmaticas
e razbes destas anteriormente propostas, em estudos longitudinal e transversal
conduzidos na Noruega'®.

As concentracdes de cistationina frequentemente apresentam-se elevadas na
inadequacéo do estado nutricional da vitamina B610% 196 107 Fsse aumento pode ser
explicado pelas diferentes sensibilidades das enzimas CBS e cistationina y-liase
(CSE) as variacbes na concentracdo de vitamina B6. Enquanto a deficiéncia
moderada leva a diminuicdo da atividade da CSE no figado, a atividade da CBS é
mantida, levando ao aumento da cistationina?’.

Embora estudos realizados com populacfes diversas de individuos tenham
encontrado associacdes entre as concentracdes de folato e PLP1% ou entre folato e
PA1% os efeitos do AF sobre o estado da vitamina B6 ainda n&o foram completamente
elucidados. Abbenhardt et al. (2014) observaram correlagbes inversas entre as
concentragdes plasméticas de PLP e o marcador inflamatorio proteina C reativa (PCR)
em mulheres na pds-menopausa, tanto no periodo anterior (r = -0,17; P < 0,01; N =
1792) quanto ao posterior a fortificacdo de alimentos com AF (r = -0,33; P < 0,001; N

=1792). No entanto, essa diferenca nos valores do coeficiente de correlagdo quando
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ao periodo pos-fortificacdo e periodo pré-fortificacdo leva a hipotese de que, na
presenca de uma maior biodisponibilidade de folato, maiores quantidades de PLP séo
necessarias para as reacdes do metabolismo de um carbono que sado ligadas ao
processo inflamatério%8,

Diversos estudos tém demonstrado o papel de baixas concentracdes de PLP
em um grande nimero de patologias, tais como artrite reumatoide!!®, doenca
inflamatéria intestinal''! e aterosclerose!!?, entre outras, o que sugere que ndo apenas
a deficiéncia evidente de vitamina B6 aumenta o risco de determinadas doencas
cronicas, mas mesmo a deficiéncia marginal dessa vitamina pode estar associada ao
aumento de risco dessas doencas.

Em estudo realizado em pacientes internados em unidade de terapia intensiva,
as concentracdes plasméaticas de PLP e PA foram associadas a resposta imune, o
gue ndo ocorreu com o0 consumo de vitamina B6 através da dieta, sugerindo que o
aumento da resposta inflamatéria estaria associado a um aumento do catabolismo
dessa vitamina!!®. Corroborando com essa hipétese, estudos demonstraram que a
enzima SHMT dependente de PLP tem a atividade aumentada em 5 a 20 vezes em
condicBes que existe alta duplicacéo celular, como em leucemias e durante a ativacao
de linfocitos411 o que poderia levar a um aumento das necessidades de vitamina
B6 durante o processo inflamatério.

Uma vez que a vitamina B6 esté envolvida na sintese de &cidos nucleicos e,
consequentemente, na sintese de proteinas, a producdo de citocinas e outros
polipeptideos mediadores durante o processo inflamatério poderia necessitar de
maiores quantidades dessa coenzimall’. Esse modelo é consistente com a
observacdo de que a deficiéncia dessa vitamina foi associada ao prejuizo da
diferenciacdo e maturacdo de macroéfagos e linfécitos T 118, Foi observado, também,

que a vitamina B6 é capaz de alterar a regulacdo da producgéo de interleucina (IL)-
2119.

1.3. Vitamina B2

A vitamina B2 é uma vitamina hidrossollvel que esta presente em muitos
alimentos como leite e derivados, carnes, peixes, ovos, frutas e vegetais,
especialmente aqueles de folhas verdes escuras'?®. Quimicamente, essa vitamina

pode ser descrita como uma estrutura triciclica, contendo um anel isoaloxazina (grupo
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flavina) e uma cadeia lateral ribitil'?, e pode se apresentar de trés formas distintas:
riboflavina livre e duas formas coenzimaticas, flavina adenina dinucleotideo (FAD) e

(3) flavina mononucleotideo (FMN)*?!, Figura 7).
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Figura 7. Estruturas quimicas das formas da vitamina B2: riboflavina, flavina

mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD)
Fonte: Wolak et al. (2017)%22,

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 a riboflavina livre por fosfatases ndo especificas na borda
em escova do enterdcito. A absorcdo ocorre no intestino delgado proximal por
transporte ativo'?% 121, Apés a captacdo da riboflavina livre pelos enterécitos, ela é
transportada no plasma ligada a albumina, e pode ser fosforilada por acédo da
flavoquinase citosolica, formando FMN; entretanto, a maior parte da riboflavina é
convertida a FAD a partir de FMN pela FAD sintase!?°. O excesso de riboflavina que
nao é requerido pelos tecidos € excretado principalmente na urina na forma livre ou
como metabolitos!??,

As formas biologicamente ativas mais importantes da riboflavina, FAD e FMN,
funcionam como transportadores de elétrons e desempenham papéis centrais em
numerosos processos metabolicos, participando de diversas reacfes do metabolismo
oxidativo de carboidratos, acidos graxos, aminoacidos, colina, betaina e outros
metabolitos!??. No metabolismo de unidades de carbono, FAD é requerida para a
reciclagem de 5-metilTHF pela MTHFR, que é requerido para a remetilacdo da Hcy a
metionina'?3. Individuos com deficiéncias moderadas de folato e vitamina B2 (em
concentragbes que normalmente ndo seriam indicativas de deficiéncia vitaminica)

apresentam menores concentragdes da proteina MTHFR e maiores de Hcy!?,
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Embora o papel da vitamina B2 no metabolismo do AF seja conhecido, ainda ndo esta
claro se altas concentracbes de AF podem interferir nos marcadores do estado da
vitamina B2.

A FAD também atua como cofator da enzima MTRR. Outra ligacdo entre a
riboflavina e vitaminas do complexo B diz respeito a enzima PMP oxidase, a qual
converte a vitamina B6 da dieta em sua forma biologicamente ativa, o PLP, e tem
como cofator a FMN?125 126,

As DRI para a vitamina B2 estdo descritas no Quadro 3. Uma vez que a
riboflavina esta envolvida em diversos processos importantes do organismo, 0S
impactos da sua deficiéncia sdo usualmente muito rapidos e graves!?!. A deficiéncia
de riboflavina € classicamente associada a uma sindrome oral-ocular-genital,
caracterizada por queilite angular, fotofobia e dermatite escrotal, mas pode também
levar a anemia, retardo de crescimento, inchaco gengival, lesées de pele e
enfraquecimento da visdo '2/. Essa deficiéncia pode acarretar distlrbios no
metabolismo intermediério, prejudicando o funcionamento de processo oxidativos,
como a B-oxidacdo e a geracao de energia, as defesas contra radicais livres, o ciclo
do folato e os processos de metilagdo!?°. Ainda, a deficiéncia grave pode prejudicar o

metabolismo da vitamina B6 e a conversao de triptofano para niacina'?®,
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Quadro 3. Ingestdo Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada

(EAR) e Limite Superior Toleravel de Ingestao (UL) para a vitamina B2

Faixa etaria Sexo? RDAP EARP uLP
0 a 6 meses FeM 0,3¢ ND¢ ND¢
6 a 12 meses FeM 0,4¢ ND¢ ND¢
la3anos FeM 0,5 0,4 NDd
4 a 8 anos FeM 0,6 0,5 NDd
9ail3anos FeM 0,9 0,8 NDd
14 a 18 anos F 1,0 0,9 ND¢
14 a 18 anos M 1,3 1,1 ND¢d
19 anos ou mais F 1,1 0,9 ND¢
19 anos ou mais M 1,3 11 ND¢
Gestantes

14 a 18 anos F 1,4 1,2 NDd
19 a 50 anos F 1,4 1,2 ND¢d
Lactantes

14 a 18 anos F 1,6 1,3 ND¢d
19 a 50 anos F 1,6 1,3 ND¢d

aF: feminino; M: masculino; Pmg/dia; °Ndo determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestdo adequada (Al); ND:
ndo determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)°.

A deficiéncia de vitamina B2 é mais prevalente nas populacdes
subdesenvolvidas e que possuem baixa ingestdo dietética de produtos lacteos e
carnes. Entretanto, a prevaléncia elevada de baixas concentracbes séricas de
riboflavina foi reportada em alguns paises desenvolvidos como Estados Unidos e
Reino Unido!?®. Gestantes e lactantes apresentam maior risco de deficiéncia de
vitamina B2 devido ao aumento das necessidades e a perda pelo leite materno *2°.
Neonatos e criancas também se encontram nesse grupo de risco, dependendo do
contetdo de riboflavina do leite materno e considerando que as necessidades de
riboflavina aumentam com o crescimento'?% 1%, |dosos podem sofrer de deficiéncia de

vitamina B2 por uma diminuicdo da absorcao no intestino*3?,

1.4. Vitamina B1 (tiamina)

A molécula de tiamina é estruturalmente composta por um anel pteridina ligada
a um anel tiazdlico substituido. 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 funcdo de ambos ainda ndo é conhecidal?!
(Figura 8). Os principais alimentos de origem vegetal fontes de tiamina sao as nozes

e legumes, cereais, paes, pescados, carne (especialmente suina) e leite!?!,
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Figura 8. Estruturas quimicas das formas da vitamina B1l: Tiamina, tiamina
monofosfato (TMP), tiamina difosfato (TDP), tiamina trifosfato (TTP), adenosina TDP

(ATDP) e adenosina TTP (ATTP).
Fonte: Wolak et al. (2017)2%,

A tiamina ingerida através do consumo de alimentos fontes é absorvida no
jejuno e ileo e entdo distribuida pela circulacdo sanguinea. A absorcdo através dos
enterdcitos € mediada pelos transportadores de tiamina 1 (THTR1) e 2 (THTR1), pelo
mecanismo de transporte ativo antiporte (tiamina/H*)13% 133 A tiamina livre é
internalizada na membrana apical do enterécito via THTR2 e liberada para a
circulacdo via THTR2. Além disso, a tiamina pode ser convertida no epitélio intestinal
a TMP e liberada do enterdcito pelo RFC1. THTR1 e THTR2 também estédo envolvidos
na captacdo de tiamina da circulacdo pelas células do organismo, enquanto RFC1
realiza a captacédo de TMP pelas células'3* (Figura 9).

Apds a absorcdo, a tiamina se acumula no figado e nos eritrdcitos 12%. O plasma
humano contém cerca de 10 a 20 nmol/L de tiamina, sendo cerca de 10% na forma
de TMP13, Apés ser transportada para o interior das células, a tiamina é rapidamente
convertida a TDP, forma necessaria para o funcionamento adequado de enzimas
mitocondriais'?* (Figura 9). A TDP é cofator para varios processos fisioldgicos,
estando envolvida em estagios nao-oxidativos da via das pentoses, ciclo do acido

tricarboxilico e catabolismo de aminoacidos!36,
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Figura 9. (A) Absorgéo no intestino, (B) captagéo e metabolismo celular da tiamina

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

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

a circulacdo pelo RFCL1. A tiamina circulante é transportada para o interior das células via THTR1 ou THRT2; dentro

da célula, é convertida a 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 estédo apresentadas as DRIs para a vitamina B1°. A deficiéncia
de tiamina em paises desenvolvidos ndo costuma ocorrer devido a ingestao deficiente,
mas pode se desenvolver secundaria ao prejuizo da absorcgéo, uso abusivo de alcool,
aumento da excrecdo urinaria e estresse metabdlico agudo, como 0 que ocorre na
cetoacidose diabética e na sepse?t 137, A primeira condicdo associada a deficiéncia
de tiamina foi a beribéri, doenca que afeta primariamente o sistema nervoso periférico,
levando & neurodegeneragdo seletiva, e o0 sistema cardiovascular, associado a
insuficiéncia cardiaca, cardiomegalia e taquicardial?l. A deficiéncia de tiamina pode
afetar também o sistema nervoso central, sendo referida como encefalopatia de
Wernicke e psicose de Korsakoff, com sintomas caracteristicos, tais como neuropatia

periférica ou desordens de memaria'3e,

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

(EAR) e Limite Superior Toleravel de Ingestédo (UL) para a tiamina

Faixa etaria Sexo0? RDAP EARP uL®
0 a 6 meses FeM 0,3¢ ND¢ ND¢
6 a 12 meses FeM 0,3¢ ND¢ ND¢
la3anos FeM 0,5 0,4 ND¢
4 a8 anos FeM 0,6 0,5 ND¢
9al3anos FeM 0,9 0,7 ND¢
14 a 18 anos F 1,0 0,9 ND¢
14 a 18 anos M 1,2 1,0 ND¢d
19 anos ou mais F 11 0,9 ND¢
19 anos ou mais M 1,2 1,0 ND¢
Gestantes

14 a 18 anos F 14 1,2 ND¢
19 a 50 anos F 14 1,2 ND¢
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; Pmg/dia; °Ndo determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestdo adequada (Al); 9ND:

ndo determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)°.

1.5. Vitamina B3 (niacina)

O termo niacina refere-se ao acido nicotinico (NA) e seu derivado nicotinamida

(NAM). Ambas s&o importantes para geragdo de formas ativas dessa vitamina,
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nicotinamida dinucleotideo (NAD*) e seu éster 2’-fosfato (NADP™), essenciais para o
ciclo de Krebs e a via das pentoses, reacdes importantes para o metabolismo
energético humano!?!, E importante destacar que, apesar da dieta ser importante para
a obtencdo de NAD* e NADP™, o metabolismo do triptofano pela via das quinureninas
no figado (discutido mais adiante) é responsavel pela geracdo de aproximadamente
90% do total de NAD* e NADP* do organismo?’.

As principais fontes de niacina da dieta incluem carne, pescados e gréos. As
DRIs para a niacina estdo apresentadas no Quadro 5'2!. A deficiéncia de niacina,
clinicamente denominada pelo termo pelagra, se desenvolve principalmente pela dieta
deficiente de niacina ou triptofano, embora possam ocorrer devido a sindromes de ma
absorcao. A pelagra se caracteriza pela ocorréncia de lesbes na pele bilateralmente
simétricas, principalmente em partes do corpo expostas ao sol. As lesées no trato
gastrointestinal se manifestam como inflamacédo da mucosa e ulceracdo, que pode
resultar em perda de apetite, dores abdominais, nausea e vomito. Os sintomas
neurologicos aparecem de forma tardia, e englobam fotofobia, fadiga, ataxia,
alucinac0es e irritabilidade. Os trés 6rgdos atingidos (pele, trato gastrointestinal e
sistema nervoso) sofrem devido a deficiéncia de NAD* resultante da grande demanda

exigida para a alta demanda energética desses tecidos!’: 13,
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Quadro 5. Ingestdo Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada

(EAR) e Limite Superior Toleravel de Ingestédo (UL) para a niacina

Faixa etaria Sexo0? RDAP EARP uLP
0 a 6 meses FeM 2¢ ND¢ ND¢
6 a 12 meses FeM 4¢ ND¢ ND¢
la3anos FeM 6 5 10
4 a 8 anos FeM 8 6 15
9 a l3anos FeM 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; Pmg/dia; °®Ndo determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestdo adequada (Al); YND:
ndo determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)°.

1.6. Metabolismo do triptofano: via das quinureninas

As formas ativas da vitamina B6 e B2 também agem como cofatores para varias
enzimas da degradacéo do triptofano pela via da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO).
Essa enzima possui expressao ubiqua em tecidos ndo hepaticos e é induzivel pela
acao de IFN-y em células do sistema imune como macrofagos, células dendriticas e
mondcitos?4. A degradacéo do triptofano por essa via possui uma relagéo importante
com os fendbmenos de resposta imune e tolerancia imune. Embora no tecido hepatico
a degradacao do triptofano seja iniciada pela triptofano 2,3-dioxigenase (TDO), essa
enzima ndo esta envolvida com a inflamacgé&o4L.

Tanto a IDO quanto a TDO (em tecido extra-hepéatico e hepatico,
respectivamente) catalisam a oxidacao do triptofano a formilquinurenina, que, por sua
vez, é rapidamente convertida a quinurenina por acdo da quinurenina formidase. A
quinurenina é entdo convertida a 3-hidroxiquinurenina (HK) por acdo da quinurenina
monoaminooxidase (KMO), uma enzima dependente de FAD, que por sua vez é

clivada a acido 3-hidroxiantranilico (HAA) por acdo da enzima PLP-dependente
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qguinureninase (KYNU). A KYNU também catalisa a converséo de quinurenina a acido
antranilico (AA). Outra enzima PLP-dependente desse metabolismo, a quinurenina
transaminase (KAT), catalisa a formacdo de dois produtos finais dessa via: &cido
quinurénico (KA) e &cido xanturénico (XA). O HAA, por sua vez, pode ser convertido
a um metabdlito intermediario que, por sua vez, € convertido a acido picolinico por
acdo enzimatica ou a acido quinolinico (QA), por uma reacdo nao-enzimatical4 142
(Figura 10).
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Figura 10. Representacdo esquematica 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 dinucleotideo. Adaptado de Paul et al. (2013)'42 e Ueland et al. (2015)*4.

A principal funcéo da via das quinureninas no figado € a producédo de NAD* a
partir de QA. O QA ¢é metabolizado por acdo da quinolato fosforribosiltransferase a
acido nicotinico mononucleotideo. Este, por sua vez, é convertido a acido nicotinico
adenina dinucleotideo pela enzima acido nicotinico/nicotinamida mononucleotideo

adeniltransferase, que, por acdo da NAD* sintase, é convertido a NAD* (Figura 11)*%.
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Como descrito anteriormente, a biossintese de NAD* também pode ocorrer a
partir de NA e a NAM provenientes da dieta. O NA € convertido a acido nicotinico
mononucleotideo pela nicotinato fosforribosiltransferase e sendo posteriormente
convertido a NAD* como descrito para o QA. Ja a NAM é primeiramente convertida a
nicotinamida mononucleotideo pela nicotinamida fosforribosiltransferase e
posteriormente a NAD* pela enzima acido nicotinico/nicotinamida mononucleotideo

adeniltransferase (Figura 11)%°.
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Figura 11. Metabolismo da nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) a partir de acido quinolinico (proveniente da degradacgéo do

triptofano) e acido nicotinico e nicotinamida (provenientes da dieta)

NMAT: &cido nicotinico/nicotinamida mononucleotideo adeniltransferase. Adaptado de: Yang e Sauve (2016)13°
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Estudos demonstram que a atividade da IDO é necessaria para prevenir a
rejeicdo de fetos alogénicos mediada por linfécitos T em fémeas gravidas de
camundongos!®®. A inducdo da degradacdo de triptofano pela via da IDO em
macréfagos e células dendriticas permite a estas suprimir a ativacao de células T,
resultando em tolerancia imunol6gical44.

Os metabdlitos da via das quinureninas tém sido objeto de estudo nas ultimas
décadas com a descoberta de seu papel nas fun¢des neuronal e imune. Uma
descoberta marcante nesse contexto foi a identificaggdo do QA e KA como,
respectivamente, agonista e antagonista dos receptores N-metil D-Aspartato (NMDA)
de glutamato®. Inclusive, o KA ja foi associado a fisiopatologia da esquizofrenial4, e
estratégias visando diminuir a formacéo desse metabdlito através da inibicdo da KAT
tém sido estudadas para o tratamento dessa doencal4’ 148149 O QA, por sua vez,
exerce efeitos excitotoxicos e tem sido implicado no desenvolvimento de varias
condicbes neurolégicas, tais como epilepsia, doenca de Huntington, trauma e
hipoxial’.

Em relacdo aos metabdlitos da via das quinureninas e a resposta imune, ja foi
demonstrado que o HAA induz a apoptose de células do eixo de resposta imune T
helper (Th)1, que séo responsaveis pela resposta autoimune, mas nao de células Th2,
responsavel pela imunidade a patégenos extracelulares!t. E descrito, também, que o
HAA e a HK inibem a producéo das citocinas do eixo Th1 IL-2, TNF-a e IFN-y, trocando
o perfil da resposta imune Thl para Th22,

Além disso, 0 HAA e a HK séo capazes de promover a diferenciacao de células
T regulatérias (Treg)td% 151152 As células Treg tem a fungdo de suprimir a atividade
de linfécitos, e sdo importantes para a prevencdo de doencas autoimunes e
manutencdo da tolerancia imunolégical®3.

A relacdo existente entre a vitamina B6 e os metabdlitos da via das
guinureninas de catabolismo do triptofano tem sido demonstrada em diversos estudos.
Foram observadas correlagdes inversas entre as concentracdes plasmaticas de PLP
e a razdo quinurenina/triptofano (KTR) em diversos estudos de base populacional®
154,155 Além disso, KTR foi positivamente correlacionada a PA e a razdo PAr, ambos
indicadores de catabolismo da vitamina B6'%°. A KTR tem sido considerada um
marcador importante da resposta imune ativada por IFN-y, uma vez que essa citocina

é produzida por linfécitos Th11%6,
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Ao que se sabe, a relacéo entre vitamina B2 com as quinureninas plasmaticas
nao havia sido investigada até recentemente. Em estudo de Theofylaktopoulou et al.
(2014), foram observadas correlacdes positivas entre as concentracdes de riboflavina
e 0s metabdlitos XA (r = 0,13; P < 0,001, n = 6931) e HAA (r = 0,19; P < 0,001, n =
6931), ambos produtos secundarios da degradacdo da quinurenina catalisada pela
enzima FAD-dependente KMO. Curiosamente, a HK plasmatica, o produto imediato
da reacdo catalisada pela KMO, ndo foi correlacionada as concentracdes de
riboflavina?®.

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
manutencdo dessa via. Pressupondo que o AF, em altas doses, pode interferir no
estado das vitaminas B2 e B6, existe a hipétese de que o AF, indiretamente, possa
interferir nas rea¢des da via das quinureninas. Além disso, uma vez que a KTR é
afetada pelo estado das vitaminas B6 e B2 do individuo, hipotetiza-se que o AF possa

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

2.1. Geral

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

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

consequéncias sobre os metabolitos da via das quinureninas em adultos saudaveis.

2.2. Especificos

Avaliar se o uso diario de 5 mg de AF por 90 dias esta associado a alteracdes
nas concentracdes séricas de marcadores diretos e/ou funcionais do estado
das vitaminas B6, B2, B1 e B3;

Verificar se 0 uso diario de 5 mg de AF por 90 dias esta associado a
modificacdes nas concentracbes séricas dos metabdlitos da via das
quinureninas;

Avaliar se existe associagdo entre o uso diario de 5 mg de AF e alteracdes nas
concentragfes séricas dos marcadores inflamatérios PCR ultrassensivel, IL-6,
IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-q;

Determinar se existe associacdo entre o uso diario de 5 mg de AF e a
expressdao de RNAm em leucdcitos mononucleares dos genes DHFR, MTHFR,
IL8, TNFA e IFNG;

Verificar se existe associacdo entre o diario de 5 mg de AF e o nimero de
células Treg.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica e desenho do estudo

Foram incluidos 68 individuos saudaveis no presente estudo, dentre 0s quais
30 eram provenientes de um estudo anterior do grupo (FAPESP 2012/12912-1, CAEE
04389512.2.000.0067). Estes individuos foram recrutados na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao 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
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCF-USP (CAAE: 60501516.7.0000.0067). O
estudo foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC,

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

Os critérios de exclusdo incluem idade inferior a 18 ou superior a 45 anos,
mulheres gestantes, etilistas crénicos, individuos que tenham feito uso de AF e
polivitaminicos ou realizado transfusfes sanguineas nos 6 meses anteriores ao inicio
do estudo, bem como portadores de alergias, doencas inflamatorias, e outras doencas
cronicas (diabetes, hipertenséo, hipercolesterolemia, doencas da tireoide, etc.).

Os patrticipantes foram submetidos a interven¢do com 1 comprimido de 5 mg
de AF por dia pelo periodo de 90 dias. Foram coletadas amostras de sangue periférico
dos participantes apos jejum de 8 horas, antes do inicio da intervencdo com AF
(baseline) e apds 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 ap6s, no minimo, 15 horas do
ultimo uso de AF. As amostras foram coletadas em tubos a vacuo (sistema
Vacutainer®). Os tubos sem anticoagulante foram armazenados a temperatura
ambiente por 30 minutos até a formacdo do coagulo e centrifugados a 1500 x g por
15 minutos para a obtencéo de soro, que foi separado em aliquotas e armazenado a
-80°C até a analise. Tubos contendo K2EDTA foram utilizados para a realiza¢éo de
hemograma, e contendo heparina para a obtencdo de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC).

Do total de 68 individuos incluidos, 4 foram excluidos: 2 porque ndo concluiram
a etapa de 45 e 90 dias de uso de AF; enquanto 2 individuos ndo completaram a etapa
de 90 dias de uso de AF. Dessa forma, 64 individuos concluiram o uso regular diario
de 5 mg de AF por 90 dias.


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

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

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

3.3. Avaliacédo das concentracdes séricas de folato e vitamina B12

As concentracdes de folato sérico e vitamina B12 foram avaliadas por métodos
microbioldgicos, utilizando cepas de Lactobacillus casei'® e Lactobacillus
leishmanniit® 159, Os limites de deteccdo (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 concentragdes “elevadas”, embora seja importante ressaltar que esse
termo tenha sido baseado na capacidade do limite superior dos métodos usualmente
utilizados para avaliar as concentracées dessa vitamina sem diluicdo, e ndo nas

implicacdes bioldgicas para a saude?*®,

3.4. Determinacdo das concentracdes séricas de vitamina B6, vitamina B2,

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

As determinacdes das concentracdes 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 metabdlitos (KA, AA, HK,
XA, HAA, QA e &cido picolinico), cistationina, cotinina e trans-3’-hidroxicotinina
(ambos marcadores do uso e exposicéo ao tabaco) foram avaliados por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)60: 161" no
Laboratério Bevital A/S, Bergen, Noruega. Os limites de detec¢do de cada analito

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

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)

Analito Unidade LOD Analito Unidade LOD

Piridoxal 5’-fosfato nmol/L 0,2 | Acido quinurénico nmol/L 0,4
Piridoxal nmol/L 0,2 | Acido antranilico nmol/L 0,7
Acido 4-piridoxico nmol/L 0,5 | 3-hidroxiquinurenina nmol/L 2
Piridoxina nmol/L 1 | Acido xanturénico nmol/L 0,5
Tiamina nmol/L 0,25 | Acido 3-hidroxiantranilico nmol/L 2
Tiamina monofosfato nmol/L 0,5 | Acido picolinico nmol/L 0,5
Riboflavina nmol/L 0,2 | Acido quinolinico nmol/L 1,6
Flavina mononucleotideo nmol/L 0,4 | Acido nicotinico nmol/L 20
Cistationina pmol/L 0,005 | Nicotinamida nmol/L 20
Neopterina nmol/L 0,7 | Ni-metillnicotinamida nmol/L 5
Triptofano pmol/L 4 | Cotinina nmol/L 1
Quinurenina pmol/L 0,007 | Trans-3'-hidroxicotinina nmol/L 2

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

A razédo PAr foi calculada como PA [nmol/L] / (PLP [nmol/L] + PL [nmol/L])'*. A
tiamina total foi obtida pela soma entre tiamina [nmol/L] e TMP [nmol/L]. A razdo HKr
foi determinada por HK [nmol/L] / (KA [nmol/L] + AA [nmol/L] + XA [nmol/L] + HAA
[nmol/L])1%4. A razdo quinurenina/triptofano (KTR) foi calculada como quinurenina
[nmol/L] / triptofano [umol/L]. Além disso, as razbes 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 calculadas®®.

3.5. Avaliacéo das concentracdes de proteina C-reativa ultrassensivel (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 instru¢des do fabricante. As concentragdes séricas de
interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10, interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) 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 leucoécitos mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Os PBMC foram separados a partir de sangue coletado em tubos contendo
heparina sodica pela técnica de centrifugacao por gradiente de densidade, utilizando
a solucao Histopaque® 1077, densidade 1,077 g/mL (Sigma-Aldrich), de acordo com
protocolo estabelecido pelo fabricante. As células foram contadas em camara de

Neubauer e utilizadas para avaliar a expressdo de RNAm e o numero de células Treg.

3.7. Avaliacao da expressao de RNAm de DHFR, MTHFR, IL8, TNFA e IFNG em
PBMC

Cerca de 5 x 10° PBMC por amostra foram utilizadas para extracdo de RNA
total. As células foram lisadas com 1 mL de TRIzol™ (Invitrogen™) e armazenadas a
-80°C até o momento da extragédo, realizada de acordo com o protocolo estabelecido
pelo fabricante. O RNA obtido foi quantificado por absorbancia a 260 nm, e a pureza
avaliada pelas razbes 260/280 nm e 260/230 nm, utilizando o espectrofotbmetro
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 andlise da expressdao de RNAm
de DHFR, MTHFR, IL8, TNFA e IFNG foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real, utilizando o sistema TagMan® (Applied
Biosystems™). As reacdes foram realizadas no equipamento ABI 7500 Fast (Applied
Biosystems™) utilizando os ensaios TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems™) descritos no Quadro 7. A analise da expressdo de RNAm foi realizada
pelo método de quantificacéo relatival®®, que utiliza os valores de Cycle Threshold
(C7), ou limiar da amplificacdo, que se caracteriza pelo inicio da amplificagdo do
produto de PCR. Foram utilizados os genes de referéncia hipoxantina
fosforribosiltransferase 1 (HPRT1) e B-actina (ACTB) como controles endégenos®. A

quantificacdo da expressao foi calculada pela formula:

Express&o= 22Ct

onde ACt = Ct gene de interesse - Ct gene de referéncia
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Quadro 7. Caracteristicas dos ensaios TaqMan® utilizados para as analises de

expressdo de RNAm

Gene Espécie Identidade do ensaio Tamanho do fragmento

amplificado (pb)

TNFA Homo sapiens Hs01113624 g1 143
IFNG Homo sapiens Hs00989291 m1l 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 a; IFNG: interferon y; IL8: interleucina 8; DHFR: dihidrofolato
redutase; MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; HPRT1: hipoxantina fosforribosiltransferase 1, ACTB: (-

actina.

3.8. Determinacéo do numero de células T regulatérias (Treg)

A identificagéo e quantificac@o de células Treg foi realizada por meio de ensaios
de imunofenotipagem por citometria de fluxo. O esquema da parte experimental dessa

etapa esta resumido na Figura 12.

Incubagdo com Avaliacio de
PMA + ionomicina a s
" células Treg
Separagdo dos por 18h
Coleta de sangue J
g leucécitos )
periférico ( " )
mononucleares Incubagdo com L
J v , Avaliagdo de
DMSO (veiculo) células Tre
por 18h J
< y J

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

Treg em individuos saudaveis antes e ap0s o uso de 5mg/dia de &cido folico

Para a avaliacdo do numero de células Treg, foram utilizados os reagentes 12-
O-tetradecanoilforbol-13-acetato (PMA) e ionomicina, que possuiam DMSO como
veiculo. Ensaios com PMA + ionomicina sdo frequentemente utilizados para estudar
a ativacao de linfocitos, além de estimular a inducdo de determinados tipos celulares,
como as células Treg'®4. PMA estimula a transducéo de sinal via proteina quinase

C165 166 e jonomicina aumenta a concentracao intracelular de céalcio6”: 168: 169,
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Os PBMC de cada paciente foram colocados em meio de cultura RPMI 1680
com concentracdo de 20 ng/mL de AF. Em seguida, os leucécitos mononucleares
foram divididos em duas aliquotas de 1 x 10° células/mL em placas de 6 pocos, sendo
gue uma delas foi incubada com 10 ng/mL de PMA (total de 10 pL adicionados) e 1
pg/mL de ionomicina (total de 3,33 uL adicionados), e a outra foi incubada com 13,33
puL de DMSO. As placas foram colocadas em estufa de CO2 a 5% por 18 horas.

Ap6s a incubacdo 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 exclusdo utilizado para discriminacdo de células
viaveis de nao-viaveis. Esse reagente € excitado pelo laser vermelho, e emite
fluorescéncia maxima no comprimento de onda de 780 nm, sendo a leitura realizada
no canal do APC-Cy7 do citbmetro.

ApoOs esta incubacao, procedeu-se a identificacdo e quantificacdo de células
Treg por meio de ensaios de imunofenotipagem por citometria de fluxo. As
caracteristicas dos anticorpos utilizados estéo descritas no Quadro 8. As células Treg
sdo imunofenotipicamente descritas como CD3*, CD4*, CD252, FoxP3* e CD127-164,
Uma vez que o tratamento com PMA + ionomicina leva a reducao da expressao de
CD4 pelos linfocitos CD4%164, prejudicando a analise, utilizou-se como estratégia a
marcacdo com o anticorpo anti-CD8, de forma que as células CD8 foram
consideradas CD4".

Apés incubacdo com os anticorpos, a leitura foi realizada no equipamento
FACS Canto Il (BD Biosciences, San Jose, EUA). Para cada tubo de reacao, foram

analisados 50.000 eventos.

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

identificacdo da populag&o de células T regulatorias

Descricéo Identificagéo Clone Marca  Volume
por reacéo
APC Mouse Anti-Human CD3 555342 HIT3a BD* 20 pL
PerCP Mouse Anti-Human CD8 347314 SK1 BD* 20 pL
BB515 Mouse Anti-Human CD25 564467 2A3 BD* 5 puL
PE Mouse Anti-Human FoxP3 560046 259D/C7 BD* 20 pL
PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD127 560822 HIL-7R-M21 BD* 5 puL

*BD Biosciences, San Jose/CA, EUA
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A estratégia utilizada para deteccdo de células Treg esta exemplificada na
Figura 13. ApoOs selecéo dos linfocitos dentro do pool de mononucleares utilizando os
parametros FSC e SSC (A), foram selecionadas apenas os linfécitos viaveis (B).
Dentro desse gate, foram selecionados os linfécitos ndo marcados para CD8
(representando células CD4") (C), marcados para CD25 e FoxP3 (D), e ndo marcados
para CD127 (E). A proporcao de células Treg (%) foi obtida em fungéo dos linfocitos
totais obtidos pela andlise do citbmetro. O nimero de células foi obtido em funcdo do

numero de eventos.
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Figura 13. Estratégia utilizada para detecgdo de células T regulatorias (Treg) por

imunofenotipagem por citometria de fluxo

Apébs selecionado o gate em linfécitos (A), foram selecionadas as células negativas para FVS780
(viaveis) (B), CD3* e CD8- como representantes dos linfécitos CD4* (C), CD252% e FoxP3* (D) e CD127-
(E).
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3.9. Analises estatisticas

As andlises estatisticas 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 gréficos foram feitos utilizando o software GraphPad Prism®
(GraphPad Software, San Diego, USA). Com o objetivo de comparar as variaveis no
baseline e apds 45 e 90 dias de intervencao diaria com 5 mg de AF, os testes de qui-
quadrado, likelihood ratio ou exato de Fisher foram utilizados para as variaveis
categoricas, e o teste de analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas foi
utilizado para as variaveis numeéricas. As correlacbes entre o0s vitdmeros ou
metabalitos foi verificada pela correlacdo de Pearson utilizando os dados convertidos
por meio da transformagao Box-Cox.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Anderson-Darling. Para as
variaveis que nado apresentavam distribuicdo normal, foi aplicada a transformacao
Box-Cox antes do uso de testes paramétricos. Os dados categoricos foram
apresentados como numero (porcentagem) e as variaveis numeéricas como média
(intervalo de confianca de 95%) apds a reconverséo.

Modelos de regressao linear foram utilizados para as variaveis dependentes PL
sérico e AA sérico (apds transformacdo Box-Cox), considerando todos os dados
referentes ao baseline, 45 e 90 dias de intervencdo combinados. As variaveis
independentes foram inseridas sem transformacéo. As variaveis independentes com
P < 0,05 nos modelos de regressao linear univariada foram selecionadas como
variaveis independentes para modelos de regressao linear multivariada com stepwise.
Uma vez que o folato sérico e a intervencao diaria com 5 mg de AF foram
correlacionadas, as mesmas ndo foram inseridas juntamente num mesmo modelo.
Tiamina, TMP e tiamina total também n&o foram inseridas em um mesmo modelo. Foi
aplicada a correcéo de Bonferroni, demonstrada no rodapé das tabelas de regresséo
linear.

O nivel de significancia adotado foi de a = 5% (P < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas gerais da populacéo estudada

A mediana (intervalo interquartilico) da idade e do indice de massa corporea
dos 64 participantes do presente estudo foi de 27,5 (25,0 — 30,0) anos e 22,4 (20,3 —
25,1) kg/mz2, respectivamente. Trinta e sete (57,8%) eram mulheres. Do total de
individuos, 52 (81,3%) se autodeclararam brancos, 3 (4,7%) negros, 6 (9,4%) pardos
e 3 (4,7%) amarelos.

As concentracBes de folato sérico e vitamina B12 estdo apresentadas na
Tabela 1. Foi observado um grande aumento das concentracdes de folato sérico apos
45 dias e 90 de intervencdo com 5 mg/dia de AF quando comparado ao baseline (3,4
e 3,5 vezes, respectivamente). A frequéncia de individuos com folato sérico > 45
nmol/L aumentou apdés a intervencgdo. Nao foi observada diferenca nas concentracfes

séricas de vitamina B12.

Tabela 1. Concentracdes séricas de folato e vitamina B12 em 64 individuos saudaveis

antes e apos 45 e 90 dias de intervencdo diaria com &cido folico (AF)

Intervencgdo diaria com 5 mg de AF

Baseline 45 dias 90 dias P
Folato sérico (nmol/L)! 15,6 (13,3 — 18,4)2 68,7 (59,1 — 79,8)° 70,8 (62,2 — 79,8)° < 0,001
Folato sérico > 45 nmol/L? 1(1,6) 51 (81,0) 55 (87,3) <0,001
Vitamina B12 (pmol/L)* 372 (342 — 404) 372 (342 - 404) 380 (350 — 412) 0,705

As variaveis numéricas foram convertidas por transformacéo Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de
confianca de 95%) apds reconversdo; as variaveis categoéricas foram apresentadas como ndamero (porcentagem).
1IANOVA de medidas repetidas; *Teste de Qui-quadrado. Letras diferentes entre colunas representam diferencas
significativas de acordo com o teste de Tukey.

Os parametros hematolégicos dos participantes do presente estudo estédo
descritos na Tabela 2. Nenhum parametro apresentou diferenca antes e apos a

intervencdo com AF.
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Tabela 2. Parametros hematoldgicos de 64 individuos saudaveis antes e apos 45 e

90 dias de intervencéao diaria com acido folico (AF)

Intervencao diaria com 5 mg de AF

Baseline 45 dias 90 dias pP*
Eritrocitos (x108/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
Reticuldcitos (x103/mm3) 434 (38,3—48,9) 38,8(34,6—432) 44,0 (38,3—49,38) 0,173
Leucdcitos totais (x103/mm3) 5,83(549-6,30) 5,74 (5,33-6,20) 5,83 (541-6,30) 0,831

As variaveis numéricas foram convertidas por transformacgdo Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de
confianga de 95%) ap0s reconversdo; as variaveis categoéricas foram apresentadas como nimero (porcentagem).
*ANOVA de medidas repetidas.

4.2. Associagao entre intervencédo diaria com 5 mg de AF sobre os marcadores
séricos do estado das vitaminas B6, B2, B1 e B3

Correlacdes positivas entre PLP, PL e PA foram observadas quando os dados
referentes ao baseline, apés 45 e 90 dias de intervencdo foram considerados
combinados ou separadamente (Tabela 3). Embora as concentra¢cdes séricas de PLP
observadas antes e apdés a intervencdo com AF tenham sido semelhantes, maiores
concentracfes de PL foram observadas apds 45 e 90 dias quando comparado ao
baseline. Além disso, as concentracdes de PA foram maiores apds 45 dias, mas nao
apés 90 dias de intervencdo, em relagdo ao baseline (Figura 14(A)). Nao foram
observadas diferencas na razado PAr entre o baseline (0,298 (0,270 — 0,327)) e os
periodos apo6s 45 (0,316 (0,289 — 0,343)) e 90 dias de intervenc¢éo (0,298 (0,271 —
0,326), P = 0,276).

Tabela 3. Correlacdes de Pearson entre as variaveis PLP, PL e PA séricos no baseline
e apos 45 e 90 dias de intervencéo diaria com 5 mg de AF, e considerando os dados

relativos aos trés tempos combinados

PLP PL

Trés tempos Trés tempos

Baseline 45 dias 90 dias combinados Baseline 45 dias 90 dias combinados
(N =64) (N =64) (N =64) (N=192) (N =64) (N=64) (N=64) (N =192)
bLP ) ) ) ) r=0,883 r=0,850 r=0,843 r=0,850
P <0,001 P<0,001 P<0,001 P < 0,001
r=0,502 r=0,641 r=0,608 r=0,582 r=0,580 r=0,682 r=0,634 r=0,632
P<0,001 P<0,001 P<0,001 P < 0,001 P < 0,001 P<0,001 P<0,001 P < 0,001

Todas as variaveis foram convertidas por transformacgdo Box-Cox. PLP: piridoxal 5’-fosfato; PL: piridoxal; PA: acido

4-piridoxico.
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Figura 14. Concentragdes séricas de marcadores do estado das vitaminas (A) B6, (B) B2, (C) B1 e (D) B3 de 64 individuos saudaveis
antes e apos 45 e 90 dias de intervencéo diaria com 5 mg de acido félico (AF)

Todas as variaveis foram transformadas por Box-Cox e apresentadas como média e intervalo de confianca de 95% apos reconversdo. Comparacgéo entre colunas realizada por
ANOVA de medidas repetidas. Letras diferentes entre as colunas representam diferencas de acordo com o teste de Tukey. PLP: piridoxal 5'-fosfato; PL: piridoxal; PA: &cido 4-
piridéxico; FMN: flavina mononucleotideo; TMP: tiamina monofosfato; NAM: nicotinamida; mNAM: N1-metilnicotinamida.
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Todos os individuos apresentaram concentracdes séricas de PN abaixo do
LOD no baseline, e apenas um individuo apresentou concentracées acima do LOD
apos 45 e 90 dias de intervencdo com AF (respectivamente, 115 e 88,5 nmol/L).

Em relag&o aos marcadores funcionais do estado da vitamina B6, a cistationina
sérica antes (0,155 (0,143 — 0,169) pumol/L) e apos 45 (0,146 (0,131 — 0,163) umol/L)
e 90 dias de intervencdo com AF (0,149 (0,138 — 0,161) umol/L) foi semelhante (P =
0,438). Quanto a razdo HKr, ndo foram observadas diferencas antes e apds a
intervencdo com AF.

Modelos de regressdo linear univariada foram utilizados para a variavel
dependente PL sérico (Tabela 4, Modelos 1 a 19). As varidveis independentes
associadas ao aumento de PL foram sexo masculino, intervencéo diaria com 5 mg de
AF, folato sérico, vitamina B12, FMN, tiamina, TMP e tiamina total, enquanto as
variaveis PCRus e IL-8 foram associadas a diminui¢éo da variavel dependente.

Em seguida, dois modelos de regressdo de regressao linear multivariada
stepwise para a mesma variavel dependente foram utilizados: no primeiro, as variaveis
inseridas foram sexo masculino, intervencao diaria com 5 mg de AF, vitamina B12,
PCRus, FMN, tiamina e IL-8 (Tabela 4, Modelo 20); no segundo, as mesmas variaveis
foram inseridas, com excecdo da intervencao diaria com 5 mg de AF, substituida pelo
folato sérico (Tabela 4, Modelo 21). No Modelo 20, a tiamina sérica e 0 sexo
masculino foram associados ao aumento de PL, e a IL-8 & diminui¢do; no Modelo 21,
além da tiamina e do sexo masculino, o folato sérico também foi associado ao

aumento da variavel dependente, enquanto IL-8 foi associado a diminuicdo desta.
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Tabela 4. Modelos de regresséo linear para a variavel dependente piridoxal sérico?

Modelo Variavel independente B SE R2 P
Modelos de regresséo 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 Intervencéo diaria 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-a (pg/mL) -0,822 0,616 - 0,183
16 IFN-y (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 regresséo linear multivariada com stepwise?

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
Intervencdo diaria 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 intervengdo diaria com 5 mg de AF combinados foram
considerados. A varidvel dependente foi convertida por transformagéo Box-Cox (A = -1) e multiplicada por 10°.
2variaveis independentes inseridas no Modelo 20: sexo masculino, intervengao diaria com 5 mg de AF, vitamina
B12 (pmol/L), PCRus (mg/dL), FMN (nmol/L), tiamina (nmol/L) e IL-8 (pg/mL); varidveis 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: indice de massa corporal; AF: acido félico; PCRus: proteina C-reativa
ultrassensivel; FMN: flavina mononucleotideo; TMP: tiamina monofosfato; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa;
IFN-y: interferon gama; IL: interleucina). Valor critico de correcédo de Bonferroni: 0,0125.

Foi observado aumento das concentracdes séricas de riboflavina e FMN apos
45 dias de intervencao, que se mantiveram elevadas apos 90 dias, em comparacao
ao baseline (Figura 14(B)). As concentragdes de tiamina foram menores apos 45 dias

de intervencdo quando comparado ao baseline e apds 90 dias de intervencdo. Nao
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houve diferenca entre as concentracdes séricas de TMP no baseline e apds 45 dias
de intervencao, porém, as concentractes de TMP foram maiores apds 90 dias quando
comparados aos periodos anteriores. A tiamina total foi menor apés 45 dias de
intervencédo do que no baseline; no entanto, ndo foram observadas diferengas entre o
periodo apds 90 dias de intervencéo e o baseline ou o periodo apoés 45 dias (Figura
14(C)). Nao foi observada diferenca entre as concentracdes séricas de NAM e mNAM
antes e apos a intervengcdo com AF (Figura 14(D)). As concentracdes séricas de NA
apresentaram-se inferiores ao LOD em todos os individuos nos trés periodos

avaliados.

4.2. Efeito daintervencdo didriacom 5 mg de AF sobre as concentragcdes séricas

de neopterina, triptofano, quinurenina e metabdlitos da via das quinureninas

As concentragdes séricas de neopterina, triptofano e quinurenina e KTR foram
similares antes e apos a intervencao diaria com 5 mg de AF (Tabela 5). Foi observada
correlacao positiva entre a neopterina e KTR quando foram utilizados todos os valores
referentes aos trés tempos (baseline, 45 e 90 dias interveng&o). 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. Concentracdes séricas de biomarcadores da via das quinureninas de 64
individuos saudaveis antes e apoés 45 e 90 dias de intervencao diaria com 5 mg de
acido félico (AF)

Intervencgdo diaria com 5 mg de AF

Baseline 45 dias 90 dias pP*
Neopterina (nmol/L) 17,0 18,4 17,0 0,209
(15,8 - 18,3) (16,7 —20,1) (15,3-18,7)
Triptofano (umol/L) 69,4 70,1 70,1 0,845
(66,7 -72,2) (68,0 —73,0) (67,4 -73,0)
Quinurenina (umol/L) 1,49 1,51 1,51 0,883
(1,42 -1,59) (1,44 -1,61) (1,42 -1,59)
KTR (nmol/umol) 214 213 212 0,975
(201 - 227) (201 - 226) (199 - 226)
3-hidroxiquinurenina 42,5 42,1 41,3 0,668
(nmol/L) (39,3 -45,6) (38,9 —45,6) (38,1-44,3)
Acido quinurénico (nmol/L) 452 43,8 42,9 0,381
(40,9 - 50,4) (40,0 — 48,4) (38,5-47,5)
Acido xanturénico (nmol/L) 16,0 15,3 14,7 0,339
(14,2 -18,2) (13,5-17,5) (12,8 -16,8)
Acido antranilico (nmol/L) 14,5 16,7 18,0 <0,001
(13,3 -15,6)2 (15,5 -18,0)° (16,5 —19,4)°
Acido 3-hidroxiantranilico 36,2 36,6 34,8 0,574
(nmol/L) (33,4 —-39,6) (33,1-40,0) (32,1-38,1)
Acido picolinico (nmol/L) 36,6 33,8 31,2 0,012
(32,5-40,9)2 (30,0 — 37,7)ab (28,2 — 34,8)°
Acido quinolinico (nmol/L) 328 338 335 0,600
(307 — 353) (313 — 366) (312 - 363)
Raz&o AA/kyn 9,6 11,0 11,9 <0,001
(9,0 -10,3) (10,3-11,8) (11,0-12,9)
Razéo KA/kyn 30,0 28,8 28,2 0,249
(27,4 - 33,1) (26,8 —31,2) (25,8 -31,2)
Razéo HK/kyn 27,7 27,4 26,8 0,389
(26,3 - 29,2) (25,8 -29,2) (25,3 -28,6)

Todas as variaveis foram transformadas por Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de confianca de 95%)
apos reconversdo. *ANOVA de medidas repetidas. Letras diferentes entre as colunas representam diferencas de
acordo com o teste de Tukey. KTR: razdo quinurenina-triptofano; AA/kyn: razdo acido antranilico-quinurenina;
KA/kyn: razéo acido quinurénico-quinurenina; HK/kyn: razao 3-hidroxiquinurenina-quinurenina.
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Tabela 6. Correlacbes de Pearson entre as variaveis neopterina sérica e KTR no
baseline e apds 45 e 90 dias de intervencao diaria com 5 mg de AF, e considerando

os dados relativos aos trés tempos combinados

Neopterina
Baseline 45 dias 90 dias Trés tempos combinados
(N =64) (N =64) (N =64) (N =192)
KTR r=0,400 r=0,559 r=0,459 r=0,469
P=0,001 P<0,001 P<0,001 P <0,001

Todas as variaveis foram convertidas por transformacgao Box-Cox. KTR: razédo

quinurenina-triptofano; AF: acido félico.

Em relacdo aos demais metabdlitos da via das quinureninas, foi observado um
aumento tanto das concentracdes séricas de AA quanto da razdo AA/kyn apds 45 e
90 dias de intervencao em relacdo ao baseline. Além disso, as concentracfes séricas
de acido picolinico foram menores apés 90 dias quando comparado ao baseline,
embora tenham sido semelhantes ao periodo apds 45 dias de intervencédo (Tabela 5).

Para compreender as variaveis implicadas com o aumento do AA sérico,
modelos de regressao linear univariada foram utilizados tendo o AA sérico como
variavel dependente (Tabela 7, Modelos 1 a 18). Através dessas analises, foi
observado que o sexo masculino, intervencéo diaria com 5 mg de AF, folato sérico,
vitamina B12, KTR e TNF-a foram associados ao aumento do AA sérico. Dessa forma,
dois modelos de regresséao linear multivariada com stepwise para o AA sérico como
variavel dependente foram utilizados: no primeiro, as variaveis inseridas foram sexo
masculino, intervencao diaria com 5 mg de AF, vitamina B12, KTR e TNF-a (Tabela
7, Modelo 19); no segundo, as mesmas variaveis foram inseridas, com excec¢éo da
intervencao diaria com 5 mg de AF, substituida pelo folato sérico (Tabela 7, Modelo
20). No Modelo 19, foi observado que KTR, intervencao diaria com 5 mg de AF e
vitamina B12 foram associados ao aumento do AA seérico, enquanto no Modelo 29,
KTR, folato sérico, sexo masculino e vitamina B12 foram positivamente associados a

variavel dependente.
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Tabela 7. Modelos de regresséo linear para a variavel dependente acido antranilico

sérico!

Modelo  Variavel independente B SE R2 P
Modelos de regresséo linear univariada

1 Sexo masculino 14.354 5.854 - 0.015
2 Idade (anos) -0.227 0.694 - 0.745
3 IMC (kg/m?) 1.042 0.828 - 0.210
4 Intervencéo diaria 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-a (pg/mL) 3.045 0.866 - 0.001
15 IFN-y (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 regressao linear multivariada com stepwise?

19 KTR 2.401 0.413 0.154 <0.001
Intervencao diaria 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 intervencdo diaria com 5 mg de AF combinados foram
considerados. *A variavel dependente foi convertida por transformagéo Box-Cox (A = -0,5) e multiplicada por 103.
2Variaveis independentes inseridas no Modelo 19: sexo masculino, intervengdo diaria com 5 mg de AF, vitamina
B12 (pmol/L), KTR e TNF-a (pg/mL); variaveis independentes inseridas no Modelo 20: sexo masculino, folato sérico
(nmol/L), vitamina B12 (pmol/L), KTR e TNF-a (pg/mL). IMC: indice de massa corporal; AF: acido félico; PCRus:
proteina C-reativa ultrassensivel; PLP: piridoxal 5'-fosfato; FMN: flavina mononucleotideo; KTR: raz&o triptofano-
quinurenina; TNF-a: faor de necrose tumoral alfa; IFN-y: interferon gama; IL: interleucina. Valor critico de corregéo
de Bonferroni: 0,0125.
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4.4. Associacdo entre a intervencdo diaria com 5 mg de AF sobre as
concentracdes séricas de PCRus, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10

As concentracdes do marcador inflamatério PCRus e das citocinas séricas IFN-
Y, TNF-q, IL-6, IL-8 e IL-10 foram semelhantes antes e ap0ds a intervencdo com AF
(Tabela 8).

Tabela 8. Concentragbes de PCRus e citocinas séricas de 64 individuos saudaveis
antes e apos 45 e 90 dias de intervencao diaria com 5 mg de acido félico (AF)

Intervencao diaria com 5 mg de AF
Baseline 45 dias 90 dias p*
0,122 (0,097 - 0,155) 0,108 (0,081 -0,138) 0,122 (0,091 — 0,165) 0,311

PCRus (mg/dL)*

IFN-y (pg/mL)

11,6 (8,72 — 15,0)

12,4 (9,57 — 15,7)

12,7 (9,77 - 16,0) 0,363

TNF-a (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

Variaveis convertidas por transformacéo Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de confianca de
95%) apoés reconversdo. *ANOVA de medidas repetidas. PCRus: proteina C-reativa ultrassensivel; IFN-y:
interferon gama; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL: interleucina.

4.5. Associacao entre a intervencao diaria com 5 mg de AF e a expressédo de
RNAmM de DHFR, MTHFR, IL8, TNFA e IFNG em PBMC

Em relacdo as expressdes de RNAm avaliadas nos PBMC, foi observado que,
para o gene DHFR, a expressdo aumentou apds 90 dias de uso de AF quando
comparada ao baseline, embora tenha sido semelhante ao periodo apo6s 45 dias de
intervencdo. A expressdo de RNAmM de TNFA foi maior apés 45 e 90 dias de
intervencdo com AF do que no baseline. Nao houve diferenga nas expressdes dos

genes MTHFR, IL8 e IFNG frente a intervencdo com 5 mg de AF (Figura 15).
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Figura 15. Expressdo de RNAmM em leucdécitos mononucleares do sangue periférico
de (A) DHFR, (B) MTHFR, (C) IL8, (D) IFNG e (E) TNFA em individuos saudaveis

antes e apos 45 e 90 dias de intervencao diaria com 5 mg de acido félico (AF)

Variaveis convertidas por transformagdo Box-Cox e apresentadas como média e intervalo de confianca de 95%
apos reconversdo. Comparacédo entre colunas realizada por ANOVA de medidas repetidas. Letras diferentes entre
as colunas representam diferencas 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. Associacdo entre a intervencao diaria com 5 mg de AF e o numero de

eventos de células Treg

A Figura 16 apresenta os resultados do ensaio de avaliacdo da proporcao de
células Treg nas diferentes condi¢cdes experimentais. Foi possivel observar que nas
células estimuladas por PMA + ionomicina, houve uma reducéo do células Treg apés
90 dias de uso diario de AF, enquanto nas células ndo-estimuladas (incubadas apenas

com o veiculo, DMSO), ndo foi observada diferenca antes e apds o uso de AF.

600+
. -
g 400- _ -®- Treg (DMSO), P=0,383
® -6~ Treg (PMA + ionomicina), P = 0,016
3
2
e 200-
3
pd
C ! . ! . ! .
Baseline 45 dias 90 dias
Intervengao diaria com
5 mg de AF

Figura 16. Numero de eventos de células T regulatérias (Treg) de individuos antes e

apos 45 e 90 dias intervencao diaria com 5 mg de acido félico

Células incubadas com PMA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) + ionomicina (esfera vazia) ou veiculo (DMSO,
esfera cheia) por 18h. Varidveis convertidas por transformacgao Box-Cox e apresentadas como média e intervalo
de confianca de 95% apo6s reconversdo. Comparagdo entre colunas realizada por ANOVA de medidas repetidas.

Letras diferentes entre as colunas representam diferencas de acordo com o teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

Com o objetivo de reduzir a incidéncia de DFTN, a OMS e organizacdes de
saude de diversos paises tém desenvolvido recomendac¢fes relacionadas a
suplementacdo com AF no periodo periconcepcional. Nesse contexto, o Brasil
encontra-se em uma situacdo Unica, uma vez que € o Unico pais que recomenda a
dosagem diaria de 5 mg para mulheres saudaveis, mesmo sem historia de filhos com
DFTN, o que contradiz a recomendacdo da OMS e de diversos outros paises, que
recomendam o uso de 400 ug/dia. Além disso, nenhuma evidéncia cientifica sustenta
a recomendacdo de uma dosagem diaria tdo elevada para todas as mulheres no
periodo periconcencional®. Atualmente, existe uma preocupac¢do da comunidade
cientifica em relagcéo aos potenciais eventos adversos que o consumo de altas doses
de AF possa trazer a saude.

No presente estudo, foi demonstrado que o uso diario de 5 mg de AF por
individuos saudaveis esta associada a alteragcdes nas concentracdes séricas de
vitamina B2, B6 e B1, assim como do metabdlito da via das quinureninas AA. Dentro
do nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo a mostrar alteracées no estado de
vitaminas do complexo B apés o uso diario de uma dose alta de AF por adultos. A
Unica excecdo é para a vitamina B12, para a qual a associacdo entre o consumo
elevado de AF e a exacerbacado da deficiéncia de vitamina B12 tem sido bem descrita
desde a década de 1940, especialmente na populacéo de idosos® % 170,

Alinhado com o previamente descrito por nosso grupo'3, porém em um ndmero
amostral maior, o presente estudo demonstrou um aumento grande do folato sérico e
da frequéncia de individuos 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 concentracdes dessa vitamina sem
diluicdo*8. Nossos dados demonstram que concentracdes tédo elevadas séo facilmente
e rapidamente atingiveis através do uso diario de 5 mg de AF, e a real necessidade
do uso de tais doses deve ser ponderada e mais bem estudada.

Embora ndo houve diferenca entre as concentracdes das formas de vitamina
B6 presentes no soro antes e apoés a intervencdo com AF (PLP > PA > PL), as
concentragfes encontradas no presente estudo foram similares as observadas em
outros estudos com diferentes populacesi® 171172 Foi observado o aumento de PL

sérico apos a intervencdo com AF, embora as concentracfes de PLP e cistationina,
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bem como HKr ndo tenham se alterado frente a intervencao. Entretanto, de acordo
com dados previamente publicados na literatura cientifica'® 1% 172 as concentracées
de PL foram positivamente correlacionadas as de PLP em nosso estudo.

Mkrtchyan et al. (2015) demonstraram que a tiamina é capaz de inibir a PL
quinase in vitro!’3, enzima que fosforila PL a PLP. Uma vez que observamos
diferencas nas concentracdes séricas de vitamina B1 antes e ap0s a intervengao com
AF, levanta-se a hipétese de que a tiamina esteja relacionada ao PL sérico em nosso
estudo, levando a diminuicdo da fosforilagdo a PLP. Em harmonia com essa
proposicdo, o0s resultados de regressdo linear multivariada demonstraram
associacfes positivas entre tiamina, folato sérico e sexo masculino e a variavel
dependente PL sérico. Sendo nossos achados inéditos, acreditamos que mais
estudos sdo necessarios no sentido de compreender a relagdo entre o AF e a vitamina
B6, e o0 papel da vitamina B1 nesse contexto.

Individuos que apresentam deficiéncias leves de folato e vitamina B2 (com
concentragbes circulantes que ndo indicam deficiéncia vitaminica) apresentam
menores concentracdes da proteina MTHFR e de homocisteina?4. Como dito
anteriormente, MTHFR realiza a reducdo 5,10-metilenoTHF a 5-metilTHF numa
reacdo que usa FAD como cofator. Estudo anterior de nosso grupo demonstrou que
as concentracdes séricas de 5-metilTHF aumentam apds o uso diario de 5 mg de AF*3.
Dessa forma, pressupbe-se que a conversao de 5,10-metilenoTHF a 5-metilTHF
esteja diminuida. Consequentemente, maiores concentracdes 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 apos a intervencao com AF
observada em nosso estudo. Corroborando com esta hipétese, Christensen et al.
(2015) demonstraram que animais alimentados com dieta rica em AF (dez vezes
superior a dieta controle) apresentaram menor atividade da MTHFR no cérebro e
figado do que animais alimentados com dieta controle!’*.

Como esperado, a neopterina sérica foi diretamente correlacionada a KTR em
todos os periodos da intervencdo com AF. A neopterina € produzida a partir de
guanosina trifosfato (GTP) pela GTP ciclohidrolase | por células do sistema imunel’>
176 Assim como a IDO, a expressdo dessa enzima € induzida por IFN-y14% 177 Sendo
assim, tanto neopterina quanto KTR séo considerados marcadores da resposta imune

mediada por essa citocina, de forma que se espera que ambos estejam positivamente
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correlacionados, como ja demonstrado previamentel’® 179 de acordo com o
observado no presente estudo.

A respeito dos metabdlitos da via das quinureninas, nosso estudo mostrou que
o0 AA sérico aumentou com a intervencdo com AF. Theofylaktopoulou et al. (2014)
demonstraram que tanto a riboflavina quanto FMN s&o positivamente relacionadas ao
AAl% o gue se encontra em harmonia com o aumento concomitante desses trés
compostos observado apos a intervencdo com AF. Embora usualmente pressuponha-
se que o AA seja um metabdlito inativo, concentrag6es aumentadas ja foram descritas
em diversas condi¢bes, como esquizofrenial®®, artrite reumatoide'®! e diabetes tipo |
182 Além disso, um estudo recente sugere que o AA pode ter um papel em alteracdes
na fibrinélise de pacientes com doenca renal cronica®s,

Birner et al. (2017) propuseram que as razdes HK/kyn, KA/kyn e AA/kyn
refletem as atividades das enzimas KMO, KAT e KYNU, respectivamente’®?, que séo
responsaveis pelas trés vias de metabolizacdo da quinurenina. Considerando que
apenas AA/kyn aumentou apés a intervencdo com AF, € possivel que o aumento da
atividade de KYNU, mas ndo a diminuicdo da atividade de KAT e KMO, tenha
contribuido para o aumento das concentracfes séricas de AA apds a intervencao.

A KYNU e KAT sao enzimas PLP-dependentes, e KMO é FAD-dependente.
Diversas associacfes entre vitamina B6 e vitamina B2 circulantes e os metabdlitos da
via das quinureninas ja foram demonstradas em individuos saudaveis'®. Embora
nosso estudo tenha observado o aumento tanto das concentracdes séricas de
vitamina B2 quanto de AA, nenhuma relacao entre o AA e as formas de vitamina B2
foram observadas nos modelos de regressao linear. De acordo com nossos
resultados, os principais determinantes do AA sérico foram KTR, uso diario de 5 mg
de AF, folato sérico e sexo masculino. Esse dado aponta para um possivel 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 concordancia com estudo prévio de nosso grupo de pesquisa’?, ndo foram
observadas alteracfes nas concentracdes seéricas de IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-8 e IL-10
apos a intervencdo com AF quando comparado ao baseline. Entretanto, um aumento
da expressdo de RNAm de TNFA foi observado apés a intervengcdo com AF nos
PBMC. Provavelmente esse efeito ndo tenha sido observado nas concentracdes
séricas de TNF-a pelo tempo limitado de intervencdo. Outra hipétese para essa

observacdo seja de que a expressdo de RNAmM desse gene nao reflita nas
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concentracdes séricas TNF-a, uma vez que essa citocina € produzida principalmente
por macréfagos, mas também por linfocitos B, T e NK84,

Nosso estudo demonstrou também o aumento da expressdo de RNAm de
DHFR apés 90 dias de intervencdo com AF, como previamente descrito®. Como o AF
precisa ser reduzido pela DHFR para ser incorporado ao pool de folato ativo no
organismo, esse resultado sugere um aumento da expressao dessa enzima frente a
uma grande quantidade de AF obtida através do uso diério de 5 mg de AF por 90 dias.
Essa hip6tese ainda precisa de mais esclarecimentos atravées de estudos que avaliem
nao apenas a expressdo de RNAmM, mas também a expressédo da proteina DHFR e
sua atividade em resposta a uma quantidade elevada de AF.

Nossos dados demonstram uma diminuicdo do numero de células Treg
(estimuladas por 18h com PMA + ionomicina) apos 90 dias de uso de 5 mg de AF
guando comparado ao baseline. As células Treg sdo um subconjunto de linfécitos T
CD4*, que expressam altas quantidades do receptor de IL-2 (CD25) e o fator de
transcricdo FoxP3, essencial para a funcao dessas células, que é a supressao de
respostas imunolégicas e a manutencdo da imunotolerancia'®®. Dessa forma, as
células Treg estdo envolvidas na supressdo do desenvolvimento de doencas
autoimunes e alérgicas'®®. E importante destacar que diversos estudos ja
demonstraram que o numero e/ou funcéo de células Treg apresentavam-se reduzidos
em doencas inflamatérias e/ou autoimunes, tais como fase aguda de IGpus
eritrematoso sistémico'®” e diabetes tipo '8, miastenia gravis!® 19 e esclerose
multiplal®® 192,

Ja 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 ativadas'®®, e que o folato é
essencial para a sobrevivéncia delas!®3. Em contraste com o observado em nosso
estudo, foi demonstrado que a deficiéncia de folato em camundongos levou a reducao
populagdo de células Treg do baco'®, cdlon'® e intestino delgado'®®. No entanto,
Socha-Banasiak et al., 2016, demonstraram, em criancas alérgicas, uma correlacao
negativa (r = -0,339, P < 0,05, N = 83) entre a expressao de FoxP3 em células Treg e
as concentracdes de folato sérico'®. Considerando que FoxP3 é um fator de
transcricdo critico para o desenvolvimento e funcdo de células Treg, sendo
responsavel pela diferenciacdo de células T para a linhagem reguladoral®, esses

resultados encontram-se em conformidade com os observados no presente estudo,
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no qual um menor nimero de células Treg foi observado apo6s a intervencao diaria
com 5 mg de AF.

As limitacdes do presente estudo incluem um periodo limitado de intervengéo
diaria. No entanto, visto que as concentracdes séricas de folato aumentaram muito
apos 45 e 90 dias de intervencéo, optou-se por nao prolongar o periodo de intervencéo
com AF devido a preocupacao de que o AF possa provocar efeitos adversos a saude.
A despeito disso, nosso estudo demonstra como individuos adultos saudaveis
respondem a altas doses (5 mg/dia) de AF com respeito ao estado das vitaminas B6,
B2 e B1, a via das quinureninas e o nimero de células Treg. E importante destacar
gue as vitaminas do complexo B, bem como a via das quinureninas, sao importantes
para o funcionamento adequado de metabolismos essenciais do organismo, bem
como a resposta imune. Alteracdes no estado das vitaminas e na via das quinureninas
podem trazer sérias consequéncias para a saude humana. Sendo assim, Nossos
resultados vém complementar o debate sobre a seguranca e real necessidade de
doses tao altas de AF, e estimular futuros estudos focando na associacao entre o uso

de altas doses de AF e desfechos de relevancia clinica.
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6. CONCLUSAO

O uso diario de 5 mg de AF foi associado ao aumento das concentracdes
séricas de vitamina B6 (PL) e vitamina B2 (riboflavina e FMN);

Houve um aumento de 24% nas concentracdes séricas de AA e diminui¢do de
15% de acido picolinico apos 90 dias de intervencao diaria com 5 mg de AF em
individuos saudaveis;

O uso de 5 mg de AF por dia por 90 dias ndo foi associado a alteracdes nas
concentracdes séricas de PCRus, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-q;

A expressdo de RNAm de TNFA e DHFR em PBMC aumentou apos 90 dias de
intervencdo com 5 mg de AF;

O numero de eventos de células Treg de 5 mg diminuiu em 76% nos PBMC
tratados com PMA + ionomicina ap6s 90 dias de intervencéo com 5 mg de AF.
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APENDICES

APENDICE 1. Lista de medicamentos que possuem &acido félico como principio ativo
com registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)



96

APENDICE 1

Nome do produto (empresa detentora do Forma Farmacéutica Dosagem Descrigao

registro)

Acfol (Cazi Quimica Farmacéutica Indlstria e

Comércio LTDA)
Comprimido simples 5mg 40 unidades
Solugéo oral 5 mg/mL 1 frasco de 10 mL
Comprimido simples 5mg 500 unidades*
Comprimido simples 5mg 30 unidades

Afolic (Natulab Laboratério S.A.)
Comprimido revestido 2mg 10 unidades
Comprimido revestido 2mg 20 unidades
Comprimido revestido 2mg 30 unidades
Comprimido revestido 2mg 100 unidades*
Comprimido revestido 2mg 200 unidades*
Comprimido revestido 2mg 300 unidades*
Comprimido revestido 2mg 500 unidades*
Comprimido revestido 2mg 600 unidades*
Comprimido revestido 2mg 1000 unidades*
Comprimido revestido 5mg 10 unidades
Comprimido revestido 5mg 20 unidades
Comprimido revestido 5mg 30 unidades
Comprimido revestido 5mg 100 unidades*
Comprimido revestido 5mg 200 unidades*
Comprimido revestido 5mg 300 unidades*
Comprimido revestido 5mg 500 unidades*
Comprimido revestido 5mg 600 unidades*
Comprimido revestido 5mg 1000 unidades*

Afolic infantil (Natulab Laboratério S.A.)
Solucao oral 0,2 mg/mL 1 frasco de 15 mL*
Solucao oral 0,2 mg/mL 1 frasco de 20 mL*
Solucao oral 0,2 mg/mL 1 frasco de 30 mL*
Solugéo oral 0,2 mg/mL 50 frascos de 15 mL*
Solucéo oral 0,2 mg/mL 50 frascos de 20 mL*
Solugéo oral 0,2 mg/mL 50 frascos de 30 mL*
Solugéo oral 0,2 mg/mL 100 frascos de 15 mL*
Solucéo oral 0,2 mg/mL 100 frascos de 20 mL*
Solugéo oral 0,2 mg/mL 100 frascos de 30 mL*

Afopic (Laboratério Teuto Brasileiro S/A)
Comprimido simples 5mg 100 unidades*
Comprimido simples 5mg 20 unidades

Bravitan (Droxter Inddstria, Comércio e

ParticipagGes LTDA)
Comprimido revestido 2mg 10 unidades
Comprimido revestido 2mg 20 unidades
Comprimido revestido 2mg 30 unidades
Comprimido revestido 5mg 10 unidades
Comprimido revestido 5mg 20 unidades
Comprimido revestido 5mg 30 unidades

Endofolin (Marjan Inditria e Comércio LTDA)
Comprimido revestido 2mg 30 unidades
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades
Comprimido revestido 5mg 60 unidades
Comprimido revestido 5mg 90 unidades

Farmanguinhos &cido félico (Fundagdo Oswaldo

Cruz)
Comprimido simples 5mg 500 unidades
Comprimido simples 5 mg 500 unidades

Femme félico (Aché Laboratérios Farmacéuticos

S.A)
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades
Comprimido revestido 5 mg 60 unidades
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Nome do produto (empresa detentora do Forma Farmacéutica Dosagem Descrigao
registro)
Folacin (Arese Pharma Ltda)
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades
Comprimido revestido 5mg 30 unidades
Comprimido revestido 5 mg 8 unidades
Folantine (Sun Farmacéutica do Brasil LTDA)
Comprimido simples 5 mg 30 unidades
Comprimido simples 5 mg 500 unidades
Comprimido simples 5 mg 510 unidades
Comprimido simples 5 mg 1005 unidades
Folifolin (EMS S/A)
Comprimido simples 5mg 500 unidades
Comprimido simples 5mg 30 unidades
Comprimido simples 5mg 40 unidades
Comprimido simples 5mg 60 unidades
Folin (Geyer Medicamentos S.A.)
Comprimido revestido 5mg 100 unidades
Comprimido revestido 5mg 30 unidades
Comprimido revestido 5mg 20 unidades
Folonin (Geolab Industria Farmacéutica S/A)
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades
Comprimido revestido 5mg 40 unidades
Comprimido revestido 5 mg 500 unidades
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades
Comprimido revestido 5 mg 60 unidades
Comprimido revestido 5 mg 450 unidades*
Funed éacido félico (Fundacdo Ezequiel Dias —
FUNED)
Comprimido simples 5mg 500 unidades
Comprimido simples 5mg 500 unidades
Hipofol (Hipolabor Farmacéutica LTDA)
Comprimido simples 5 mg 40 unidades
Comprimido simples 5 mg 500 unidades
Mater folic (Farmoquimica S/A)
Comprimido simples 5 mg 30 unidades
Comprimido simples 5 mg 60 unidades
Comprimido simples 5 mg 90 unidades
Neo félico (Brainfarma Industria Quimica e
Farmacéutica S.A.)
Comprimido revestido 5mg 20 unidades
Comprimido revestido 5mg 500 unidades*
Nesh félico (Nunesfarma Distribuidora de
Produtos Farmacéuticos LTDA)
Comprimido simples 5mg 100 unidades*
Comprimido simples 5mg 30 unidades
Pratifolin (Prati Donaduzzi & Cia LTDA)
Comprimido revestido 5mg 20 unidades
Comprimido revestido 5mg 30 unidades
Comprimido revestido 5mg 400 unidades
Comprimido revestido 5 mg 1000 unidades
Pré-folic (Laboratério Farmacéutico Elofar LTDA)
Comprimido simples 5mg 30 unidades
Comprimido simples 5 mg 300 unidades*
Vitalfolic (Mariol Industrial LTDA)
Comprimido revestido 5mg 30 unidades
Comprimido revestido 5 mg 300 unidades
Comprimido revestido 5mg 30 unidades
Comprimido revestido 5mg 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 Industria 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 valido na data de acesso; foram

excluidas as associa¢cdes medicamentosas.
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ANEXO 1.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduacéo

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicdo oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1. Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.
4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacdo ou reprovagao

do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicao.

4.1. Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

4.2. Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duavidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduacgdo:

pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.
Sao Paulo, 05 de maio de 2017.

Prof. Dr. Jodo Roberto Oliveira do Nascimento
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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ANEXO 2.

oy 'USP - FACULDADE DE
A\t CIENCIAS FARMACEUTICAS %"W“m -
W DA UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Acido félico em excesso: efeitos sobre o metabolismo das vitaminas B2 e B6, o
catabolismo do triptofano e a resposta imune

Pesquisador: Elvira Maria Guerra Shinohara

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 60501516.7.0000.0067

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.862.205

Apresentacao do Projeto:

No Brasil, a maioria dos medicamentos contendo &cido félico (AF) é produzida na dosagem de 5 mg.
Embora o Ministério da Saude recomende o uso diario dessa dosagem por mulheres que estejam
planejando engravidar, essa instrucdo contradiz uma orientagéo da Organizagcdo Mundial de Sadde, que
recomenda apenas 400 ug diariamente. O consumo de quantidades excessivas de AF pela populagéo
brasileira nos parece preocupante, uma vez que em estudo prévio de nosso grupo, o excesso de AF ja foi
associado a efeitos adversos como o aumento da expresséo de citocinas inflamatérias e redugéo da
citotoxicidade de células natural killer (NK). Nossa hip6tese é de que, uma vez que o AF e as vitaminas B6 e
B2 participam em conjunto do metabolismo de um carbono, o AF em excesso pode influenciar o
metabolismo das vitaminas B6 e B2. Visto que ambas s&o cofatores do catabolismo do triptofano pela via
das quinureninas, acreditamos que alteragdes nas concentragdes dessas vitaminas possam repercutir nessa
via metabélica, desencadeando o desequilibrio da resposta imune T helper (Th)1 e Th2 e a redugéo da
proliferacdo de células T reguladoras (Treg). No presente projeto, dois estudos serdo realizados: 1- in vivo,
sera feita uma intervengdo com 5 mg/dia de AF com 80 individuos saudaveis por 90 dias; serédo coletadas
amostras de sangue no baseline e ap6s 45 e 90 dias do inicio da intervencéo; 2- in vitro, sera

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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realizado em cultura celular de linfocitos isolados de individuos saudaveis submetidos a diferentes
concentracdes de AF e vitamina B6 por até 72h. Nos dois estudos, serdo determinados o folato, vitaminas
B12 e B6, metabdlitos da via das quinureninas, expressdo de RNAm e concentracéo de citocinas dos eixos
Th1/Th2, e ativagao de linfocitos T, B e NK. No estudo in vivo, serdo avaliadas também as concentragées de
vitamina B2, minerais (zinco, cobre, selénio), marcadores de estresse oxidativo, e no estudo in vitro, a
proporgéo de células Treg.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o efeito de doses elevadas de AF sobre os metabolismos das vitaminas B6 e B2, e as possiveis
consequéncias sobre 0 metabolismo de triptofano pela via das quinureninas, e no processo inflamatério in
vivo e in vitro.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O risco pode ser considerado minimo, relacionado a necessidade de coleta de sangue para o projeto. Nao
havera beneficios diretos ao participante da pesquisa, mas o estudo podera contribuir para o melhor
entendimento dos efeitos do excesso de AF sobre o organismo humano.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é importante, pois podera trazer informagdes a respeito dos efeitos do consumo do excesso de
acido félico sobre o metabolismo das vitaminas B6 e B2 e no processo inflamatorio.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos obrigatérios foram apresentados. O TCLE esta apresentado na forma de convite e a
linguagem é clara e acessivel. A pesquisadora corrigiu o0 TCLE.

Recomendacgoes:

Recomenda-se a aprovacéo do projeto.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Sem pendéncias ou inadequacdes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este CEP entende que o projeto de pesquisa pode ser considerado aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor ISituagéo|

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Continuagéo do Parecer: 1.862.205

Rerant

mo

Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_786951.pdf 10:37:03
TCLE / Termos de |TCLE_pos_pendencia.pdf 11/11/2016 |Guilherme Wataru Aceito
Assentimento / 09:13:44 |Gomes
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma.pdf 16/09/2016 | Guilherme Wataru Aceito
15:00:42 | Gomes
Projeto Detalhado / |Projeto_de_Pesquisa_CEP.pdf 16/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
Brochura 15:00:04 |Gomes
Investigador
Outros Declaracao_de_Participacao_Patricia_A| 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
morim_assinada.pdf 15:35:43 | Gomes
Outros Declaracao_de_Participacao_Maylla_Lu| 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
cena_assinada.pdf 15:34:39 [ Gomes
Qutros Declaracao_de_Participacao_Guilherme| 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
Gomes_assinada.pdf 15:33:49 [Gomes
Qutros Declaracao_de_Participacao_Cecilia_Pa| 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
Ichetti assinada.pdf 15:32:49 Gomes
Outros Declaracao_de_Participacao_Dewton_V| 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
asconcelos_assinada.pdf 15:29:35 [ Gomes
Outros Declaracao_de_Participacao_Ana_Cam| 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
pa_assinada.pdf 15:27:51 _ [Gomes
Declaracéo de Declaracao_de_Anuencia.pdf 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
Instituicdo e 15:25:51 |[Gomes
Infraestrutura
TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
Assentimento / 14:29:28 |Gomes
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_CEP.pdf 15/09/2016 |Guilherme Wataru Aceito
14:27:59 | Gomes

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

N&o
SAO PAULO, 12 de Dezembro de 2016
Assinado por:
Cristina Northfleet de Albuquerque
(Coordenador)
Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112
Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br

Pagina 03 de 03

102



ANEXO 3.

103

Fanus - sistema Administrativo da Pés-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9142 - 6462852/1 - Guilherme Wataru Gomes

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

guilherme.wataru.gomes@usp.br
19/07/1988

RG - 43.765.129-0 - SP

Estado de Sédo Paulo

Brasileira

Graduagéao: Farmacéutico-Bioquimico - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de
Sé&o Paulo - Sdo Paulo - Brasil - 2013

Mestrado: Mestre em Ciéncias - Area: Andlises Clinicas - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de S&do Paulo - S&o Paulo - Brasil - 2015

Curso: Doutorado

Programa: Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Area: Fisiopatologia

Data de Matricula:
Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depésito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagao no Exame de
Qualificagao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagio da
Banca:

Data de Aprovagao da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

08/04/2016
08/04/2016
08/04/2020

Prof(a). Dr(a). Elvira Maria Guerra Shinohara - 09/01/2017 até o presente. Email:
emguerra@usp.br

Inglés, Aprovado em 08/04/2016

Aprovado em 28/05/2018

Primeira Matricula em 08/04/2016

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolugéo n° 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula Regular em 10/07/2019

Impresso em: 29/10/2019 17:33:59
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Fanus - sistema Administrativo da Pés-Graduagao

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9142 - 6462852/1 - Guilherme Wataru Gomes

HNT5710- Micronutrientes em Estudos Populacionais
(Faculdade de Saude Publica - Universidade 19/05/2016 30/06/2016 30 2 100 A N  Concluida
de Sao Paulo)

FBCS5766-

20326 Topicos em Analises Clinicas IV 0200812016 14/11/2016 15 1 9 A N Concluida
FBAST28- Aprimoramento Pedagégioo 16/08/2016 12/09/2016 60 4 10 A N Concluida
FBCS792- 14p Fisiopatologia e Toxicologia Il 07/03/2017 19/06/2017 15 1 100 C N Concluid
e 6picos em Fisiopatologia e Toxicologia oncluida
FBCCT2% Controle Hormonal da Resposta Inflamatria  12/09/2017  02110/2017 60 0 . S .
FB%??“‘ Redago de Trabalhos Cientificos 12/04/2018 18/04/2018 15 1 100 A N Conclida

Deficiéncia de ferro no contexto da saude

HNTS774- | iblica (Faculdade de Saude Publica - 09102018 22/11/2018 60 4 10 A N Concluida

n Universidade de Sao Paulo)
|CB5753- Citometria de Fluxo: Uma Abordagem Téorico- Pré-
21 Pratica (Instituto de Ciéncias Biomédicas - 16/10/2018 19/11/2018 60 0 - - N matricula
Universidade de Sao Paulo) indeferida
Gendmica Nutricional no Contexto das
HNT5759- Doengas Cronicas ndo Transmissiveis Matricula
312 (Faculdade de Salde Publica - Universidade 00018 Oail2f2018 60 g ° ° N cancelada
de Sao Paulo)
Introdugéo ao Imunometabolismo (Instituto de .
ICBS737- (igncias Biomédicas - Universidade de Sao ~ 05/11/2018  0512/2018 75 o - s N Mattcdla
113 cancelada
Paulo)
FBA5899- Biodisponibilidade de Nutrientes e de Matricula
3/2 Substancias Bioativas em Alimentos e Dietas 04/02/2019  22/03/2019 %0 0 ° i N cancelada
MCM5772- Temas Basicos de Imunologia (Faculdade de 5
715 Medicina - Universidade de Sao Paulo) 06/03/2019 02/04/2019 60 4 90 B N  Concluida
HNT5737- Ciéncia de Alimentos (Faculdade de Saude Matricula
51 Publica - Universidade de Sao Paulo) 02/04/2019  21/05/2019 60 0 - ° N cancelada

Estudos Epidemiolégicos Multicéntricos em
HNT5772- Doengas Crc‘)nicas‘ nao Tran§missiveis
21 relacionada a Nutrigao e Estilo de Vida 12/08/2019  18/08/2019 30 2 100 A N  Concluida
(Faculdade de Salde Publica - Universidade
de Sao Paulo)

Genodmica Nutricional no Contexto das

i s F Pre-
HNTS5759- Doengas Crénicas ndo Transmissiveis :
3/3 (Faculdade de Saude Publica - Universidade ~ 02/11/2019  09112/2019 60 0 - L L

de Sao Paulo)

Disciplinas: 0 20 19
Estagios:
Total: 0 20 19

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.
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Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula Regular em 10/07/2019
Impresso em: 29/10/2019 17:33:59
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Guilherme Wataru Gomes

Bolsista de Doutorado do CNPq

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/2129002926188013
ID Lattes: 2129002926188013
Ultima atualizagdo do curriculo em 13/09/2019

Graduado em Farmacia-Bioquimica pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(FCF-USP). Possui Mestrado em Ciéncias pelo Programa de Pés-Graduagdo em Farmacia (Analises Clinicas) do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da FCF-USP. Atualmente desenvolve tese de Doutorado pelo
mesmo programa, sob orientacdo da Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara. Tem experiéncia na area de
Hematologia, com énfase em Biologia Molecular, atuando nos seguintes temas: metabolismo do acido fdlico e
vitamina B6 e neoplasias mieloproliferativas. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome

Nome em citagdes bibliograficas
Lattes iD

Endereco

Endereco Profissional

Guilherme Wataru Gomes
GOMES, G. W.;GOMES, GUILHERME WATARU

@ http://lattes.cnpq.br/2129002926188013

Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicoldgicas.

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 17

Cidade Universitaria

05508000 - Sdo Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30913785

Formacgdo académica/titulagao

2016

2013 - 2015

2008 - 2013

Formagao Complementar
2011 - 2011

2011 - 2011

2011 - 2011

Doutorado em andamento em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Acido fdlico em excesso: efeitos sobre 0 metabolismo das vitaminas B2 e B6, o
catabolismo do triptofano e a resposta imune,

Orientador: @ Elvira Maria Guerra Shinohara.

Bolsista do(a): Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES,
Brasil.

Mestrado em Farmdcia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Expressdo génica dos transportadores de membrana ABCB1, ABCG2, SLC22A1 e
SLCO1A2 em linhagens celulares tratadas com inibidor comercial da via JAK-STAT,Ano de
Obtengdo: 2015.

Orientador: @ Elvira Maria Guerra Shinohara.

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPq,
Brasil.

Graduagdo em Farmdacia-Bioquimica.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Tratamento da mielofibrose na era dos inibidores da via JAK-STAT: uma revisdo da
literatura.

Orientador: Elvira Maria Guerra Shinohara.

Fundamentos Tedricos em Biologia Molecular Humana. (Carga horaria: 20h).
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, FM-USP, Brasil.
Atengdo Farmacéutica. (Carga hordria: 20h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.



2011 - 2011
2010 - 2010
2010 - 2010

2010 - 2010

Atuacao Profissional
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El Componente Genético de Enfermedades Complejas. (Carga horaria: 3h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Manuseio, Descarte e Transporte de Residuo Quimico. (Carga horéria: 3h).
Faculdade de CIéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, FCF-USP, Brasil.
Farmacogenética. (Carga horaria: 4h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Leucemias: Fisiopatologia e Diagndstico. (Carga horaria: 8h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Oficina de Desenvolvimento de Perfumes. (Carga hordria: 2h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2016 - Atual

Outras informacgdes
Vinculo institucional
2017 - 2017

Outras informacgdes

Vinculo institucional
2013 - 2015

Vinculo institucional
2012 - 2013

Outras informagdes

Vinculo institucional
2011 - 2011

Projetos de pesquisa

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluno de Doutorado, Carga horaria: 40,
Regime: Dedicagao exclusiva.
Bolsista CAPES

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Bolsista PAE, Carga horaria: 6
Estdgio vinculado ao Programa de Aperfeicoamento de Ensino. Disciplina FBC0522 -
Fisiologia do Sistema Hematopoético (Graduagao em Farmécia-Bioquimica)

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluno de Mestrado, Carga horaria: 40,
Regime: Dedicagao exclusiva.

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Estagidrio de Iniciagdo Cientifica, Carga
horéria: 20
Bolsista FAPESP no periodo 06/2012 a 12/2012

Vinculo: Estagidrio, Enquadramento Funcional: Estagidrio de Iniciagdo Cientifica, Carga
horéria: 20

2016 - Atual

Acido flico em excesso: efeitos sobre o metabolismo das vitaminas B2 e B6, o
catabolismo do triptofano e a resposta imune

Descricdo: No Brasil, @ maioria dos medicamentos contendo &cido fdlico (AF) é produzida
na dosagem de 5 mg. Embora o Ministério da Saide recomende o uso didrio dessa
dosagem por mulheres que estejam planejando engravidar, essa instrugdo contradiz uma
orientagdo da Organizagdo Mundial de Salde, que recomenda apenas 400 pg diariamente.
O consumo de quantidades excessivas de AF pela populagao brasileira nos parece
preocupante, uma vez que em estudo prévio de nosso grupo, o excesso de AF ja foi
associado a efeitos adversos como o aumento da expressao de citocinas inflamatdrias e
redugdo da citotoxicidade de células natural killer (NK). Nossa hipétese é de que, uma vez
que o AF e as vitaminas B6 e B2 participam em conjunto do metabolismo de um carbono,
o AF em excesso pode influenciar o metabolismo das vitaminas B6 e B2. Visto que ambas
sao cofatores do catabolismo do triptofano pela via das quinureninas, acreditamos que
alteragbes nas concentragdes dessas vitaminas possam repercutir nessa via metabdlica,
desencadeando o desequilibrio da resposta imune T helper (Th)1 e Th2 e a redugdo da
proliferagdo de células T reguladoras (Treg). No presente projeto, dois estudos serdao
realizados: 1- in vivo, sera feita uma intervengdo com 5 mg/dia de AF com 80 individuos
sauddveis por 90 dias; serdo coletadas amostras de sangue no baseline e apés 45 e 90
dias do inicio da intervengdo; 2- in vitro, sera realizado em cultura celular de linfdcitos
isolados de individuos sauddveis submetidos a diferentes concentragdes de AF e vitamina
B6 por até 72h. Nos dois estudos, serdo determinados o folato, vitaminas B12 e B6,
metabdlitos da via das quinureninas, expressdo de RNAm e concentragdo de citocinas dos
eixos Th1/Th2, e ativagdo de linfcitos T, B e NK. No estudo in vivo, serd avaliada também
a concentragdo de vitamina B2, e no estudo in vitro, a proporgao de células Treg..
Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Doutorado: (2) .

Integrantes: Guilherme Wataru Gomes - Integrante / Elvira Maria Guerra Shinohara -
Coordenador / Maylla Rodrigues Lucena - Integrante / Patricia Mendonga da Silva Amorim
- Integrante / Cecilia Zanin Palchetti - Integrante / Ana Campa - Integrante / Dewton de
Moraes Vasconcelos - Integrante / Ernani Pinto Jr. - Integrante.

Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - Auxilio
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financeiro.

Areas de atuacao

1 Grande area: Ciéncias da Salde / Area: Medicina / Subérea: Clinica Médica/Especialidade:
Hematologia.

2, Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioquimica / Subarea: Biologia Molecular.

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Razoavelmente, L& Bem, Escreve Razoavelmente.

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.

Prémios e titulos

2018 Student Travel Grant Award, 15th International Society for Tryptophan Research
Conference.

2017 10. lugar em Apresentagdo de Pdster na categoria de DOUTORADO, XXII Semana

Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia.

Producdes

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

Ordenar por

[ Ordem Cronolégica v ]

1. OLIVEIRA, M. H. ; GOMES, G. W. ; SZARFARC, S. C. . IMPACTO DE POLITICAS PUBLICAS SOBRE A DEFICIENCIA DE
FERRO NA POPULAGAO BRASILEIRA: FORTIFICAGAO DE FARINHAS DE TRIGO E MILHO E O PROGRAMA NACIONAL DE
SUPLEMENTAGAO DE FERRO. REVISTA E-CIENCIA, v. 7, p. 68-75, 2019.

2. PANIZ, C. ; BERTINATO, J. F. ; LUCENA, M. R. ; DE CARLI, E. ; AMORIM, P. M. S. ; GOMES, G. W. ; PALCHETTI, C. Z. ;
FIGUEIREDO, M. S. ; PFEIFFER, C. M. ; FAZILI, Z. ; GREEN, R. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . A daily dose of 5 mg of folic
acid for 90 days is associated with increased serum unmetabolized folic acid and reduced natural killer cell cytotoxicity in
healthy Brazilian adults. THE JOURNAL OF NUTRITION (ONLINE)icr, v. 147, p. 1677-1685, 2017.

Capitulos de livros publicados

1L GUERRA-SHINOHARA, E. M. ; PANIZ, C. ; GOMES, G. W. . Vitaminas do complexo B e metabolismo de um carbono. In:
Cristiane Cominetti; Marcelo Macedo Rogero; Maria Aderuza Horst. (Org.). Gendmica Nutricional. 1ed.Barueri: Manole, 2016,
V., p. 166-184.

Resumos publicados em anais de congressos

1. PALCHETTI, C. Z. ; GOMES, G. W. ; LUCENA, M. R. ; NASCIMENTO, P. C. ; AMORIM, P. M. S. ; AMORIM FILHO, A. G. ;
CARVALHO, M. H. B. ; FRANCISCO, R. P. V. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Folate biomarkers in women with recurrent
pregnancy loss taking 5 mg of folic acid daily. In: Annual Conference on Women and Maternal Nutrition and Care, 2018,
Toronto. Journal of Nutrition and Food Sciences, 2018. v. 8. p. 32-32.

2. GOMES, G. W.; LUCENA, M. R. ; UELAND, P. M. ; MIDTTUN, O. ; PANIZ, C. ; BERTINATO, J. F. ; PALCHETTI, C. Z. ;
GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Daily use of 5 mg of folic acid is associated with increased serum anthranilic acid levels in
healthy individuals. In: 15th International Society of Tryptophan Research (ISTRY2018) Conference, 2018, Shiga.
ISTRY2018 - Tryptophan Research from Bench Research to Clinical Outcome, 2018. p. 90-90.

3. LUCENA, M. R. ; PANIZ, C. ; BERTINATO, J. F. ; PALCHETTI, C. Z. ; GOMES, G. W. ; NASCIMENTO, P. C. ; FIGUEIREDO,
M. S. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Genotype AA for MTHFD1 ¢.1958G>A is associated with high concentration of serum
tetrahydrofolate in healthy individuals. In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular ? HEMO
2017, 2017, Curitiba. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2017. v. 39. p. 4-4.

4. GOMES, G. W.; LUCENA, M. R. ; UELAND, P. M. ; MIDTTUN, O. ; PANIZ, C. ; BERTINATO, J. F. ; PALCHETTI, C. Z. ;
GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Effects of a Folic Acid 5 mg Daily Intervention on Markers of Vitamin B Status and Kynurenine
Pathway. In: 59th ASH Annual Meeting & Exposition, 2017, 2017, Atlanta. Blood, 2017. v. 130. p. 4739.

5. BERTINATO, J. F. ; LUCENA, M. R. ; PANIZ, C. ; PALCHETTI, C. Z. ; GOMES, G. W. ; AMORIM, P. M. S. ; GUERRA-
SHINOHARA, E. M. . High concentrations of serum folate were associated with increase of serum interleukin-8 and
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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interleukin-6 in healthy individuals. In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular (HEMO), 2017,
Curitiba. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2017. v. 39. p. 10-11.

LIMA, L. T. ; NUNES, D. P. T. ; GOMES, G. W. ; CHAUFFAILLE, M. L. ; SILVA, M. R. R. ; PONCE, C. C. ; CASTRO, F. A. ;
CLIQUET, M. ; SANTOS, M. T. ; MITNE-NETO, M. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Serum levels of matrix metalloproteinases
and their tissue inhibitors are elevated in JAK2V617F mutated compared to CALR mutated myelofibrosis and triple negative
essential thrombocytemia patients. In: 20th Congress of the European Hematology Association, 2015, Viena. Haematologica
Abstract Book. Pavia: Ferrata Storti Foundation, 2015. v. 100. p. 523-523.

GOMES, G. W.; CASTRO, F. A. ; NUNES, D. P. T. ; LIMA, L. T. ; RODRIGUES, A. C. ; TOGNON-RIBEIRO, R. ; GUERRA-
SHINOHARA, E. M. . ABCB1 and SLC22A1 mRNA expressions are increased in a homozygous JAK2V617F cell line treated
with JAK inhibitor. In: 20th Congress of the European Hematology Association, 2015, Viena. Haematologica Abstract Book.
Pavia: Ferrata Storti Foundation, 2015. v. 100. p. 749-749.

LUCENA, M. R. ; PANIZ, C. ; BERTINATO, J. F. ; AMORIM, P. M. S. ; GOMES, G. W. ; FIGUEIREDO, M. S. ; GUERRA-
SHINOHARA, E. M. . MTHFR c.677C>T polymorphism was not associated with changes in serum and whole blood folate of
brazilian healthy volunteers submitted to intervention with 5 mg of folic acid daily. In: Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular ? HEMO 2015, 2015, Sao Paulo. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2015. v.
37. p. 6-6.

BERTINATO, J. F. ; PANIZ, C. ; LUCENA, M. R. ; AMORIM, P. M. S. ; GOMES, G. W. ; FIGUEIREDO, M. S. ; GREEN, R. ;
GUERRA-SHINOHARA, E. M. . High Dose (5mg) Daily Folic Acid Supplement in Healthy Brazilian Volunteers Increases
Mononuclear TNF-alpha Expression and Reduces NK Cell Number and Activity. In: 57th American Society of Hematology
Annual Meeting, 2015, Orlando. Blood. Washington, DC: American Society of Hematology, 2015. v. 126. p. 4531-4531.
NUNES, D. P. T. ; LIMA, L. T. ; GOMES, G. W. ; YASSUI, C. G. ; CHAUFFAILLE, M. L. ; SILVA, M. R. R. ; PONCE, C. C. ;
CASTRO, F. A. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . TGF-B signaling pathway molecular regulation by SMADs in myelofibrosis
patients. In: 19th Congress of the European Hematology Association, 2014, Mildo. Haematologica - Abstract Book. Pavia:
Ferrata-Storti Foundation, 2014. v. 99. p. 660-661.

GOMES, G. W,; LIMA, L. T. ; NUNES, D. P. T. ; RODRIGUES, A. C. ; CASTRO, F. A. ; TOGNON-RIBEIRO, R. ; GUERRA-
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High folic acid (FA) intake is especially worrying in the context of high-dose
supplementation. Effects of daily use of 5 mg of FA in healthy subjects on B-vitamin
status and kynurenine pathway are not fully understood.Objective

To assess the effects of a daily intervention with 5 mg of FA for 90 days on serum
markers of B-complex vitamin status and its consequences on kynurenine pathway
serum metabolites in healthy young adults. Design

Sixty-four healthy individuals (37 women) aged 18 to 42 years were submitted to a
daily intervention with a tablet containing 5 mg of FA during 90 days. Peripheral blood
was collected at baseline, 45 and 90 days after intervention start. Vitamin B6, B2, B3
and B1 forms and kynurenine pathway metabolites (LC-MS/MS) were assessed in
serum and compared among the three time-points.Results

Of the vitamin B6 forms, only serum pyridoxal was increased after 45 and 90 days
when compared to baseline ( P = 0.002). Both serum riboflavin ( P = 0.008) and
flavin mononucleotide ( P = 0.001) were higher at days 45 and 90 of FA intervention
than in baseline. Among serum kynurenine pathway markers, we observed increased
anthranilic acid after 45 and 90 days of intervention ( P < 0.001) when compared to
baseline.Conclusions

Our data suggests that high-dose of FA supplementation may influence B-vitamin
status and kynurenine pathway in healthy young subjects. This study is registered as
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Abstract

Background: High folic acid (FA) intake is especially worrying in the context of high-
dose supplementation. Effects of daily use of 5 mg of FA in healthy subjects on B-
vitamin status and kynurenine pathway are not fully understood.

Objective: To assess the effects of a daily intervention with 5 mg of FA for 90 days on
serum markers of B-complex vitamin status and its consequences on kynurenine
pathway serum metabolites in healthy young adults.

Design: Sixty-four healthy individuals (37 women) aged 18 to 42 years were submitted
to a daily intervention with a tablet containing 5 mg of FA during 90 days. Peripheral
blood was collected at baseline, 45 and 90 days after intervention start. Vitamin B6, B2,
B3 and B1 forms and kynurenine pathway metabolites (LC-MS/MS) were assessed in
serum and compared among the three time-points.

Results: Of the vitamin B6 forms, only serum pyridoxal was increased after 45 and 90
days when compared to baseline (P = 0.002). Both serum riboflavin (P = 0.008) and
flavin mononucleotide (P = 0.001) were higher at days 45 and 90 of FA intervention
than in baseline. Among serum kynurenine pathway markers, we observed increased
anthranilic acid after 45 and 90 days of intervention (P < 0.001) when compared to
baseline.

Conclusions: Our data suggests that high-dose of FA supplementation may influence
B-vitamin status and kynurenine pathway in healthy young subjects. This study is

registered as RBR-85fsrb at www.ensaiosclinicos.gov.br.

Keywords: folic acid; vitamin B6; vitamin B2; vitamin B1; vitamin B3; kynurenine

pathway; healthy subjects; biomarkers; intervention study.
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Introduction

Folate is a B-complex vitamin that is essential to cell replication, since it plays a
central role in one-carbon transfer reactions. Given that folate deficiency may result in
severe health disorders, supplementation with folic acid (FA) is recommended in
conditions as some hemolytic anemias (1, 2) and women during periconceptional
period and pregnancy to prevent the occurrence of neural tube defects (NTD) (3).
There is currently concern related to excessive consumption of FA from supplements
with high dose of this vitamin (4, 5). The effects of high-dose FA supplementation are
not fully understood, and it is not well known if high consumption of this vitamin could
impair another B-complex vitamin status.

Although the World Health Organization recommends periconceptional FA
supplementation at 0.4 mg/d for women without a previous history of giving birth of a
child with NTD (3), doses up to 5 mg/d have been used by this population in Brazil (6,
7). The upper tolerable intake level (UL) of daily FA in healthy adults is 1 mg/d, and
intake of amounts higher than UL may be related to adverse health outcomes (8). The
UL for FA was set based on data suggesting high FA intake may precipitate or
exacerbate neuropathy during vitamin B12 deficiency (8). However, other adverse
outcomes have been linked to FA supplementation, including cancer (9), cognitive
impairment (10) and immune response (11, 12). For instance, Troen et al. (2006) have
shown, in a selected population of obese postmenopausal women, that a folate-rich
diet in combination with FA supplementation with >0.4 mg/d was associated with
reduced natural killer (NK) cell cytotoxicity (11). Based on our recent results, daily
intervention with 5 mg of FA in young healthy adults lead to increased serum folate,
reduced number and cytotoxicity of NK cells and increased mononuclear leukocytes
mRNA expression of proinflammatory cytokines (12).

Since vitamin B6 and B2 (in the form of pyridoxal 5’-phosphate [PLP] and flavin
adenine dinucleotide [FAD], respectively) are cofactors of key enzymes from one-

carbon metabolism (13, 14), we hypothesize that supplementation with high dose of FA
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may influence the metabolism of both vitamins. PLP and FAD are also cofactors for
enzymes in the kynurenine pathway of tryptophan metabolism, and it has been shown
that circulating concentrations of these vitamins are determinants of several
kynurenines in healthy subjects (15). Also, several kynurenines have immunoregulatory
and/or neurotoxic or neuroprotective properties (16), and have been associated with
cancer, autoimmune and neurodegenerative disorders (17-19). Therefore, the aim of
our study was to assess the effects of a daily intervention with a high dose of FA (5 mg)
for 90 days on serum markers of B-complex vitamin status and its consequences on
kynurenine pathway serum metabolites in a selected population of healthy young

adults.

Methods
Study design and participants

Sixty-four healthy young adults (37 women) were included in this intervention
study. The participants were recruited among students and employees from University
of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil. Their participation was voluntary, after invitation by
pamphlets, and all participants signed the Informed Consent Form. This study was
appreciated and approved by the Institutional Ethics Committee (CAAE:
60501516.7.0000.0067). The current study was registered in the Brazilian registry of
clinical trials (ReBEC; http://www.ensaiosclinicos.gov.br: RBR-85fsrb).

Exclusion criteria were pregnancy, age < 18y, chronic and heavy alcohol use,
treatment with immunosuppressive drugs, FA and multivitamins utilization during the
six months before intervention started. Also, patients with inflammatory and chronic
diseases, as well as individuals who had donate or received blood transfusion before
six months of intervention start, were not included.

All participants received 1 tablet of FA daily (Afopic, Teuto) for 90 days.
Adherence to the study was confirmed with tablet counting and regular phone

reminders, as well as when the next box of 5-mg FA was provided. Peripheral blood
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was collected after at least 8 hours of overnight fasting at baseline, day 45 and day 90
of FA intervention. At day 45 and day 90, special care was taken to perform the blood
collection at least 15 hours after last FA tablet was taken. Blood samples were
collected using the Vacutainer® system. Tubes without anticoagulant were left to cloth
for 30 minutes at room temperature and centrifuged at 1500 x g for 15 minutes, and
serum fraction was aliquoted and stored immediately at -80°C until further analysis.
Tubes containing K2.EDTA were used for blood count.

Body weight, height and body mass index (BMI) were determined as previously

described (12).

Complete blood count and reticulocyte count
Complete blood count and reticulocyte count were determined in the electronic

analyzer Pentra 120 (Horiba).

Serum vitamins and kynurenine pathway markers assessment

Serum folate and vitamin B12 were assessed by microbiological assays, using
Lactobacillus casei (20) and Lactobacillus leishmannii (21, 22) strains, respectively.
Limits of detection (LOD) were 0.03 nmol/L and 36.9 pmol/L, respectively. High serum
folate and folate deficiency were defined as > 45 nmol/L and < 7 nmol/L, respectively
(23).

Concentrations of serum vitamin B6 (PLP, pyridoxal [PL], 4-pyridoxic acid [PA]
and pyridoxine [PN]), vitamin B2 (riboflavin and flavin mononucleotide [FMN]), vitamin
B1 (thiamine and thiamine monophosphate [TMP]), vitamin B3 (nicotinic acid [NA],
nicotinamide [NAM] and N'-methylnicotinamide [mMNAM]), neopterin, tryptophan,
kynurenine and metabolites (kynurenic acid [KA], anthranilic acid [AA], 3-
hydroxykynurenine [HK], xanturenic acid [XA], 3-hydroxyanthranilic acid [HAA],
picolinic acid and quinolinic acid [QA]), cystathionine, cotinine, trans-3’-hydroxycotinine

(OHCot) and trigonelline were assessed by liquid-chromatography-tandem mass
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spectrometry (LC-MS) (24, 25) at Bevital A/S laboratory (www.bevital.no). Limits of
detection (LOD) for PLP, PL, PA, PN, riboflavin, FMN, thiamine, TMP, NA, NAM,
mNAM, neopterin, tryptophan, kynurenine, KA, AA, HK, XA, HAA, Pic, QA,
cystathionine, cotinine, OHCot and trigonelline were, respectively: 0.2, 0.2, 0.5, 1.0, 0.2,
0.4, 0.25, 0.5, 20, 20, 5, 0.7, 4000, 7, 0.4, 0.7, 2, 0.5, 2, 0.5, 1.6, 5, 1, 2 and 10 nmol/L.
PAr index was calculated as PA [nmol/L] / (PLP [nmol/L] + PL [nmol/l]) (13).
Total thiamine was obtained by the sum of thiamine [nmol/L] and TMP [nmol/L]. HK
ratio (HKr) was determined by HK [nmol/L] / (KA [nmol/L] + AA [nmol/L] + XA [nmol/L] +
HAA [nmol/L]) (26). Kynurenine-to-tryptophan ratio (KTR) was calculated as kynurenine
[nmol/L] / tryptophan [umol/L]. Also, AA/kyn (AA [nmol] / kynurenine [umol/L]), KA/kyn
(KA [nmol/L] / kynurenine [umol/L]) and HK/kyn (HK [nmol/L] / kynurenine [umol/L])

ratios were calculated (27).

High-sensitive C-reactive protein (hs-CRP) and serum cytokines assessment

hs-CRP was assessed in serum samples by immunoturbidimetric assay with the
Roche-CRPL kit on the Cobas 8000 analyzer (Roche Diagnostics). Serum
concentrations of IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, and TNF-a were measured using the
multiplex immunoassay MILLIPLEX MAP Human High Sensitivity T Cell Panel (EMD

Millipore Corporation) on the Bio-PLex 200 analyzer (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with IBM® SPSS® Statistics, Version 22
(IBM Corporation, New York, USA) and Minitab 18.1 (Minitab, Inc, State College, USA)
software. Graphs were designed with GraphPad Prism® (GraphPad Software, San
Diego, USA). In order to compare the variables at baseline and after daily 5 mg FA
intervention, chi-square test, likelihood ratio test or Fisher's exact test were used for
categoric variables. Repeated measures one-way analysis of variance (ANOVA) was

used for numeric variables. When significant statistical differences were observed,
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Tukey’s test was performed. Correlation between neopterin and KTR was assessed
using Pearson’s correlation.

Normality of data was assessed by the Anderson-Darling test. Box-Cox
transformation was applied to all data not normally distributed (all serum vitamin B8,
vitamin B2, vitamin B1 and vitamin B3 forms, neopterin, tryptophan, kynurenine and all
its metabolites, PAr, HKr, KTR, AA/kyn, KA/kyn and HK/kyn ratios, cystathionine,
cotinine, OHCot and trigonelline) before using parametric tests. When data do not
present normal distribution after Box-Cox transformation, some outliers were removed
(for serum folate, 1; riboflavin, 1; FMN, 3; TMP; 4, neopterin, 1; kynurenine, 2). Unless
otherwise specified, categoric data were presented as number (percent) and numeric
data as mean (95% confidence interval) after reconversion.

Univariate linear regression models of dependent variables serum PL and AA
were constructed (after Box-Cox transformation), considering all data regarding to
baseline, 45 and 90 days combined. All independent variables were included without

transformation. Variables with significant P value in the univariate linear models were

selected as independent variables in the stepwise multivariate linear regression models.

Since serum folate and daily intervention with 5 mg of FA presented significant
Pearson’s correlation, these variables were not included together in the same
multivariate linear regression model. Also, thiamine, TMP and total thiamine were not
included in same model. Bonferroni correction was applied and is shown in tables of

linear regression models. Adopted significance level was a = 0.05 (P < 0.05).

Results

Median (range) of age and BMI of participants were, respectively, 27.5 (18.0 —
42.0) y, and 22.4 (17.8 — 36.7) kg/m?2. Serum folate, vitamin B12, hs-CRP and serum
cytokines are given in Table 1. Serum folate and frequency of individuals presenting
serum folate above 45 nmol/L increased from 1.6% to 51% after 45 and 55% after 90

days of daily intervention with 5 mg of FA. Folate deficiency frequency decreased from
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14.1% in baseline to 1.6% after both 45 and 90 days of intervention. Serum vitamin
B12, hs-CRP and cytokines did not change during intervention.

Although serum concentrations of PLP were essentially not changed following
intervention, higher concentrations of PL were observed after 45 and 90 days than at
baseline. Furthermore, serum PA was increased after 45 days, but not after 90 days of
intervention when compared to baseline (Figure 1A). No differences were observed
regarding PAr. Significant correlations between PLP and PL (r = 0.860), PLP and PA (r
= 0.582) and PL and PA (r = 0.632) were also observed (P < 0.001 and N = 192 for all).

Serum PN concentrations were below the LOD in all participants at baseline,
and only one subject presented detectable serum concentrations at 45 and 90 days
(115 nmol/L and 88.5 nmol/L, respectively). Regarding to functional markers of vitamin
B6 status, serum cystathionine concentrations and HKr were similar at all three time-
points.

A multivariate stepwise linear regression model conducted for dependent
variable serum PL has shown that serum thiamine and male sex were positively related
with dependent variable, while serum |L-8 was inversely associated after Bonferroni
correction (Table 2, Model 20). In a second multivariate model of PL, where daily
intervention with 5 mg of FA was replaced by serum folate as independent variable,
thiamine, serum folate and male sex were positively related to serum PL, and serum IL-
8 was inversely related after Bonferroni correction (Table 2, Model 21).

We observed increased riboflavin and FMN after 45 and 90 days of intervention
compared to baseline (Figure 1B). Serum thiamine was lower at 45 days of
intervention when compared to baseline and 90 days. No differences were observed in
TMP concentrations between baseline and 45 days of intervention, however, serum
TMP was lower at 90 days than baseline and 45 days. Total thiamine was lower after
45 days of intervention than at baseline; however, no differences between 90 days and
45 days or baseline were found (Figure 1C). Serum nicotinamide and N'-

methylnicotinamide were similar before and after FA intervention (Figure 1D). No
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detectable serum NA concentrations were found in any individual at baseline, 45 and
90 days of FA intervention.

Serum neopterin, tryptophan and kynurenine were similar at baseline and after
FA intervention (Table 3). As expected, serum neopterin was directly correlated to KTR
(r=0.469, P < 0.001, N = 189) when combining data from baseline, 45 and 90 days of
FA intervention. Similar results were observed when considered separately the data at
baseline (r = 0.400, P = 0.001, N = 63), 45 (r = 0.559, P < 0.001, N = 63) and 90 days
(r=0.459, P<0.001, N = 63).

For other metabolites of kynurenine pathway, we observed increased serum AA
and AA/kyn ratio after 45 and 90 days of FA daily intervention when compared to
baseline. Furthermore, serum picolinic acid was lower after 90 days of FA intervention
than in baseline (Table 3). No other serum kynurenine pathway metabolites presented
changed after FA intervention.

Two stepwise multivariable linear regression models were conducted for
dependent variable serum AA. In the first model, where daily intervention with 5 mg of
FA was inserted as independent variable, KTR, male sex, daily intervention with 5 mg
of FA and serum vitamin B12 were positively associated with serum AA after
Bonferroni correction (Table 4, Model 19). In the second, where daily intervention with
5 mg of FA was replaced by serum folate, KTR, serum folate, male sex and serum
vitamin B12 were directly associated with serum AA after Bonferroni correction (Table

4, Model 20).

Discussion

The present study has demonstrated that daily use of high dose of FA (5 mg) is
associated with changes in serum vitamin B2, B6 and B1, as well as the tryptophan
metabolite AA. To our knowledge, this is the first study to report changes in B-vitamin
serum markers after high dose FA daily use for a short time in healthy young adults.

The only exception is for vitamin B12, for which association between high FA intake
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and masking or exacerbation of this micronutrient deficiency has been well described
since the 1940s, especially in elderly people (5, 8, 28).

Serum vitamin B6 forms profile before and after FA intervention (PLP > PA >
PL) was similar to that previously published (15, 29, 30). Although plasma PLP is
frequently used as biomarker of vitamin B6 status, circulating PL has been proposed to
assess vitamin B6 in human subjects (31). We observed increased serum PL after FA
intervention compared to baseline, despite that neither serum PLP, cystathionine nor
HKr levels did not change. However, in-line with published data (15, 29, 30), serum PL
was positively correlated to PLP.

Mkrtchyan et al. (2015) has demonstrated that thiamine can inhibit pyridoxal
kinase in vitro (32). This enzyme phosphorylates PL to PLP (13, 14). Since we found
differences among vitamin B1 before and after FA intervention, we speculate if
thiamine may be related to increased serum PL in our study, due to decreased
phosphorylation to PLP. This hypothesis is supported by results from multiple
regression analysis showing positive relations between thiamine, serum folate and
male gender and the dependent variable serum PL.

Individuals with mild folate and vitamin B2 deficiencies (with circulating
concentration that not indicate  vitamin  deficiency) present lower
methylenetetrahydrofolate  reductase  (MTHFR) and  higher  homocysteine

concentrations (33). In one carbon metabolism, MTHFR recycle 5-

methyltetrahydrofolate (5-methylTHF) from 5,10-methyleneTHF, using FAD as cofactor.

We have previously demonstrated that serum 5-methyITHF increases after daily use of
5 mg of FA (12). Therefore, we hypothesize that conversion of 5,10-methyleneTHF to
5-methylTHF will be decreased. Consequently, higher concentrations of vitamin B2
should be observed as a result of decreased consumption of FAD by MTHFR, which is
consistent with the observed increase on serum riboflavin and FMN after FA

intervention. Supporting our hypothesis, Christensen et al. (2015) has shown that mice
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fed a diet rich in FA had higher brain and liver MTHFR activity than control diet fed
animals (34).

Regarding kynurenine pathway metabolites, we observed that serum AA
increased with daily 5 mg FA intervention. It has been found that circulating
concentrations of both riboflavin and FMN are positively related to AA (15), which is in-
line with the concurrent increase in these three compounds in this study. Although AA
is usually assumed to be an inactive metabolite, increased concentrations have been
reported in several conditions, such as schizophrenia (35), rheumatoid arthritis (36)
and type 1 diabetes (37). Moreover, a recent study by Kaminski et al. (2018) suggests
that AA may have a role in impaired fibrinolysis in patients with chronic kidney disease
(38).

AA is derived from kynurenine metabolism catalyzed by kynureninase.
Kynurenine may also be metabolized to KA by kynurenine aminotransferase, and
oxidized to HK by kynurenine 3-monooxygenase (14). Birner et al. (2017) has
proposed that HK/kyn, KA/kyn and AA/kyn ratios may reflect kynurenine 3-
monooxygenase, Kynurenine aminotransferase and Kkynureninase activities,
respectively (27). Since only AA/kyn ratio increased after high dose FA intervention, it
is possible that increased activity of kynureninase, but not decreased activity of
kynurenine 3-monooxygenase and kynurenine aminotransferase, has contributed to
increased serum AA concentrations after FA intervention in our study.

Kynureninase and kynurenine aminotransferase are PLP-dependent enzymes,
and kynurenine 3-monooxygenase uses FAD as co-factor (14). Also, several
associations of plasma vitamin B6 and vitamin B2 with kynurenine pathway metabolites
have been demonstrated in healthy individuals (15). Although we observed increased

serum vitamin B2 after daily use of 5 mg of FA, together with increased serum AA,

there was no relation between AA and vitamin B2 forms in the linear regression models.

According to our results, the main determinants of AA were KTR, daily use of high dose
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of FA, serum folate and male sex. Our observation points to a possible direct effect of
excessive FA amounts on kynurenine pathway and needs further investigation.
Limitations of the study include the absence of a control group and a limited
period of daily intervention. Despite this, our results suggest that young healthy
humans react to high dosages of FA regarding to B-complex vitamin status and
kynurenine pathway. The adequacy of B-complex vitamins status, as well as the
kynurenine pathway, are important for human health, and disturbances in vitamin
status and kynurenine pathway are linked to several clinical outcomes. Thus, our
results complement the debate on health safety and need of high FA doses, and
should inspire further studies focusing on the association of high doses of FA

supplementation with clinical outcomes.
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Table 1. Serum concentrations of folate, vitamin B12 and immunological parameters of

64 healthy individuals before and after 45 and 90 days of daily intervention with folic

acid (FA).

Baseline

Daily intervention with 5 mg of FA

45 days

90 days

P

Red blood cells (x10%/mm?®)’
Hemoglobin (g/dL)’

Anemia prevalence?
Reticulocytes (x10%/mm3)’
White blood cells (x103/mm?)’
Serum folate (nmol/L)"
Serum folate > 45 nmol/L®
Serum folate < 7 nmol/L?
Vitamin B12 (pmol/L)"
hs-CRP (mg/dL)!

IFN-y (pg/mL)’

TNF-a (pg/mL)!

IL-6 (pg/mL)’

IL-8 (pg/mL)’

IL-10 (pg/mL)’

472 (462-4.83)
14.3 (14.0 - 14.7)
2(32)

43.4 (38.3 - 48.9)
5.83 (5.49 — 6.30)
15.6 (13.3 - 18.4)
1(1.6)

9 (14.1)

372 (342 — 404)

0.122 (0.097 — 0.155)

11.6 (8.72 - 15.0)
5.65 (4.88 — 6.44)
1.23 (0.98 — 1.54)
5.20 (4.58 — 5.86)
7.51 (5.95 — 9.24)

4.71(4.60-4.82)

14.3 (14.0 - 14.7)
2(32)

38.8 (34.6 — 43.2)

5.74 (5.33 - 6.20)

68.7 (59.1 — 79.8)

51 (81.0)
1(1.6)
372 (342 — 404)

0.108 (0.081 - 0.138)

12.4 (9.57 - 15.7)
5.69 (4.95 — 6.49)
1.38(1.10 - 1.67)
5.38 (4.84 — 5.95)
7.08 (5.57 - 8.76)

4.75 (4.65—4.86)
14.4 (14.1 - 14.8)
3(4.8)

44.0 (38.3 - 49.8)
5.83 (5.41 — 6.30)
70.8 (62.2 — 79.8)
55 (87.3)
1(1.6)

380 (350 — 412)

0.122 (0.091 - 0.165)

12.7 (9.77 - 16.0)
5.99 (5.14 — 6.86)
1.42(1.10-1.76)
5.24 (4.71 - 5.86)
7.24 (5.71 - 9.00)

0.309
0.450
0.863
0.173
0.831
<0.001
<0.001
0.003
0.705
0.311
0.363
0.201
0.274
0.785
0.623

All numeric variables were Box-Cox transformed and presented as mean (95% confidence interval) after
reconversion; categoric variables were presented as number (percent) 'Repeated measures one-way
ANOVA: 2Likelihood ratio; Chi-square test. Different letters between columns represent differences
according Tukey's test. hs-CRP: high-sensitive C-reactive protein; IFN-y: interferon gamma; IL: interleukin;
TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
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Table 2. Linear regression models for dependent variable serum pyridoxal’
Model Independent variable B SE R? P
Univariate linear regression models
1 Male sex 12.695 4.011 - 0.002
2 Age (years) -0.506 0.479 - 0.292
3 BMI (kg/m?) -0.689 0.573 - 0.231
4 Daily intervention with 5 mg of FA 5.540 2.457 - 0.025
5 Serum folate (nmol/L) 0.134 0.043 - 0.002
6 Vitamin B12 (pmol/L) 0.040 0.016 - 0.015
7 hs-CRP (mg/dL) -12.414 6.198 - 0.047
8 Riboflavin (nmol/L) 0.105 0.061 - 0.088
9 FMN (nmol/L) 0.320 0.137 - 0.021
10 Thiamine (nmol/L) 3.715 0.691 - <0.001
11 TMP (nmol/L) 2.592 1.041 - 0.014
12 Thiamine + TMP (nmol/L) 4.293 0.751 - <0.001
13 Cotinine (nmol/L) -0.015 0.036 - 0.671
14 Trans-3’-hydroxycotinine (nmol/L) -0.056 0.110 - 0.613
15 TNF-a (pg/mL) -0.822 0.616 - 0.183
16 IFN-y (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
Stepwise multivariable linear regression models?
20 Thiamine (hmol/L) 3.699 0.643 0.153 < 0.001
IL-8 (pg/mL) -3.274 0.762 0.091 <0.001
Male sex 10.390 3.601 0.043 0.004
Daily intervention with 5 mg of FA 4.917 2.164 0.027 0.024
21 Thiamine (nmol/L) 3.765 0.628 0.163 <0.001
IL-8 (pg/mL) -2.894 0.753 0.075 <0.001
Serum folate (nmol/L) 0.144 0.039 0.070 <0.001
Male sex 12.295 3.556 0.061 0.001

All data regarding baseline, 45 and 90 days combined were considered. 'Dependent variable was Box-Cox
transformed (A = -1) and multiplied by a factor of 10%. 2Independent variables inserted in Model 20 were:
male sex, daily intervention with 5 mg of FA, vitamin B12 (pmol/L), hs-CRP (mg/dL), FMN (nmol/L),
thiamine (nmol/L) and IL-8 (pg/mL); independent variables inserted in Model 21 were: male sex, daily
intervention with 5 mg of FA, vitamin B12 (pmol/L), hs-CRP (mg/dL), FMN (nmol/L), thiamine (nmol/L) and
IL-8 (pg/mL). Critical value of Bonferroni correction: 0.0125. BMI: body mass index; FA: folic acid; FMN:
flavin mononucleotide; hs-CRP: high-sensitive C-reactive protein; IFN-y: interferon gamma; IL: interleukin;
TMP: thiamine monophosphate; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
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Table 3. Serum concentrations of markers of kynurenine pathway markers of 64 healthy

individuals before and after 45 and 90 days of daily intervention with folic acid

Daily intervention with 5 mg of FA

Baseline 45 days 90 days P

Neopterin (nmol/L) 17.0 18.4 17.0 0.209
(15.8 —18.3) (16.7-20.1) (16.3-18.7)

Tryptophan (umol/L) 69.4 70.1 701 0.845
(66.7 —72.2) (68.0-73.0) (67.4 -73.0)

Kynurenine (umol/L) 1.49 1.51 1.51 0.883
(1.42 - 1.59) (1.44-1.61) (1.42-1.59)

KTR (nmol/umol) 214 213 212 0.975
(201 —227) (201 —226) (199 —226)

3-hydroxykynurenine 42.5 421 413 0.668
(nmol/L) (39.3 -45.6) (38.9 -45.6) (38.1 —44.3)

Kynurenic acid (nmol/L) 452 43.8 429 0.381
(40.9 — 50.4) (40.0 — 48.4) (38.5 -47.5)

Xanturenic acid (nmol/L) 16.0 15.3 14.7 0.339
(14.2-18.2) (13.5-17.5) (12.8 — 16.8)

Anthranilic acid (nmol/L) 14.5 16.7 18.0 <0.001
(13.3-15.6)2 (15.5-18.0)° (16.5 - 19.4)°

3-hydroxyantranilic acid 36.2 36.6 348 0.574
(nmol/L) (33.4 - 39.6) (33.1-40.0) (32.1-38.1)

Picolinic acid (nmol/L) 36.6 338 312 0.012
(32.5-40.95 (30.0-37.7)2b (28.2-34.8)°

Quinolinic acid (nmol/L) 328 338 335 0.600
(307 — 353) (313 —366) (312 -363)

AA/Kkyn ratio 9.6 11.0 11.9 <0.001
(9.0-10.3) (10.3-11.8) (11.0-12.9)

KA/kyn ratio 30.0 28.8 282 0.249
(27.4 -33.1) (26.8 -31.2) (25.8-31.2)

HK/kyn ratio 27.7 27.4 26.8 0.389
(26.3-29.2) (25.8-29.2) (25.3 -28.6)

All variables were Box-Cox transformed and presented as mean (95% confidence interval) after
reconversion. *Repeated measures one-way ANOVA. Different letters between columns represent
differences according Tukey's test. KTR: kynurenine-to-tryptophan ratio; AA/kyn: anthranilic acid-to-
kynurenine ratio; HK/kyn: 3-hydroxykynurenine-to-kynurenine ratio; KA/kyn ratio: kynurenic acid-to-

kynurenine ratio.
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Table 4. Linear regression models for dependent variable serum anthranilic acid’
Model Independent variable B SE R? P
Univariate linear regression models
1 Male sex 14.354 5.854 - 0.015
2 Age (years) -0.227 0.694 - 0.745
3 BMI (kg/m?) 1.042 0.828 - 0.210
4 Daily intervention with 5 mg of FA 13.453 3.462 - <0.001
5 Serum folate (nmol/L) 0.157 0.063 - 0.013
6 Vitamin B12 (pmol/L) 0.083 0.023 - <0.001
7 hs-CRP (mg/dL) -2.909 8.987 - 0.747
8 PLP (nmol/L) 0.022 0.068 - 0.748
9 Riboflavin (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 Cotinine (nmol/L) 0.071 0.051 - 0.167
13 Trans-3’-hydroxycotinine (nmol/L) 0.113 0.159 - 0.478
14 TNF-a (pg/mL) 3.045 0.866 - 0.001
15 IFN-y (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
Stepwise multivariable linear regression models?
19 KTR 2.401 0.413 0.154 <0.001
Daily intervention with 5 mg of FA 13.379 3.069 0.092 <0.001
Vitamin B12 (pmol/L) 0.058 0.021 0.040 0.006
Male sex 11.360 5.125 0.026 0.028
20 KTR 2.489 0.421 0.158 < 0.001
Serum folate (nmol/L) 0.193 0.056 0.060 0.001
Male sex 13.801 5.267 0.035 0.010
Vitamin B12 (pmol/L) 0.055 0.021 0.035 0.010

All data regarding baseline, 45 and 90 days combined were considered. 'Dependent variable was Box-Cox
transformed (A = -0,5) and multiplied by a factor of 103. 2Independent variables inserted in Model 19 were:
male sex, daily intervention with 5 mg of FA, vitamin B12 (pmol/L), KTR and TNF-a (pg/mL); independent
variables inserted in Model 20 were: male sex, serum folate (nmol/L), vitamin B12 (pmol/L), KTR and TNF-
a (pg/mL). Critical value of Bonferroni correction: 0.0125. BMI: body mass index; FA: folic acid; FMN: flavin
mononucleotide; hs-CRP: high-sensitive C-reactive protein; PLP: pyridoxal 5'-phosphate; IFN-y: interferon
gamma; IL: interleukin; KTR: kynurenine-to-tryptophan ratio, TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
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Figure 1. Serum markers of vitamins (A) B6, (B) B2, (C) B1 and (D) B3 status of 64 healthy
individuals before and after 45 and 90 days of daily intervention with folic acid (FA).

All variables were Box-Cox transformed and presented as mean and 95% confidence interval after reconversion.
Comparison between columns was performed by repeated measures one-way analysis of variance (ANOVA).
Different letters between columns represent differences according Tukey's test. FMN: flavin mononucleotide;
mNAM: N'-methylInicotinamide; NAM: nicotinamide; PA: 4-pyridoxic acid; PL: pyridoxal, PLP: pyridoxal 5'-fosfato;

TMP: thiamine monophosphate.
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