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Resumo

Introdugao: Hiperhomocisteinemia leve estd associada com aumento do risco de
tromboembolismo venoso (TEV) e doengas cardiovasculares. Estudos anteriores sugerem
associagado entre niveis elevados de homocisteina e marcadores de disfungdo endotelial,
fibrindlise e geragédo de trombina. Nao estd ainda definido, entretanto, se a redugédo da
homocisteina pela suplementagéo vitaminica € capaz de modificar o nivel desses marcadores.
Objetivos: Avaliar o efeito da suplementacdo vitaminica nos niveis de homocisteina e em
parametros de ativagdo da coagulagéo, fibrindlise e fungdo endotelial e avaliar a associagao
entre os niveis de homocisteina e os niveis de marcadores.

Métodos: Nesse estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo, 105 pacientes
foram randomizados para receber suplementagéo vitaminica com folato 5 mg, vitamina B12 0,4
mg e piridoxina 50 mg por 8 semanas. Foram incluidos pacientes com TEV objetivamente
confirmado, com idade entre 18 e 70 anos.

Resultados: Foram avaliadas amostras basais de 104 pacientes e 99 (94,3%) completaram as
8 semanas de intervencdo. Houve reducdo de 29% no nivel de homocisteina dos pacientes
tratados com suplementagdo vitaminica e elevagéo significativa de t-PA (ativador de
plasminogénio tecidual) nesse mesmo grupo (p=0,0008). Nao houve modificagdo nos demais
parametros analisados (complexo trombina-antitrombina, fragmento 1+2 da protrombina,
dimeros D, antigeno do fator de von Willebrand, fator VIII, fibrinogénio e inibidor do ativador de
plasminogénio tipo-1 — PAI-1). Quando analisamos apenas pacientes com niveis de
homocisteina acima do tercil superior (12,6 umol/L), observou-se que houve elevagao tanto de
t-PA como de PAI-1 no grupo que recebeu suplementagédo vitaminica (p=0,014 e p=0,0004,
respectivamente). Foi ainda observada correlagdo positiva entre os niveis basais de
homocisteina e os niveis basais de t-PA (r=0,2154). N&o houve correlagdo entre a
homocisteina e os demais parametros e ndo houve diferenca entre pacientes com
homocisteina acima do tercil superior e aqueles com homocisteina abaixo do tercil inferior (9,9
pmol/L) em relagéo ao nivel dos demais marcadores.

Conclusodes: Em pacientes com TEV, a suplementacao vitaminica causou elevacgdo de t-PA e
de PAI-1, ambos marcadores de lesdo endotelial, em pacientes com niveis mais elevados de
homocisteina. Nao foi observado efeito da suplementacdo vitaminica sobre os demais

marcadores de lesao endotelial, fibrindlise e geracdo de trombina.

Palavras chave: tromboembolismo venoso, homocisteina, suplementagéo vitaminica, funcéo

endotelial, fibrindlise, geragao de trombina.
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Introducdo 2

1.1. Homocisteina e tromboembolismo venoso

Tromboembolismo venoso (TEV) é causa importante de morbidade e mortalidade na
populacdo, particularmente em individuos mais idosos (V. A incidéncia de TEV esta em
torno de 1 a 3 por 1000 individuos por ano . As formas mais freqiientes de TEV s3o
trombose venosa profunda (TVP) de membros inferiores e embolia pulmonar, podendo
também ocorrer nos membros superiores, seios venosos cerebrais e 6rgdos intra-
abdominais. As sequelas podem ser graves e debilitantes como a sindrome pos-
trombotica, que ocorre em até 20% dos casos. A mortalidade devido a embolia
pulmonar pode variar de 1% nos jovens a 10% nos mais idosos .

A maioria dos casos de TEV é decorrente de anormalidades do sistema hemostatico
que podem ser hereditarias (fator V Leiden, mutacdo G20210A do gene da
protrombina, deficiéncia dos inibidores naturais), adquiridas (imobilizagdo prolongada,
traumas, cirurgias, neoplasias, doengas inflamatérias, doengas do colageno, sindrome
antifosfolipide), ou mistas, como no caso da hiperhomocisteinemia ). Frequentemente,
o TEV é decorrente da associagcédo de mais de uma dessas condi¢cdes predisponentes.
A homocisteina é um metabdlito intermediario formado a partir da metionina,
aminoacido essencial proveniente de proteinas de origem animal. O metabolismo
intracelular da homocisteina envolve duas vias: a via de transulfuragdo que culmina na
formagdo de cisteina, e a via de remetilagdo na qual a homocisteina originara
novamente a metionina (figura 1). Na via de transulfuragdo, a metionina é convertida
em S-adenosil-metionina, que ira doar seu grupo metil a compostos como RNA, DNA,
precursores de melatonina, creatinina, epinefrina, entre outros. A S-adenosil-metionina
€, desse modo, convertida em S-adenosil homocisteina, que ao perder a adenosina,
origina a homocisteina. Parte da homocisteina reage com a serina para formar a
cistationina, em uma reacéo catalisada pela enzima cistationina (-sintase (CBS) e seu
cofator, o 5-piridoxal-fosfato (vitamina B6 - piridoxina). A cistationina & hidrolisada em
cisteina através da acgéo da y-cistationase, enzima também dependente da piridoxina. A
homocisteina pode novamente originar a metionina através da remetilagdo, processo
que €& dependente de folato, vitamina B12 (cobalamina) e das enzimas metileno-
tetrahidrofolato redutase (MTHFR) e metionina sintase (MTR) ),

A maior parte da homocisteina (70 a 80%) encontra-se ligada covalentemente a

proteinas plasmaticas (especialmente a albumina), enquanto que 20 a 30% encontra-
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se na forma oxidada, representada principalmente pelo dissulfido cisteina-
homocisteina. O termo homocisteina se refere a forma livre ndo-reduzida presente no
plasma em baixas concentragdes (<1%). Os ensaios para a determinagdo da
homocisteina, como a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC - high
performance liquid chromatography), detectam as trés formas: ligada a proteinas,

dissulfido e livre 7.

Figura 1: Metabolismo da homocisteina.

Na via da remetilagdo, a homocisteina pode novamente originar a metionina, processo que & dependente das
enzimas metileno-tetrahidrofolato redutase (MTHFR) e metionina sintase (MTR), da vitamina B12 e do folato. Na via
de transulfuragado, parte da homocisteina reage com a serina para formar a cistationina, em reagéo catalisada pela

enzima cistationina [-sintase (CBS) e seu cofator, a piridoxina.

. Proteina (dieta)

| Acido Félico | :

THF : Metionina Compostos

/ Metilados
5-10 MTHF ‘

Vit. B12
: Homocisteina
5 MTHF :
REMETILAGAO
-
TRANSULFURAGCAO

THF: tetrahidrofolato; 5 MTHF: 5-metil-tetrahidrofolato; 5-10 MTHF: 5-10-metileno-tetrahidrofolato

Os fatores que determinam a concentragdo da homocisteina plasmatica podem ser
genéticos e ambientais. Trés doencgas autossGmicas recessivas raras, conhecidas

como homocistinurias, estio associadas a niveis extremamente altos de homocisteina
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(>100 pmol/L) por deficiéncia de uma das trés principais enzimas envolvidas no
metabolismo da homocisteina, mais frequentemente a CBS ©.

Posteriormente, foi descrito um polimorfismo no gene que codifica o dominio catalitico
da enzima metileno-tetra-hidrofolatoredutase (MTHFR), no qual ha substituicdo C - T
na posi¢cdo 677 resultando na substituicdo de alanina por valina. Isso resulta em
diminuicdo da capacidade de ligagéo ao folato e menor atividade da enzima (8). Cerca
de 10 a 12% dos caucasianos no norte da Europa tém o gendtipo 677TT e nesses
individuos os niveis de homocisteina sao cerca de 25% mais altos do que os individuos
normais (677CC). Entretanto, essa diferenga na concentracdo de homocisteina varia
muito de acordo com as reservas de vitaminas do complexo B, sendo muito pequena
em populagdes com alto consumo dessas vitaminas 7.

Os outros fatores ambientais que interferem com o nivel da homocisteina sdo alto
consumo de metionina, tabagismo, consumo de café, uso de medicamentos
(metotrexato, ciclosporina, anticonvulsivantes), sexo e idade. Além disso, a fungao
renal e a funcéo tiroideana sao importantes determinantes do nivel da homocisteina
(12).

A primeira descricao da associacao entre hiperhomocisteinemia e doencas vasculares
foi feita por McCully em 1969 '®) através da andlise de autépsia de individuos
portadores de homocistinuria. Foram evidenciados sinais de aterosclerose e trombose
arterial e pode-se inferir que a hiperhomocisteinemia grave era a causa da doencga
vascular precoce nesses individuos jovens. Em 1976, Wilcken et al. "™ mostraram
haver associagcado entre o nivel de homocisteina apds sobrecarga de metionina e a
presenca de doencga arterial coronariana. Desde entdo, varios estudos demonstraram
haver associagdao da hiperhomocisteinemia leve a moderada com doenca arterial
coronariana, cerebral e periférica (°.

No inicio dos anos noventa surgiram os primeiros trabalhos relacionando
hiperhomocisteinemia leve e moderada com trombose venosa. Os dados iniciais foram
obtidos de estudos do tipo caso-controle, retrospectivos e, desse modo nao permitiam
afirmar se a hiperhomocisteinemia havia causado o evento tromboético ou seria
conseqiiéncia do mesmo "2 Posteriormente, estudos prospectivos, nos quais a
dosagem da homocisteina era realizada antes do desenvolvimento do evento
trombotico, confirmaram que a hiperhomocisteinemia moderada era fator de risco

independente para o desenvolvimento de TEV (192223,
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Existem poucos dados sobre essa associacdo na populagao brasileira. Em estudo
caso-controle realizado por nosso grupo ¥ observou-se freqiiéncia bem maior de
homocisteinemia acima do percentil 95 da populagdo normal em pacientes com TEV
(11/91 = 12,1%) do que em individuos normais (2/91 = 2,2%), o que resultou em razao
de chances de 6,1, com intervalo de confianga a 95% (IC95%) de 1,3 a 28,4. Estes
pacientes representam populagao altamente selecionada, tendo sido excluidos casos
associados a qualquer outra causa adquirida de trombofilia.

Metanalise recente ) analisou 24 estudos retrospectivos (3289 casos) e trés
prospectivos (476 casos) para avaliar associagao entre hiperhomocisteinemia e TEV,
na tentativa de definir se a associagdo é causal. Foi observado que a elevagao de 5
pmol/L no nivel da homocisteina esta associada a elevagao do risco de TEV em 27%
(IC95% 1-59) nos estudos prospectivos e de 60% (IC95% 10-134) nos estudos
retrospectivos. Assim como para os estudos em pacientes com doencgas arteriais
(doenca coronariana e acidente vascular cerebral isquémico), os resultados de
trabalhos prospectivos provém estimativas mais confiaveis de risco associado a
diferengas nos niveis de homocisteina do que estudos retrospectivos. Por outro lado,
as medidas de homocisteina nos estudos prospectivos muitas vezes sao feitas em
momentos distantes do evento vascular e podem néo refletir o status de homocisteina
de todo o periodo de observagdo. Possivelmente, o aumento de risco em 27%
associado a elevacédo de 5 pmol/L no nivel de homocisteina esteja subestimado por
essa razao.

Na mesma metandlise ®, foram analisados 53 estudos (8364 casos) sobre a
associagao entre o genotipo 677TT da MTHFR e a ocorréncia de TEV. O gendtipo
677TT associou-se com aumento em 20% no risco (IC95% 8-32), quando comparado
ao genotipo 677CC. Esse aumento de risco ndo foi visto nos estudos americanos,
provavelmente devido ao alto consumo de folato e riboflavina nessa populacgao.

De modo geral, portanto, existem evidéncias de uma modesta associagcdo entre
homocisteina e TEV. O risco associado ao gendtipo 677TT na metanalise dos estudos
nao-americanos favorece a hipdtese de que essa associagdo seja causal e nao

conseqiiéncia do evento trombadtico %)
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1.2. Mecanismo da associag¢ao entre homocisteina e eventos vasculares

O mecanismo envolvido na associacao entre a homocisteina plasmatica e o risco de
eventos tromboticos arteriais ou venosos ainda ndo esta bem definido. Varias
evidéncias sugerem que multiplos mecanismos estdo envolvidos %27,

Estudos experimentais mostraram que a homocisteina causa estresse oxidativo, lesdo

endotelial e aumenta a trombogenicidade %),

Na maioria dos trabalhos iniciais,
entretanto, foram utilizadas culturas celulares e concentragbes de homocisteina de até
1.000 pmol/L, ou seja, cerca de 5 vezes o nivel médio de homocisteina dos
homocistinuricos e cerca de 50 vezes dos individuos portadores de
hiperhomocisteinemia moderada. Desse modo, deve-se ter cautela ao extrapolar esses
resultados para o contexto clinico.

Outros modelos experimentais com concentracbes mais semelhantes aos
homocistinuricos demonstraram: aumento da atividade de fator tecidual nos

(30)

macrofagos da parede vascular reducdo da expressdao endotelial de

trombomodulina soltGvel com conseqiiente diminui¢do da atividade da proteina C ®'3?),
reducdo da resposta endotelial a vasodilatadores dependentes de endotélio 2,
aumento da geracdo de radicais livres e diminui¢do da disponibilidade de éxido nitrico
no endotélio %

Existem varios métodos para se avaliar a fungdo endotelial. A forma mais simples, e
por isso mais utilizada, é a dosagem de produtos do endotélio como fibronectina,
endotelina, ativador de plasminogénio tecidual (t-PA - tissue-type plasminogen
activator), inibidor do ativador de plasminogénio tipo-1 (PAI-1 — plasminogen activator
inhibitor-1) e fator de von Willebrand (FVW). A forma mais direta de avaliar o endotélio
€ a medida do relaxamento vascular em resposta a estimulos dependentes de
endotélio, seja por métodos invasivos como a angiografia coronariana, ou por métodos
menos invasivos como a vasodilatagdo mediada por fluxo (FMD — flow mediated
vasodilation) >3,

Dados atuais sugerem que a hiperhomocisteinemia causa disfungédo endotelial e
interfere com a fibrindlise, especialmente através da modificagdo da ligagdo ao t-PA.
Foi demonstrado que a homocisteina modifica a anexina Il, bloqueia a ligagado ao t-PA
e inibe a ativacdo do plasminogénio nas células endoteliais ®”. Além disso, niveis de
homocisteina acima de 8 pmol/L podem aumentar a ligagc&o da lipoproteina A a fibrina

e reduzir o potencial fibrinolitico ©®. Sauls et al. ®® observaram ainda que o tempo de
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lise de coagulos fomados a partir de fibrinogénio purificado de pacientes
hiperhomocisteinémicos era significativamente maior do que de individuos normais.

Outro mecanismo que tem sido estudado é o aumento da ativagdo da coagulagdo em
individuos hiperhomocisteinémicos. Niveis aumentados de complexos trombina-
antitrombina (TAT), fragmento 1+2 da protrombina (F1+2) e fibrinopeptideo A (FPA)
sdo indicadores do aumento de geragcédo de trombina. Alguns estudos observacionais
demonstraram associagdo entre os niveis de homocisteina plasmatica e de F1+2 ©04"
e TAT “? Também foi demonstrada a elevagdo de F1+2 e dimeros D (DD) ap6s
sobrecarga de metionina em voluntarios normais “*. Estudo mais recente, entretanto,

ndo confirmou esse achado “4.

1.3. Efeito da suplementacao sobre os niveis de homocisteina

Dados do estudo populacional de Framingham demonstraram que o nivel de
homocisteina em individuos normais reduziu-se significativamente apos o ano de 1997,

49 Ainda em individuos

quando houve enriquecimento dos alimentos com folato
normais, observou-se reducdo da homocisteina em mulheres que receberam folato por
4 semanas, e que este efeito persistia mesmo apdés 8 semanas da interrupcéo da
suplementagao “©.

Varios estudos posteriores demonstraram que a suplementacéo vitaminica é capaz de
reduzir os niveis plasmaticos de homocisteina. Metanalise recentemente publicada “”
mostrou que a redu¢cado média da homocisteina com a suplementacgéo diaria de 5 mg de
folato é de cerca de 25%. A adigéo da vitamina B12 na dose média de 0,4 mg por dia
causa reducéo adicional de cerca de 7%. Nesse mesmo trabalho, foi ainda confirmado
que doses acima de 0,8 mg/d de folato parecem ter o mesmo efeito que doses mais
altas (5 mg/d) e que a piridoxina ndo parece ter efeito aditivo na redugdo da
hiperhomocisteinemia leve a moderada. Outros estudos demonstraram beneficio
adicional da piridoxina nos hiperhomocisteinémicos graves e na redugdo da
homocisteina apds sobrecarga de metionina 74,

H4, entretanto, poucos estudos que avaliaram o beneficio clinico da suplementacao
vitaminica. No estudo VISP 9 com 3680 adultos com acidente vascular cerebral
isquémico (AVCi), ndo houve beneficio na redugéo de recorréncia de AVCi, com o uso

de suplementacdo em doses altas (folato - 2,5 mg, vitamina B12 - 0,4 mg e piridoxina -
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25 mg ; n = 1827) ou em baixas doses (folato - 20 pg, vitamina B12 - 200 ug e
piridoxina - 6 pug; n = 1853), apds 2 anos de intervencéo.

No estudo NORVITT ©9 recentemente publicado, foi avaliado o efeito da
suplementagdo vitaminica na prevencdo secundaria de pacientes com infarto do
miocardio prévio. Foram avaliados 3749 pacientes com episédio de infarto até no
maximo 7 dias antes da randomizacio. Os pacientes foram randomizados para receber
3 esquemas diferentes de suplementacgao diaria (folato - 0,8 mg, vitamina B12 - 0,4 mg
e piridoxina - 40 mg; folato - 0,8 mg e vitamina B12 - 0,4 mg; apenas piridoxina - 40 mg)
ou placebo. Nos grupos que receberam folato e vitamina B12 houve redugdo da
homocisteina em cerca de 27%. Entretanto, ndo houve efeito na redugdo de
recorréncia de infarto, AVCi ou morte subita de causa coronariana, com risco relativo
(RR) de 1,08 (1C95% 0,93-1,25). No grupo que recebeu apenas piridoxina, n&do houve
reducdo da homocisteina plasmatica e tampouco houve modificagdo do risco (RR =
1,14; 1C95% 0,98-1,32). No grupo que recebeu as 3 vitaminas, houve inclusive
tendéncia a aumento de risco do conjunto desses eventos (RR = 1,22; IC95% 1,00-
1,50).

O estudo HOPE-2 ®V, publicado simultaneamente ao estudo NORVITT, confirmou os
mesmos achados. Para avaliar reducdo do risco de eventos cardiovasculares, 5522
pacientes com 55 anos ou mais, portadores de doengas vasculares ou diabetes,
receberam suplementacg&o vitaminica em altas doses (folato -2,5 mg, vitamina B12 - 1,0
mg e piridoxina - 50 mg) ou placebo, de modo duplo-cego e randomizado, por 5 anos
em media. Ndo houve beneficio da suplementacao vitaminica em relagdo a ocorréncia
de eventos, ao risco de morte de causas cardiovasculares e ao risco de infarto do
miocardio. Houve redugao discreta do risco de AVCi (RR = 0,75; 1C95% 0,59-0,97) e,
surpreendentemente, aumento do risco de angina instavel (RR = 1,24; 1C95% 1,04-
1,49). O aparente beneficio da suplementagdo sobre o risco de AVCi deve ser
interpretado com cautela, ja que o numero de eventos (111 no grupo tratado com
vitaminas e 147 no grupo tratado com placebo) é pequeno demais para avaliar esse
risco. Péde-se concluir, portanto, que a suplementagao vitaminica ndo reduz o risco de
eventos cardiovasculares graves em pacientes portadores de doengas vasculares.
Outros trabalhos de reducado de homocisteina e de risco de doengas cardiovasculares
estdo em andamento e uma metanalise que envolvera 12 estudos e 52.000
participantes provavelmente tera poder estatistico para definir se ha reducdo de

risco®?.
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O fato de pacientes homocistinuricos apresentarem redugao significativa dos eventos
trombdticos com a suplementacido vitaminica € evidéncia suficiente que, a0 menos
para pacientes com hiperhomocisteinemia grave, a redu¢do da homocisteina reduz o
risco da ocorréncia de eventos vasculares 2.

Ha poucos dados sobre o efeito da suplementacido vitaminica no risco de TEV. No
estudo HOPE-2 ®", houve apenas 37 (1,3% dos pacientes) eventos de TEV no grupo
tratado com suplementacao e 40 (1,4%) no grupo que recebeu placebo (RR = 0,96;
IC95% 0,61-1,50). Como o numero de eventos foi muito pequeno, n&o foi possivel
avaliar se a suplementagdo modifica o risco de TEV com esse estudo.

Ha apenas um estudo, apresentado no XX Congresso da Sociedade Internacional de
Hemostasia e Trombose (ISTH) em 2005 ©*, que avaliou o efeito da suplementagao
vitaminica na prevencgédo de recorréncia em pacientes com TEV. Dos 701 pacientes
randomizados, 353 pacientes (sendo 177 hiperhomocisteinémicos) receberam
suplementacgao vitaminica (folato - 5 mg, vitamina B12 - 0,4 mg e piridoxina - 50 mg) e
348 (183 hiperhomocisteinémicos) receberam placebo. Apds observagdo média de 30
meses, houve 43 recorréncias nos 353 que receberam vitaminas (54/1000 por ano) e
50 nos 348 que receberam placebo (64/1000 por ano). O RR de recorréncia foi de 0,84
(IC95% 0,56-1,26), sendo de 1,14 (IC95% 0,65-1,98) nos pacientes
hiperhomocisteinémicos e 0,58 (IC95% 0,31-1,07) nos normohomocisteinémicos.
Desse modo, apesar de nao ter reduzido o risco de recorréncia no total de pacientes,
houve tendéncia a reducéo de risco apenas nos individuos com homocisteina normal.
Entretanto, o numero de pacientes e o tempo de observacédo desse estudo ainda nao
permitem concluir de modo seguro sobre o efeito da suplementagdo nessa populagao
de pacientes.

Dessa forma, ndo ha, até o momento, dados consistentes na literatura quanto ao
impacto da redugdo da homocisteina com suplementagdo vitaminica na prevencao

primaria ou secundaria do TEV.
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1.4. Efeito da suplementagao vitaminica sobre marcadores laboratoriais

Até o momento, existem poucos dados em relagcdo ao efeito da reducdo do nivel de
homocisteina em marcadores de geragao de trombina, fibrindlise e ativagdo endotelial.
Estudos iniciais de intervengdo mostraram resultados controversos. Em estudo com
portadores de aterosclerose sintomatica “?, houve redugdo da homocisteina e de
marcadores de geracao de trombina com suplementag&o vitaminica, enquanto que em
voluntarios normais ©® nao foi observado efeito da fortificacdo dietética e da
suplementacao de folato em doses baixas sobre marcadores endoteliais.

Alguns estudos randomizados controlados com placebo que avaliaram o efeito da
suplementacédo sobre marcadores hemostaticos foram entdo realizados em diferentes

s 69 Na maioria deles ndo houve efeito ou houve apenas

populacdes de paciente
discretas variagbes nos marcadores avaliados. Em nenhum desses trabalhos

randomizados, entretanto, foram avaliados pacientes com TEV.

Dessa forma, no presente estudo, foi avaliado o efeito da suplementacido vitaminica
com folato, vitamina B12 e piridoxina por 8 semanas, sobre alguns marcadores de

geragao de trombina, fibrindlise e fungcdo endotelial, em pacientes com TEV.
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Avaliar o efeito da suplementacao vitaminica, administrada por oito semanas, nos
niveis de homocisteina e dos parédmetros de ativagdo da coagulagao, fibrindlise e
funcao endotelial, comparando com placebo.

Comparar os niveis de marcadores de ativagdo da coagulagéo, fibrindlise e fungéo
endotelial em pacientes com niveis mais elevados de homocisteina com aqueles
com niveis mais baixos de homocisteina.

Avaliar se ha correlagao entre o nivel basal de homocisteina e o nivel basal dos
marcadores de ativacédo da coagulacéo, fibrindlise e fungcédo endotelial.

Avaliar o efeito da suplementacdo vitaminica nos parametros de ativagdo da
coagulagao, fibrindlise e fungdo endotelial nos pacientes com niveis mais

elevados de homocisteina.



3. Material e métodos




Material e métodos 4

3.1. Casuistica

Foram estudados 105 pacientes com TEV. Desses, 98 acompanhados na Disciplina de
Hematologia e Hemoterapia do Departamento de Medicina da Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP), 4 na Disciplina de Hematologia do Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP (FMRP/USP) e 3 na
Disciplina de Cirurgia Vascular do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade
de Medicina de Botucatu - UNESP (FMB/UNESP), seguindo-se os mesmos critérios de
inclusdo e de exclusdo estabelecidos, apds cuidadosa avaliagdo clinica de cada
paciente. Foram recrutados pacientes que tiveram diagnostico de TEV durante o
periodo de setembro de 2000 a agosto de 2004.

Foram incluidos pacientes de qualquer sexo, com idade entre 18 e 70 anos, com
primeiro episddio de TEV confirmado através dos seguintes meétodos obijetivos:
ultrassonografia com doppler ou flebografia para TVP de membros, arteriografia
pulmonar, tomografia computadorizada ou cintilografia pulmonar com mapeamento de
ventilagdo-perfusdo para tromboembolismo pulmonar e ressonancia magnética,
angiorressonéncia ou angiografia para trombose venosa cerebral. Os pacientes
deveriam ter sido tratados por pelo menos trés meses com terapéutica anticoagulante e
estarem com anticoagulagédo suspensa ha pelo menos 1 més do inicio do estudo e por

ndo mais de 36 meses.

Foram excluidos pacientes portadores de neoplasias, doengas do colageno, sindrome
antifosfolipide, doenca de Behget, hemoglobinuria paroxistica noturna, doengas renais
e outras doencgas auto-imunes e pacientes que nao fossem capazes de entender o
termo de consentimento livre e esclarecido.

Em todos os pacientes foi realizada avaliagao laboratorial da fungao renal e tiroideana.
Foram aferidos peso e altura de todos os pacientes na primeira consulta.

O trabalho foi aprovado pelos Comités de Etica das Universidades participantes (Anexo
1). Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 2).
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3.2. Desenho do estudo

A suplementagédo vitaminica consistia em capsulas contendo folato 5 mg, vitamina B12
0,4 mg e piridoxina 50 mg. O placebo consistia em capsulas contendo 100 mg de
lactose. As capsulas com vitaminas e placebo eram visualmente idénticas e foram
acondicionados em embalagens iguais, numeradas consecutivamente. Todas as
capsulas, tanto de vitaminas como de placebo, foram produzidas pelo Laboratério da
Farmacia de Manipulacdo Bioférmula (Sdo Paulo - SP), sob a supervisdo do
farmacéutico responsavel.

Os pacientes incluidos foram randomizados para receber suplementacéo vitaminica ou
placebo, através de sistema de numeros consecutivos. Apenas um observador, que
nao participou diretamente de nenhuma etapa do estudo, conhecia a identificagdo dos
numeros em placebo ou vitaminas.

O primeiro frasco era entregue no momento da randomizagéo e o segundo na primeira
avaliacdo apos 4 semanas. Cada frasco continha 30 capsulas. Apos 4 semanas e 8
semanas de suplementacao, os pacientes eram reavaliados e era contado o numero de

capsulas remanescentes dos frascos para determinar a aderéncia ao tratamento.

3.3 Coleta de sangue e analises

As determinagbes dos parametros hemostaticos (F1+2, TAT, DD, antigeno do FVW -
FVWAg, fator VIII, fibrinogénio, t-PA, PAI-1, antitrombina, proteinas C e S) foram
realizadas no Laboratorio de Hemostasia e Trombose da Disciplina de Hematologia e
Hemoterapia da UNIFESP. A avaliagcdo molecular (Fator V Leiden e mutagdo G20210A
do gene da protrombina) foi realizada no laboratorio de Biologia Molecular da Disciplina
de Hematologia e Hemoterapia da UNIFESP. As dosagens de homocisteina, folato,
vitamina B12 e piridoxina foram realizadas no Laboratério de Erros Inatos do
Metabolismo da UNIFESP, sob coordenacéo da Profa. Dra. Vania D"Almeida.

Foram colhidas amostras de sangue em dois momentos: antes e apds 8 semanas de
tratamento com vitamina ou placebo.
As amostras eram colhidas entre 8 e 10 horas da manha, apds jejum minimo de 12

horas, através de puncdo venosa periférica com o minimo de estase, utilizando-se
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scalp 19 ou 21 e seringas plasticas. O material para todos os parametros era colhido na
mesma pungdo venosa, sendo que o segundo tubo era usado para os testes de
hemostasia. O volume total coletado era de 20 ml.

- Dosagem de homocisteina e vitaminas

Para dosagem de homocisteina, as amostras eram colhidas em tubos contendo EDTA
e, no maximo 30 minutos apos a coleta, centrifugadas a 3.000 rpm por 20 minutos a
4°C. O plasma era separado logo apds a centrifugagao.

Para a dosagem de folato, vitamina B12 e piridoxina, as amostras eram colhidas em
tubo seco sem gel separador e centrifugadas a 3.000 rpm por 20 minutos em
temperatura ambiente. O soro era separado logo apos a centrifugacao.

- Parametros hemostaticos

Para os testes da hemostasia, as amostras eram colhidas em tubos contendo citrato de
sédio 100 mM, na propor¢do de uma parte de anticoagulante em nove partes de
sangue total. O sangue era rapidamente centrifugado em temperatura ambiente a
3.000 rpm por 20 minutos, separando-se o plasma pobre em plaquetas (PPP).

Todas as amostras de soro ou plasma eram congeladas a -80°C para ensaio posterior.

- Métodos de dosagens

A dosagem dos niveis de homocisteina plasmatica foi baseada no método de
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com deteccédo fluorimétrica e eluicdo
isocratica. O equipamento usado foi da marca Shimadzu (Toquio, Japao), composto
por injetor automatico de amostras SIL-10Advp, detector de fluorescéncia RF-10AXL,
coluna analitica da marca Phenomenex C18, modelo Prodigy ODS2 (150mm x 3,2mm
e microparticulas de 5,0um) e pré-coluna C18 modelo Alltech ODS (30mm x 3,2mm e
microparticulas de 5,0um).

A dosagem das vitaminas B6 e folato foi baseada no método de Sharma &

Dakshinamurti (1992) para aplicagdgo em HPLC com detecgado ultravioleta (UV) e
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eluigdo isocratica. Foram utilizados padréo de piridoxina (Piridoxal-5-fosfato - Sigma) e
padrao de folato (Sigma), ambos com concentracdo de 1 mg/dL. As amostras foram
submetidas ao processo de extracdo com acido metafosférico (Merck) 10%, na
proporcao de 3:1 (300 yL de acido metafosférico 10% e 100 uL de soro), agitadas por
30 segundos e depois centrifugadas em 10.000 rpm por 20 minutos. Todas as etapas
da extragcdo foram realizadas em microtubo escuro para minimizar a degradagéo das
vitaminas, que sao fotossensiveis. Foi utilizado o mesmo equipamento de HPLC
(Shimadzu), injetor automatico de amostras SIL-10Advp, detector de UV SPD-10Avp,
coluna analitica da marca Phenomenex modelo Bondclone C18 (300 x 3,9mm e
microparticulas de 10 pum) e pré-coluna C18 modelo Alltech ODS (30mm x 3,2mm e
microparticulas de 5,0 um).

A vitamina B12 foi dosada por técnica de quimioluminescéncia automatizada,
utilizando-se kit comercial (AutoDELFIA® B12, Perkin Elmer, Boston-MA, EUA).

Foram utilizados kits comercialmente disponiveis de imunoensaio (ELISA) para a
dosagem de: fragmento 1+2 da protrombina (Enzyngnost® F1+2 micro, Dade-Behring,
Marburg, Alemanha), complexo trombina-antitrombina (Enzyngnost® TAT micro, Dade-
Behring, Marburg, Alemanha), dimeros D (VIDAS D-Dimer, BioMerieux, Marcy L’Etoile,
Franca), ativador do plasminogénio tecidual (IMUBIND® tPA, American Diagnostica,
Stamford-CT, EUA) e inibidor do ativador do plasminogénio 1 (IMUBIND® Plasma PAI-
1, American Diagnostica, Stamford-CT, EUA) e antigeno do fator de von Willebrand
(Asserachrom® FVW:Ag, Diagnostica Stago, Ansiéeres, Franca).

A dosagem de fibrinogénio foi realizada pelo método de Clauss utilizando-se trombina
bovina da marca Sigma e a atividade do fator VIlIl foi determinada por método
coagulométrico, usando-se plasma deficiente em fator VIII (STA Deficient VIII,
Diagnostica Stago, Ansiéres, Franga).

Para todos os parametros, as determinagdes das concentracdes antes e apos o
tratamento foram realizadas no mesmo ensaio, utilizando as mesmas curvas, 0s
mesmos lotes de reagentes e as mesmas placas, no caso de imunoensaios.

Os valores de referéncia fornecidos pelo fabricante para cada parametro estdo

apresentados no anexo 4.

Foram ainda avaliadas as principais causas conhecidas de trombofilia hereditaria.
As dosagens de antitrombina e proteina C foram realizadas por método funcional

cromogénico (Berichrom® Antithrombin e Berichrom® Protein C, Dade-Behring,
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Marburg, Alemanha). A determinagcéo da proteina S livre foi feita por imunoensaio
(Asserachrom® Free Protein S, Diagnostica Stago, Ansiéres, Franga).

Para o estudo do fator V Leiden e da mutacdo G20210A do gene da protrombina foi
feita extragdo de DNA do sangue total. A analise foi realizada simultaneamente pela
técnica de reagdo de polimerase em cadeia (PCR) multiplex, utilizando-se as enzimas
de restricdo Mnll para o fator V Leiden e Hindlll para a mutagdo G20210A do gene da

protrombina, conforme previamente descrito ©".

3.4. Analise estatistica

Os dados demograficos e as caracteristicas clinicas nos 2 grupos foram comparados
utilizando teste t de Student ou teste de Mann-Whitney para variaveis continuas. O
teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar dados categéricos. As diferengas da
homocisteina, das vitaminas e dos marcadores antes e apds o tratamento foram
avaliadas pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon e as diferengas entre os grupos para
cada variavel pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Foi considerado significante p<0,05.
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4.1. Selegcao da populacao estudada

- Pacientes da UNIFESP:

No periodo de 09/2000 a 08/2004 foram encaminhados ao Setor de Hemostasia e
Trombose da Disciplina de Hematologia da UNIFESP 403 pacientes com diagnostico
de TEV confirmado por método objetivo.

Desses, 25 (6,2%) perderam seguimento e nao puderam ser avaliados. Foram
excluidos 280 pacientes (69,5%) pela presenga dos seguintes critérios de excluséo: 80
pacientes (19,9%) pela presengca de neoplasias, 46 (11,4%) pela presenca de
colagenoses, 41 (10,2%) por idade abaixo de 18 ou acima de 70 anos, 41 (10,2%) em
anticoagulacgéao oral perene, 30 (7,4%) por TEV de repeticdo em anticoagulagéo oral, 10
(2,5%) por insuficiéncia renal, 7 (1,7%) pela recusa em participar e 25 (6,2%) por outras
causas, como O6bito, tiroidopatia, hepatopatias cronicas, doencas arteriais sintomaticas
e incapacidade de compreensao do termo de consentimento (figuras 2 e 3).

Foram ent&o incluidos 98 pacientes (24,3% dos casos) da UNIFESP.

Figura 2: Distribuigcao dos pacientes apés selegcao para participagao no estudo
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Figura 3: Distribuicdo dos pacientes de acordo com o motivo da exclusao do
protocolo
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Adicionalmente aos nossos pacientes, foram ainda incluidos 4 pacientes da Disciplina
de Hematologia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP (FMRP-USP) e 3 pacientes da Disciplina de Cirurgia Vascular do
Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
(FMB-UNESP), que obedeceram aos mesmos critérios de selecao.

Dessa forma, entre 11/05/04 e 25/02/05, foram randomizados 105 pacientes para

participar do estudo.

Desses 105 pacientes, 5 ndo completaram as 8 semanas da medicagdo: 2 por recidiva
do TEV, 2 por desisténcia e uma paciente que engravidou durante o periodo de
tratamento. Foram entdo analisados 105 pacientes com amostras basais e 100
pacientes com amostras antes e apds a intervencdo. Desses 100 pacientes, 50

receberam placebo e 50 receberam suplementagao vitaminica.
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A tabela 1 resume as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes analisados.
N&o houve diferenga entre os dois grupos em relagéo as caracteristicas demograficas e
clinicas basais.

Dos 100 pacientes que completaram o periodo de intervengdo, 98 relatavam uso
regular e a contagem de capsulas confirmou a aderéncia adequada ao tratamento. Os
dois pacientes que ndo fizeram uso adequado da suplementagao receberam placebo e,
por esse motivo, ndo foi necessario exclui-los da analise.

Até o término desse estudo, dos 98 pacientes incluidos do nosso servigo, 97 (99%)
mantinham-se em acompanhamento ambulatorial. Além dos dois casos que foram
excluidos por recorréncia de TEV durante o periodo de intervengdo, mais dois
pacientes apresentaram recorréncia de TVP apds o término do estudo. Nenhum outro
paciente apresentou recorréncia até abril de 2006, sendo que a mediana do tempo de
observacgao apos o término do estudo foi de 21 meses, variando de 14 a 23 meses.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos 100 pacientes analisados, divididos em
relagado ao tratamento recebido

TOTAL PLACEBO VITAMINAS p

N 100 50 49

Homens / Mulheres 27173 16/34 11/39 0,40
Idade (anos)* 37 40,4 £ 131 37,2+ 13,1 0,22
IMC (Kg/m?)* 25,5 27,049 25,7 +5,2 0,21
Sobrepeso / obesidade (%) 57 66 49 0,13
Tabagismo (%) 16 18 14 0,82
Diabetes (%) 4 6 2 0,62
Hipertensio arterial sistémica (%) 16 14 18 0,75
Tempo de anticoagulagdo (meses)** 7 7 (3-15) 7 (4-23) 0,20
Tempo desde o TEV (meses)** 19,5 19,5 (6-43) 19,5 (7-45) 0,77
TEV Espontaneo (%) 52 48 56 0,48
Embolia pulmonar (%) 15 14 16 0,97
Trombose venosa cerebral (%) 11 12 10 0,78
Exposic¢édo a horménio (%) 41 36 46 0,37

IMC: indice de massa corporal; TEV: tromboembolismo venoso
* resultados expressos em média + desvio padrao.
** resultados expressos em medianas e variagdo (minimo-maximo).

4.2. Pesquisa de trombofilia hereditaria

Foi encontrado apenas 1 caso de deficiéncia de proteina S e nenhum caso de
deficiéncia de proteina C ou de deficiéncia de antitrombina, nos 105 pacientes

analisados.
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Dos 96 pacientes nos quais foi realizada a pesquisa do fator V Leiden e da mutacao
G20210A do gene da protrombina, foram encontrados 7 casos (7,3%) de fator V Leiden
e 9 casos (9,4%) da mutagdo G20210A do gene da protrombina, todos em estado
heterozigoto. Uma paciente do sexo feminino apresentava heterozigose para as duas
mutagdes (fator V Leiden e mutagdo G20210A da protrombina).

4.3. Dosagens da homocisteina plasmatica e das vitaminas

- Niveis de homocisteina basal

A mediana da homocisteina basal em jejum para os 105 pacientes foi de 11,3 pmol/L,
sendo mais baixa nas mulheres (11,0 pmol/L) do que nos homens (12,8 pmol/L),

p=0,0042 (teste de Mann-Whitney), como demonstrado na figura 4.

Figura 4: Distribuicdo dos valores basais de homocisteina dos 105 pacientes

analisados, separando-os conforme o sexo
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.
Valor de p calculado pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
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- Valores de homocisteina antes e apos tratamento com vitaminas ou placebo

Os resultados individuais de homocisteina de todos os pacientes analisados estao
apresentados na figura 5.

Figura 5: Valores de homocisteina antes (T1) e apés (T2) a intervengao com
vitaminas ou placebo, nos 100 pacientes analisados
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Estao representados os valores de homocisteina de cada individuo.

A linha horizontal representa o tercil superior (p66,7) dos valores de homocisteina basal dos
100 pacientes analisados.

Valores de p calculados pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

Pode-se observar no grafico, que com a suplementagdo vitaminica, nenhum paciente
manteve-se com homocisteina acima do tercil superior (12,6 pmol/L). Uma paciente do
sexo feminino apresentou redu¢cdo da homocisteina de 166,7 para 9,5 pmol/L com as 8

semanas de suplementagcdo. Houve ainda dois casos de pacientes com homocisteina
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basal acima de 30 pmol/L que também apresentaram redugado significativa com a

suplementacao vitaminica (tabela 2).

Tabela 2: Valores de homocisteina antes (tempo 1) e apés (tempo 2)
suplementagao vitaminica das 3 pacientes com hiperhomocisteinemia acima de
30 umol/L

Homocisteina Homocisteina

Iniciais (I::gse) Sexo tempo 1 tempo 2
(umol/L) (umol/L)
AMAL 34 F 166,7 9,5
LLR 22 F 37,2 7,8
FMS 18 F 35,3 8,0

No grupo de pacientes tratados com suplementagdo vitaminica, houve redugao
significativa da mediana de homocisteina plasmatica de 10,7 para 8,1 pmol/L
(p<0,0001, teste de Wilcoxon) e concomitante elevagdo da mediana dos niveis de
folato de 8,7 para 17,6 nmol/L (p<0,0001, teste de Wilcoxon) e de vitamina B12 de 279
para 428 pmol/L (p<0,0001, teste de Wilcoxon). O mesmo nao foi observado para a
piridoxina, que se manteve inalterada (de 22,0 para 21,8 nmol/L, p=0,36, teste de
Wilcoxon) (tabela 3).

No grupo que recebeu placebo, ndo houve modificagdo dos niveis de homocisteina,
folato, vitamina B12 ou piridoxina.

As variacdes entre os valores basais de homocisteina (tempo 1), folato, vitamina B12 e
piridoxina e os valores apds o tratamento (tempo 2) foram calculadas como razao
tempo 2/tempo 1 (T2/T1). Observou-se que houve redugédo de 29% na concentragéo de
homocisteina e elevagao de 97% na concentragao de folato e de 55% na concentracao
da vitamina B12 com a suplementagao vitaminica por 8 semanas. Observou-se apenas
discreta elevacdo de 3% no valor da piridoxina, evidenciando nao ter havido
modificagdo significativa dessa vitamina com a suplementagdo. Nos pacientes que
receberam placebo, ndo houve variacdo superior a 1% em nenhum dos parametros

avaliados.
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Os resultados das medianas e variagdes interquartis das concentracbes de
homocisteina e das vitaminas, antes e apods a intervencéo para cada parametro, estao

apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Valores de homocisteina, folato, vitamina B12 e piridoxina: basal, apés
o tratamento e a razao entre os dois tempos (T2/T1), nos pacientes que
receberam suplementagao vitaminica ou placebo

N Basal Apés tratamento Razao T2/T1 p
HOMOCISTEINA (umol/L)
PLACEBO 50 11,1 (9,3-12,8) 11,4 (9,6-14,4) 1,00 (0,88-1,13) 0,85
VITAMINAS 49 10,7 (8,7-13,1) 8,1(6,8-9,9) 0,71 (0,53-0,77) <0,0001
FOLATO (nmol/L)
PLACEBO 50 8,9 (7,6-9,7) 8,8 (7,3-10,0) 0,99 (0,90-1,07) 0,44
VITAMINAS 49 8,7 (7,8-9,6) 17,6 (14,0-18,8) 1,97 (1,43-2,28) <0,0001
VITAMINA B12 (pmol/L)
PLACEBO 50 269 (212-336) 286 (226-370) 1,01 (0,88-1,19) 0,62
VITAMINAS 49 279 (207-343) 428 (358-511) 1,55 (1,22-1,91) <0,0001
PIRIDOXINA (nmol/L)
PLACEBO 50 22,5 (18,8-28,6) 24,3 (19,1-27,4)) 1,01 (0,95-1,11) 0,23
VITAMINAS 49 22,0 (18,4-26,8 21,8 (19,4-27,0) 1,03 (0,93-1,12) 0,36

Resultados expressos em medianas e variagdes interquartis (percentil 25% a percentil 75%).
Valores de p calculados pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

As medianas e variagdes interquartis das razdées T2/T1 estao apresentadas na figura 6.
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Figura 6: Razao T2/T1 dos valores de homocisteina, folato, piridoxina e vitamina
B12 nos pacientes que receberam suplementagao vitaminica ou placebo
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4.4. Efeito da suplementagao na concentragao de DD, F1+2, TAT, FVWAg,

fibrinogénio e do fator VIl

Apesar da significativa redugéo dos niveis de homocisteina, ndo houve modificacdo na
concentragdo de DD, F1+2, TAT, FVWAg, fibrinogénio e fator VIII, nos pacientes que

receberam suplementag&o vitaminica por 8 semanas (tabela 4).

Surpreendentemente, houve redugdo significativa de fibrinogénio e do fator VIII no
grupo de pacientes que receberam placebo (p=0,005 e p=0,04, respectivamente, teste
de Wilcoxon). Para os demais parametros (DD, F1+2, TAT, FVWAg), ndo houve
modificagcdo no grupo de pacientes que receberam placebo. Houve redugédo da
mediana de TAT de 4,8 ug/L para 3,4 pug/L no grupo que recebeu placebo, porém essa

redugdo ndo foi significativa (p=0,12, teste de Wilcoxon).

Os resultados das medianas e variagdes interquartis das concentracbes desses
parametros, antes e apds a intervencdo, bem como das razbes T2/T1 para cada
parametro, estdo apresentados na tabela 4 e nas figuras 7 a 14.

Tabela 4: Valores de DD, F1+2, TAT, FVWAg, fator VIl e fibrinogénio : basal, apos
tratamento e a razdo entre os dois tempos (T2/T1)

N Basal Apés tratamento Razao T2/T1 p
Dimeros D (ng/ml)
PLACEBO 50 258 (186-460) 275 (163-435) 1,03 (0,81-1,30) 0,48
VITAMINAS 49 270 (189-473) 273 (206-469) 0,95 (0,79-1,24) 0,68
Fragmento 1+2 (nmol/L)
PLACEBO 50 0,72 (0,56-0,87) 0,72 (0,57-,094) 0,97 (0,84-1,28) 0,91
VITAMINAS 49 0,71 (0,56-0,89) 0,74 (0,55-1,13) 1,05 (0,84-1,31) 0,11
TAT (ug/L)
PLACEBO 50 4,8 (2,7-9,1) 3,4 (2,0-6,6) 0,77 (0,39-1,58) 0,12
VITAMINAS 49 3,4 (2,2-6,3) 3,7 (2,9-9,6) 1,19 (0,66-2,68) 0,15
von Willebrand (%)
PLACEBO 50 185 (142-206) 173 (135-195) 0,97 (0,86-1,10) 0,41
VITAMINAS 49 178 (131-210) 179 (148-201) 0,98 (0,90-1,10) 0,75
Fator VIII (%)
PLACEBO 50 143 (120-192) 134 (108-185) 0,92 (0,79-1,12) 0,04
VITAMINAS 49 142 (110-189) 140 (117-166) 0,99 (0,78-1,17) 0,23
Fibrinogénio (g/L)
PLACEBO 50 3,56 (3,23-4,27) 3,37 (3,01-4,00) 0,94 (0,86-1,05) 0,005
VITAMINAS 49 3,32 (3,00-3,89) 3,22 (2,77-3,83) 0,96 (0,89-1,08) 0,26

Resultados expressos em medianas e variagdes interquartis (percentil 25% a percentil 75%).
Valores de p calculados pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.
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Figura 7: Valores de dimeros D (DD) antes (T1) e apés (T2) a intervengao com

vitaminas ou placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Analisando os resultados de dimeros D, observamos que 8 pacientes apresentavam

niveis acima de 750 ng/mL no T1. Desses, 7 mantiveram niveis elevados apos as 8

semanas de intervengdo, tanto no grupo placebo como no grupo que recebeu

suplementacao vitaminica. Nenhum desses pacientes apresentou recidiva de TEV até

a conclusdo desse estudo. Além disso, um paciente do sexo masculino (de iniciais

NSM) que apresentava dimeros D normais no T1 (398 ng/mL) apresentou grande

elevagdo na concentragdo apos 8 semanas (1994 ng/mL) e evoluiu com recidiva de

TEV 3 semanas apos o término da intervengao.
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Figura 8: Valores de fragmento 1+2 (F1+2) antes (T1) e apés (T2) a intervengao

com vitaminas ou placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.
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Figura 9: Valores de complexo trombina-antitrombina (TAT) antes (T1) e ap6s (T2)

a intervengao com vitaminas ou placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.



Resultados 32

Figura 10: Valores do antigeno do fator de von Willebrand (FVWAg) antes (T1) e
apos (T2) a intervengao com vitaminas ou placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.
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Figura 11: Valores de fator Vlll antes (T1) e ap6s (T2) a intervengao com vitaminas
ou placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.
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Figura 12: Valores de fibrinogénio antes (T1) e apdés (T2) a intervengdao com

vitaminas ou placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.
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Figura 13: Razdo T2/T1 dos valores de homocisteina, dimeros D (DD), fragmento
1+2 (F1+2) e complexo trombina-antitrombina (TAT) nos pacientes tratados com

vitaminas ou placebo
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Figura 14: Razao T2/T1 dos valores de homocisteina, antigeno do fator de von

Willebrand (FVWAg), fator VIll e fibrinogénio, nos pacientes tratados com

vitaminas ou placebo
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Estao representadas as medianas e variagdes interquartis.
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4.5. Efeito da suplementagcao na concentracao de t-PA e PAI-1

Observou-se elevagéo significativa dos niveis de t-PA de 6,1 ng/ml para 9,0 ng/ml,
p=0,0008 (teste de Wilcoxon) no grupo de pacientes tratados com vitaminas.

No grupo placebo também houve elevagdo, porém menos significativa (de 8,0 ng/ml
para 9,5 ng/ml, p=0,03, teste de Wilcoxon), conforme demonstrado na tabela 5 e nas
figuras 15 e 18.

Tabela 5: Valores de t-PA e PAI-1: basal, apés tratamento e a razao entre os dois
tempos (T2/T1)

N Basal Apés tratamento Razao T2/T1 p
t-PA
PLACEBO 50 8,0 (5,8-10,0) 9,5 (6,9-11,5) 1,13 (0,84-1,46) 0,03
VITAMINAS 49 6,1 (4,2-9,6) 9,0 (5,6-10,8) 1,11 (1,03-1,59) 0,0008
PAI-1
PLACEBO 50 39,3 (28,1-55,7) 36,5 (27,1-49,7) 0,93 (0,71-1,18) 0,28
VITAMINAS 49 35,5 (27,2-44,4) 38,5 (30,0-51,4) 1,05 (0,92-1,13) 0,35

Resultados expressos em medianas e variagdes interquartis.
Valores de p calculados pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.
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Figura 15: Valores de t-PA antes (T1) e ap6s (T2) a intervengao com vitaminas ou

placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.

Para evitarmos que a elevagao do t-PA mesmo no grupo placebo fosse decorrente de

variaveis analiticas, tivemos o cuidado de fazer os dois tempos de cada paciente na
mesma placa de ELISA e usando a mesma curva de calibragdo, como demonstrado na

figura 16.
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Figura 16: Distribuicdo dos valores de t-PA antes (T1) e apdés (T2) a intervengao

com vitaminas ou placebo, de acordo com a curva de calibragao utilizada
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Estao representados os valores de cada individuo.

N&do houve modificagdo significativa na concentragdo de PAI-1, nos pacientes que
receberam suplementagao vitaminica por 8 semanas. Houve elevacdo da mediana de
35,5 ng/mL para 38,5 ng/mL, porém néo atingiu significancia no teste emparelhado de
Wilcoxon (p=0,35). Também ndo houve efeito no grupo de pacientes que receberam
placebo (tabela 5, figuras 17 e 18).
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Figura 17: Valores de PAI-1 antes (T1) e apés (T2) a intervengao com vitaminas ou

placebo, nos 99 pacientes avaliados
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Estao representados os valores de cada individuo.
As barras horizontais representam as medianas.
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Figura 18: Razao T2/T1 dos valores de homocisteina, PAI-1 e t-PA, nos pacientes

tratados com vitaminas ou placebo
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Estao representadas as medianas e variagdes interquartis.
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4.6. Analise dos parametros hemostaticos estudados em relagdao aos niveis de

homocisteina basal

Separamos entdo os pacientes de acordo com o nivel de homocisteina, utilizando
como referéncia os tercis (percentil 66,7% e percentil 33,3%) da homocisteina
plasmatica basal. Comparamos entdo os pacientes com valores basais acima do tercil
superior (12,6 umol/L) com aqueles abaixo do tercil inferior (9,9 pumol/L).

Havia 35 pacientes com homocisteina basal acima do tercil superior e 34 abaixo do

tercil inferior (figura 19).

Figura 19: Distribuicdo dos valores de homocisteina basal dos 100 pacientes

analisados, separando-os por tercis (superior e inferior)
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Estao representados os valores de cada individuo.
As linhas horizontais representam os tercis superior (12,6 pmol/L) e inferior (9,9 umol/L).

A mediana dos valores de t-PA foi mais elevada no grupo com homocisteina mais alta
(8,7 ng/mL) do que no grupo com homocisteina mais baixa (6,1 ng/mL), porém essa
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tendéncia n&o atingiu significancia estatistica (p=0,076, teste de Mann-Whitney —

Figura 23).

Para todos os demais marcadores avaliados ndao houve diferenga entre os pacientes

com niveis mais elevados de homocisteina quando comparados aqueles com niveis

mais baixos. Os valores estdo mostrados na tabela 6 e nas figuras 20 a 22.

Tabela 6: Valores basais
homocisteina basal acima

inferior (9,9 umol/L)

dos parametros hemostaticos em pacientes com

do tercil superior (12,6 umol/L) e abaixo do tercil

Nivel de homocisteina (Tercil)

<9,9 pmol/L >12,6 pmol/L p
N 34 34

F1+2 (nmol/L) 0,71 (0,54-0,78) 0,73 (0,57-0,92) 0,36
TAT (pg/L) 4,1 (2,4-6,5) 4,5 (2,3-7,5) 0,96
Dimeros D (ng/ml) 256 (200-440) 277 (187-446) 0,78
von Willebrand (%) 178 (155-195) 191 (131-220) 0,54
Fator VIII (%) 140 (112-190) 155 (132-192) 0,30
Fibrinogénio (g/L) 3,56 (3,26-3,96) 3,44 (3,00-4,10) 0,40
t-PA (ng/ml) 6,1 (4,8-9,6) 8,7 (5,8-11,6) 0,076
PAI-1 (ng/ml) 37,3 (28,9-50,4) 37,1 (27,2-54,1) 0,93

Resultados expressos em medianas e variagdes interquartis.
Valores de p calculados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.



Resultados *

Figura 20: Medianas, médias, variagao interquartil, maximo e minimo dos valores

de fragmento 1+2 (F1+2), complexo trombina-antitrombina (TAT) e dimeros D

(DD), nos pacientes com homocisteina basal acima do tercil superior (12,6

pmol/L) e abaixo do tercil inferior (9,9 pumol/L)
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Os graficos azuis @)representam 0s pacientes com homocisteina basal abaixo do tercil

inferior (9,9 umol/L) e os vermelhos (@) 0s pacientes com homocisteina basal acima do

tercil superior (12,6 pmol/L).

As barras horizontais representam as medianas, os retadngulos a variagao interquartil, o

ponto a média e as linhas verticais os extremos (maximo € minimo).
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Figura 21: Medianas, médias, variacao interquartil, maximo e minimo dos valores
de antigeno do fator de von Willebrand (FVWAg), fator VIl e fibrinogénio, nos
pacientes com homocisteina basal acima do tercil superior (12,6 pmol/L) e abaixo

do tercil inferior (9,9 pumol/L)

500
_ 5 1
250 |
400 |
41
200 | _ -2
< . = >,
. > . 300 | o
=3 o> £2 3]
> 150 | s T 5
L
200 |
100 | I . 2 ¢
o
50 1 o 100 T 1 1 1

Os graficos azuis @)representam 0s pacientes com homocisteina basal abaixo do tercil
inferior (9,9 umol/L) e os vermelhos (@) 0s pacientes com homocisteina basal acima do
tercil superior (12,6 pmol/L).

As barras horizontais representam as medianas, os retadngulos a variagdo interquartil, o

ponto a média e as linhas verticais os extremos (maximo € minimo).
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Figura 22: Medianas, médias, variacao interquartil, maximo e minimo dos valores
de t-PA e PAI-1, nos pacientes com homocisteina basal acima do tercil superior

(12,6 umol/L) e abaixo do tercil inferior (9,9 umol/L)
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Os graficos azuis @)representam 0s pacientes com homocisteina basal abaixo do tercil
inferior (9,9 umol/L) e os vermelhos (@) 0s pacientes com homocisteina basal acima do
tercil superior (12,6 pmol/L).

As barras horizontais representam as medianas, os retadngulos a variagao interquartil, o

ponto a média e as linhas verticais os extremos (maximo € minimo).
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Além disso, o numero de pacientes com t-PA basal acima do quintil superior (10,4
ng/mL) foi maior no grupo de pacientes com homocisteina basal acima de 12,6 pmol/L
(11 pacientes) do que naqueles com homocisteina menor que 9,9 pmol/L (4 pacientes),

(figura 23). Essa tendéncia, entretanto n&o atingiu significancia estatistica (p=0,077,
teste exato de Fisher).

Figura 23: Distribuicao dos valores de t-PA basal nos pacientes, separando-os de
acordo com os tercis de homocisteina basal (superior e inferior). A linha

representa o valor do percentil 80% (10,4 ng/mL)

35
p=0,076
— — —
301
[ ]
251
20
< — [ ]
& 5 151 . n=4 v n=11
= c e
[ 00,
L] : [
10- A vy P80 = 10,4 ng/mL
o0 0,0 04
H ¢ D&
ot s,
5 ] ° O:f: ’.:..
[ 1] [
[ ]
0
Homocisteina <9,9 umol/L Homocisteina > 12,6 umol/L
n=234 n=34

Estao representados os valores de cada individuo.

A linha horizontal representa o quintil superior (p80) dos valores basais de t-PA dos 99
pacientes analisados.

Valor de p calculado pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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4.7. Correlagcdao entre a homocisteina basal e valores basais dos parametros
hemostaticos estudados

Houve correlagédo positiva entre os valores de homocisteina basal e t-PA, com r de
0,2154 (p=0,031), pelo coeficiente de correlagdo de Spearman (figura 24). N&do houve
correlagdo entre os valores basais de homocisteina e os demais parametros analisados
(tabela 7).

Tabela 7: Coeficiente de correlagao de Spearman entre os valores de
homocisteina basal e os parametros analisados

n r p

F1+2 (nmol/L) 104 0,1753 0,075
TAT (ug/L) 104 0,0447 0,65
Dimeros D (ng/ml) 101 0,0167 0,87
von Willebrand (%) 104 0,0592 0,55
Fator VIII (%) 104 0,1339 0,18
Fibrinogénio (g/L) 104 -0,1416 0,15
t-PA (ng/ml) 100 0,2154 0,031

PAI-1 (ng/ml) 102 0,0708 0,48
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Figura 24: Grafico de correlagio de Spearman entre os valores basais de
homocisteina (eixo X) e t-PA (eixo Y)
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Estao representados os valores de homocisteina (eixo X) e t-PA (eixo Y) para cada individuo.
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Apesar de nao termos encontrado correlacédo entre os valores de homocisteina e PAI-1
(r=0,0708, p=0,48), houve significativa correlagdo positiva entre os valores de t-PA e
PAI-1 (r=0,3367, p=0,0007), como demonstrado na figura 25.

Figura 25: Grafico de correlagao de Spearman entre os valores basais de t-PA
(eixo X) e PAI-1 (eixo Y)
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Estao representados os valores de t-PA (eixo X) e PAI-1 (eixo Y) para cada individuo.
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4.8. Efeito da suplementagao na concentragcao dos parametros hemostaticos de
acordo com o nivel de homocisteina basal

Avaliando separadamente o efeito da suplementac¢ao nos pacientes com valores basais
de homocisteina acima do tercil superior (12,6 pmol/L) ou abaixo do tercil inferior (9,9
pmol/L), observou-se que houve elevagéao significativa tanto de t-PA (p=0,014) como de

PAI-1 (p=0,004) apenas no grupo de pacientes que receberam a suplementacéo

vitaminica e cuja homocisteina basal estava acima do tercil superior (figuras 26 e 27).

Figura 26: Nivel de t-PA antes e apés a intervengao com placebo ou

suplementagao vitaminica, separando os pacientes em fung¢ao do nivel de
homocisteina basal
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Estéo representados os valores de cada individuo. Os valores do tempo 1 (T1) e do tempo 2
(T2) de cada paciente estdo conectados por uma linha.
Valor de p calculado pelo teste nao paramétrico de Wilcoxon.
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Figura 27: Nivel de PAI-1 antes e apés a intervengao com placebo ou
suplementagao vitaminica, separando os pacientes em fung¢ao do nivel de

homocisteina basal

100

80

60

AN

20

0
T T2 T T2 T T2 T T2
Homocisteina Homocisteina Homocisteina Homocisteina
\ >12,6 pmol/L <9,9 umol/L ] \ >12,6 pmol/L <9,9 umol/L j
PLACEBO VITAMINAS

Estéo representados os valores de cada individuo. Os valores do tempo 1 (T1) e do tempo 2
(T2) de cada paciente estdo conectados por uma linha.
Valor de p calculado pelo teste nao paramétrico de Wilcoxon.

Entre os 19 pacientes com homocisteina acima do tercil superior e que receberam
vitaminas, estava o paciente (NSM) que apresentou recidiva de TEV trés semanas
apos o término da intervengdo. O valor de PAI-1 basal desse individuo era de 31,8
ng/mL e elevou-se para 45,6 ng/ml com a suplementagdo vitaminica. Ainda nesse
grupo, havia um paciente do sexo masculino (iniciais GPF) cujo valor basal de PAI-1
era de 1,2 ng/ml, muito proximo ao limite inferior de detecgdo do método (1,0 ng/ml).
Com a suplementacdo, houve elevacao do valor de PAI-1 desse paciente para 22,8
ng/ml. Excluindo-se esses 2 pacientes da analise, ainda existe elevacao significativa
tanto do PAI-1 (p=0,013) como do t-PA (p=0,026), utilizando-se o teste de Wilcoxon, no
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grupo de pacientes com homocisteina basal acima do tercil superior que receberam
suplementacao vitaminica. Os valores de homocisteina, PAI-1 e t-PA de cada um dos

19 pacientes desse grupo estao representados na tabela 8.

Tabela 8: Valores de homocisteina, t-PA e PAI-1, antes (tempo 1) e apés (tempo 2)
suplementagao vitaminica, nos 19 pacientes com valores basais de homocisteina

acima do tercil superior (12,6 umol/L)

Homocisteina Homocisteina t-PA t-PA PAI-1 PAI-1
Idade

Iniciais (anos) Sexo Tempo 1 Tempo 2 Tempo1 Tempo2 Tempo1 Tempo 2

(umol/L) (umol/L) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
AMAL 34 F 166,7 9,5 10,3 12,2 34,8 35,6
LLR 22 F 37,2 7,8 10,0 9,3 41,8 41,8
RSD 35 F 19,7 9,9 3,5 10,9 35,5 41,3
AHRT 37 M 19,3 8,3 8,3 9,0 59,4 44,2
VLP 43 M 17,7 12,0 11,6 9,6 38,7 36,9
AJ 62 F 16,9 10,1 8,7 12,7 26,9 38,3
ACL 34 M 16,8 10,2 54 5,9 56,8 73,1
RRP 23 M 16,6 8,0 8,7 14,9 25,0 33,8
NSM 61 M 15,7 10,7 11,5 12,5 31,8 45,6
RPH 26 F 15,4 10,4 4.4 4.1 19,8 32,1
MBA 47 F 14,7 10,4 13,7 17,3 55,5 52,9
SRSF 50 F 14,5 11,4 8,4 11,2 65,4 74,0
AES 30 F 14,0 3,4 7,6 8,5 33,0 32,8
DAM 24 M 14,0 10,6 12,5 7,5 26,7 48,8
SMC 24 F 13,5 6,9 4,2 4,4 17,9 27,8
MBSS 42 F 13,4 10,2 2,8 7.4 28,4 33,7
DS 30 M 13,4 9,2 15,0 21,3 471 60,9
ACS 61 M 13,3 9,8 9,5 10,2 73,2 94,6
GPF 27 M 12,6 9,2 4,0 4,6 1,2 22,8

Nos pacientes com homocisteina abaixo do tercil inferior que receberam vitamina e nos

pacientes que receberam placebo ndo houve modificacdo desses marcadores.

N&o encontramos diferengas significativas apds a suplementagdo vitaminica ou
placebo nos niveis dos demais marcadores estudados (F1+2, TAT, DD, FVWAg, Fator
VIII e fibrinogénio), tanto no grupo de pacientes com homocisteina basal acima do tercil
superior como naqueles com homocisteina basal abaixo do tercil inferior. Os valores de
todos os parametros estudados, separando os pacientes pelo nivel de homocisteina,

estdo apresentados na tabela 9.
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Tabela 9: Valores dos parametros laboratoriais (basais e apés o tratamento) dos

pacientes, separando-os de acordo com os tercis de homocisteina basal

(superior ou inferior)

Nivel de Homocisteina

(Tercil) Tratamento N Basal Apés tratamento p
(umol/L)

F1+2 (nmol/L) >12,6 VITAMINAS 18 0,75 (0,60-0,91) 0,81 (0,50-1,10) 0,32
PLACEBO 15 0,70 (0,57-0,84) 0,84 (0,63-0,94) 0,24

<9,9 VITAMINAS 15 0,69 (0,55-0,77) 0,67 (0,57-1,05) 0,23

PLACEBO 19 0,72 (0,56-0,77) 0,70 (0,47-0,90) 0,66
TAT (ug/L) >12,6 VITAMINAS 18 2,95 (2,05-4,95) 4,15 (2,93-11,08) 0,067
PLACEBO 15 6,00 (4,7-11,8) 5,00 (2,65-10,2) 0,21

<9,9 VITAMINAS 15 4,90 (2,45-7,90) 3,40 (2,65-7,60) 0,80

PLACEBO 19 3,90 (2,50-5,25) 3,30 (2,15-8,70) 0,86

DD (ng/mL) >12,6 VITAMINAS 18 231 (144-383) 259 (181-398) 0,87
PLACEBO 15 327 (245-457) 348 (279-506) 0,14

<9,9 VITAMINAS 15 267 (195-340) 213 (195-291) 0,52

PLACEBO 19 255 (208-537) 262 (163-343) 0,75

FVWAg (%) >12,6 VITAMINAS 19 178 (113-213) 180 (151-192) 0,80
PLACEBO 15 192 (149-231) 184 (164-230) 0,46

<9,9 VITAMINAS 15 174 (153-184) 192 (159-200) 0,17

PLACEBO 19 184 (162-202) 170 (138-191) 0,13

Fator VIII (%) >12,6 VITAMINAS 19 148 (114-177) 142 (99-165) 0,13
PLACEBO 15 159 (138-201) 152 (120-209) 0,21

<9,9 VITAMINAS 15 141 (116-192) 145 (120-168) 0,98

PLACEBO 19 139 (115-188) 132 (99-165) 0,05

Fibrinogénio (g/L) >12,6 VITAMINAS 19 3,32 (2,72-3,75) 2,97 (2,48-3,77) 0,51
PLACEBO 15 3,74 (3,32-4,38) 3,66 (3,26-4,00) 0,21

<9,9 VITAMINAS 15 3,39 (3,25-3,86) 3,66 (3,05-4,02) 0,50
PLACEBO 19 3,62 (3,27-4,13) 3,06 (2,84-3,75) 0,066
t-PA (ng/mL) >12,6 VITAMINAS 19 8,7 (4,9-10,9) 9,6 (7,5-12,4) 0,014
PLACEBO 15 8,7 (6,3-12,0) 9,5 (8,3-10,5) 0,80

<9,9 VITAMINAS 15 5,5 (4,1-9,3) 9,8 (5,8-10,2) 0,36

PLACEBO 19 7,2 (5,2-9,6) 8,2 (5,7-11,5) 0,15
PAI-1 (ng/mL) >12,6 VITAMINAS 19 34,8 (26,8-51,3) 41,3 (33,8-50,9) 0,004
PLACEBO 15 43,2 (28,6-53,7) 40,9 (24,9-51,8) 0,89

<9,9 VITAMINAS 13 35,4 (29,4-40,8) 38,6 (32,3-48,7) 0,34

PLACEBO 19 37,5 (27,1-50,6) 36,5 (29,2-50,8) 0,90

Resultados expressos em medianas e variagdes interquartis.
Valores de p calculados pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.
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Nesse estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo, em pacientes com
TEV, foi observada reducédo de 29% na homocisteina plasmatica com a suplementagao
de folato, vitamina B12 e piridoxina por 8 semanas.

Essa reducdo € muito semelhante aquela encontrada em estudos anteriores, de cerca
de 30% com o uso de folato com doses entre 0,8 mg/d e 5 mg/d e vitamina B12 na
dose média de 0,4 mg/d, conforme demonstrado em metandlise recente “”. A
piridoxina n&o parece ter efeito aditivo na redugdo da hiperhomocisteinemia leve a
moderada, mas possivelmente contribui para a redugdo dos casos de
hiperhomocisteinemia grave (acima de 100 pmol/L) e apos sobrecarga de metionina,
agindo como cofator na via da transulfuragao “®.

Apesar da redugédo da homocisteina e da concomitante elevagao de folato (em 97%) e
vitamina B12 (55%), ndo foi observada elevacéo significativa da piridoxina apos a
suplementacdo. Entre as possiveis explicacdes para essa observacao estdo o tempo
curto de intervengdo (8 semanas), a baixa concentracdo basal de piridoxina nessa
populacdo (mediana de 22,5 nmoll/L) e o fato de que, com a suplementacéo, a
piridoxina tende a se concentrar no meio intracelular “®). A redugéo da homocisteina de
166,7 para 9,5 umol/L em uma das pacientes analisadas sugere ter havido efeito
aditivo da piridoxina. Talvez essa reducdo nao tivesse sido tdo expressiva sem a
participacdo dessa vitamina.

A mediana da homocisteina basal em nosso estudo é préxima aquela observada na
maioria dos estudos de suplementacéo avaliados na metanalise recente “”). Entre os
2596 individuos analisados, a mediana da homocisteina basal foi de 10,5 pmol/L, com
variagao interquartil de 8,5 a 13,6 pmol/L. A maioria desses estudos utilizou a mesma
técnica de dosagem da homocisteina que o nosso estudo (HPLC) e, do total, apenas
30% haviam sofrido algum evento vascular. Dos 25 trabalhos, em apenas 9 ha dados
sobre a concentracdo de creatinina sérica. As diferengas na concentracdo de
homocisteina entre os diversos estudos sao justificadas principalmente por diferengas
na idade, distribuicdo de sexo, etnia e fungao renal.

Chama a atencido que a concentragdo da homocisteina basal nessa populagdo de
pacientes com TEV (11,3 umol/L) € maior quando comparada aquela de trabalho
anterior do nosso grupo (7,4 umol/L), que também avaliou pacientes com TEV ¥,

Apesar de termos usado a mesma técnica (HPLC) e o mesmo aparelho, essa diferenga
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provavelmente se deve as condigdes pré-analiticas e caracteristicas dos reagentes,
uma vez que os dados demograficas (sexo, idade) sdo semelhantes. Devido a essa
consideravel diferenca, ndo foi possivel utilizar o grupo controle daquele trabalho para
definir percentis de valores de homocisteina, ou para compara-los aos pacientes do
trabalho atual.

Nosso trabalho confirmou que a homocisteina dos homens € mais elevada que a das
mulheres, como também observado no trabalho anterior de nosso grupo ®* e nos
demais trabalhos internacionais “".

No estudo atual, foram avaliados todos os pacientes que preencheram os critérios de
inclusdo no estudo, independentemente do valor da homocisteina. Consideramos que
essa abordagem trouxe vantagens a analise dos dados. O efeito da suplementacao
sobre os marcadores péde ser observado nas diferentes concentragdes basais de
homocisteina e as variagdes dos marcadores puderam ser correlacionadas com a
reducdo da homocisteina. Outra vantagem adicional de se avaliar todos os valores de
homocisteina foi a possibilidade de se determinar correlagdes entre a concentragdo da
homocisteina plasmatica basal e de cada um dos marcadores analisados.

Ao nosso conhecimento, o estudo atual foi o primeiro que avaliou efeito de
suplementacéao vitaminica sobre marcadores hemostaticos em populagao de pacientes
com TEV. Nao se observou efeito da suplementagao vitaminica em altas doses nos
marcadores de geragcdo de trombina (F1+2, TAT) e em alguns marcadores de
fibrindlise e fungdo endotelial (DD, FVWAg, Fator VIII e fibrinogénio). Entretanto,
observou-se elevacgéo significativa dos niveis de t-PA com a suplementagéo vitaminica
e, especificamente em individuos com homocisteina basal acima do tercil superior,
houve elevacéo significativa tanto de t-PA como de PAI-1.

Em outros trabalhos randomizados e controlados com placebo também nao foi
observado efeito sobre alguns marcadores de geragdo de trombina e fibrindlise.
Usando suplementacdo nas mesmas doses e pelo mesmo periodo de tempo que em
nosso estudo, Klerk et al. ®® nao observaram efeito da suplementagdo sobre a
concentragcdo de F1+2 e TAT, apesar da reducdo da homocisteina em 27,7%, em 118
individuos normais (50 com homocisteina acima de 16 pmol/L e 68 com homocisteina
abaixo de 16 pmol/L). Houve apenas uma tendéncia a redugdo da concentracédo de
DD.
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O mesmo grupo do estudo anterior ® avaliou 276 adultos normais entre 50 e 70 anos,
com homocisteina entre 13 e 26 pmol/L. Apds 1 ano de suplementagcdo com folato 0,8
mg/dia, ndo houve redug¢do nos marcadores de ativagdo da coagulagéo (fator tecidual,
fator VII e F1+2), de fungdo endotelial (FVWAg) ou de inflamagéo (proteina C reativa),
apesar de reducao de 24% na homocisteina plasmatica. Também néo foi observada
modificacdo nos marcadores de fibrindlise (atividade do t-PA e concentragdo dos
produtos de degradacao da fibrina).

Foi demonstrada reducgao significativa da razéo albumina-creatinina urinaria (que marca

funcdo endotelial) em outro estudo randomizado ©”

que avaliou o efeito da
suplementagao vitaminica com folato 5 mg e piridoxina 250 mg em 158 descendentes
de pacientes com aterosclerose prematura. Houve discreta elevacao (ndo significante)
de PAI-1 apds 2 anos de suplementagao, apenas no grupo tratado com vitaminas. Em
estudo anterior com os mesmos 158 individuos, houve beneficio da suplementagéo na
reducdo da frequéncia de testes ergométricos anormais, porém sem efeito sobre
marcadores de ateroclerose subclinica (indices hemodinémicos e alteragdes no doppler
arterial) 2.

Também ndo houve beneficio da redugdo da homocisteina em outros estudos que
avaliaram marcadores hemodindmicos. Em 130 descendentes de individuos com
aterosclerose prematura, n&o foi observado efeito da redugcdo da homocisteina sobre a
vasodilatacdo dependente ou independente de endotélio ou sobre a rigidez e a
distensibilidade das carétidas, apesar de discreta reducdo na pressao arterial, apos 1
ano e 2 anos de suplementacdo com folato 5 mg e piridoxina 250 mg ©*). A fortificacéo
da dieta com folato e a suplementagcdo com folato em dose baixa (0,4 mg/d) n&o
modificaram a concentragdo do FVWAg e de parametros de vasodilatagdo e fluxo em
126 individuos normais . Outros estudos, com nimeros menores de participantes,
demonstraram beneficio da redugdo da homocisteina com suplementacdo vitaminica
na vasodilatagdo mediada por fluxo (dependente de endotélio) em individuos normais
(64.5%) "em coronariopatas ®® e em diabéticos tipo Il ©7.

Entretanto, na maioria desses estudos foram avaliados individuos normais ou
assintomaticos. Ha poucos dados com individuos portadores de doencas
cardiovasculares. van den Berg et al. ®® estudaram o efeito da suplementacdo com
folato 5 mg e piridoxina 250 mg em 18 pacientes com hiperhomocisteinemia leve e
doenca arterial periférica sobre marcadores de fungdo endotelial (FVW,
trombomodulina e t-PA). Ap6s 1 ano de tratamento, houve reducdo dos valores de



Discussado 59

FVW (p=0,01) e de trombomodulina (p=0,04). Os valores de tPA eram normais na
coleta basal e ndo se alteraram com a intervencdo. Ja em estudo recente e com
casuistca bem mais representativa ©°, foram avaliados 285 pacientes com
antecedentes de AVCi ou acidente isquémico transitorio (AIT). Apdés 6 meses de
suplementacao vitaminica (folato - 2 mg, vitamina B12 - 0,5 mg e piridoxina - 25 mg),
foi observada reducdo do nivel de homocisteina, porém nao houve modificacdo de
marcadores de inflamagéo (PCR, CD40L, IL-6), ativagdo da coagulagao e fibrindlise (P-
selectina, F1+2 e DD) e fun¢&o endotelial (VCAM-1, ICAM-1e FVWAQ).

Em outro estudo recente ©®, também randomizado, duplo cego e controlado com
placebo, 119 voluntarios normais foram submetidos a suplementagdo vitaminica com
folato, vitamina B12 e piridoxina, nas mesmas doses e pelo mesmo periodo utilizados
em nosso estudo. Apesar da redugdo da homocisteina em 30,9% no grupo que
recebeu suplementagéo, apenas pequenas variagdes nao significantes de FVW, t-PA e
PAI-1 foram observadas. Assim como no presente estudo, e no estudo de Vermeulen
et al. ®” houve elevacdo de PAI-1 (de 62,4 ng/mL para 70,3 ng/mL) no grupo de
pacientes com homocisteina mais elevada (>16,0 pM), porém essa diferenga nao foi
significante. Naquele estudo, foram utilizados tubos de citrato com estabilizadores de
plaquetas (CTAD - citrato, teofilina, adenosina e dipiridamol). Apesar disso, eles
obtiveram valores de PAI-1 mais elevados do que os obtidos em nosso trabalho e
aqueles obtidos nos outros estudos que utilizaram a mesma técnica (imunoensaio) para
determinagao, utilizando-se tubos com ©® ou sem CTAD ©¢7:70.71.72),

Desse modo, a utilizagdo de estabilizadores de plaquetas parece ndao modificar de
forma significativa a determinacdo da concentragdo de PAI-1. As diferengas nas
concentragdes de PAI-1 devem ser provenientes principalmente das condi¢cbes pré-
analiticas, como as condi¢cdes de coleta, o tempo até a separacdo do plasma, as
condi¢gdes de centrifugacdo e de armazenamento. Valores muito elevados de PAI-1
podem corresponder a liberacdo de PAI-1 latente pelas plaquetas. Essa liberagao
residual pode também impedir que pequenas variagdes nesse marcador sejam
percebidas (.

No estudo atual, houve associacio entre os niveis basais de homocisteina e de t-PA: a
mediana dos valores de t-PA era mais elevada no grupo com homocisteina mais alta e
o numero de pacientes com t-PA basal acima do quintil superior era maior no grupo de
pacientes com homocisteina basal mais elevada. Além disso, houve -correlagao

positiva, ainda que fraca, entre os valores de homocisteina basal e t-PA. Apesar de ndo
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termos encontrado correlagdo entre os valores de homocisteina e PAI-1, houve
significativa correlagdo positiva entre os valores de t-PA e PAI-1. N&do se observou
correlagao entre homocisteina e os demais marcadores, assim como nao houve
diferenga na concentracdo desses marcadores entre pacientes com niveis de
homocisteina basal mais elevada ou mais baixa.

Estudos com voluntarios normais encontraram resultados conflitantes em relagdo a
correlacdo entre homocisteina e marcadores de lesdo endotelial, fibrindlise e geracao
de trombina. Kyrle et al. “® avaliaram 231 pacientes com histéria de TEV e
encontraram niveis mais elevados de F1+2 nos pacientes com homocisteina acima do
percentil 95% da populagdo normal (11,6 pmol/L para homem e 8,8 pmol/L para
mulheres) do que naqueles com homocisteina normal, durante a anticoagulagédo. Além
disso, apds a suspensao do anticoagulante, mais pacientes apresentavam niveis de
F1+2 acima do limite normal entre aqueles com hiperhomocisteinemia do que entre os
com homocisteina normal.

Em pacientes com doenca aterosclerética estavel, Undas et al. “? encontraram niveis
elevados de TAT apenas nos individuos com homocisteina acima de 60 pmol/L. Ja em
pacientes com sindromes coronarianas agudas, Al-Obaidi et al. “" observaram
correlacdo entre os niveis de F1+2 e de homocisteina. Nappo et al. “* observaram
elevacao dos niveis de F1+2 e dimeros D (DD) apds sobrecarga de metionina em 20
voluntarios normais. Utilizando o mesmo protocolo, Gerdes et al. “* nao confirmaram
esse achado e nao observaram elevacao de F1+2, DD, TAT ou FVW em outros 20
voluntarios normais, apesar da elevacdo da homocisteina.

No estudo de Peeters et al. ®*® ndo houve correlacdo entre homocisteina basal e
marcadores de func&do endotelial (FVW, t-PA e PAI-1) em voluntarios normais. Em
outro estudo com voluntarios normais ¥ houve correlagdo positiva entre homocisteina
e FVW, fibrinogénio e DD. Schreiner et al. " avaliaram 660 individuos sem evidéncia
de doenca cardiovascular, porém com aumento da espessura da camada intimo-medial
das carotidas. Encontraram fraca correlagao positiva entre homocisteina e marcadores
pré-tromboticos (t-PA, PAI-1, DD e [3-tromboglobulina). A analise de 3.216 participantes
do ciclo 5 do estudo de Framingham sem doenca cardiovascular ? demonstrou que o
aumento da homocisteina plasmatica estava associado ao aumento de t-PA e PAI-1,
tanto em homens como em mulheres, mas nao havia associacdo entre os niveis de

homocisteina e outros marcadores estudados (fibrinogénio, fator VIl e FVW). Em outro
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estudo populacional, houve fraca correlagdo entre homocisteina e alguns marcadores
de funcdo endotelial e fibrindlise (t-PA, DD e FVW), mas houve correlagdo negativa
entre homocisteina e PAI-1 "),

Ja em populagdes de pacientes com TEV, ha poucos dados na literatura. Assim como
em nosso estudo, Bienvenu et al. "® demonstraram correlagéo entre homocisteina e t-
PA e n&o observaram correlagdo entre homocisteina e PAI-1 em 50 pacientes com
trombose venosa ou arterial. J4 em estudo caso controle ®® com 157 pacientes com
TEV e 138 controles normais, n&o foi observada diferenga na concentracéo de t-PA ou
PAI-1 comparando pacientes com TEV e hiperhomocisteinemia (n=17) e pacientes com
TEV sem hiperhomocisteinemia (n=140). Os valores de corte para definicdo de
hiperhomocisteinemia nesse estudo foram os percentis 95% dos controles: 11,4 umol/L
para mulheres e 12,6 umol/L para homens. Esses resultados devem ser considerados
com cautela devido ao pequeno numero de individuos com hiperhomocisteinemia
nesse estudo.

Essas diferengas entre os diversos estudos devem ser decorrentes das variagbes entre
as caracteristicas das populacdes estudadas, das condi¢des pré-analiticas e dos
métodos utilizados para analise. Outra possivel explicacdo para variagdes em estudos
observacionais € a presenca de fatores ndo conhecidos que modificam os marcadores
e dificultam a interpretagdo. Em nosso trabalho, tomamos o cuidado de sempre realizar
a dosagem dos parametros dos dois tempos (basal e apds intervengdo) de cada
paciente no mesmo ensaio. Dessa forma, as diferengas encontradas nos valores dos
marcadores ndo podem ser atribuidas a variagdes entre as condicbes dos ensaios.
Além disso, as recomendacgdes das condi¢cdes de coleta e manipulacido das amostras
foram seguidas rigorosamente, garantindo a qualidade do plasma analisado.

Em geral, na maioria dos estudos parece haver correlagado entre homocisteina e alguns
marcadores de fungdo endotelial (em especial t-PA e PAI-1). Varios estudos
demonstraram que a elevagéo de PAI-1 e alteragdes estruturais em sua molécula estéo
relacionadas a doencas cardiovasculares, aterosclerose e tromboembolismo venoso
(".78) Dados clinicos epidemioldgicos sugerem que niveis elevados de t-PA também
estdo associados ao risco de eventos cardiovasculares e aterosclerose ). Foi
demonstrado que individuos portadores de doengas cardiovasculares possuem niveis
mais elevados de FVW, t-PA e proteina C reativa (PCR) do que individuos normais ©°.

Essa associacao € provavelmente decorrente da interagéo entre o t-PA e a forma ativa

do PAI-1 no plasma. Esse complexo covalente tem meia vida circulante mais longa que
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o t-PA livre e, dessa forma, a elevagdo dos niveis do antigeno do t-PA podem
representar maior atividade do PAI-1 ®. Como a medida do antigeno de t-PA detecta
também as suas formas de cadeia unica ou cadeia dupla complexadas ao PAI-1, altos
niveis desses marcadores de maneira conjunta reflete redugao do potencial fibrinolitico
(81,82).

No estudo atual, apesar de haver correlagao entre os valores basais de homocisteina e
t-PA, a reducdo da homocisteina paradoxalmente provocou elevagao desse marcador.
Talvez esse efeito seja decorrente de outro mecanismo nao conhecido da
suplementacao vitaminica, como o efeito direto das vitaminas sobre o endotélio, ja
observado por outros autores ®84#_por outro lado, o fato de ndo termos observado o
mesmo efeito no grupo de pacientes com homocisteina basal mais baixa nos leva a
atribuir a elevacao desses fatores a reducdo da concentragdo da homocisteina e nao
ao efeito direto das vitaminas.

Deve-se considerar, entretanto, que o numero de pacientes com homocisteina elevada
(acima do tercil superior) e que receberam suplementagao vitaminica nesse estudo é
muito pequeno (n = 19) e, por esse motivo, deve-se interpretar esse efeito paradoxal da
suplementacdo com cautela. Desses 19 pacientes, 10 tinham valores de homocisteina
acima de 15 pmol/L e apenas 2 tinham valores acima de 20 pmol/L (tabela 8). Nao se
pode descartar que o achado positivo seja efeito do acaso ou de algum outro fator que
nao tenha sido avaliado nesse estudo.

Além disso, o tempo curto de suplementagédo (8 semanas) pode ter sido insuficiente
para observar efeito nesses parametros. O aumento concomitante da homocisteina e
de marcadores hemostaticos apds eventos vasculares pode representar o estado pré-
coagulante da lesdo vascular aguda. Mudangas na geracdo de trombina e fibrindlise
podem ser muito subitas e efémeras, uma vez que outros mecanismos estdo
envolvidos ©°).

A interpretacdo do estudo atual e dos demais estudos que avaliaram os mesmos
marcadores deve levar em consideracdo que esses parametros podem nao ser
adequados ou sensiveis para avaliar o efeito da reducdo da homocisteina sobre o
endotélio. Multiplos fatores estdo envolvidos na determinacdo da concentragcdo desses
marcadores e ndo € possivel evitar o efeito de outros interferentes nesse tipo de
desenho de estudo.

Finalmente, pode ser que a hiperhomocisteinemia interfira com o risco de TEV por
outros mecanismos diferentes desses que foram avaliados. A melhor elucidacdo da
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fisiopatologia da hiperhomocisteinemia pode auxiliar na definicdo de marcadores mais
especificos para avaliar o efeito de intervengdes terapéuticas.

Ha necessidade de estudos com maior numero de pacientes com e sem

hiperhomocisteinemia e TEV para confirmacéo desses achados.



6. Conclusoes




Conclusées ©°

Nesse estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo, em pacientes com
TEV, observou-se que:

v" A suplementagéo vitaminica com folato, vitamina B12 e piridoxina reduziu a
concentracdo da homocisteina plasmatica. Nao foi observado, entretanto, efeito
da suplementagdo sobre marcadores de geracdo de trombina (F1+2, TAT) e
outros marcadores de fibrindlise e funcdo endotelial (DD, FVW, fator VI,
fibrinogénio, t-PA e PAI-1).

v" Nao havia diferenca nos valores basais desses marcadores entre pacientes com
homocisteina acima do tercil superior e aqueles com homocisteina abaixo do
tercil inferior.

v" Houve correlagédo entre os niveis de homocisteina basal e t-PA e dos valores
basais de t-PA e PAI-1. N&o foi observada correlagdo entre os demais
parametros e a concentracdo de homocisteina.

v" Houve elevacgao de t-PA e PAI-1 com a suplementacao vitaminica nos individuos
com homocisteina basal acima do tercil superior. Nao foi observado efeito sobre

os demais marcadores nesses pacientes.
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Anexos
ANEXO 1 — Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
NIFESP
= / Emversfdade Federal de Sao Paulo Comité de Etica em Pesquisa

scola Paulista de Medicina Universidade Federal de S50 Paulo/Hospital Sao Paulo

S&0 Paulo, 10 de outubro de 2003
CEP N° 1110/03
llmo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): CELSO ARRAIS RODRIGUES DA SILVA
Disciplina/Departamento: Hematologia e Hematerapia/Medicina

Ref.: Projeto de Pesquisa

Avaliagao do efeito da suplementacdo vitaminica nos niveis da homocisteina
plasmatica de jejum e em parametros de ativacdo da coagulacdo da célula
endotelial e na proteina C reativa em pacientes tromboembolismo venoso

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S0 Paulo/Hospital S3o0 Paulo
ANALISOU e APROVOU o projeto acima.

Conforme resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Sadde sio deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e do termo de consentimento. Nestas
circunstancias a inclusio de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta
do Comité, apds andlise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ac Comité qualquer evenio adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro
por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgios competentes.,

4. Apresentar primeiro relatério parcial em 07/04/04

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sdo Paulo

"Ressaltamos que € de essencial importdncia que seja verificado, antes da divulgacadc dos processos efou
resultados obtidos nesta pesquisa, se os mesmos sao potencialmente patenteaveis ou passiveis de outras formas
de protecéo intelectualiindustrial. A protecéc por meio do depoésito de patente, ou de outras formas de protecdo da
propriedade intelectual, evita a acdo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da publicacdo dos
resultados da pesquisa.”

Rua Botucatu, 572 - 1o andar - CEP 04023-062 - Sao Paulo/Brasil
Tel.: (11) 5571.1062 Tel/Fax 5539.7162
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. Titulo do projeto:

“‘Avaliacdo do efeito da suplementagcdo vitaminica nos niveis da homocisteina
plasmatica de jejum e em parémetros de ativagdo da coagulacao, da célula endotelial e
na proteina C reativa, em pacientes com tromboembolismo venoso: Um estudo

multicéntrico, duplo-cego, randomizado, controlado com placebo”.

2. Desenho do estudo e objetivos:

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para a sua participacdo voluntaria no
estudo que visa avaliar os efeitos do tratamento com vitaminas sobre o nivel elevado
de um marcador no sangue chamado homocisteina que esta associado ao risco de ter
trombose.

Avaliaremos se a reposigao de vitaminas realmente reduz o nivel desse marcador e se
essa redugao melhora outros marcadores de trombose no sangue. Dessa forma, temos
a intencdo de avaliar se as vitaminas podem proteger as pessoas que ja tiveram
trombose de apresentar outra trombose.

As pessoas que aceitarem participar serdo sorteadas para receber ou vitaminas ou
uma capsula sem efeito no organismo. Nem os pacientes, nem os médicos e nem as
pessoas que fardo os exames laboratoriais saberao se vocé esta tomando vitaminas ou
capsulas sem efeito. Isso deve ser feito dessa forma para evitar que os resultados
sejam influenciados em qualquer uma das fases, tornando suas conclusbes mais

confiaveis.

3. Descricao dos testes a serem realizados:
Serao realizados varios testes sanguineos antes e apds 2 meses de uso de vitaminas
ou de capsulas sem efeito. Esses testes incluem exames que séo feitos de rotina e

outros que sdo usados apenas em laboratdrios especializados de pesquisa.
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4. Descrigao de como os testes serao realizados:

Todos os exames serdo realizados através de coleta de sangue na veia do braco.

O primeiro exame sera colhido de todos os pacientes. Sera a dosagem do marcador: a
homocisteina.

Apenas algumas pessoas serdo selecionadas para participar do estudo. Essa selegéo
vai depender da dosagem da homocisteina no sangue. Apenas aqueles que tiverem
homocisteina acima do normal ou abaixo do normal serdo selecionados para receber
vitaminas.

Serao colhidos exames em 3 momentos: antes do tratamento; durante o tratamento; e

apos o tratamento. Em cada coleta serdo colhidos cerca de 10 ml de sangue.

5. Descricao dos possiveis desconfortos:

Os desconfortos desse estudo envolvem apenas a coleta de exames por pungédo de
veia do brago nos momentos descritos e a tomada diaria da medicacgéo.

Nem as capsulas com vitaminas nem as capsulas com conteudo sem efeito no
organismo causam nenhum maleficio ao organismo e nao foram descritos efeitos
colaterais em estudos anteriores com os mesmos produtos, alguns desses estudos

com mais de 1500 pessoas.

6. Beneficios da participacao:

A participagdo nesse estudo garantira a realizacdo de exames que investigam as
causas da trombose. Sdo exames importantes para determinar a causa da trombose e
0 seu risco de voltar a ter trombose no futuro. Além disso, serao realizados exames que
investigam causas genéticas de trombose, permitindo avaliar se a seus familiares tém

maior risco de trombose.

7. Relagao dos procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos, pelos quais o paciente pode optar:

A sua participagdo nesse estudo garantira a execugcdo de exames adicionais aqueles

feitos de rotina em pacientes com trombose.

Apoés o estudo, vocé sera informado dos resultados obtidos. Saberemos entdo se a

reposi¢ao de vitaminas foi benéfica para pessoas com o mesmo problema de trombose

que vocé. Caso vocé tenha indicagao de tomar vitaminas por ter homocisteina alta no
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sangue, vocé sera informado e imediatamente forneceremos receita médica com o
medicamento para seu uso a partir dessa data.

A retirada do consentimento ou a opg&o por ndo participar em nada prejudicara seu
tratamento ou o acesso aos médicos e servicos desse hospital.

8. Garantia de acesso:

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O investigados principal € o Dr.
Celso Arrais Rodrigues, que pode ser encontrado no enderego: Rua Botucatu, 740, 3°
andar (Hematologia), telefones: 5576-4240 ou 5576-4237.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), & Rua Botucatu, 572, 1° andar, dj.
14, telefone: 5571-1062, fax: 5539-7162, e-mail: cepunifesp@epm.br.

9. Saida do estudo:

E garantida a liberdade de retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
instituicao.

10. Confidencialidade:

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com os outros pacientes, ndo

sendo divulgada a identificagcdo de nenhum paciente.

11. Atualizacao:

Todos os pacientes terdo direito de se manter atualizados sobre os resultados parciais
da pesquisa que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

12. Despesas e compensagoes:

Nao ha despesas pessoais aos participantes em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também nao ha compensacado financeira relacionada a sua
participacdo. Se houver qualquer despesa adicional ela sera absorvida pelo orgamento
da pesquisa. Aos participantes que necessitarem, sera fornecido atestado médico para
o periodo das consultas e coletas de exames.
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13. Danos pessoais:

Nao sao previstos efeitos colaterais ou quaisquer danos pessoais associados aos
medicamentos ou a coleta de exames. Se houver qualquer dano pessoal diretamente
causado pelo tratamento proposto no estudo, o participante tera direito a tratamento

médico na instituigdo, bem como as indenizagbes legalmente estabelecidas.

14. Compromisso do pesquisador:

O pesquisador estabelece o compromisso de utilizar os dados e materiais coletados
apenas para essa pesquisa.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto:

“‘Avaliacdo do efeito da suplementagcdo vitaminica nos niveis da homocisteina
plasmatica de jejum e em parémetros de ativagdo da coagulacao, da célula endotelial e
na proteina C reativa, em pacientes com tromboembolismo venoso: Um estudo
multicéntrico, duplo-cego, randomizado, controlado com placebo”.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito dessas informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo do efeito da
suplementagdo vitaminica nos niveis da homocisteina plasmatica de jejum e em
parametros de ativacdo da coagulagéo, da célula endotelial e na proteina C reativa, em
pacientes com tromboembolismo venoso: Um estudo multicéntrico, duplo-cego,
randomizado, controlado com placebo”.

Discuti com o Dr. Celso Arrais Rodrigues sobre a minha decisdo em participar desse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propdésitos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participagao € isenta
de despesas e que tenho garantia de acesso ao tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento nesse servigo.

Sao Paulo, de de

Paciente ou representante legal

Testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido desse paciente ou representante legal para a participagdo nesse estudo.

Sao Paulo, de de

Responsavel pelo estudo
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ANEXO 3 - Ficha utilizada para coleta de dados
FICHA CLINICA — HOMOCISTEINA

Data: / / N2da randomizacgio:

1. DADOS PESSOAIS:

NOME:

RH: SEXO:___ IDADE (Trombose): DN: / /
PROFISSAO: PROCEDENCIA:___ RACA:

PESO: ALTURA: IMC:

END:

CEP: TEL:

2. DADOS CLINICOS: DATA DA TROMBOSE: /|
LOCAL DA TROMBOSE:

CIRCUSTANCIAS:

Sintomas de doencas recentes ou atuais?
TERMINO DO AVK: / /
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3. ANTECEDENTES PESSOAIS:

TABAGISMO:

ETILISMO:

CIRURGIAS:

HAS: DM: HIPERLIPIDEMIA:
OUTROS:

MEDICAMENTOS:

4. HISTORIA GINECO-OBSTETRICA:

ACO (Nome): TEMPO DE USO:
TERMINO DE USO:

G_ P C__A MENOPAUSA:
PERDAS FETAIS:

METODO ATUAL:

5. HISTORIA FAMILIAR:
HEREDOGRAMA:
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6. EXAMES:

ACA GPL
ACA MPL
TTPa

TTPa Mistura
Creatinina
TSH
Colesterol
HDL

LDL

VLDL
Triglicérides

Glicose

Doppler ( / / ):

Outros:
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7. RETORNO (30 DIAS APOS RANDOMIZACAO) DATA: /
Uso regular?

Contagem de capsulas remanescentes:

Sintomas de doencas recentes ou atuais?

8. RETORNO (60 DIAS APOS RANDOMIZA(;f\O) DATA: /

Uso regular?
Contagem de capsulas remanescentes:
Sintomas de doencas recentes ou atuais?
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ANEXO 4 - Valores de referéncia dos parametros hemostaticos analisados,

conforme a bula fornecida pelos fabricantes dos produtos comerciais

Dimeros D:

Unidade: ng/ml
Referéncia: <500
Intervalo de medigao: 45-10.000

Fragmento 1+2:

Unidade: nmol/L

Referéncia: 0,4 - 1,1

Esperado: média de 0,7

Intervalo de medicao: 0,04 — 10,0

Complexo trombina — antitrombina:

Unidade: pg/l

Referéncia: 1,0 - 4,1

Esperado: média de 1,5
Intervalo de medicao: 2,0 — 60,0

Fator de von Willebrand Antigeno:

Unidade: %
Referéncia: 50-160
Intervalo de medicao: 2-120

PAI-1:

Unidade: ng/mL
Referéncia: 4,0 — 43,0
Intervalo de medicao: 1,0 — 100,0

t-PA:
Unidade: ng/mL

Referéncia: <9,0
Intervalo de medicao: 1 — 30
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Abstract

ABSTRACT

Background: Mild hyperhomocysteinemia is associated with an increased risk of venous
thromboembolism (VTE) and other cardiovascular diseases. Previous studies suggest impaired
endothelial function and increased thrombin generation in hyperhomocysteinemic patients.
Whether decreasing homocysteine with B-vitamin supplementation interferes with its
procoagulant effects is to be determined.

Objectives: To evaluate the correlation between homocysteine and markers of thrombin
generation and endothelial function and to evaluate the effect of lowering homocysteine by B-
vitamin supplementation on these markers in patients with VTE.

Patients/Methods: This study was a multicentre, randomized, double-blind, placebo-controlled
trial. We randomized 105 patients with a first event of objectively confirmed VTE, aged between
18 and 70 years, to receive either vitamin supplementation (folic acid 5 mg, vitamin Bs 50 mg
and vitamin B4, 0.4 mg) or placebo. Blood was collected at randomization and 8 weeks after the
intervention period.

Results: Ninety-nine (94.3%) completed the 8-week period of treatment. In patients treated with
vitamins, there was a 29% decrease in the homocysteine levels and a significant increase in the
tissue plasminogen activator (t-PA) levels (p=0.0008). Both t-PA and plasminogen activator
inhibitor type 1 (PAI-1) levels significantly increased in the group of patients above the highest
tertile of basal homocysteine (12.6 pmol/L) who received vitamin supplementation (p=0.0004
and p=0.014, respectively). There was no change in the levels of these two markers in patients
with homocysteine levels below the lowest tertile or in patients who received placebo
independently of the homocysteine level. All other markers (prothrombin fragment 1+2,
thrombin-antithrombin complex, D-dimer, Factor VIII:C and von Willebrand factor antigen) were
unaffected by both vitamins and placebo, even in patients above the highest tertile of
homocysteine. There was no difference between patients with homocysteine above the highest
tertile and those below the lowest tertile (9.9 umol/L) in the levels of these markers.
Conclusions: In patients with VTE, homocysteine reduction by B-vitamin supplementation
significantly increased both t-PA and PAI-1 in patients with higher levels of homocysteine.
However, there was no effect of homocysteine reduction by B-vitamin supplementation on other

markers of endothelial function, fibrinolysis and thrombin generation.

Key words: venous thromboembolism, homocysteine, B-vitamin supplementation, endothelial

function, fibrinolysis and thrombin generation.
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