UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINAY LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA
HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION

Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats o materials
d'investigacio i docéncia en els termes establerts a l'art. 32 del Text Refés de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacié prévia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzacié dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproducci6é o altres formes d'explotacié
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicacié publica des d'un lloc alie al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra o marc alieé a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacion debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacion y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacion
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizacién de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccion u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacion de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus resumenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012

Silvia Fernandez Roig

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL
METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE
LA GESTACION

TESIS DOCTORAL

dirigida por el Prof. Joan Fernandez-Ballart y

la Dra. Michelle Murphy

Departament de Ciencies Mediques Basiques.

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

Reus 2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012

Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut

Departament de Ciéncies Médiques Basiques

Carrer Sant Lloreng, 21

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI 43201 Reus - Tel. 977759306

Joan Ferndndez-Ballart, catedratico del departamento de Ciencies Mediques Basiques

de la Universitat Rovira i Virgili,

HACE CONSTAR

Que este trabajo titulado “Contribucion de la colina y la betaina al metabolismo de la
homocisteina durante la gestacion” que presenta Silvia Fernandez Roig para la
obtenciéon del titulo de Doctor, ha estado realizado bajo su direccién, en el
departamento de Ciéncies Mediques Basiques de esta universidad y cumple con los

requisitos para poder optar a este titulo.

Reus, 13 de julio de 2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012

Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut

Departament de Ciéncies Médiques Basiques

Carrer Sant Lloreng, 21

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI 43201 Reus - Tel. 977759306

Michelle Murphy, profesora agregada del departamento de Ciéncies Mediques

Basiques de la Universitat Rovira i Virgili,

HACE CONSTAR:

Que este trabajo titulado “Contribucion de la colina y la betaina al metabolismo de la
homocisteina durante la gestacion” que presenta Silvia Fernandez Roig para la
obtenciéon del titulo de Doctor, ha estado realizado bajo su direccién, en el
departamento de Ciéncies Mediques Basiques de esta universidad y cumple con los

requisitos para poder optar a este titulo.

Reus, 13 de julio de 2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012

Al meu avi.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal: T. 1431-2012

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, agradecer conjuntamente al Prof. Joan Ferndndez-Ballart y a la Dra. Michelle
Murphy por dirigir esta tesis doctoral en la unidad de Medicina Preventiva i Salut Publica y
abrirme las puertas al campo de la epidemiologia. Pero muy especialmente por ofrecerme la

oportunidad de realizar una estancia predoctoral en la State University of New York.

A todo el personal de los servicios de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Universitari Sant
Joan de Reus y del Hospital Universitari Joan XXIll de Tarragona, en especial a sus

responsables: Dr Pere Cavallé Busquets, Ramon Miralles, Gerard Albaiges y Ménica Ballesteros.

Al personal del laboratorio central del Hospital Universitari Sant Joan de Reus, del laboratorio
de investigacién del Hospital Universitari Joan XXIll de Tarragona y del Biobanco - Institut

d’Investigacio Sanitaria Pere Virgili.

A todas las mujeres embarazadas que han participado altruistamente en el estudio NUTCIR ya

gue sin ellas este trabajo no hubiera sido posible.

Al financiamiento de:

— Comisién Interministerial de Ciencia y Tecnologia de Espafia, proyecto: SAF: 2005-05096
— Instituto de Salud Carlos Ill, FIS: P110/00335

- CIBERobn (Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién (CB07/03/2004))

- Institut de Investigacio Sanitaria Pere i Virgili: 2010/1I1SPV/21

— AGAUR: 2009 SGR 1237

- Italfarmaco

— CIBERobnN - Instituto de Salud Carlos Il - la beca de movilidad del personal de investigacion
Al Prof. Edward Quadros, profesor de la State University of New York (SUNY) — Downstate

Medical Center, por aceptarme en su laboratorio de biologia molecular que dirige en Nueva

York y darme sus sabios consejos tanto de ciencia como de esta gran ciudad.

11



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal:

T.

1431-2012

Perd també m’agradaria agrair a la gent que m’ha acompanyat durant aquests anys:

Al Joan, per explicar-me tot el que sé ara mateix sobre I'analisi estadistic, per ensenyar-me a
escriure detallada i minuciosament la sintaxi del programa SPSS i sobretot per transmetre’m

aquesta petita addiccid al tractament de dades cliniques.

A la Michelle, per endinsar-me en el mén de la recerca i per transmetre’m valors com
I’exigéncia, la constancia i la tenacitat tant importants en aquest ambit pero també per a la
resta de la vida. | per donar-me una amplia visi6 del complex mén del metabolisme

monocarbonat.

A les ja doctores Maribel i Judith, per ensenyar-me com funcionava I'estudi NUTCIR en el
moment en qué jo vaig comencgar en aquest projecte. | també al Carlos i la Olalla, actuals
companys a qui he intentat explicar la dinamica de I'estudi i amb qui he compartit aquest

treball de camp durant els ultims anys.

Als amics que he fet en aquesta facultat, 'Andrés, la Marta, la Ndria, el Marti i la Olalla, per
distreure’ns junts durant les estones lliures. En concret al Marti per la seva infinita paciencia.
Perd amb una mencid especial a la Olalla, per haver estat la meva assesora personal de llengua
castellana durant els ultims mesos, amb qui vaig comengar a compartir el despatx des del

primer dia que va arribar i que ara s’ha convertit amb una gran amiga.

Al Gerard, per donar-me tot el suport necessari per viure I'experiencia personal que va suposar

marxar quatre mesos a NYC.

Finalment, un agraiment especial als meus pares, que m’han donat suport en totes les

decisions que he anat prenent al llarg d’aquests quatre anys.

A tots vosaltres, moltes gracies.

12



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal:

T.

1431-2012

RESUMEN

La colina es un nutriente esencial, imprescindible para la estructura y la sefializacion celular, el
transporte de lipidos, la neurotransmisién y el metabolismo monocarbonado. Asimismo
interviene en el desarrollo cognitivo fetal y el cierre del tubo neural. Es el principal dador de
grupos metilo de la dieta y la Ingesta Adequada para una mujer embarazada es de 450 mg/dia.
Al oxidarse se convierte en betaina, molécula que mediante la enzima BHMT, remetila la
homocisteina y como productos resultan la dimetilglicina (DMG) y la metionina, Dado que la
colina comparte vias metabdlicas con el folato, el estado de éste podria modificar el papel de
la colina. Un biomarcador de la relacion entre la colina y el folato es la homocisteina. Por otro
lado, la colina se puede sintetizar de forma endégena mediante la enzima PEMT cuyo dador de
grupos metilo es SAM. Esta sintesis es mayor en presencia de estrégenos, una hormona que
aumenta a lo largo de la gestacién. La relacidn entre la colina y el folato también podria verse
afectada por la presencia de polimorfismos como BHMT 742G->A. El Unico efecto observado
en poblacidn adulta debido a la presencia del polimorfismo BHMT 742 G>A ha sido una
disminucién de DMG. El objetivo de esta tesis es investigar la contribucién de la colina y la
betaina a la regulacion de la homocisteina y el efecto del polimorfismo BHMT 742G—> A sobre
la via de la colina y sobre la concentracion de homocisteina, durante el embarazo y en el feto,

en funcion del estado en folato.

El estudio NUTCIR es un estudio longitudinal del embarazo con 546 gestantes, 497 de las
cuales terminaron el embarazo con un hijo vivo. De todas ellas se obtuvieron seis muestras
sanguineas: antes de las 12 semanas de gestacion (SG), a las 15 SG, entre las 24-27 SG, a las 34
SG, en el momento del parto y de la vena del cordén umbilical. De todas las muestras se
obtuvieron el plasma para determinar la colina y sus productos (la betaina y la DMG), el folato,
la homocisteina, la cobalamina, la metionina, la creatinina y la cotinina, y los leucocitos para
extraer el ADN y determinar los polimorfismos: BHMT 742G>A, MTRR 66A>G y BHMT
742G A. Todas las participantes realizaron dos encuestas de habitos y estilo de vida (a las 20
SG y a las 32 SG) que permitieron obtener informacién como el uso de suplementacién con
acido félico, el consumo de café, el habito tabaquico y el nivel socioecondmico. A partir de la
historia clinica se recogié informacion referente a: edad e IMC de la gestante; sexo, fecha de

nacimiento y peso del recién nacido y SG en el momento del parto.

La colina plasmatica aumenta linealmente a partir de las 15 SG. La betaina plasmatica, tras una

disminucidn inicial, a las 24-27 SG se mantiene constante y su estado es entre un 6% y un 11%
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inferior en un bajo estado en folato. La DMG plasmatica disminuye inicialmente, pero aumenta
a partir de las semanas 24-27 y su estado es entre un 13% y un 20% superior en un bajo estado
en folato. Estos resultados indican que la baja concentracién de folato comporta una mayor

actividad de la via metabdlica de la colina.

El 10% de las gestantes son homocigotas para el polimorfismo BHMT 742G—>A. La colina y la
betaina plasmaticas no varian en funcién de este polimorfismo durante la gestacion ni
tampoco en el cordén. La DMG plasmatica es inferior al final de la gestacion (2.25 vs 2.98;
p<0.01) y en el corddn (3.02 vs 3.71; p<0.01) en la variante homocigota materna respecto a la
salvaje. La presencia de este polimorfismo en el feto no tiene repercusién sobre la via fetal de
la colina, es posible que esté mas influenciada por la actividad de la enzima BHMT materna
qgue por la enzima BHMT fetal. No se observa relacién entre la homocisteina plasmatica y el

polimorfismo BHMT 742G—> A ni durante la gestacion ni en el feto.

El principal determinante de la concentracién de los metabolitos de la via fetal de la colina es
la concentracion del mismo metabolito en la madre. La correlacién materno-fetal de la colina
es baja (r=0.15; p<0.01; n=394). La buena correlacién materno-fetal de la betaina (r=0.43;
p<0.001; n=394) y la DMG (r=0.77; p<0.001; n=394) sugiere la existencia de un sistema de
transporte para estos nutrientes entre ambos compartimentos. El perfil bioquimico indicativo
de una alta actividad de la via metabdlica de la colina (bajo estado en betaina y elevado estado
en DMG) no se observé en el plasma de corddn cuyas gestantes tenian un bajo estado en
folato. Probablemente la via fetal de la colina no responda igual que la via materna al estado

en folato.

La colina plasmadtica se asocia positivamente con la homocisteina plasmatica durante toda la
gestacién vy significativamente en el momento del parto. La betaina plasmatica se asocia
negativamente con la homocisteina plasmatica a partir del segundo trimestre, coincidiendo
con el inicio del deterioro del estado en folato. La colina plasmdatica fetal se asocia
positivamente con la homocisteina plasmatica fetal Unicamente en las gestantes con un
elevado estado en folato. La betaina plasmatica fetal se asocia positivamente con la

homocisteina plasmatica fetal, cuando el estado en folato es bajo.

En conclusidn, la via metabdlica de la colina contribuye a la remetilacién de la homocisteina de

manera distinta en funcidn del estado en folato durante la gestacidn
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ABREVIATURAS

Acrénimo Significado

CIR Crecimiento intrauterino retardado

DMG Dimetilglicina

DTN Defectos del tubo neural

GS-MS/MS Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas en tandem

Hcy Homocisteina

HPLC High-Performance Liquid Chromatography

1A Ingesta Adecuada

IC95% Intervalo de confianza al 95 %

IMC indice de masa corporal

LC-MS/MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

masas en tandem

NUTCIR Nutricidn y crecimiento intrauterino retardado
SAH S-adenosilhomocisteina

SAM S-adenosilmetionina

SG Semanas de gestacion

tHcy Homocisteina total plasmatica en ayunas
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NOMENCLATURA DE ENZIMAS

Siglas

Nomenclatura

internacional *

Nombre de la enzima

BADH
BHMT
CBS
CGL
ChAT
CHDH
DDH
DHFR
DNMT1
GAMT
GNMT
SAH hidrolasa
MAT
MS

MT
MTHFR
MTHFD1
MTRR
PEMT
SDH
SHMT

EC1.1.1.8.
EC2.1.1.5.

EC4.2.1.22.

EC4.4.1.1.
EC2.3.1.6.

EC1.1.99.1.
EC1.5.99.2.

EC1.5.1.3.

EC2.1.1.37.

EC2.1.1.2.

EC 2.1.1.20.
EC3.3.1.11.

EC2.5.1.6.

EC2.1.1.13.

EC2.1.1.

EC1.5.1.20.

EC1.5.1.5.

EC1.16.1.8.
EC2.1.1.17.
EC1.5.99.1.

EC2.1.2.1.

Betaina aldehido deshidrogenasa
Betaina-homocisteina metiltransferasa
Cistationina B-sintasa

Cistationina y-liasa
Acetilcolintransferasa

Colina deshidrogenasa

Dimetilglicina deshidrogenasa
Dihidrofolato reductasa
ADN(citosina-5-)-metiltransferasa
Guanidinoacetato N-metiltransferasa
glicina N-metiltransferasa
S-adenosilhomocisteina hidrolasa
Metionina adenosiltransferasa
Metionina sintasa

Metiltransferasa

Metiltenterahidrofolato reductasa

Metilen tetrahidrofolato deshidrogenasa 1

Metionina sintasa reductasa

Fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa

Sarcosina deshidrogenasa

Serina hidroximetiltransferasa
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INTRODUCCION

1. La via metabdlica de la colina i la betaina

1.1. La colina

1.1.1. Historia de un nutriente esencial

La colina es un micronutriente descubierto en 1862 por Adolph Strecker, que lo clasificé como
una base amoniaca’. Fue sintetizada quimicamente por primera vez en 1866 por el cientifico
francés Charles Adolph Wurtz®. En 1868, se demostré que la colina formaba parte de la lecitina
de la yema del huevo® y mas adelante se observé que era un componente de la
esfingomielina®®. En la historia de la colina cabe destacar que: en 1906 Hunt y Taveau
descubrieron la potente accién de la acetilcolina como neurotransmisor’, en 1941 Du Vigneaud
y colaboradores descubrieron la ruta de la biosintesis de la colina® y en 1956 Kennedy y Weiss

describieron la ruta de su incorporacion a la fosfatidilcolina®.

En los siguientes afios se llevaron a cabo varios estudios con modelos animales para
comprender el rol fisiolégico de la colina. Mamiferos tratados con dietas deficientes en colina
desarrollaban disfuncién renal y hepatica. Bligh explord las diferencias metabdlicas que
presentaba un grupo de ratas sometido a una dieta deficiente en colina durante cuatro meses
respecto a un grupo control. Observé una acumulacidn de grasas en el higado ademas de una
reduccién de la concentracién de colina en plasma™®. Estos resultados concordaron con los que
publicaron posteriormente Yao y colaboradores, que administraron una dieta deficiente en
colina durante 3 dias a ratas machos y observaron una reduccién de la produccién hepatica de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Ademas de las consecuencias observadas
principalmente en el higado, se describid que la deficiencia de colina en un grupo de ratas es
capaz de reducir las reservas de folato hepatico entre un 25-50% respecto a un grupo
control*?. En crias de cobaya tratadas con una dieta carente de colina durante 4 semanas se
observé una reduccion significativa de glucégeno y de derivados de colina en el higado, de
lipidos de membrana y una marcada disminucién de su crecimiento®. Todos estos efectos se
vieron revertidos al inyectar colina a los animales deficientes, demostrando asi que las

alteraciones observadas fueron causadas por esta deficiencia.
No obstante, no se tenia constancia de ningun sindrome relacionado con la deficiencia de

colina en humanos, probablemente porque una dieta omnivora suele aportar suficiente colina.

Al haberse descrito una ruta de biosintesis endégena de colina® no se crefa necesario
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considerarla un nutriente esencial. No fue hasta 1991 cuando Zeisel y colaboradores
publicaron un estudio donde se exploraron los efectos de una ingesta inadecuada de colina en
hombres voluntarios adultos y sanos. Se suprimio la colina de su dieta durante tres semanas
manteniendo una ingesta adecuada de metionina, acido fdlico y vitamina Bj,. Tras este
periodo, se observé una disminuciéon de la colina plasmatica, aunque después de una semana,
su concentracién no se redujo mds del 50%. Es probable se active el catabolismo de la
fosfatidilcolina de tejidos periféricos para evitar un descenso mas importante®®. También se
observé un aumento de la concentracién de alanina aminotransferasa (ALT), un marcador

bioquimico de dafio hepatico®®.

Otros estudios realizados con distintos grupos de individuos alimentados exclusivamente con
nutricién parenteral, carente de colina pero con un contenido adecuado de metionina y folato,
aportaron conclusiones concordantes. En todos los casos, los individuos estudiados
desarrollaron higado graso y dafo hepatico y presentaron una concentracion elevada de ALT.

17-21

Estas alteraciones se resolvieron afiadiendo colina a su dieta™*". Las consecuencias mas graves

de la deficiencia de colina en humanos son la aparicion de una disfuncion organica,

principalmente hepética (higado graso o esteatosis) pero también renal o muscular®®?*.

La evidencia de la aparicidon de dafio hepdtico provocado por una deficiencia extrema en colina
fue la justificacion necesaria para que en 1998 la National Academy of Science (United States)

la declarara un nutriente esencial para los humanos®.

1.1.2. La estructura de la colina

La molécula de la colina es una amina cuaternaria rica en grupos metilo, cargada
positivamente (CsH14sNO") que tiene un peso molecular de 104.17 g/mol (Figura 1). La colina
libre es una base orgdnica muy higroscopica. La colina puede ser acetilada, fosforilada, oxidada
o hidrolizada. Es el precursor de distintos compuestos tales como la fosfocolina, la
fosfatidilcolina, la esfingomielina, la glicerofosfocolina y la acetilcolina (Figura 2). El
catabolismo de estas moléculas genera metabolitos fundamentales para el correcto
funcionamiento celular como son la lisofosfatidilcolina, la lisoesfingomielina, el diacilglicerol, la

ceramida o la esfingosina®®.
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AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION

Figura 1. Estructura de la colina.
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1.1.3. Colina en los alimentos

La colina es el principal dador de grupos metilo de la dieta. Se ha observado que su ingesta
puede variar ampliamente entre individuos. La mayor parte de la colina dietética se encuentra
en forma de fosfatidilcolina, pero también como fosfocolina, glicerofosfocolina vy
esfingomielina. Los alimentos mas ricos en colina son el higado de ternera (418 mg/100g), los
huevos (251 mg/100g), el germen de trigo (125 mg/100g), la soja (116 mg/100g) y el cerdo
(103 mg/100g)?. Unicamente la ingesta de huevos se ha asociado positivamente con el estado

en colina®.

El contenido de colina total en alimentos cocidos es similar al de los alimentos crudos. No
obstante, la concentracion de colina libre disminuye con la coccién, mientras que la de

fosfatidilcolina es proporcionalmente mas elevada®.

La informacion referente al contenido exacto de colina en los alimentos fue muy limitada hasta
principios del siglo XXI. Zeisel y colaboradores, analizaron el contenido de colina y betaina de
los alimentos mas comunes utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas. La informacién obtenida se incorpord al The Nutrient Data Laboratory of the US
Department of Agriculture?”’. Mas recientemente, el mismo organismo desarrollé una base de
datos de colina mdas completa. Se analizaron cinco formas distintas de colina (colina libre,
glicerofosfocolina, fosfocolina, fosfatidilcolina y esfingomielina) y su metabolito principal, la
betaina, de 630 alimentos. Los resultados se expresaron como mg de colina por cada 100 g de
alimento. Esta base de datos sustituyd a la que se habia creado en marzo de 2004. Se disefié
un nuevo software de USDA Nutrient Data Bank con el objetivo de disponer de un sistema

para la adquisicidn, recopilacién y distribucién de esta informacion®.

1.1.4. Necesidades e ingesta adecuada de colina

En 1998 The Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine (U.S. National Academy of
Science) publico Dietary Reference Intakes for Thiamin, Riboflavin, Niacin, Vitamin B6, Folate,
Vitamin B12, Pantothenic Acid, Biotin, and Choline donde se describieron los valores de
referencia de ingesta dietética de las vitaminas del grupo B y de la colina. Los datos
experimentales no fueron suficientes para establecer los Requerimientos Medios Estimados
(EAR) para la colina, por esto motivo se calculd la Ingesta Adecuada (IA)?. Los valores de IA se
basaron en evidencias que identificaban la ingesta diaria de colina que prevenia el dafo

hepatico v el higado graso asociado a la deficiencia de colina®. En la Tabla 1 se muestra la 1A
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para cada grupo de la poblacidn ya que ésta puede estar influenciada por el género, la edad y

situacion fisiologica.

Tabla 1. Ingesta adecuada de colina segun The Institute of Medicine

Grupo Edad IA, mg/dia
Bebés 0-6 meses 125
7-12 meses 150
Nifios 1-3 afos 200
4-8 afios 250
9-13 afios 375
Hombres 14-18 afos 550
> 19 afios 550
Mujeres 14-18 afios 400
> 19 afos 425
Embarazo Todas las edades 450
Lactancia Todas las edades 550

La recomendacién de IA de colina para bebés hasta los 6 meses se basé en la cantidad
contenida en la leche humana producida por madres correctamente nutridas practicando
lactancia materna exclusiva. La leche humana contiene 160-210 mg/L de colina y derivados®.
Para esta franja de edad se fij6 una IA de 125 mg/dia. La ausencia de informacion que
permitiese generar EAR o |A para bebés de entre 7 y 12 meses, nifios y adolescentes obligd a
extrapolar los valores a partir de los definidos para adultos, considerando la diferencia de peso

y altura®.

La cantidad indicada como IA para hombres adultos fue la suficiente para prevenir el
incremento de ALT en un hombre sano, aproximadamente 7 mg/Kg/dia o 550 mg/dia,
utilizando como referencia un hombre de 76 kg'®. Al no disponer de evidencia cientifica en
mujeres, se utilizaron los conocimientos procedentes de estudios en animales. En ratas
hembras se determind una mayor capacidad de sintesis de novo de colina que en ratas
machos®!, posiblemente debido a una mayor actividad de la enzima hepatica
fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa (PEMT), encargada de la sintesis enddgena (ver

apartado 1.1.7. Sintesis enddgena). Por este motivo, se asumié que las mujeres utilizan la
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colina de manera mas eficiente y se les definié una IA ligeramente inferior, 425 mg/dia. No se
indico una IA diferente para ancianos aunque posiblemente los requerimientos sean mayores.
Las necesidades de colina de una mujer embarazada son mayores, ya que aportan grandes
cantidades al feto, llegando a agotar sus propias reservas. Por este motivo, la IA durante el
embarazo se establecié a 450 mg/dia. Durante la lactancia, cantidades sustanciales de colina
se secretan a la leche humana, lo que incrementa ain mas los requerimientos de colina de la

mujer®. La IA para mujeres que amamantan a sus hijos se fijé en 550 mg/dia®>.

The Institute of Medicine informd que existen distintos factores que pueden alterar la IA de
colina. Uno de ellos es la interaccién de la colina con otros nutrientes que forman parte del
metabolismo monocarbonado. Por este motivo hay que tener en cuenta la disponibilidad de
folato, vitamina By, y metionina de la dieta cuando se recomienda la IA de colina. También se
debe considerar la practica de ejercicio fisico intenso, ya que en atletas entrenados se ha

observado que la concentracion de colina plasmatica se reduce aproximadamente un 40%>>3*.

Otro aspecto a valorar son las distintas formas de colina, ya que los derivados hidrosolubles
presentan una biodisponibilidad superior que los liposolubles (ver apartado 1.1.5 Absorcion,
transporte y asimilacion). En crias de rata se observé que el 85% de la colina y la fosfocolina,
ambas hidrosolubles, se habia convertido en betaina después de 24 horas de haber sido
administradas. En cambio, tan solo el 13% de la fosfatidilcolina, derivado liposoluble, lo habia

hecho en el mismo periodo de tiempo®.

La reciente publicacidn de la base de datos con el contenido de colina de los alimentos mas
comunes ha permitido examinar la ingesta diaria de este nutriente en la poblacién general.
Varios estudios epidemioldgicos importantes, tanto de Estados Unidos como europeos, han
analizado la ingesta diaria de colina recogida mediante cuestionarios de frecuencia de

consumo alimentario®®™*

. Se ha observado que la ingesta difiere entre hombres y mujeres, y
que puede variar con la edad. En la Tabla 2 se observa que las medias de ingesta diaria de
colina en los hombres oscilan entre 291 y 378 mg/dia, mientras que en las mujeres lo hacen
entre 285 y 326 mg/dia. Estos resultados sugieren que gran parte de la poblacién realiza
ingestas inferiores a la IA establecida en 1998. Tan solo en el National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) 1999-2004 se analizé la ingesta de los ancianos mayores de 70

afos al margen del resto de poblacidon. Observaron que éstos tenian una ingesta de colina

inferior al grupo de entre 50 y 70 afios®’.
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Tabla 2. Ingesta de colina diaria segun los grandes estudios epidemiolégicos americanos y europeos.

Media de ingesta de

Rango de .12 ,
Referencia Estudio colina™* (mg/dia)
edad (afos)
Total Hombres  Mujeres Hombres Mujeres
Cho E, 2006°® Framingham Offspring Study 1.960 920 1040 28 - 82 312 314
NHS - 867 30-55 -
Chiuve SE, 2007 1.477 323"
NHS 2 - 510 25-42 -
Bidulescu A, 2007%° ARIC 14.430 - - 45 - 64 332(125) 294 (112)
51-70 378 326
Keast DR, 2007%’ NHANES 1999-2004 6.243 - -
> 70 311 241
Dalmeijer GW, 2008  PROSPECT-EPIC Cohort 16.165 - 16.165 49 -70 - 300 (51)
Detopoulou P, 2008*  ATTICA study 3.042 1.514 1.528 18- 89 291 (79) 285 (75)

NHS: Nurse’s Health Study; NHS2: Nurse’s Health Study 2; ARIC: Atherosclerosis Risk in Communities; NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey;

EPIC: European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition; ATTICA: regidn griega que da nombre al estudio. En todos los estudios, la ingesta dietética fue

recogida con cuestionarios de frecuencia de consumo alimentario semicuantitativos. ~ Media (SD); “ Mediana cuando se indica con *.
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La descripcién de polimorfismos en genes relacionados con el metabolismo monocarbonado
ha hecho plantearse de nuevo la IA de colina. Un porcentaje considerable de la poblacion
puede tener algin polimorfismo que incremente los requerimientos dietéticos de grupos
metilo y que por lo tanto aumente las necesidades diarias de colina®. En un grupo de hombres
con un pobre estado en folato, aquellos que tenian el genotipo MTHFR 677TT presentaron una
concentracién de fosfatidilcolina en plasma inferior a los que tenian el genotipo MTHFR
677CC*®. Por otro lado, individuos portadores del alelo 5,10-Metilentetrahidrofolato
deshidrogenasa-1958A (MTHFD1 1958A) sometidos a una dieta carente de colina y sin
suplementacion con acido félico presentaron 7 veces mas probabilidad de desarrollar signos
de deficiencia de colina que los no portadores de este alelo®. El gen PEMT, directamente
relacionado con el estado en colina del organismo, es altamente polimérfico. Fisher y
colaboradores describieron la influencia del polimorfismo PEMT -744 G->C sobre la
susceptibilidad de desarrollar disfuncidon hepatica en mujeres postmenopdausicas alimentadas
con una dieta deficitaria en colina. El tratamiento de estas mujeres con estrégenos disminuyé
el riesgo de desarrollar higado graso a pesar de la presencia del polimorfismo®. Asimismo, el
78% de portadores del alelo PEMT -744C desarrollaron disfunciones hepdticas cuando se
alimentaron con una dieta baja en colina®. La identificacion de polimorfismos que afectan a
los requerimientos dietéticos de colina permitiria calcular con mayor precision la IA de colina

de los individuos.

Se ha propuesto promover el consumo de alimentos ricos en colina por distintos motivos: (1)
la colina esta involucrada en muchas funciones cruciales de nuestro organismo, (2) hay una
parte de la poblacidon que no cumple con la IA, (3) la amplia presencia de polimorfismos en la
poblacién puede incrementar sus requerimientos dietéticos y (4) determinadas situaciones
fisioldgicas, como el embarazo, aumentan también los requerimientos de colina. Sin embargo,
el contenido de colina de los alimentos esta altamente relacionado con el de colesterol, cuyas
recomendaciones dietéticas actuales limitan su ingesta como prevencién de enfermedades
cardiovasculares. Uno de los alimentos cuya ingesta se recomienda consumir con moderacion
es el huevo, que a su vez es una de las fuentes principales de colina. Por este motivo la
implementacion de una recomendacién sobre el consumo de alimentos ricos en colina es una

decision compleja®’.
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1.1.5. Absorcion, transporte y asimilacion
La colina no esterificada es absorbida en el intestino delgado mediante transporte facilitado o
difusién pasiva. Existen tres sistemas de transporte que permiten la entrada de colina al

interior de la célula, clasificados segun su afinidad:

a) El transportador con alta afinidad por la colina (High-affinity Choline Transporter;
CHT1), dependiente de sodio y altamente sensible a la inhibicion por parte de
hemicolinium-3, analogo de la colina. Proporciona colina a las neuronas colinérgicas

del cerebro, tronco encefalico y médula espinal para la sintesis de acetilcolina®.

b) El transportador especifico de colina con afinidad intermedia (Choline-specific
Transporter-Like protein; CTL), dependiente débilmente de sodio, expresado en

cerebro vy tejidos periféricos®.

c) El transportador con baja afinidad por la colina (Organic Cation Transporters; OTC),
independiente de sodio, multiespecifico y presente en muchos tejidos. Se encarga de

transportar cationes organicos enddgenos, cationes toxicos exdgenos y farmacos™.

Sus derivados hidrosolubles (fosfocolina y glicerofosfocolina) son distribuidos por la circulacién
portal mientras que sus derivados liposolubles (fosfatidilcolina y esfingomielina) lo hacen a
través de la linfa®. La fosfatidilcolina es hidrolizada en el lumen intestinal por fosfolipasas A,
pancredticas e intestinales para formar lisofosfatidilcolina®. Los enterocitos absorben este
producto mediante difusidn pasiva, una parte importante del cual es reacilada para formar
nuevamente fosfatidilcolina y posteriormente ser secretada a la linfa como particulas de
quilomicrones. Otra parte de la lisofosfatidilcolina absorbida es deacilada por una fosfolipasa B
intestinal, convirtiéndola en glicerofosfocolina y acido graso®. La esfingomielina es hidrolizada
por la esfingomielinasa alcalina intestinal para producir ceramida y fosfocolina. La fosfocolina a
su vez es hidrolizada por fosfatasas intestinales para formar colina libre que se absorbe de la

misma manera que la colina dietética®.

Todos los tejidos disponen de colina pero su asimilacion es mas importante en higado,
cerebro, rindn, glandula mamaria y placenta. No existe un sistema de almacenamiento de
colina en las células, de modo que su homeostasis se consigue regulando la tasa de adquisicidn

(ingesta dietética y sintesis endégena) y de deplecion (oxidacidn y secrecidn biliar)®.
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1.1.6. Metabolismo: oxidacion de la colina
La oxidacién de la colina a glicina es un proceso energéticamente rentable y anaplerético.
Debido a que la mayor parte del metabolismo monocarbonado tiene lugar en el higado, la

oxidacién de la colina se realiza principalmente en dicho 6rgano.

El proceso de oxidacién empieza con el transporte de la colina al interior de la mitocondria
(Figura 3). Un transportador de colina en la membrana interna de ésta permite su entrada>y
actlia como factor limitante de su oxidacion®®¢. Una vez en su interior, la colina es oxidada a
betaina aldehido mediante la enzima colina deshidrogenasa (CHDH). CHDH es una enzima de la
familia de las GMS-oxidoreductasas con un dominio de unién a FAD, localizada en la

membrana interna de la mitocondria®”®.

Rapidamente, la enzima betaina aldehido
deshidrogenasa (BADH) cataliza la conversion NAD-dependiente de la betaina aldehido a
betaina. Aunque el 95% de la actividad enzimatica de BADH es citosélica, la betaina se produce

59,60

en la matriz mitocondrial y posteriormente se dirige al citoplasma®". A continuacién, tiene

lugar la transformacién de betaina a dimetilglicina (DMG), reaccidn irreversible catalizada por

6162 Esta transfiere un

la enzima citosdlica betaina-homocisteina metiltransferasa (BHMT)
grupo metilo de la betaina a la homocisteina (Hcy) y como producto resulta la DMG vy la
metionina®. Los dos Ultimos pasos se tratan de dos reacciones de oxidacidon. La DMG se
transfiere de nuevo al interior de la mitocondria y se convierte en sarcosina gracias a la
dimetilglicina deshidrogenasa (DDH). La sarcosina, finalmente, se transforma en glicina,
reaccion catalizada por la enzima sarcosina deshidrogenasa (SDH). Tanto DDH como SDH son

enzimas que requieren FAD vy tetrahidrofolato (THF) para producir FADH, y 5,10-

metilentetrahidrofolato (5,10-MTHF), respectivamente®.
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Figura 3. Oxidacidn de la colina
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v
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THF: Tetrahidrofolato; MTHF: Metiltetrahidrofolato; Hcy: Homocisteina; DMG: Dimetilglicina; MS: Metionina
Sintasa; BHMT: Betaina-homocisteina metiltransferasa; CHDH: colina deshidrogenasa; BADH: Betaina aldehido
deshidrogenasa; DDH: Dimetilglicinadeshidrogenasa; SDH: Sarcosina deshidrogenasa. Adaptacion de Ueland y

colaboradores, 2005%,

1.1.7. Sintesis enddgena

La colina, sea ingerida mediante la dieta o bien procedente de produccién enddgena, se utiliza
principalmente para la sintesis de fosfatidilcolina, que representa alrededor del 95% de la
colina total del organismo. El 5% restante se encuentra en forma de colina libre, fosfocolina,

glicerofosfocolina, CDP-colina y acetilcolina®.

Existen dos rutas para la sintesis de fosfatidilcolina. La primera utiliza la colina dietética y tiene
lugar a través de la ruta Kennedy® (Figura 4). La segunda utiliza fosfatidiletanolamina que
experimenta tres metilaciones secuenciales por parte de la enzima PEMT convirtiéndose asi en
fosfatidilcolina. La S-adenosilmetionina (SAM) es el dador de grupos metilo de estas reacciones

14,66

de metilacién™">"(Figura 4). La ruta PEMT se encuentra principalmente en el higado aunque
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también se ha detectado en cerebro bovino®. Su activacién protege la integridad de la
membrana celular y asegura el correcto funcionamiento de la neurotransmisién colinérgica®
La actividad PEMT es imprescindible cuando la ingesta de colina es limitada o nula pero no es
suficiente para cubrir los requerimientos de nuestro organismo. Al administrar una dieta
deficiente en colina a ratones PEMT” se observé una disminucion del 50% de la cantidad de

fosfatidilcolina hepatica y el desarrollo de un fallo hepatico irreversible®

Figura 4: Sintesis de la fosfatidilcolina

COLINA » Acetilcolina
o« ATP T~ -
l< ADP >~ -
~
~N
. N
Betaina Fosfocolina AN
DMG _ BHMT Peyt l< iTPP Via Kennedy \I
|
/
Homocisteina /
Metionina CDP-colina /
CPT l( PAG //
SAH CMP _ 7
— -~
S FOSFATIDILCOLINA =~
PEMT
Via PEMT
FOSFATIDILETANOLAMINA

CK: Colina quinasa; ATP: Adenosina trifosfato; ADP: Adenosina difosfato; Pcytl: CTP: fosfocolina citidil transferasa
1; CTP: Citidina trifosfato; PPi: Pirofosfat; CDP: Citidina difosfocolina; CPT: CDP-colina:DAG colinafosfotransferasa;
DAG: Diacilglicerol; CMP: Citidina monofosfato; BHMT: Betaina-homocisteina metiltransferasa; MS: Metionina
sintasa; MAT: Metionina adenosiltransferasa; SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteina; PEMT:

Fosfatidiletanolamina-N-metiltransferasa; DMG: Dimetilglicina. Adaptacion de Michel y colaboradores, 2006”°.
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Un 70% de toda la sintesis de fosfatidilcolina se realiza a través de la ruta Kennedy mientras
qgue el 30% restante se da a través de la metilacién secuencial de PEMT’:. No obstante, los
patrones bioquimicos del metabolismo de la fosfatidilcolina difieren entre ambos sexos y
pueden hacer variar estos porcentajes. Mientras que los machos de algunas especies utilizan
principalmente la ruta Kennedy, las hembras priorizan la utilizacién de la via PEMT. Estudios
con ratas demuestran que las hembras son menos sensibles a la deficiencia de colina” vy
producen mas fosfatidilcolina via PEMT que los machos’. Chew y colaboradores detectaron
también diferencias entre ratones de ambos sexos. Bajo una restriccion de folato dietético, las
hembras presentaron un mayor uso de la colina dietética como dador de grupos metilo, una
mayor utilizacién de la via PEMT para sintetizar fosfatidilcolina comparado con la ruta Kennedy
y un indice de degradacién de la fosfatidilcolina mas elevado en comparacién con los machos.
Estos ultimos duplicaron la expresion de CHDH y aumentaron la oxidacion de colina pero la

homeostasis de colina se mantuvo constante’®.

De manera andloga se ha observado en humanos que, ante una deficiencia de colina, los
hombres y las mujeres postmenopausicas desarrollan higado graso en el 77% y 80% de los
casos respectivamente. En cambio, entre las mujeres premenopdusicas, tan solo el 44%
presentan alguna disfuncion hepatica®. La concentracion de estrégeno es lo que difiere entre
ambos grupos. Ressieguie y colaboradores, observaron un aumento de la expresion de mRNA
de PEMT y de su actividad enzimatica en respuesta a estrogeno en hepatocitos humanos. Esto
sugirié que las mujeres premenopausicas tienen una mayor capacidad de sintesis de colina
enddgena gracias a una concentracion mas elevada de estrégeno’. Recientemente, se ha
determinado el mecanismo mediante el cual el estrégeno regula la transcripcion del gen

PEMT, que tiene varios elementos de respuesta a estrégeno en su region promotora".

Durante la gestacion y la lactancia la demanda de colina es especialmente elevada de modo
que las reservas maternas pueden agotarse’””’®. La concentracidn de estradiol aumenta a lo
largo del embarazo especialmente durante el primer trimestre, aunque durante el segundo y
tercero esta concentracion puede llegar a ser hasta 5 veces mayor’®. Este incremento permite
a su vez aumentar la sintesis enddgena de colina para conseguir la concentracion dptima

necesaria en esta situacion fisiolégica®’.
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1.1.8. Funciones bioquimicas

El papel de la colina en el organismo es complejo. Es una molécula necesaria para la estructura
de la membrana vy la sefializaciéon celular (fosfolipidos), el transporte de lipidos (lipoproteinas),
la sintesis de neurotransmisores y el desarrollo cerebral (acetilcolina) y el metabolismo
monocarbonado (dador de grupos metilo y metilacién del ADN). Ademas, se trata de una
molécula esencial para la vida celular ya que su ausencia provoca apoptosis en células

hepaticas y cerebrales®®.

Estructura de la membrana y senalizacién celular

La fosfatidilcolina es el fosfolipido predominante en la parte externa de la membrana celular
eucariota junto con la esfingomielina, aunque en menor medida. El aparato de Golgi y las
membranas lisosomales son particularmente ricas en esfingomielina. Las pequefias moléculas
bioactivas producidas por la fosfatidilcolina y la efingomielina activan o finalizan diversas

cascadas de sefializacion®.

Transporte de lipidos

Los triacilgliceroles producidos por el higado se distribuyen a los tejidos periféricos utilizando
las VLDL. La fosfatidilcolina es un componente necesario para formar estas particulas. Por este
motivo, ante una deficiencia de colina se reduce la sintesis de fosfatidilcolina en las células
hepaticas y la formacién de VLDL. La consecuencia principal es una acumulacién de

triacilgliceroles en el higado, que desemboca en higado graso”.
La fosfatidilcolina sintetizada en el higado también se secreta en la bilis donde actia como
surfactante para facilitar la digestion lipidica. Parte de esta fosfatidilcolina es reabsorbida por

el intestino delgado y retorna al higado®.

La neurotransmision vy el desarrollo cerebral

Una pequefa fraccién de la colina dietética es acetilada en el citoplasma de las neuronas
colinérgicas mediante la enzima acetilcolintransferasa (ChAT) para formar acetilcolina®. Su
sintesis puede estar afectada por la disponibilidad de su precursor, una inhibicion retroactiva
del propio producto, la actividad del transportador que permite la entrada de colina al interior

de las neuronas y por la cinética de la reaccion®.

La acetilcolina es un neurotransmisor presente en el sistema nervioso central y periférico,

relacionado con la memoria. También tiene un papel crucial en los estadios tempranos de la
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gestacion, momento en que se produce el cierre del tubo neural®’. Una dieta periconcepcional
con una elevada ingesta de colina o bien una elevada concentracién sérica de colina total
(superior a 3,21 mmol/L) a media gestacidn se asocia con una reduccién del riesgo de tener un

embarazo afectado por defectos del tubo neural (DTN)%°.

Un estado 6ptimo en colina también es particularmente importante durante la parte final del
embarazo y el periodo neonatal, momento de desarrollo del hipocampo, érgano responsable
de la memoria®. La suplementacién con colina prenatal en ratas incrementa la capacidad de
las neuronas del hipocampo de transmitir sefiales entre neuronas de forma duradera (Long
Term Potentation; LTP) y mejora la memoria espacial®®* La LTP se considera uno de los
mecanismos principales subyacente al aprendizaje y la memoria®®. La deficiencia prenatal de
colina, en contraposicién, incrementa el umbral de LTP ralentizando el procesamiento
temporal®®®. El mecanismo mediante el cual la concentracién de colina durante el embarazo
influye sobre la memoria de la descendencia todavia se desconoce. Una hipdtesis sostiene que
la colina induce cambios en la expresion de genes relacionados con el ciclo celular y la

diferenciacion de las células nerviosas, hecho que podria repercutir sobre la memoria®.

Metabolismo monocarbonado

El metabolismo monocarbonado hace referencia a las reacciones que utilizan el THF como
coenzima y a aquellas que transfieren un grupo metilo. La transferencia de unidades de un
carbono por parte de folato tiene lugar en reacciones como la sintesis de purinas, la
interconversién de serina y glicina y la remetilacion de la Hcy. La serina y la glicina, junto con la
colina, son fuentes de grupos metilo que complementan los producidos en el metabolismo del

folato.

La colina en concreto, una vez oxidada en la mitocondria de las células hepaticas y renales, se
convierte en betaina y entra en el ciclo monocarbonado como dador de grupos metilo en la
remetilacién de la Hcy a metionina®. Seguidamente, la enzima metionina adenosiltransferasa
(MAT) convierte la metionina en SAM?, un dador de grupos metilo universal y agente de
metilacion para muchas reacciones enzimaticas, incluyendo la metilacion de la

fosfatidiletanolamina para formar fosfatidilcolina™.

No obstante, dado que la via metabdlica de la colina se encuentra exclusivamente en el higado
y los rifiones, alin se desconoce la contribucidn exacta de la colina al conjunto del metabolismo

monocarbonado en determinados estados nutricionales y fisioldgicos.

39



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal:

T.

1431-2012

1.1.9. Estado en colina
En ayunas, la concentracion de colina plasmatica varia entre 7 y 20 umol/L, aunque para la

1699100 | 5 ingesta de alimentos comunes que

mayoria de individuos se mantiene en 10 pmol/L
contienen grandes cantidades de colina hace aumentar significativamente la concentracién de
colina plasmdtica durante las 3-7 horas posteriores. La respuesta es la misma
independientemente de cual sea el origen alimentario de la colina. En contraposicién, una

dieta baja en colina no genera cambios significativos en la concentracion de colina plasmatica

en las 24 horas posteriores'®.

El estado en colina es distinto en adultos que en recién nacidos o lactantes. Ozarda y
colaboradores observaron en un grupo de recién nacidos, independientemente del tipo de
parto (cesarea o via vaginal), un descenso brusco de colina plasmatica justo después de nacer.

11 Un estudio

Sin embargo, 24 horas después volvieron a recuperar la concentracion basa
realizado en Turquia describié que durante los primeros 28 dias tiene lugar un descenso
sustancial de la colina plasmatica, pasando de una concentracién media de 35.1 umol/L a 24.2
umol/L. A partir de este momento empieza un descenso paulatino que dura 2 afios hasta llegar
a 14.3 umol/L. No es hasta el principio de la adolescencia cuando se alcanza la concentracion

habitual de los adultos.

Existen varios factores nutricionales, bioldgicos y genéticos que pueden influir sobre el estado
de colina. En cuanto a la dieta, los huevos y el café fueron los alimentos que generaron un
mayor incremento y reduccién, respectivamente, en la concentracion plasmatica de colina en
una poblacién adulta de ambos sexos?®. Asimismo, en un estudio exclusivamente de hombres,
un incremento en la ingesta diaria de colina total se tradujo en un aumento de la colina libre y

de la fosfatidilcolina en plasma y en una elevacién de la tasa de excrecidn urinaria®.

Por otro lado, ratas machos tratadas con una dieta suplementada con vitaminas del tipo B
presentaron una colina plasmatica mas elevada que aquellas tratadas con una dieta pobre en
éstas vitaminas. La vitamina Bgy la By, podrian contribuir a la disponibilidad de colina, por un
lado incrementado la sintesis enddégena de colina via PEMT y por otro, reduciendo su

utilizacién via BHMT%,

El estréogeno, que interviene en la sintesis de colina via PEMT, también influye en la colina
plasmatica’. Por este motivo se han llevado a cabo varios estudios Gnicamente con mujeres

premenopdusicas. En uno de ellos se encontré una falta de asociacidn entre cambios
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moderados en la ingesta de colina y su concentracién en plasma, con un correcto estado en

folato®.

Es probable que la elevada actividad enzimatica de PEMT en mujeres
premenopdusicas sea capaz de compensar pequenos cambios en la colina dietética. De todas
formas, después de un periodo de restriccion de folato, se observé una reduccién de la
fosfatidilcolina y esfingomielina en plasma, sugiriendo asi que una ingesta inadecuada de

13 Es posible que, en ausencia de

folato si es capaz de alterar la homeostasis de la colina
metiltetrahidrofolato (MTHF), haya una reduccion de la disponibilidad de grupos metilo
procedentes del ciclo del folato y se produzca un incremento de la utilizacion de la colina en las
reacciones de metilacién. Otra posibilidad es la reduccién de la sintesis de fosfatidilcolina via

PE MT103,104

Fisher y colaboradores confirmaron el efecto del estréogeno sobre el desarrollo de disfuncion
hepatica debido a una deficiencia de colina, con 22 mujeres postmenopausicas aleatorizadas
en dos grupos, uno placebo y otro tratado con estrégeno. Se les administré una dieta
deficiente en colina hasta que desarrollaron indicios de disfuncidn hepatica (alteracién de los
marcadores ALT, AST, CPK o bien incremento del porcentaje de grasa en el higado). Si no
aparecian estos sintomas, la dieta se administré durante 42 dias. El grupo que recibia placebo
presenté 4 veces mas de probabilidad de desarrollar disfuncién hepatica que el que recibia
estrégeno. Sin embargo, en este Ultimo grupo no se observé incremento de colina o de sus
metabolitos en plasma®. En contraposicién, Wallace y colaboradores describieron que la
mediana de colina libre plasmatica de un grupo de mujeres postmenopdusicas tratadas con
terapia hormonal sustitutoria era superior al grupo que no se sometia a este tratamiento (7.4

nmol/L vs 6.9 nmol/L; p=0.057)"%.

El origen étnico de las mujeres también puede repercutir sobre el estado en colina. La
respuesta a una intervencidn con acido félico fue inferior tanto en el estado en folatos como

en colina en mujeres afroamericanas respecto a mujeres caucdsicas y mejicanaslos.
El estado en colina puede verse modificado por la presencia de determinados polimorfismos

en enzimas involucradas en las reacciones de transferencia de grupos metilo, tal y como se ha

descrito en el apartado 1.1.4. Necesidades e Ingesta Adecuada de colina.
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1.1.10. Efecto de la deficiencia de colina sobre la homocisteina y las reacciones de
metilacion.

Una consecuencia de la deficiencia de colina es el incremento de la concentracién plasmatica

de Hcy total en ayunas (tHcy). En un estudio observacional con un subgrupo de mujeres del

Nurse’s Health Study y Nurse’s Health Study 2 se registrd su ingesta con cuestionarios de

frecuencia de consumo alimentario semicuantitativos y se determiné la tHcy. Se observé que

las mujeres que se hallaban en el quintil mas alto de ingesta de colina y betaina presentaban

una tHcy un 8% inferior que las del quintil mas bajo, incluso ajustando por ingesta de folato®.

Los resultados obtenidos de estudios de intervencion aportan datos coincidentes. Un estudio
administré a ocho hombres voluntarios sanos una dieta deficiente en colina (<50 mg/dia)
durante 42 dias, o bien hasta que mostrasen signos de deficiencia. Los participantes
presentaron una tHcy superior que al empezar el estudio, incluso consumiendo las cantidades

107
B

adecuadas de folato y otras vitaminas del tipo . Cuando el estado en folato no es éptimo, la

tHcy se incrementa aun més®*.

Debido a que la hiperhomocistenemia es un factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares®, se ha propuesto la suplementacién con colina para intentar reducir la
tHcy. Olthof y colaboradores llevaron a cabo un ensayo clinico cruzado, a doble ciego,
controlado con placebo, con 26 hombres de entre 50 y 71 afios que presentaban una elevada
tHcy (rango: 11.0-23.1 umol/L). Los participantes fueron estratificados segln su tHcy y su
habito tabaquico. A continuacién se les asigné aleatoriamente al grupo de suplementacion con
fosfatidilcolina o al grupo placebo. Al finalizar el periodo de suplementacion, la tHcy fue un
18% inferior comparado con el periodo de placebo. El efecto de la suplementacidon con
fosfatidilcolina sobre la tHcy fue la misma independientemente del orden de los

tratamientos'®.
La deficiencia en colina también se ha relacionado con alteraciones del ADN: dafio oxidativo en

las bases nitrogenadas, reduccion de la formacidn de timidina, aumento de la incorporacidn de

uracilo durante la replicacién, reduccién de la metilacién e inestabilidad genémica™™.
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1.2. La betaina

1.2.1. Lla estructura

La betaina, también conocida como glicina-betaina (N,N,N-trimetilglicina), se descubrio en el
siglo XIX en la savia de la remolacha azucarera'’. Es un aminoacido trimetilado (Figura 5) que
a pH neutro se encuentra en su forma zwiteridnica. Su formula es (CH;)sN*CH,COO "y su peso

molecular es de 117.2 g/mol**.

Figura 5: Estructura de la betaina
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1.2.2. Betaina en los alimentos e ingesta diaria

Los humanos obtienen la betaina mediante la dieta, ya que esta presente en los alimentos en
cantidades variables. El US Department of Agriculture desarrollé una base de datos con el
contenido de colina y betaina de los alimentos. Los alimentos con mayor concentracién de
betaina son: salvado de trigo (1339 mg/100 g), germen de trigo (1241 mg/100 g), espinacas
(645 mg/100 g), gamba (218 mg/100 g) y pan de trigo (201 mg/100 g). En general, las frutas y
las verduras contienen cantidades muy bajas de betaina (<10 mg/100 g), a excepcidon de las
espinacas y la remolacha?’. No obstante, existen moléculas analogas a la betaina que si se
encuentran en las plantas. Tal es el caso de la prolina betaina, que se encuentra en algunas
variedades de citricos™ y legumbres'*?, y la trigonelina, presente en el grano de café'®, la

avena'® o los tomates™®.

El contenido de betaina de un mismo alimento puede ser variable debido a su funcién
osmoprotectora y crioprotectora, ya que el nivel de estrés osmotico del cultivo provoca

cambios en la concentracién de betaina de determinados alimentos®”’

. Otros factores que
modifican la cantidad de betaina de los alimentos son el procesado (fresco o en conserva) y la

coccidén. Ya sean cocidos al horno, al microondas, a la sartén o al vapor, los alimentos no
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presentan grandes diferencias en cuanto al contenido de betaina. En cambio, los alimentos

hervidos pierden un 60-80% de su contenido*.

El rango de ingesta diaria de betaina es de 0.1-1 g, aunque puede llegar hasta 2.5, en funcién

18 En una poblacion de 4636 hombres y mujeres de

de la cantidad de trigo integral y marisco
Nueva Zelanda se describid una ingesta diaria media de 298 mg. Los hombres presentaron una
ingesta mas elevada que las mujeres y un descenso con la edad'. Posteriormente, se analizd
la ingesta de betaina (mediante cuestionarios de frecuencia de consumo alimentario
semicuantitativos) en grandes estudios epidemiolégicos®*™*. Los resultados son més variables
que en el caso de la ingesta de colina, aunque similares entre sexos. La poblacidén griega del
estudio ATTICA presenta una ingesta de betaina superior comparada con las poblaciones

americanas. En la Tabla 3 se observa que en dichos estudios las medias de ingesta de betaina

oscilan entre 102 y 314 mg/dia.

Tabla 3. Ingesta de betaina diaria en los grandes estudios epidemioldgicos americanos y europeos.

Ingesta de betaina’

N Rango
Referencia Estudio de edad (mg/dia)
Total Hombres Mujeres (afios) Hombres Mujeres
Framingham
Cho E, 2006*®  Offspring 1.960 920 1040 28 -82 200 216
Study.
Chiuve SE, NHS - 867 30-55
38 1.477 - 189%*
2007 NHS2 - 510  25-42
Bidulescu A,
39 ARIC 14.430 45-64  118(55) 102 (47)
2007
Dalmeijer GW, PROSPECT-
w0 16.165 - 16.165  49-70 - 214(74)
2008 EPIC Cohort

Detopoulou P,

2008™ ATTICA Study 3.042 1.514 1.528 18-89 306(118) 314(105)

Xu, 2009 LIBCSP 1.508 - 1.508 - - 127

NHS: Nurse’s Health Study; NHS2: Nurse’s Health Study 2; ARIC: Atherosclerosis Risk in Communities; EPIC: European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition; ATTICA: region griega que da nombre al estudio; LIBCSP: Study Long
Island Breast Cancer Study Project. En todos los estudios la ingesta dietética fue recogida con cuestionarios de frecuencia de

. . . . . 1 . 2 . . .
consumo alimentario semicuantitativos. ~ Media (SD); © Mediana cuando se indica con *.

44



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal:

T.

1431-2012

1.2.3. Absorcion, transporte, asimilacion y metabolismo

La betaina es absorbida en el ileon mediante transportadores IMINO™® junto con otras
betainas dietéticas (prolina-betaina y trigonelina). Su absorcién y distribucién celular es rapida.
Entre 1y 2 horas después de la ingesta se observa un incremento de su concentracién sérica.
La ingesta de suplementos orales de betaina presenta una biodisponibilidad préxima al
100%'*. La incorporacion a la célula tiene lugar a través de sistemas de transporte de

aminodcidos, principalmente con el transportador de betaina/acido y-aminobutirico (BGT1)*.

La oxidacién de la colina, localizada principalmente en las mitocondrias de las células hepaticas
y renales, produce la betaina. Su metabolismo genera secuencialmente DMG, sarcosina y
glicina (reacciones descritas en el apartado 1.1.6. Metabolismo: oxidacion de la colina) (Figura
3). La betaina se elimina principalmente a través de su catabolismo, ya que su excrecion
. . ;e 121 . .. .. .
urinaria es infima™". En un estudio a cuyos participantes se les administraron altas dosis de
betaina, sea a través de la dieta o como suplemento oral, no se observaron cambios en su

excrecion urinaria de betaina'®.

1.2.4. Funciones bioquimicas

La betaina tiene tres funciones principales en los mamiferos. En primer lugar, cuando la
betaina no es catabolizada, se utiliza como osmolito orgdnico. La célula regula su volumen
ajustando la concentracion de osmolitos intracelulares. Los osmolitos pueden ser inorganicos,
como el sodio, el potasio y los iones clorados, o bien organicos como la betaina, la
glicerofosfocolina, el myo-inositol, el sorbitol y los aminodacidos™*. No obstante, el incremento
de la concentracidn intracelular de iones inorgdnicos es limitado porque modifican las
estructuras proteicas y las funciones enzimaticas. En cambio, la betaina no altera el
metabolismo celular y estabiliza sus funciones bajo diferentes tipos de estrés*>'*. E|
transportador de betaina osmoregulador BGT-1 se identificé en la médula del riion'?®, donde
las concentraciones de betaina son excepcionalmente elevadas (>100mM)'?’. En segundo
lugar, la betaina intracelular actia como chaperona para estabilizar las estructuras de las
proteinas cuando la célula se halla bajo condiciones de desnaturalizacién*?. Finalmente, la
betaina también sirve como dador de grupos metilo en la reaccidn que convierte la Hcy a
metionina. En esta reaccion, catalizada por la enzima BHMT, la betaina se transforma en
DMG™. Por su participacion en esta reaccidén, la betaina, junto con la colina, esta

directamente implicada en el metabolismo monocarbonado.
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1.2.5. Estado en betaina

Hasta la fecha, alin no se ha publicado un rango de referencia para la concentracion plasmatica
de betaina en humanos. Sin embargo, los estudios realizados son coincidentes, incluso
utilizando métodos de deteccion distintos. En general, la concentracidon plasmatica de betaina

L**”. Una dieta rica en betaina se traduce en un

en adultos se encuentra entre 20 y 70 umol/
aumento de su concentracion en plasma?’. No obstante, este incremento es mas rapido tras la
toma de un suplemento oral que tras la ingesta de una comida con alto contenido en betaina.
Esto refleja una rdpida absorcidn por parte del suplemento oral. En cambio la betaina de la
comida, que requiere de una ruptura mecanica previa de los alimentos para ser absorbidos,

122 | a concentracién de betaina en plasma o suero

llega a la circulacion portal mas lentamente
tiende a ser alrededor de un 15% superior en hombres que en mujeres. En la Tabla 4 se
presentan las concentraciones plasmaticas obtenidas en distintas poblaciones de voluntarios

sa n05130-137.

Tabla 4: Rango de betaina plasmatica (umol/L) en ayunas en adultos (hombres y mujeres).

N Edad *® Betaina plasmatica (umol/L)
Referencia
Total Hombres Mujeres (afios) Total Hombres Mujeres
Allen RH, 1993 60 30 30 18-65  18-73° - -
Holm PI, 2003 60 22 38 20-65  27-41° - -
Melse-Boonstra A, g § g
152 308 182 126 50-75  25-45 26-47 24-44
2005
Holm PI, 2005* 500 208 292 31-69  19-45°  26-51° 16-39¢
Shwab U, 20063 10 3 7 41(12)°  27-67° - -
Holm PI, 2007*** 10.601  5.221 5.381 50-64 - 23-71° 15-57°
Konstantinova SV, 1.657 2.062 47-49 26-72° 17-56°
155 7.045 39(12)° X A
2008 1.466 1.860 41-74 26-74 20-62
Lever M, 2009"%¢ 16 16 - 19-40 - 38(5)° -

? Rango estadistico; ° Rango 95%; © Rango intercuartil; © Rango 90%; © Media (DE)

La concentracién plasmatica de betaina presenta una variabilidad inter-individual

|136,138

sustancia , mientras que su variabilidad intra-individual a lo largo del tiempo es muy

pequefia, probablemente debido a un estricto control metabdlico™®.
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Las diferencias observadas entre sexos en las concentracion de betaina plasmatica puede
deberse a una diferente regulacion hormonal. En una poblacidon adulta (43-63 afos) con
alteraciones lipidicas se encontraron distintos predictores de betaina plasmatica en funcion del
sexo. Mientras que en los hombres la insulina y la apolipoproteina B fueron los predictores

mas fuertes, en las mujeres lo fueron la carnitina plasmatica y urinaria®.

1.2.6. Suplementacion con betaina

Se han utilizado distintas estrategias nutricionales para disminuir la tHcy. Estd ampliamente
aceptado que la suplementacién con acido félico reduce la tHcy. Un metanalisis que incluyd 27
ensayos clinicos concluyé que dosis diarias de 0.2 o0 0.8 mg de acido félico se asocian con una
reduccion del 13% o 23 % de tHcy, respectivamente. Al afiadir la suplementacién con vitamina
By, se consiguid una reduccion aun mayorl‘m. Asimismo, en pacientes con enfermedades
vasculares se observd una reduccién de la tHcy al combinar la suplementacion con acido félico,

vitamina Bg y vitamina Blzm.

La suplementacién oral con betaina se ha utilizado como tratamiento para la homocistinuria

X142,143

desde medianos del siglo XI . Se han llevado a cabo varios estudios de intervencién para

demostrar este efecto, tanto en poblaciones sanas como en individuos que presentaban una

elevada tHcy. Uno de ellos, realizado con 15 sujetos sanos, demostrd que la suplementacién

144

con 6 g/dia de betaina durante 3 semanas reducia ligeramente la tHcy . Posteriormente, se

realizé un estudio a doble ciego, aleatorizado y controlado con placebo en una poblacién de 46
obesos sin disfunciones hepaticas ni renales. La suplementacion con 6 g/dia durante 12
semanas, que se tradujo en una concentracion de betaina plasmatica 10 veces superior a la

145

inicial, resultd en una reduccion del 9% de la Hcy sérica . La dosis de 6 g/dia representa la

dosis maxima efectiva. El maximo efecto de la betaina sobre la tHcy tiene lugar entre la

primera y la segunda semana de tratamiento™.

La misma dosis de suplementos de betaina fue también efectiva para reducir la tHcy en
personas con hiperhomocisteinemia, tanto en ayunas como después de una sobrecarga de

147

metionina™’. Se ha contrastado el efecto de diferentes cantidades de suplementacion diaria

146148149 " Olthof y colaboradores administraron tres

de betaina sobre la reduccién de la tHcy
cantidades de betaina distintas, 1.5 g/dia, 3 g/dia y 6 g/dia, a sujetos que presentaban elevada
tHcy durante 6 semanas. Demostraron una relacién dosis-respuesta entre la suplementacién
de betaina y la tHcy, de modo que a mayor dosis de betaina mas disminuia la tHcy. Destacaron

gue incluso la dosis mas baja ejercia efecto sobre la tHcy tanto en ayunas como después de la
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sobrecarga de metionina'®®. La dosis de 1.5 g/dia se encuentra dentro del rango diario de
ingesta de betaina dietética, lo que sugiere que una dieta rica en betaina podria reducir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares disminuyendo la tHcy. De hecho, se demostré que
tanto una dieta rica en betaina como en colina era capaz de aumentar la concentracién de
betaina plasmatica, provocar una pequefia reduccion de la tHcy y atenuar el aumento de la

concentracion de Hey que aparece como respuesta a una sobrecarga de metionina*®,

La suplementacion con acido félico combinado con betaina produce una disminucién de tHcy
ligeramente superior a la betaina por si sola'*. Asi, en sujetos con una respuesta limitada al
acido fédlico, se podria aumentar la efectividad del tratamiento mediante la combinacion de

ambos suplementos ya que estos se metabolizan en drganos distintos.

1.3. Técnicas para determinar la colina y la betaina

A lo largo de la historia se han utilizado varios métodos analiticos que han permitido
determinar la colina, la betaina y sus derivados con distintos grados de complejidad y
efectividad. El avance sustancial de la tecnologia ha permitido que actualmente se disponga de
técnicas analiticas altamente eficaces. Sin embargo, se trata de técnicas complejas con un alto
coste econdmico, factibles para estudios epidemioldgicos pero poco accesibles para su uso en

el diagnostico clinico.

Holm y colaboradores desarrollaron un método muy sensible basado en la cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de masas un tandem (LC-MS/MS) que permitié la
determinacidon de colina, betaina y DMG simultdneamente en plasma y suero humano. El
procesamiento previo de la muestra consistia en una precipitaciéon de proteinas muy sencilla
qgue se llevd a cabo mediante un sistema automatizado seguido de un proceso de High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Este método se calific6 como muy apropiado

para estudios epidemioldgicos en muestras grandes™!

. La determinacién de colina, betaina y
DMG en las muestras sanguineas utilizadas para esta tesis doctoral se llevé a cabo mediante
este método analitico (Ver apartado 2.1. Determinaciones bioquimicas, en Material y

meétodos).
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1.3.1. Artefactos de procesamiento

La inestabilidad de las moléculas relacionadas con el metabolismo monocarbonado puede
incrementar la variabilidad pre-analitica, lo que podria dificultar la deteccidn de asociaciones
entre los biomarcadores analizados. Por este motivo, la recogida, el procesamiento y las
condiciones de almacenamiento de las muestras son aspectos cruciales para conseguir una

correcta determinacidén e interpretacion de la concentracion de colina.

Dos de los factores que podrian afectar a la estabilidad de la colina son la temperatura y el tipo
de anticoagulante utilizado durante la recogida de la muestra. Un estudio realizado con dos
tubos distintos de recogida de sangre, uno con heparina y otro con 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), demostré que la concentracidon de colina en plasma era
distinta entre ambos. Manteniendo ambas muestras a temperatura ambiente, determinaron
que la concentracion de colina de la muestra recogida en el tubo con heparina incrementaba
linealmente con el tiempo. En cambio, utilizando el tubo con EDTA solo aumentd durante la
primera hora y después se estabiliz6. Aunque la heparina y el EDTA son ambos
anticoagulantes, tienen mecanismos de accidn distintos. La heparina inactiva la trombina y el
EDTA es un quelante de calcio que interrumpe la cascada de coagulacién. Las fosfolipasas que
actuan sobre los ésteres de colina son dependientes de calcio, por este motivo estan inhibidas
en presencia de EDTA. Cuando la muestra se conservd a -802C, la concentracion de colina se

mantuvo estable durante los posteriores 5 afios™.
Estos resultados son importantes para optimizar el procesado y el almacenaje de las muestras

bioldgicas en los laboratorios de andlisis. Asimismo, hay que tener en cuenta estos factores en

la interpretacion de biomarcadores utilizados en los estudios epidemioldgicos.
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2. El ciclo de la metionina

2.1. El paso de metionina a homocisteina

La metionina y la cisteina son considerados los principales aminoacidos sulfurados que se
incorporan a las proteinas. Ademas, tienen un papel muy importante en el metabolismo

celular®®.

La metionina es un nutriente esencial en tres reacciones del organismo: (1) el reciclaje
intracelular de folato, (2) el catabolismo de la colina y la betaina y (3) la via de transulfuracion,

para la formacién de cistationina, cisteina y glutation entre otros metabolitos®>.

En el metabolismo de la metionina se encuentran diversas reacciones de metilacion (Figura 6).
La primera es la activacién de la MAT que convierte la metionina en SAM. Esta dona su grupo
metilo a un aceptor para producir S-adenosilhomocisteina (SAH), mediante una
metiltransferasa (MT). SAH es hidrolizada a Hcy y adenosina por parte de la SAH hidrolasa. La
Hcy es el intermediario esencial del metabolismo de la metionina. Esta secuencia de
reacciones se conoce como transmetilacion y estd presente en todas las células del

organismom.

Hay varias MT que utilizan SAM como sustrato, pero tres de ellas juegan un papel importante
en la regulacion del metabolismo monocarbonado y en la generacion de Hcy: la
guanidinoacetato N-metiltransferasa (GAMT) responsable de la sintesis de creatinina, la glicina
N-metiltransferasa (GNMT) que cataliza la metilacidon de glicina y genera sarcosina, y PEMT,
encargada de la sintesis de la fosfatidilcolina®®®. Sin embargo, la ADN(citosina-5-)-
metiltransferasa (DNMT1) tiene una funcién crucial en la estabilidad del ADN ya que es

responsable de la metilacién de la citosina®*.
En los humanos, las principales fuentes dietéticas de grupos metilo para llevar a cabo todas las

reacciones de metilacién son la colina (=30 mmol metilo/dia), la metionina (=10 mmol de

metilo/dia) y el MTHF (=5-10 mmol de metilo/dia) ***.
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Figura 6: Metabolismo de la metionina
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MAT: Metionina adenosiltransferasa; MS: Metionina Sintasa; BHMT: Betaina-homocisteina
metiltransferasa; MT: Metiltransferasa; SAH Hidrolasa: S-adenilhomocisteina hidrolasa; SAM: S-

adenosilmetionina; SAH: S-adenilhomocisteina; DMG: Dimetilglicina. Adaptacion de Finkelstein JD,

19982

2.2. El metabolismo de la homocisteina

La conversién de Hcy a metionina es una reaccién esencial para el mantenimiento de la
metionina, la eliminacién de la Hey y la produccion de SAM. Existen tres enzimas que utilizan la
Hcy como sustrato, la actividad relativa de las cuales depende del estado metabdlico. Cuando
el balance de metionina es positivo, la Hcy se convierte en cisteina de forma irreversible a
través de la via de la transulfuracion. Cuando el balance es negativo, la Hcy se convierte a

metionina, proceso conocido como remetilacion, a través de dos vias distintas®®®

. En la mayoria
de tejidos la remetilacion de la Hcy es catalizada por la enzima metionina sintasa (MS). En
cambio, en el higado y en el rifién, la enzima encargada de la mayor parte de esta reaccion es
la BHMT, cuyo dador de grupos metilo es la betaina (Figura 7). En adultos jovenes, se ha
descrito que alrededor de un 43% de la Hcy es remetilada y un 57% es metabolizada por la via

de la transulfuracion®’.
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Figura 7. Metabolismo de la homocisteina

Folato —— DHF

Metionina

THE Remetilacion

Serina

Glicina

DMG
5,10-MTHF

5-MTHF
Homocisteina

Serina @
H,0 ) Transulfuracion

PR

Betaina Colina

Cistationina

a-cetobutirato

Cisteina

DHFR: Dihidrofolato reductasa; SHMT: Serina hidroximetiltransferasa; MTHFD1: metilen tetrahidrofolato
deshidrogenasa 1; MTFHR: Metiltetrahidrofolato reductasa; MS: Metionina Sintasa; CHDH: Colina deshidrogenasa;
BHMT: Betaina-homocisteina metiltransferasa; CBS: Cistationina pB-sintasa; CGL: Cistationina y-liasa; DHF:

Dihidrofolato; THF: Tetrahidrofolato; 5,10-MTHF: 5,10-metiltetrahidrofolato; 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato;

DMG: Dimetilglicina. Adaptacion de Carmel R y Jacobsen DW, 2001,

Debido a la existencia de un mecanismo de salida de la Hcy celular, ésta se puede detectar en
el plasma. La hiperhomocisteinemia indica una anomalia en el metabolismo de la Hcy ya sea
debido a una alteracidén en la via de la transulfuraciéon o bien en la via de la remetilacidn. La
salida de la Hcy al exterior de la célula soluciona el problema de toxicidad intracelular pero
provoca una elevada concentracién de Hcy en plasma que a su vez podria alterar la funcion

endotelial™®.
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2.2.1. La transulfuracion de la homocisteina
La distribucidn de la via de transulfuracién en los tejidos es limitada, tan solo estd presente en
higado, rifidn, intestino delgado y pancreas. Los tipos celulares que no disponen de esta

reaccidn requieren una fuente exdgena de cisteina?®.

En esta ruta metabdlica se convierte la Hcy a cisteina de forma irreversible a través de dos
reacciones consecutivas (Figura 7). La primera es la transformacion de Hcy y serina a
cistationina y agua, paso limitante de la via de transulfuracién'?®, catalizado por la cistationina
B-sintasa (CBS), una hemoproteina dependiente de la vitamina Bg. En la segunda reaccion se
utiliza la cistationina como sustrato y se produce cisteina y a-cetobutirato. La enzima
responsable es la cistationina y-liasa (CGL), y también requiere de vitamina Bg como

cofactor™®.

Se han descrito algunos polimorfismos en el gen de la CBS que podrian afectar a la via de la
transulfuracién y a la tHcy. Sebastio y colaboradores identificaron el polimorfismo
CBSc844 845ins68 en pacientes con homocistinuria®®. Posteriormente, estudios realizados en
individuos con elevado riesgo cardiovascular observaron que aquellos que tenian esta
insercion en el gen de la CBS presentaban una tHcy inferior e incrementos menores de Hcy al
aplicar una prueba de sobrecarga de metionina, en comparacidon con los que tenian el
genotipo salvaje'®'®®. Esto indicaria que la insercién de 68 pares de bases podria ser un
polimorfismo protector, aumentando la actividad de CBS y como consecuencia que la via de la

transulfuracién fuera mas eficaz'®.

2.2.2. La remetilacion de la homocisteina

En la conversidn de Hcy a metionina intervienen dos enzimas de forma paralela. Por un lado la
enzima MS, que se encuentra en todos los tipos celulares y esta intimamente relacionada con
el ciclo del folato. Por otro lado, la BHMT, limitada basicamente en higado y rifién y

directamente relacionada con la oxidacion de la colina.

El ciclo del folato y sus polimorfismos

El ciclo del folato esta directamente relacionado con la enzima MS en la remetilacion de la Hey.
El folato se reduce a dihidrofolato (DHF) y seguidamente a THF gracias a la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR). A continuacién, el THF y la serina se convierten en 5,10-MTHF

y glicina, respectivamente, mediante la accion de la serina hidroximetiltransferasa (SHMT)
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cuya coenzima es la piridoxina o vitamina Bg. Sin embargo, existe una reaccidn alternativa para
su formacién a través de la enzima trifuncional metilen tetrahidrofolato deshidrogenasa 1
(MTHFD1). Por otro lado, el 5,10-MTHF, ademas de ser imprescindible para la sintesis de novo
de purinas y pirimidinas, es el sustrato de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) que, utilizando la riboflavina o vitamina B, como cofactor, lo transforma en 5-MTHF
irreversiblemente. Este Ultimo producto es el responsable de transferir los grupos metilo a la
Hcy para que tenga lugar su conversion a metionina. EI 5-MTHF se transforma en THF vy

empieza el ciclo de nuevo (Figura 7).

La enzima MS tiene como cofactor la vitamina By, o cobalamina, que tiene un papel esencial
como intermediaria en la transferencia del grupo metilo del 5-MTHF a la Hcy. El 5-MTHF cede
su grupo metilo a la cobalamina, produciendo THF y metilcobalamina. El THF vuelve a empezar
el ciclo del folato y la metilcobalamina cede el grupo metilo que acaba de incorporar a la Hcy,
permitiendo su conversién a metionina. La enzima metionina sintasa reductasa (MTRR) es la
encargada de la union del grupo metilo a la cobalamina, de este modo la enzima MS se
mantiene en su forma activa. La metilcobalamina, al liberarse del grupo metilo, se convierte de

nuevo en cobalamina y vuelve a estar disponible para metilarse® (Figura 8).

La actividad de MS depende tanto de la disponibilidad de 5-MTHF, como de de la cobalamina.
La deficiencia de cualquiera de las dos, ya sea por una ingesta inadecuada®, por
malabsorcion®’ o por baja disponibilidad debido a la presencia de algun polimorfismo, causa

una menor la remetilacion de la Hcy. La consecuencia principal es el incremento de la tHcy.
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Figura 8. La cobalamina como cofactor de la enzima MS

Metionina
S
5-MTHF CBL
5,10-MTHF MTRR Ma
THF MetilCBL
Homocisteina

THF: Tetrahidrofolato; 5,10-MTHF: 5,10-metiltetrahidrofolato; 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato; CBL:

Cobalamina; MS: Metionina sintasa; MTRR: Metionina sintasa reductasa. Adaptacion de Gaughan y

colaboradores, 2001%°

La remetilacion de la Hcy y consecuentemente su concentracién plasmatica, puede estar
influenciada por la presencia de polimorfismos en los genes de las enzimas que intervienen en
esta conversién. Se han descrito polimorfismos en la mayoria de enzimas del ciclo de los
folatos. Sin embargo, algunas de sus variantes homocigéticas son mas prevalentes que otras y
no todas tienen un efecto claro sobre la Hcy. En esta tesis doctoral solo se describen aquellos
gue pueden tener relacidn con la via metabdlica de la colina. La relacidn entre colina y folato
favorece que la presencia de un polimorfismo en el ciclo del folato repercuta sobre la

bioeficacia de la colina.

El polimorfismo mas ampliamente estudiado del ciclo del folato afecta a la enzima MTHFR, se

define como MTHFR 677C>T y es capaz de modificar la bioeficacia de la colina especialmente

168

en presencia de un estado subdptimo en folato™". Frosst y colaboradores, lo identificaron en el

169

exon 4 que codifica para el dominio catalitico de esta enzima™". Su presencia causa un cambio

de alanina por valina en el coddn 222 (A222V). El resultado es una enzima termoldbil con un
70% menos de actividad en homocigéticos'®, debido a la disociacion de su componente

170

prostético FAD™"". Esto provoca la reduccion de la disponibilidad de 5-MTHF para la enzima MS
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en situaciones de estado subdptimo de folatos'’*

. La frecuencia de la variante homocigética
varia entre regiones y grupos étnicos, siendo mas prevalente en caucasicos. En la poblacién
espafola, diferentes estudios han indicado que la frecuencia de homocigotos para este
polimorfismo se sitta entre el 12%'"?y 17 %'”%. La consecuencia principal de su presencia es el

174,175

aumento de tHcy . Diversos estudios han relacionado este polimorfismo con patologias

176

derivadas de una elevada tHcy ™. Asimismo, se ha observado una concentracion de betaina

184 13 via

plasmatica un 10% inferior en los individuos con el genotipo MTHFR 677TT
metabdlica de la colina podria adquirir importancia ante una elevada tHcy derivada de la

presencia del polimorfismo MTHFR 677C=>T en homocigosis.

La presencia de polimorfismos vinculados a la cobalamina también es capaz de alterar la
conversion de la Hcy. Se han descrito polimorfismos tanto en el gen MTR que codifica para la
enzima MS, como en el gen de la enzima MTRR. El polimorfismo mds estudiado de la enzima
MTRR es el MTRR 66A—>G, que resulta en la sustitucion de una isoleucina por una metionina
en el coddn 22 (122M)Y”’. Este cambio se localiza en el dominio de unién a FMN'2, sugiriendo
que podria afectar a dicha interaccién, aunque no causa una pérdida severa de la funcidn
enzimatica’’. En distintas poblaciones americanas y europeas se ha encontrado una

177,179-183

frecuencia del genotipo GG de entre 17.5% y 35% . Hay trabajos que han relacionado el
genotipo salvaje con un riesgo mas elevado de hiperhomocisteinemia comparado con los otros
genotipos™. En un estudio longitudinal del embarazo realizado en una poblacién espafiola se
observd que la tHcy al inicio de la gestacidon es mayor en las mujeres con el genotipo MTRR
66GG que en el resto’”®. No obstante, en otras poblaciones no se ha encontrado asociacion
alguna entre el polimorfismo MTRR 66A>G vy la tHcy>'7718218% E| hecho de que la variante
homocigética del polimorfismo MTRR 66A—>G, al igual que la del polimorfismo MTHFR
677C>T, pueda incrementar la tHcy, podria repercutir sobre la via metabdlica de la colina.

Ante esta situacién la contribucién de la colina a la remetilacién de la Hcy para reducir su

concentracién seria mds importante.

La via de la colina. La enzima BHMT vy su polimorfismo.

La utilizacion de la betaina como dador de grupos metilo por parte de la enzima BHMT es el
punto de conexion entre la oxidacion de la colina y la remetilacion de la Hecy. Cuando la betaina

cede un grupo metilo a la Hcy se produce DMG y metionina, respectivamente (Figura 7).

El descubrimiento de la enzima BHMT tuvo lugar a principios de los afios sesenta® pero no fue

hasta 1996 que Timothy A Garrow clond por primera vez esta proteina humana®%. Se trata de
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una enzima citoplasmatica dependiente de zinc cuya estructura es un homotetramero donde

185

cada unidad monomeérica tiene un peso molecular de 45 kDa . Consta de 406 aminoacidos

con un dominio catalitico que contiene tres cisteinas esenciales para la union al ién de Zn*? ¢,

La oligomerizacién de esta proteina es necesaria para su actividad metiltransferasa®®.

El gen de la enzima BHMT contiene 8 exones'®® y en los humanos se localiza en el cromosoma
5 Existe un transcrito llamado BHMT2 que comparte con BHMT el 73% de la secuencia de
aminodcidos. La diferencia principal entre ellos es la ausencia de 34 aminoacidos en la parte C-
terminal de la proteina BHMT2'. Esta se degrada rapidamente después de su expresion,
posiblemente por un error en el plegamiento. Es por esta razon que se conoce muy poco sobre

su funcionalidad. De todos modos, se ha demostrado que las dos formas pueden interaccionar

a nivel celular aunque se desconoce si esto tiene una implicacion funcional in vivo™.

Estudios de actividad enzimdtica y expresion génica indican que el higado y el rifién son los
principales organos donde se localiza de la enzima BHMT. En el higado, esta enzima representa
entre un 0.6 y 1.6% del total de la proteina®?, motivo por el que se propuso el higado como

192 contraposicion, existen tipos

principal 6rgano regulador de la concentracién de Hcy
celulares como los fibroblastos de la piel o los linfocitos de |la sangre periférica en los que no se

ha encontrado expresion de esta enzima'®.

Experimentos in vitro con células de higado de rata indican que tanto la enzima MS como la

198 Sin embargo, estudios in

BHMT contribuyen equitativamente a la remetilaciéon de la Hcy
vivo demuestran que la actividad de estas enzimas depende del estado nutricional y hormonal

del organismo™®.

La actividad de la enzima BHMT puede verse modificada por varios factores. Allen y
colaboradores demostraron que una baja concentracién de folato o de vitamina By, causa una
disminucién de la concentracidon de betaina en el higado ya que bajo estas condiciones se
incrementa la actividad de la enzima BHMT. En cambio, alteraciones hepdticas o renales
causan un aumento de la concentracién de betaina, debido a que la enzima BHMT no puede
funcionar correctamente™®. Asimismo, se ha demostrado que la DMG, producto de la
remetilacion de Hcy62'13°, y el SAM™®, son inhibidores de la enzima BHMT, aunque se
desconoce si tiene alguna funcién fisiolégica. La consecuencia principal de la inhibicién de la

actividad BHMT es la hiperhomocisteinemia*®’.
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Muy recientemente se ha creado por primera vez un modelo animal knock out para el gen
BHMT. La delecidn de este gen produjo la pérdida total de la actividad BHMT en el higado. Los
animales BHMT”" presentaron una concentracion muy elevada de betaina y Hcy en varios

+/+

tejidos comparado con los animales BHMT ", Ni la via de transulfuracién o la de remetilacién
mediante la enzima MS fueron capaces de eliminar el exceso de Hcy acumulado, indicando que
la enzima BHMT tiene un papel crucial en la homeostasis de la Hcy. Ademas, los animales
BHMT” presentaron una concentracion de DMG inferior mientras que la concentracién de
metionina no se vio afectada. Probablemente, las reservas y la ingesta de este aminoacido
fueron lo suficientemente importantes como para que su concentracién no se viese alterada
en la variante BHMT”". Sorprendentemente, esta delecién no resultd en una acumulacién de
colina. En contra de lo esperado, se observd un incremento de la expresion y actividad de la

enzima CHDH mediado por un mecanismo regulador actualmente desconocido®.

La suplementacién o restriccion del aporte de metionina, colina o betaina, es decir Ila
disponibilidad de dadores de grupos metilo, puede incrementar o reducir respectivamente la
actividad de BHMT™ %% En un modelo animal se ha demostrado que la ingesta de acido
folico y de proteina durante la gestacion podria influir en la expresion de las enzimas BHMT,
CBS y PEMT en sus crias. Una dieta materna con una ingesta normal de proteina suplementada
con 2 mg de acido félico por cada quilo de peso del animal resulté en aproximadamente un

50% de reduccién de los niveles de mMRNA de BHMT en la descendencia®®.

Desde principios de los afios sesenta se conoce el efecto que tiene el etanol sobre el

201

metabolismo del folato La ingesta de etanol es capaz de secuestrar el folato en los

hepatocitos impidiendo su utilizacién en el metabolismo monocarbonado®®.

Barak vy
colaboradores demostraron que la ingesta crénica de etanol en ratas producia un incremento
de la actividad enzimatica de BHMT y una disminucidn de la betaina. Esta adaptacién
metabdlica permitid mantener las concentraciones de SAM sugiriendo que el etanol es capaz

de dafiar la produccién de metionina pero promueve la actividad BHMT para compensarlo®®.

El promotor del gen de la BHMT tiene elementos reguladores que son activados por varias
hormonas. Por un lado, se ha descrito una disminucion de la expresion de BHMT debido a los

205

corticoesteriodes® y a la insulina®®. Y por otro lado, se ha asociado un aumento de dicha

expresion con la presencia de hidrocortisona, cortisol'® y estrégeno””.
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La presencia de polimorfismos o mutaciones en la secuencia del gen BHMT podria causar una
alteracion en su funcionamiento y originar un incremento de la tHcy. De hecho, la sustitucion
de tres cisteinas altamente conservadas, por alaninas o serinas, en el dominio de unién a Hcy,

resultd en una perdida total de su actividad enzimatica®®.

Park y Garrow describieron en una poblacién holandesa un polimorfismo en el exdn 6 del gen
de BHMT, conocido como BHMT 742 G>A, o también llamado BHMT 716 G>A. La diferencia
en la numeracion de los nucleétidos es debida a la contabilizacién o no de la secuencia inicial
que no se traduce en la parte 5°. Este cambio provoca que se traduzca una arginina en lugar de

una glutamina en la posicién 239 de la secuencia de aminoacidos (R239Q)*%2.

La frecuencia de este polimorfismo en homocigosis se ha descrito en diversas poblaciones: en

207

208,209
, en

una poblacion china fue del 7.5%"", en poblaciones americanas, entre un 8 y un 8.9%

164,210,211

poblaciones europeas, entre un 8.6 y un 11% y en una poblacién canadiense, entre 12

y 17 %22

Los estudios epidemioldgicos sugieren que el polimorfismo BHMT 742 G—>A podria estar
relacionado con la presencia de varias enfermedades. Se ha asociado con un incremento del
. . . e 212 .. . 209 . 213

riesgo de sufrir espina bifida®*, desprendimiento previo de placenta®", cancer colorrectal™” y
fisura labiopalatina no sindrémica®”’. No obstante, no se ha encontrado asociacién con

enfermedades cardiovasculares®™.

Tampoco se han observado alteraciones destacables en el metabolismo monocarbonado como
asociadas al polimorfismo BHMT 742 G->A. Se ha investigado el efecto del genotipo
homocigoto en distintas poblaciones europeas y americanas, pero no se ha encontrado

164,208210,212214 * F| (inico efecto observado ha sido una

ninguna asociacién con la tHcy
disminucién de DMG, sugiriendo que podria tener algin efecto sobre la conversidn de la Hey a

metionina®.

Estudios in vitro con E. coli han demostrado que la presencia de este polimorfismo no hace
variar la termoestabilidad de la proteina ni su unién a la betaina®®. La comparacién de la
secuencia de aminoacidos de distintas especies muestra que en la posicién 239 se puede
encontrar indistintamente una arginina o una glutamina. Esto sugiere que el polimorfismo
R239Q puede que no tenga un impacto importante en el plegamiento de la proteina y

consecuentemente en su funcionalidad'°.

59



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal:

T.

1431-2012

De todas formas, es probable que el éptimo estado en colina y betaina de las poblaciones
estudiadas enmascaren un posible efecto del polimorfismo BHMT 742G—>A sobre la

219 Seria necesario investigar la presencia de este polimorfismo en una

remetilacién de la Hey
situacion en la que la concentracién de colina o betaina fuese critica. Por otro lado, es posible
que el efecto de este polimorfismo tan solo se manifieste cuando la enzima BHMT tenga un

papel crucial en la regulacidn de la Hcy.

2.3. La relacion de la colina y la betaina con la homocisteina en funcion

del estado en folato

La interaccién entre el folato y la via metabdlica de la colina se conoce desde hace mas de 50
afos en modelos animales de higado graso. Su interrelacidon se encuentra en el metabolismo
monocarbonado en el cual ambos nutrientes estan involucrados. En higado vy rifién, tanto el
folato como la betaina, principal metabolito de la oxidacién de la colina, actian como dadores

de grupos metilo en la conversién de Hcy a metionina®®®.

Un incremento de la ingesta de colina o de betaina, ya sea en la dieta o como suplemento oral,
conlleva una concentracion plasmatica de betaina mas elevada y como consecuencia una

reduccién de la Hey tanto en ayunas® como después de una sobrecarga de metionina®®*'?*?%€,

Holm vy colaboradores definieron a la betaina como factor que coopera con el folato para
regular la tHcy. Llevaron a cabo un estudio con 500 voluntarios sanos a los que se les extrajo
una muestra sanguinea antes y después de administrarles una sobrecarga oral de metionina.
La betaina, mediante la enzima BHMT, fue capaz de atenuar el incremento de tHcy durante el
exceso de metionina, y en los sujetos con un estado en folato deficitario, se observé una

asociacion inversa especialmente pronunciada entre la betaina y la tHcy™"?".

Estos resultados fueron concordantes con trabajos realizados con otras poblaciones sanas™*? y
poblaciones con alteraciones lipidicas®*®. Melse-Boonstra y colaboradores describieron
también una asociacién inversa entre la betaina y la tHcy, con una poblacidn sana de 308
hombres y mujeres. Les realizaron una intervencién de 12 semanas administrando
suplementos con distintas dosis de acido fdlico: 50, 100, 200, 400, 600 y 800 pg/dia.
Observaron un incremento de la betaina plasmatica dependiente de la dosis de acido fdlico.
Dosis de hasta 200 pg/dia se acompafiaron de un incremento de aproximadamente un 8% de

betaina plasmatica mientras que dosis de 400, 600 o 800 pg/dia se asociaron con un aumento
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de betaina de en torno a un 15%. Estas observaciones indican que en una poblacién sana, al
aumentar la concentracidon de folato del organismo, la remetilacion de la Hcy tiene lugar
principalmente a través de la enzima MS y como consecuencia disminuye la utilizacién de la

betaina por parte de BHMT**?

. Esta tendencia se observé también en una poblacién anciana,
suplementada con 400 pg/dia de acido félico y 1000 pg/dia de vitamina B;, durante 24
semanas. Como resultado, los participantes presentaron una disminucion de tHcy y un
incremento de betaina. Ademas, una de sus conclusiones fue que los individuos en el tercil
superior de betaina experimentaron una mejoria en su memoria debido a una mayor sintesis

de acetilcolina®®®.

Recientemente, se ha observado de nuevo la interaccidn de la colina y la betaina con el estado
en folato sobre la tHcy en una poblacién de 2.732 hombres y mujeres de la cohorte
Framingham Offspring Study, examinada entre los afios 1995 y 1998. En el transcurso de esta
evaluacion se promulgd, en EEUU, la ley que obliga a la fortificacién con acido félico, de modo
que el estudio incluyé los periodos previos y posteriores a esta fortificaciéon. Los autores
encontraron una asociacion inversa entre la ingesta de colina y betaina y la concentracién de
Hcy, tanto en ayunas como después de la sobrecarga con metionina, durante el periodo previo
a la fortificacién. Dicha asociacién fue mds pronunciada entre los participantes con menores
concentraciones de folato o vitamina Bi,, coincidiendo con los trabajos previamente
publicados?®. En contraposicion, esta asociacion desaparecié durante el periodo posterior a la
fortificacién con acido fdlico, sugiriendo que una elevada concentracién de folato plasmatico
es capaz de atenuar la relacién entre la betaina y la tHcy*®. Estos resultados ponen de
manifiesto, una vez mas, la interrelacién existente entre el estado en folato y en betaina como

determinantes de la tHcy.

Por otro lado, la biosintesis hepatica de fosfatidilcolina a través de la via PEMT utiliza grupos
metilo™3. El 5-MTHF es la fuente principal de grupos metilo de la enzima PEMT, por este
motivo el ciclo del folatos esta involucrado con la sintesis enddgena de la colina?!. Ademas,

uno de los productos indirectos de esta reaccion es la Hcy.

Las evidencias actuales sugieren que el estado en folato del organismo podria alterar tanto la

relacién betaina-Hcy como la relacién colina-Hey?%%2%.
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3. La colina y la homocisteina durante la gestacion

El embarazo es un periodo de grandes cambios en la fisiologia de la mujer, durante el cual es
crucial disponer de un correcto estado en micronutrientes para asegurar el desarrollo éptimo

del feto?*?

. Una de las adaptaciones cardiovasculares que tiene lugar es el incremento del
volumen plasmatico, uno de los determinantes del flujo sanguineo uterino. En un embarazo
normal, esta adaptaciéon empieza a partir de la semana seis de gestacion y continda hasta el
final del embarazo. El aumento del volumen plasmdtico es proporcional al peso del feto,

pudiendo variar entre el 25% y el 80%2*?*,

El crecimiento del feto depende de la absorcion de nutrientes a través de la placenta. La
llegada de nutrientes maternos a la placenta estd determinada por el metabolismo, la
utilizacion y distribucién de los nutrientes almacenados, la capacidad de transporte de

proteinas y las adaptaciones cardiovasculares al embarazo®.

La interpretacion del estado en micronutrientes durante el embarazo es compleja. Se deben
tener en cuenta las adaptaciones maternas, placentarias y fetales que tienen lugar debido al
propio embarazo®?%. Esto genera una falta de consenso para determinar los valores de
referencia de los micronutrientes durante este periodo®”. La mayoria de micronutrientes son
altamente variables entre individuos y dependientes de la edad gestacional en que se haya

realizado la determinacién bioquimica.

3.1. La colina y la betaina durante la gestacion.

Durante el embarazo tiene lugar un incremento de los requerimientos de colina por parte de la
madre. Esta es transportada desde el compartimiento materno al fetal, en contra de gradiente,

a través de la placenta®.

Mientras que otros nutrientes relacionados con el metabolismo monocarbonado, como el
folato o la cobalamina, presentan una reduccién de su concentracién materna a medida que

avanza el embarazo??*®°

, en el caso de la colina se observa un incremento progresivo de su
concentracién plasmatica’”’. En una muestra de gestantes a término se observé que la colina
plasmatica era un 45% superior en comparacion con un grupo de mujeres no embarazadas®**.
Posiblemente se trate de una adaptacion que permita el mantenimiento de la colina maternay

su transporte hacia el feto.
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Un incremento de la ingesta de colina podria no ser suficiente para compensar esta demanda
extra de colina. Muy recientemente se ha realizado un estudio de intervencion aleatorizado
con gestantes de tercer trimestre para determinar si la colina de la dieta puede modular los
biomarcadores maternos y fetales del metabolismo monocarbonado. Se estudié un grupo de
21 mujeres no embarazadas y otro de 27 embarazadas de 27 semanas de gestacioén (SG). A las
participantes de ambos grupos se les administré una dieta con 480 mg/dia o 930 mg/dia de
colina (procedente de alimentos y suplementos) durante 12 semanas. Las gestantes tratadas
con 930 mg/dia de colina incrementaron su uso como dador de grupos metilo tanto en el
compartimiento materno como en el fetal. Se concluyd que una ingesta de 450 mg de colina al
dia (establecida como IA durante la gestacidon) puede ser insuficiente para cubrir las
necesidades de este nutriente durante el tercer trimestre de embarazo®®.

Por otro lado, la concentracién plasmatica de colina libre****

y también la unida a
fosfolipidos'® es superior en el feto que en la madre. Mientras que algunos autores han
observado una buena correlacién entre la colina plasmatica materna y la fetal (r=0.35;
p<0.05)** otros han encontrado una correlacién no significativa entre la colina de ambos

21 o (r=0.33; p>0.05)*2 Esta falta de consistencia en los

compartimentos (r=0.06; p>0.05)
resultados de la correlacion materno-fetal de la colina podria explicarse en parte por el estado
en folato de la madre durante la gestacién, un factor que no se ha tenido en cuenta hasta la

actualidad al analizar esta relacion.

Durante el periodo perinatal es crucial proporcionar la cantidad adecuada de colina al feto,
especialmente para el cierre del tubo neural y el correcto desarrollo del cerebro y la médula
espinal®3. La relacién entre el acido félico y el riesgo de sufrir un DTN estd bien establecida. La
ingesta de suplementos con acido félico durante el embarazo tiene un efecto protector sobre

1?**. Actualmente, mas de una década

el riesgo de sufrir cualquier tipo de fisura orofacia
después de la implantacién de la fortificacion obligatoria de los cereales con acido félico en
Estados Unidos®®*, es posible que la etiologia de los DTN que se observan sea distinta. Por este
motivo, las investigaciones en este ambito estan dirigidas a encontrar otros agentes causantes.
La colina estad adquiriendo importancia en este campo, ya que se trata de un importante dador

de grupos metilo del metabolismo monocarbonado.

Shaw y colaboradores realizaron un estudio de casos y controles en una poblacién en la que
incluyeron mujeres con embarazos afectados por DTN y mujeres control seleccionadas al azar.

Sus resultados evidenciaron que una elevada ingesta de colina o de betaina periconcepcional
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se asociaba con una reduccién del riesgo de sufrir un embarazo afectado por DTN. Al ajustar
esta ingesta por factores que podrian alterar la relacion no alteré el resultado para la colina, y
tan solo atenud el efecto en el caso de la betaina. La disminucién mas considerable del riesgo
se observd en mujeres que tenian simultdneamente una dieta rica en colina, betaina vy

88,89

metionina Algunos polimorfismos de genes involucrados en el metabolismo

monocarbonado, especialmente en la enzima MTHFR, también se han relacionado con el

2% Recientemente, se ha llevado a cabo un estudio cuyo objetivo fue

riesgo de sufrir DTN
evaluar la asociacion entre varios polimorfismos pertenecientes a la via metabdlica de la colina
y el riesgo de sufrir hendiduras orofaciales. El polimorfismo BHMT 742 G—> A en homocigosis se
asocié con una reduccién del riesgo del 80% de sufrir esta enfermedad congénita. Los
portadores del alelo mutado del polimorfismo rs7639752 del gen Pcytl (CTP: fosfocolina citidil
transferasa 1), que esta involucrado en la sintesis de fosfatidilcolina, presentaron un aumento
del riesgo del 89% de sufrir hendiduras orofaciales. Resultados que permitieron a los autores

concluir que el metabolismo de la colina desempeiia un papel importante en la etiologia de

estas enfermedades congénitas®’.

Por otro lado, resultados obtenidos en modelos animales sugieren que un elevado estado en

92,238239 gjp embargo, no

colina materna se relaciona con mejora cognitiva de la descendencia
se ha conseguido evidenciar esta relacion en humanos. Un estudio realizado con 404 parejas
de madres e hijos en Birmingham (Alabama) no hallé asociacidn entre la colina materna de
diferentes momentos de la gestacion o cordén umbilical y el coeficiente intelectual de sus hijos
a los 5 afios*®. Villamor y colaboradores tampoco encontraron relacién entre la ingesta de
colina de 1210 gestantes (en el primer y segundo trimestre) y las capacidades cognitivas de sus
hijos a los 3 afios®*. La mejora cognitiva de la descendencia tampoco se ha asociado con la

suplementacién prenatal de 5-MTHFR**2.

Después del nacimiento, la colina se transfiere desde la circulacion materna hacia las células

243,244 £ importante mantener un estado 6ptimo

del epitelio mamario, en contra de gradiente
en colina después del parto para garantizar un aporte adecuado de colina durante la lactancia

materna.

La fuerte correlacidn positiva que se observo entre la colina, la betaina y la DMG en el trabajo
de Molloy y colaboradores sugiere que la oxidacién de la colina es esencial durante la

gestacion, como fuente de grupos metilo®.
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La concentracion de betaina también sufre cambios a lo largo del embarazo. En un estudio
longitudinal en el que se determind la betaina plasmatica en siete momentos distintos del
embarazo, se describi®é una reduccién progresiva de su concentracion’’. Friesen vy
colaboradores observaron que un grupo de 46 gestantes de 37-41 SG presentaba una betaina

24 Aligual que

plasmatica un 63% inferior respecto a un grupo de 19 mujeres no embarazadas
la colina, la concentracidn de betaina también es mas elevada en el plasma fetal que en el

materno.

Se ha descrito una moderada correlacion entre la betaina materna y la fetal (entre 0.40 y 0.46)
y una elevada correlacién entre la DMG materna y la fetal (entre 0.58 y 0.73)2*%*!, Esto
evidencia una baja contribucidn de la oxidacién de la colina a la remetilacidon de la Hcy en la
circulacion fetal, sugiriendo a su vez una baja actividad de BHMT. Consecuentemente, la
colina, la betaina y la DMG presentes en plasma fetal serian el resultado de un transporte a

través de la placenta.

Un estudio reciente que ha comprobado la presencia de varias enzimas involucradas en el ciclo
de la metionina en placentas humanas apoya esta hipdtesis. Han observado una coexpresion
de la enzima MS y de MTHFR en la placenta. Esto demuestra que la remetilacién de la Hcy en
este tejido tiene lugar predominantemente a través de la enzima MS, intimamente relacionada
con el ciclo de los folatos. En contraposicion, la expresidn de CBS fue extremadamente bajay la
de BHMT fue indetectable?®. Estos resultados sugieren que la actividad de la via metabdlica de

la colina es baja o inexistente en la placenta.

3.2. La homocisteina durante la gestacion.

Una elevada tHcy se ha relacionado con un incremento del riesgo de sufrir enfermedades
. 246 e . 247,248
cardiovasculares®™ y con complicaciones del embarazo como preeclampsia , defectos

220,249

congénitos?®?*, bajo peso al nacer’, crecimiento intrauterino retardado (CIR)*'** y

prematuridad idiopatica®*.

Al igual que otros metabolitos relacionados con el metabolismo monocarbonado, el estado en
Hcy varia a lo largo de la gestacion. Un estudio longitudinal durante el embarazo, en el que se
obtuvieron muestras sanguineas tanto preconcepcionales como durante la gestacidn, permitio
describir cuales son las variaciones de la tHcy que ocurren durante este periodo. Se observé

gue desde el inicio hasta mitad del embarazo tiene lugar un descenso fisiolégico de la tHcy,
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independientemente de la suplementacién con acido félico y de la hemodilucién®®. Su
determinacion en el momento del parto permitié observar que la tHcy se recupera durante la
parte final de la gestacidn, llegando a la concentracién que las mismas mujeres presentaban

durante la preconcepciéon®®.

Por otro lado, se ha comprobado en mujeres embarazadas que la concentracidn de folato esta

22828 |3 ingesta diaria de folato puede ser crucial

inversamente relacionada con la tHcy
durante el embarazo. Es posible que durante este periodo se dé una reduccién del estado en
folato hasta el punto que algunas mujeres sufren un deficiencia de este nutriente®’. La
disponibilidad de folato es decisiva para el correcto desarrollo del tubo neural. Por este
motivo, en los EEUU es obligatoria la fortificacion de los cereales con acido félico desde

1998%%,

El Ministerio de Sanidad espafiol recomienda la suplementacién con 400 pg de acido félico al
dia a todas las mujeres que estén planificando un embarazo®®. Una vez embarazadas, la

recomendacion del uso de este suplemento se mantiene hasta las 12 SG*°.

Sin embargo, se ha observado que la suplementacién con acido félico hasta el final de la
gestacion mejora el estado en folato y consecuentemente atenua el ascenso de la tHcy
durante el tercer trimestre®®. Seria interesante poder esclarecer si realmente es necesario
mantener esta suplementacién para reducir la tHcy durante la parte final de la gestacién o si
bien el aumento de tHcy que tiene lugar durante este periodo se trata de una respuesta
fisiologica del propio embarazo relacionada con otros procesos, como podria ser la sintesis

enddgena de colina.

El peso al nacer

El bajo peso al nacer para su edad gestacional se ha asociado con una pobre funcién

263

cognitiva®®, enfermedades cardiovasculares®®”, hipertension®? y diabetes tipo 22 en el

adulto.

Cuando el bajo peso al nacer tiene implicaciones clinicas mds importantes para el desarrollo
del recién nacido puede que se trate de un crecimiento intrauterino retardado (CIR). El CIR,
gue generalmente se define Unicamente como: peso al nacer por debajo del percentil 10
segln su género y edad gestacional®®®) es una patologia que en la mayoria de los casos implica

una alteracién en el flujo de las arterias placentarias, de modo que el feto no recibe el aporte
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nutricional adecuado. El CIR es un problema de salud publica global*®® ya que se asocia con un
riesgo mas elevado de morbilidad y mortalidad durante la infancia y en la vida adulta®®.
Existen varios factores que pueden incrementar el riesgo de tener un hijo con CIR, uno de ellos
es la elevada tHcy durante el primer trimestre. Una tHcy >= 7.2 umol/L en gestantes de menos

de 12 SG se ha asociado con un riesgo 12 veces superior de tener un hijo con CIR*".

De todos modos, es necesario conocer los factores que pueden reducir el peso al nacer sin que
implicitamente signifique la presencia de un CIR. Se han realizado varios estudios explorando
la posible asociacién entre la tHcy materna durante la gestacion y el peso al nacer’*®*%°. un
estudio prospectivo espanol que incluyd 93 mujeres con la intencién de quedarse
embarazadas, investigd la relacién entre la tHcy materna durante la preconcepcién y el peso
de sus hijos al nacer. Concluyeron que las gestantes con una tHcy >9.12 pmol/L en el periodo
preconcepcional presentaban un incremento del riesgo del 70% de tener un hijo en el tercil
bajo de peso al nacer (<3120 g)**. Por otro lado, un estudio realizado con 2016 gestantes
canadienses explord la asociacion entre la tHcy materna analizada cada 2 semanas (desde la 4
hasta las 20 SG) y el bajo peso al nacer (inferior al percentil 10 para su edad gestacional). El
percentil 90 de tHcy a las 4-5 SG fue de 7.05 pumol/L mientras que a las 18-20 SG fue de 5.71

umol/L, pero en ningln caso se asocié con el riesgo de tener un hijo con un bajo peso al

nacerm.

Las conclusiones discordantes de ambos estudios pueden ser debidas a los diferentes disefios,
los factores confusores utilizados en el ajuste, el tamafio de las muestras y el momento de la

gestacion en el que se determina la tHcy.

A principios de junio de 2012 se realizaron dos busquedas en la base de datos PUBMED
utilizando las siguientes combinaciones de palabras clave: (1) “choline” AND “birthweight” vy
(2) “betaine AND “birthweight”. Actualmente, no existe ninglin trabajo que haya investigado
de forma longitudinal la asociacién del estado en colina o en betaina durante la gestacién vy el
peso al nacer. Sin embargo, se encontré un trabajo publicado en 2007 que, aunque su objetivo
principal fue explorar la relacién de la tHcy, la cisteina, la colina y la betaina con la
preeclampsia, de forma secundaria, investigd la asociacion entre estos mismos metabolitos y
el peso al nacer®. La tHcy resulté predictora del peso al nacer tanto para todo el grupo entero
como para los recién nacidos de madres con preeclampsia. Por otro lado, se observd que, de
los hijos de madres con preeclampsia, aquellos que se situaron por debajo del percentil 10

segun su edad gestacional presentaron una concentracién de colina plasmatica en el cordén
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umbilical superior que los que se situaban por encima de este percentil (43.6 umol/L vs 29.4
umol/L; p=0.006). De todas formas, la determinacion bioquimica de los metabolitos maternos
se realizé Unicamente en el momento del parto, de modo que no se pudo analizar el efecto de

la colina o de la betaina sobre el peso al nacer de forma longitudinal.

3.3. Contribucion de la colina a la regulacion de la homocisteina durante

la gestacion.

La investigacion del papel que tiene la via metabdlica de la colina en la remetilacidn de la Hecy
estd adquiriendo importancia para explicar la fluctuacién de la tHcy que tiene lugar durante la

gestacion.

Fue en 2005 cuando Molloy y colaboradores investigaron por primera vez la relacién entre la
colina y la Hcy durante el embarazo. Realizaron un estudio transversal con 201 gestantes de
entre 37 y 41 SG a las cuales se les habia recomendado el uso de suplementos con 400 pg/dia
de acido félico. Extrajeron muestras sanguineas de las madres y de su cordén umbilical justo
después del parto. Los resultados del anadlisis multivariante identificaron a la colina de la
madre como un fuerte predictor positivo de la tHcy materna ($=0.579; p<0.0001). Propusieron
dos mecanismos para justificar esta asociacion. El primero fue la liberacion de colina hepatica
hacia la circulacion para mantener su concentracién en plasma y transferirla al feto. Una
consecuencia de esta movilizacién seria la disminucion de la colina en el higado que a su vez
resultaria en una reduccién de la remetilacidon de la Hcy via BHMT. El segundo mecanismo
propuesto seria que el propio embarazo induciria una sintesis enddgena de colina
promoviendo una regulacidon al alza de la via PEMT estimulada por el estradiol, cuya
concentracién también aumenta a lo largo del embarazo’. Como consecuencia de esta sintesis
aumentaria de la concentracién de Hcy ya que es un producto indirecto de esta reaccién?®!. En
este mismo estudio, al investigar los factores predictores de la tHcy fetal encontraron que la
colina fetal fue un predictor positivo, aunque no se consiguio llegar a la significacion estadistica
(B=0.099; p=0.065). En cambio, la concentracién de colina materna fue un predictor negativo
(B=-0.245; p<0.009)*!. De todas formas, se trata de un estudio transversal que permite

describir la relacidn entre la colina y la tHcy materna y fetal tan solo al final de la gestacién.
Actualmente, tan solo existen dos trabajos que hayan investigado la contribucién que tienen la

colina y la betaina al metabolismo de la Hcy, de forma longitudinal a lo largo del embarazo. De

estos, solamente uno dispone ademas de una muestra de sangre de corddn umbilical. Sus
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autores coinciden en afirmar que la betaina es un fuerte predictor negativo de la tHcy a

medida que avanza la gestacion.

Velzing-Aarts y colaboradores realizaron un estudio longitudinal con 50 mujeres embarazadas
de Curacao, una poblacién predominantemente africana aunque con una sustancial frecuencia
de caucasicos. La mayoria reportaron un uso irregular de suplementos de acido fdlico. Se
obtuvieron muestras sanguineas en las semanas 9, 16, 20, 24, 28, 32 y 36 de gestacion. Se
observé un incremento de la concentracidn de colina a medida que avanzaba el embarazo y un

descenso de la concentracion de betaina hasta las 20 SG”’.

Los mecanismos que propusieron para explicar el aumento gestacional de la colina son los
mismos que sugirieron Molloy y colaboradores. Para justificar el descenso de betaina
argumentan la posibilidad de un aumento del consumo de betaina debido a una alta actividad
BHMT, una transferencia al compartimento fetal a través de la placenta o bien una reduccion
de la sintesis de colina. De sus resultados destaca la relacion inversa encontrada entre la
betaina plasmatica y la tHcy a medida que avanza el embarazo y la atenuacion de la relacién
entre el folato y la tHcy a medianos de la gestaciéon”’. Estos resultados apoyan la hipétesis de
que el estado en colina y betaina podrian tener un papel importante en la regulacién de la

tHcy durante la gestacion.

Posteriormente, se llevd a cabo otro estudio longitudinal con 226 gestantes en la Republica de
Seychelles. Su dieta incluia pocos alimentos fortificados con acido fdlico. Se obtuvieron
muestras sanguineas en la primera visita prenatal (a las 13 SG de media), a las 28 SG y en el
momento del parto de todas las participantes. Ademas, se obtuvo también una muestra de
sangre de cordén umbilical de 135 gestantes. Las mujeres que declararon ser usuarias de
suplementos con acido félico no presentaron un mejor estado en folato plasmatico, por lo que
concluyeron que debia tratarse de un uso muy esporadico®®. Los autores describieron el
mismo comportamiento de la betaina durante la gestacidn que el descrito anteriormente en la
literatura’. En corddn umbilical observaron concentraciones de cobalamina, betaina y folato

superiores al plasma materno, coincidiendo con trabajos previos***?*!

. Se hace evidente que
los requerimientos del feto son primordiales y se preservan aunque el estado materno sea
bajo. Estas relaciones justifican la investigacién de las correlaciones materno-fetales de los

metabolitos de la via de la colina durante la gestacion.
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Por otro lado, los autores identificaron un estado deficitario en folato en el 35% de las
gestantes en el momento del parto y observaron medias de tHcy mas elevadas que las

71.231.230.2%6 j istificaron estas diferencias con el bajo

descritas previamente en otros estudios
estado en folato de la poblacién estudiada. Identificaron al folato como el predictor mas fuerte
de la tHcy a las 28 SG y en el parto. Sin embargo, consideraron a la betaina como predictor

negativo de la tHcy materna cuando la concentracién de metionina era baja (<23.8 pmol/L)*®2.

El disefio longitudinal de este estudio hubiera permitido la investigacion del papel que juega la
colina sobre la regulacion de la Hey. Sin embargo, esta exploracién no se pudo realizar ya que

no disponian de la concentraciéon de colina plasmatica.

Actualmente, no tenemos evidencias cientificas suficientes para describir con precision cudl es
la contribucidn de la colina y su metabolito, la betaina, a la regulacién de la Hcy durante el
embarazo. Parece que la relacidn entre la colina y la Hcy puede ser distinta en funcién de la
situacion fisioldgica del organismo. La via de la colina interviene en la remetilacién de la Hcy a
través de la enzima BHMT. Esto implicaria que la colina y la betaina se relacionasen
inversamente con la Hcy. Sin embargo, ante una situacién de sintesis endégena de colina, su
relacidn con la Hcy seria positiva. Durante la gestacion, tanto la remetilacién de la Hcy como la
sintesis enddégena de colina son necesarias aunque se desconoce cudl de las dos es
predominante en las diferentes etapas de la gestacién y en el metabolismo fetal. Ademas, se
desconoce también la importancia del estado en folato en la relacién entre la colina, la betaina
y la Hcy. El estado en folato es variable durante la gestacidon principalmente debido a dos
motivos: el primero es el uso de suplementos con acido félico durante el primer trimestre en la
mayoria de las gestantes, y el segundo, es su elevada demanda durante la parte final del
embarazo debido al propio desarrollo fetal. Posiblemente, los distintos estados en folato a lo
largo de la gestacién podrian influir en la relacién de la colina y la betaina con la Hcy durante la

gestacion.

En la Tabla 5 se presentan algunas de las cuestiones que estan pendientes de resolver acerca
de la relacién entre la colina y la Hcy durante la gestacién. El disefio longitudinal del estudio
“Nutricidn y Crecimiento Intrauterino Retardado” (NUTCIR), que recoge muestras sanguineas
en cinco momentos distintos a lo largo de la gestacién y una de cordén umbilical (Ver apartado
1. Estudio NUTCIR, en Material y métodos) ofrece la posibilidad de investigar el papel que tiene

la via de la colina en la regulacién de la Hcy durante el embarazo y en el feto.
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Tabla 5: Cuestiones pendientes de resolver acerca de la contribuciéon de la via de la colina a la regulacion de la homocisteina durante la gestacion.

Conocimientos actuales

Conceptos desconocidos

La colina plasmatica aumenta a lo largo del embarazo”’, siendo un 45% mayor en gestantes de

tercer trimestre que en mujeres no embarazadas**.

La betaina disminuye hasta el segundo trimestre de gestacion®® siendo un 63% inferior en

gestantes de tercer trimestre que en mujeres no embarazadas®**.

La DMG disminuye durante la primera parte de la gestacién y después se mantiene constante ”’.

No se ha descrito el comportamiento de la colina, la betaina y
la DMG simultdneamente y de forma longitudinal durante el
embarazo y en el feto, en una muestra grande de gestantes,
en un pais desarrollado sin fortificacion obligatoria con acido
félico.

Se desconoce si la fluctuacion de la colina, la betaina y la
DMG durante la gestacion varia en funcion del estado en
folato.

La colina libre*®' y unida a fosfolipidos'®, la betaina y la DMG***?*! son superiores en el feto

gue en la madre en el momento del parto.

La correlacién materno-fetal de la colina fue moderada en un estudio canandiense***, mientras

que no fue significativa en un estudio irlandés®™.

La correlacion materno-fetal de la betaina observada en dos estudios distintos varia entre 0.40 y
0.46, mientras que para la DMG varia entre 0.58 y 0.73%14%1

Hay controversia en cuanto a la existencia de una correlacién
materno-fetal de la colina. La correlacion materno-fetal
descrita para la DMG es variable entre los estudios realizados.

Se desconoce si la colina, la betaina y la DMG fetales tienen
un origen fetal o si provienen mayoritariamente de la madre.

Una ingesta elevada de colina y de betaina se asocid con una menor tHcy respecto a una ingesta
baja en colina®. La suplementacién con colina se asocié a una disminucién de tHcy'®*®. Una
deficiencia de colina dietética se asocié con un aumento de tHcy respecto a una ingesta
adecuada de colina'®. Este incremento fue superior bajo un estado subdptimo de folato®.

Se desconoce la contribucién que tiene la colina a la
remetilacién de la Hcy, durante el embarazo y en el feto.

Se desconoce si el estado en folato puede influir en esta
relacién.
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123,216 145,146,148,149

Una elevada ingesta de betaina y una suplementacién oral con betaina se han
relacionado con una disminucidn de la tHcy. La betaina es un predictor negativo de la tHcy.

La asociacion inversa entre la betaina y la tHcy es especialmente pronunciada en sujetos con un

estado subdptimo de folato™.

Se desconoce el papel de la betaina en la regulacion de la
tHcy a lo largo de la gestacion y en el feto.

Se desconoce si el estado en folato puede influir en esta
relacién.

No se ha descrito un efecto de la presencia del polimorfismo BHMT742G—>A en homocigosis
sobre la tHcy en poblaciones sanas™®, ni en poblaciones con hiperhomocisteinemia®®, ni en

pacientes con alto riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular’® ni en un estudio de casos vy

controles sobre espina bifida®*2.

El Unico efecto descrito de la presencia del polimorfismo BHMT 742G-> A en homocigosis sobre la

via metabdlica de la colina es una disminuciéon de DMG*®,

Se desconoce si la presencia del polimorfismo BHMT742G2>A
en homocigosis podria tener un efecto sobre la via de la
colina y sobre la tHcy durante la gestacidn y en el feto.

Se desconoce si el estado en folato puede interferir en esta
relacion.

La tHcy elevada durante la preconcepcién®® o bien durante el segundo trimestre de gestacion®®®
se ha asociado con un incremento del riesgo de tener un hijo con un bajo peso al nacer segun su
edad gestacional.

El dnico indicio descrito de que el estado en colina podria estar relacionado con el peso al nacer
se encontrd en un grupo de recién nacidos, situados por debajo del percentil 10 para su edad
gestacional, hijos de madres con preeclampsia, que presentaron la colina plasmatica en el cordén
umbilical superior a los nifios que se situaban por encima de este percentil*2,

No se ha investigado la asociacion entre el estado en colina o
betaina materna durante el embarazo y el peso al nacer.
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HIPOTESIS PRINCIPAL

La colina y su metabolito principal, la betaina, contribuyen a la regulacion de la homocisteina
durante la gestacién y en el feto. El polimorfismo BHMT 742G-> A tiene un efecto sobre la via
metabdlica de la colina y sobre la homocisteina durante el embarazo y en el feto. El estado en

colina y en betaina de la gestante influye en el desarrollo fetal.

HIPOTESIS SECUNDARIA

El estado en folato del organismo influye sobre:
(1) el papel que tiene la colina y la betaina en la regulacién de la homocisteina durante la
gestacion y en el feto.
(2) la relacion del polimorfismo BHMT 742G—>A con la via metabdlica de la colina y con la

homocisteina durante la gestacién y en el feto.

OBIJETIVOS

1.- Describir la fluctuacion de la colina, la betaina y la DMG durante la gestaciéon y en corddn

umbilical globalmente y en funcidn del estado en folato.

2.- Analizar el efecto del polimorfismo BHMT 742G—2>A sobre la via metabdlica de la colina y

sobre la homocisteina en diferentes momentos de la gestacion y en el corddn.

3.- Analizar la relacién materno-fetal de la colina, la betaina y la DMG globalmente y en

funcién del estado en folato.

4.- Analizar el efecto de la colina y la betaina sobre la homocisteina durante la gestacién y del

corddn globalmente y en funcidn del estado en folato.

5.- Analizar la asociacion de la colina y la betaina en diferentes momentos del embarazo con el

peso al nacer.
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MATERIAL Y METODOS

1. Estudio NUTCIR

El estudio NUTCIR es un estudio longitudinal del embarazo cuyo objetivo general es evaluar la
contribucion del estado nutricional materno y la funcién placentaria al desarrollo intrauterino
retardado y otras complicaciones del embarazo. Para esta tesis se utiliza la informacion
obtenida entre la primera visita prenatal y el dia del parto. Este estudio se esta realizando
desde el afio 2005 en la Unitat de Medicina Preventiva i Salut Publica de la Universitat Rovira i
Virgili, en colaboraciéon con los servicios de Obstetricia y Ginecologia de dos hospitales:
Hospital Universitari Sant Joan de Reus (HUSJR) y Hospital Universitari Joan XXIll de Tarragona
(HUJXXII) y fue aprobado por los Comités de Etica de Investigaciéon Clinica de ambos
hospitales. Todas las participantes son informadas personalmente del protocolo del estudio
antes de iniciar su participacién y firman un consentimiento informado de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki?’®. El criterio de inclusién es estar embarazada de menos de 12 SG en
el momento de realizar la primera analitica prenatal. Los criterios de exclusién son: embarazo
multiple, cirugia mayor durante los ultimos 6 meses, sufrir alguna enfermedad crénica que
afecte al estado nutricional de la mujer (enfermedad de Crohn, celiaquia, diabetes, etc.) y

hallarse bajo tratamiento farmacoldgico que interfiera con el metabolismo del folato.

Desde el inicio del estudio hasta el febrero del 2011 se realizaron 1423 primeras visitas
prenatales, de las cuales 839 no cumplieron los criterios de inclusiéon (mayoritariamente por
haber cumplido las 12 SG). Se invitd a participar en el estudio a las 584 gestantes elegibles, de
las cuales 29 declinaron la invitacidén y 9 aceptaron aunque posteriormente no se presentaron
a la visita prenatal programada. Finalmente, 546 gestantes (93.5 % de la poblacidn elegible)

iniciaron el estudio.

La recomendacién actual de las autoridades sanitarias y las sociedades cientificas®” es la de
suplementar diariamente con 400 ug de acido félico durante el primer trimestre de gestacién.
Por este motivo los obstetras prescribieron a todas las participantes un suplemento prenatal
diario que contenia 400 pg de acido félico y 2 ug de cianocobalamina, desde su primera visita
prenatal hasta el final del primer trimestre de gestacion. Ademads, para prevenir la aparicion de
anemia se les prescribieron 40 mg/dia de hierro elemental (bebible o en comprimidos) a partir

de la semana 12 de gestacidn hasta finalizar el embarazo. No obstante, en el caso de detectar
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anemia en alguna participante se le prescribié un suplemento de hierro de 80 o 120 mg/dia,

segun el criterio del obstetra.

1.1. Muestras bioldgicas

En el estudio NUTCIR se obtuvieron seis muestras sanguineas. Las cuatro primeras muestras
prenatales fueron en ayunas. La primera se extrajo antes de las 12 SG (Muestra 1) y las otras
tres coincidieron con las extracciones previstas por el protocolo de control del embarazo
normal del Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya aplicado en todos los
hospitales de Catalunya®®. Estas muestras se extrajeron a las 15 SG (Muestra 2), entre las 24-
27 SG (Muestra 3), y a las 34 SG (Muestra 4). Finalmente, se obtuvo una muestra materna
durante el trabajo de parto (Muestra 5) y una de la vena del cordén umbilical después del

nacimiento del bebé y antes de la expulsidn de la placenta (Muestra 6) (Figura 9).

Figura 9. Disefio del estudio NUTCIR.

& >
< >
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al ginecélogo sanguinea 1 |sanguinea 2 sanguinea 3 sanguinea 4 sanguinea 5 sanguinea 6
Encuesta de habitos y estilo de vida 1 Encuesta de habitos y estilo de vida 2

Las muestras de sangre maternas prenatales se obtuvieron en el mismo hospital donde las
mujeres realizaban el seguimiento del embarazo. Se obtuvieron en cada extraccion 10 mL de
sangre mediante puncidn venosa antecubital, en uno de EDTA-Ks. El procesamiento, que tuvo
lugar en menos de una hora después de la extraccidn, y el almacenamiento de las muestras se
llevd a cabo en el Biobanco del Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili (11ISPV) y en el
laboratorio del area de investigacién del HUJXXIIl por un miembro del equipo NUTCIR. Ambas
instalaciones dispusieron de un sistema de calidad que permitid registrar la hora de llegada y

procesado de las muestras sanguineas.
A partir de enero de 2011, el HUSJR se trasladé a una nueva ubicacion, momento en que se

instaurd un sistema de valijas que permitié la llegada de las muestras desde el nuevo edificio al

Biobanco-IISPV, en el menor tiempo posible. Para evitar que pasara mas de una hora entre la
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extraccion y el procesamiento del plasma, la centrifugacién del tubo de EDTA-K; y la posterior

separacion del plasma se realizaron en la sala de extracciones.

Las muestras del trabajo de parto y del cordén umbilical se obtuvieron en la sala de partos del
hospital correspondiente. De la gestante se obtuvieron 10 mL de sangre y del corddn umbilical,
20 mL; ambas muestras se recogieron en tubo de EDTA-Ks. Si las extracciones se realizaban
fuera del horario del Biobanco-lISPV o del laboratorio de investigacion, las muestras se
derivaban al laboratorio central del hospital correspondiente, donde disponian de los
protocolos necesarios para procesarlas parcialmente y mantenerlas a 42C. Posteriormente, un

miembro del equipo NUTCIR las recogia para completar su procesamiento.

El protocolo para procesar las muestras fue idéntico en ambos hospitales. De todas las
muestras se obtuvieron el plasma y los leucocitos que se conservaron a -802C. Para obtener el
plasma, se centrifugd el tubo de EDTA-K; durante 15 minutos, a 1500 g y a 42C. Se obtuvieron
cuatro alicuotas de 1 mL de plasma. Al resto de fraccién densa de sangre, se le afiadié PBS' y
se agitd por inversidn para posteriormente obtener los leucocitos. Esta mezcla se traspasé a un
tubo tipo Falcon y se afiadieron 30 mL de solucién de hemdlisis". Se incubd a temperatura
ambiente durante 20 minutos para que los hematies se hemolizaran. Se centrifugé durante 5
minutos a 2000 g y se descartd el sobrenadante, los leucocitos se mantuvieron en el pélet. Se
lavd el pélet con solucion de hemdlisis y se resuspendid. Al repetirse el mismo proceso con 20
mL de esta solucidén se consiguieron los leucocitos libres de otras células. Se afiadieron 0.9 mL

de PBS para conservarlos posteriormente a -80 2C.

Para poder determinar los genotipos de distintos polimorfismos se extrajo y se cuantificé el

ADN de los leucocitos. Este proceso constd de cinco fases:

a) Lisis celular: Se afiadieron 10 mL de Autopure Cell Lysis Solution (Quiagen Sciences,
Maryland, USA) a la alicuota de leucocitos para destruir su membrana. Se mantuvo esta
mezcla en la oscuridad y a temperatura ambiente durante como minimo 4 semanas, para
conseguir una lisis total de la célula. El tiempo de lisis puede variar en funcién de la cantidad

de leucocitos que se hayan obtenido.

'8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na,HPO, y 0.24 g de KH,PO,, en un litro de agua milliQ
"7.007 g de CINH, 131mM y 0.071 g de CHsNO; 0.9 mM, en un litro de H,0
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b) Precipitacion de proteinas ajenas al ADN: Se afiadieron 3,33 mL de Autopure Protein

Precepitation Solution (Quiagen Sciences, Maryland, USA) y se agité durante 20 segundos
para conseguir una solucion homogénea. Se mantuvo en hielo durante 15 minutos y se
centrifugd a 2000 g durante 12 minutos a 49C. El pélet contenia los restos celulares y el

sobrenadante, el ADN en suspension.

c) Precipitacién del ADN: Se separd el sobrenadante y se mezclé con 10 mL de isopropanol

frio. Se agité suavemente por inversidon hasta observar una masa blanca condensada de
ADN. Se centrifugd a 2000 g durante 5 minutos y a 42C de manera que el ADN se desplazo al
pélet. Después de eliminarse el sobrenadante y secar los restos de liquido, se afiadieron 10
mL de etanol frio y se volvié a centrifugar a 2000 g durante 5 minutos y a 42C. Finalmente, se
elimind definitivamente el sobrenadante y se secé a temperatura ambiente durante 30-40

minutos.

d) Hidratacién de ADN gendmico: Se afiadieron 1200 plL de Autopure ADN Hydration Solution

(Quiagen Sciences, Maryland, USA) y se mantuvo la solucién durante 3 o 4 dias a

temperatura ambiente y en agitacion.

e) Cuantificacidn de ADN gendmico: La cuantificacidn se realizé con un espectrofotdmetro

Nanodrop 1000 a una longitud de onda de 260 nm. Este cuenta con un software propio que
permite calcular la concentracién automaticamente. Se utilizaron 2 uL de ADN hidratado por

cada una de las muestras analizadas.

1.2. Encuestas de habitos y estilos de vida

Las participantes del estudio realizaron dos encuestas de habitos y estilo de vida. Un miembro
del equipo investigador entrevistd a cada participante a las 20 SG (se registré informacion
desde la preconcepcion hasta las 20 SG) y a las 32 SG (se obtuvo informacion hasta aquel

momento del embarazo) (Figura 9).

La encuesta de habitos y estilo de vida tenia cinco bloques de preguntas (Ver Anexo 1). En el
primer bloque se pregunté detalladamente el uso de suplementos vitaminicos. Para cada uno
de ellos (acido félico, hierro y complejos multivitaminicos) se registré el nombre comercial, la
frecuencia con la que lo tomaron (cada dia, la mayoria de los dias o algunos dias) y los meses

exactos del embarazo que lo tomaron. Con toda esta informacién se calculé la cantidad (en
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microgramos) de acido félico consumido durante el primer trimestre y entre los meses 4 y 7.

Se tuvo en cuenta también el acido félico procedente de los complejos multivitaminicos.

Estos datos permitieron identificar a las gestantes que hacian un seguimiento correcto del
patron de suplementacién recomendado por los obstetras y las que no. Al grupo de gestantes
que consumieron menos de 19.200 pug de acido félico durante el primer trimestre se considerd
gue hacian un seguimiento inferior a la pauta recomendada. Al grupo que consumié entre
19.200 y 33.600 pg, se considerd que cumplian el patrén de suplementacién de manera
adecuada. Finalmente, se considerd que el grupo de gestantes que consumié mas de 33.600

Ug seguian una pauta de suplementacién superior a la recomendada.

El segundo bloque de la encuesta de habitos y estilo de vida consistié en cuatro preguntas
sobre el desayuno. Por un lado se preguntd si tenian costumbre de desayunar y si lo hacian
con cereales inflados. Por otro, si tomaban café con o sin cafeina. Asi se pudo clasificar a las

gestantes como consumidoras o no de café no descafeinado durante toda la gestacion.

El tercer blogue estuvo dedicado a los habitos téxicos: tabaco, alcohol y drogas. Se registro si
eran fumadoras pasivas y/o activas. En caso de haber sido fumadora activa en los ultimos cinco
afios, se registrd la cantidad de cigarrillos que fumaba diariamente, tanto en aquel momento
como durante los doce meses anteriores al embarazo. Si habia dejado de fumar durante la
gestacion, se registraba en qué trimestre lo habia hecho. Combinando esta informacidn con la
determinacién bioquimica de la cotinina plasmatica durante el embarazo (<12 SGy 24-27 SG) y
en el corddn, se identificaron las fumadoras activas, las pasivas y las no fumadoras durante el
primer trimestre y durante toda la gestacién. En los analisis multivariantes en que se ajusto por
el habito tabaquico se considerdé a las fumadoras pasivas como no fumadoras ya que no

presentaban diferencias en su capacidad explicativa de la variable dependiente.

En relacidon al consumo de alcohol, se preguntd con qué frecuencia lo consumian, tanto
durante la preconcepcion como durante el embarazo. Posteriormente, se clasifico a las
participantes como consumidoras habituales de alcohol (si bebian cada dia o mas de siete
copas por semana) o no. También se preguntd si habian consumido sustancias toxicas ilegales
en los ultimos cinco afios. En caso afirmativo, se registré la sustancia, la frecuencia de su
consumo durante los doce meses previos al embarazo y la frecuencia en el momento de la
encuesta. Si habian abandonado este hdbito durante la gestacién, se registraba en qué

trimestre lo habian hecho. A partir de esta informacién se clasificd a las participantes como
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consumidoras o no de sustancias téxicas ilegales durante la preconcepcién y durante la

gestacion.

El cuarto bloque se centré en la actividad fisica de las participantes. Se registré la intensidad y

la frecuencia de la actividad fisica durante el trabajo y durante el tiempo libre.

El quinto bloque estuvo dedicado a los datos socioecondmicos. Se registré el nivel de estudios
y oficio de aquél momento tanto de la participante como del padre de la criatura.
Posteriormente, el oficio fue categorizado segun la Clasificacion Nacional de Ocupaciones
1994*™. Se asigné cada participante a un determinado nivel socioeconémico (alto, medio o
bajo) combinando la profesién del padre y de la madre. Finalmente, se preguntd si habian

planificado el embarazo.

1.3. Historia clinica

En la historia clinica del control del embarazo cumplimentada por los obstetras se registro
informacion referente a: edad, peso, altura y paridad de la gestante; sexo, fecha de nacimiento
y peso del recién nacido y SG en el momento del parto. Con estos datos se calculd el indice de
masa corporal (IMC) de la participante al inicio de la gestacidn y las SG en cada extraccion

realizada durante el embarazo.

Los resultados bioquimicos de las analiticas rutinarias de seguimiento aportaron los siguientes
datos: hemograma (hemoglobina, hematocrito, hematies, volumen corpuscular medio),
glicemia y grupo sanguineo. Con estos datos se definié la anemia como hemoglobina < 11

g/dL. También realizé un control de la tensidn arterial durante toda la gestacion.

2. Determinaciones bioquimicas y genéticas.

El resto de determinaciones bioquimicas y las determinaciones genéticas se llevaron a cabo en
el laboratorio Bevital AS (Locus for Homocysteine Research) de Bergen, Noruega. De cada una
de las extracciones, se envié una alicuota de 0,5 mL de plasma en nieve carbdnica para
mantenerlas congeladas durante el transporte. También se enviaron 120 ng de ADN de cada

participante y de su respectivo hijo/a, liofilizado en una microplaca de 96 pocillos.
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2.1. Determinaciones bioquimicas en plasma

Determinacién de colina, betaina y DMG

La determinacion de la colina plasmatica y sus metabolitos (betaina y DMG) se realizé con LC-
MS/MS. Las muestras de plasma se mezclaron, previamente, con tres volimenes de
acetonitrilo conteniendo 10 pmol/L de colina-dg y de betaina-ds. Seguidamente fueron
centrifugadas durante 2 minutos a 5800 g. Se trata de un proceso completamente
automatizado, rapido y sencillo, sin requerimiento de derivatizacién que permite analizar los

131 La sensibilidad fue de 0.1 pmol/L para la colina y la

tres metabolitos simultdneamente
betaina y de 0.2 umol/L para la DMG. Los coeficientes de variacion intra-ensayo fueron del 3%,
4% y 5% para la colina, la betaina y la DMG respectivamente. Los coeficientes de variacién

inter-ensayo fueron del 4%, 5% y 8% para la colina, la betaina y la DMG respectivamente?.

Determinacion de tHey

23 |a sensibilidad de esta

La técnica utilizada para la determinacién de la tHcy fue la HPLC
prueba fue de 0.1 umol/L. El coeficiente de variacion intra-ensayo fue del 0.9% y el de inter-

ensayo fue del 2.1%,

Determinacion de folato

Se determind la concentracién de folato plasmatico mediante un ensayo microbiolégico, con

una cepa de Lactobacillus casei resistente al cloramfelicol””*

. Se adapto la técnica para trabajar
en microplaca y poder automatizar el proceso. La sensibilidad de esta técnica fue de 2 nmol/L,

con un coeficiente de variacién del 4% intraensayo y del 5% interensayo®’>.

Determinacién de cobalamina

La determinacién de la cobalamina plasmatica se llevé a cabo con un ensayo microbiolégico
utilizando una cepa de Lactobacillus leichmannii resistente a colistin sulfato. Se automatizo el
proceso de andlisis adaptando esta técnica para microplacas®”. La sensibilidad de ésta técnica
fue de 30 pmol/L, con coeficientes de variacion intra-ensayo e inter-ensayo del 4 % y 5%

respectiva mente?’2.

Determinacidon de metionina

La determinacion de la metionina plasmatica se realizd con GS-MS/MS?’8. La sensibilidad de
esta prueba fue de 1 pmol/L. El coeficiente de variacion intra-ensayo fue del 0.9% vy el de inter-

272

ensayo fue del 2.6%
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Determinacion de creatinina

277

La concentracion de creatinina plasmatica fue determinada por LC-MS/MS*". La sensibilidad

fue de 0.1 pmol/L, con coeficientes de variacién intra-ensayo e inter-ensayo del 4%

Determinacion de cotinina

La cotinina es el metabolito primario de la nicotina y se utiliza como biomarcador de la

8 Ppara su determinacién en plasma se utilizé el método LC-

exposicién reciente al tabaco
MS/MS con una sensibilidad minima de 0.18 ng/mLm. Los coeficientes de variacion fueron del
2-3% intra-ensayo y del 6% inter-ensayo. Los rangos de concentracion de cotinina plasmatica
utilizados para categorizar la exposicion al tabaco fueron: <1 ng/mL para no fumadoras, 1-10

ng/mL para fumadoras pasivas y >10 ng/mL para fumadoras activas®®°.

2.2. Determinaciones genéticas.

A partir del ADN extraido de los leucocitos de las participantes y de sus hijo/as se
determinaron polimorfismos relacionados con el metabolismo monocarbonado que pudieran
influir en la via de la colina y su relacién con la tHcy. El método utilizado para la determinacion
de polimorfismos fue Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF/MS). La cantidad de DNA requerida para poder llevar a cabo el
analisis fue de 15-20 ng. El porcentaje de error de este método fue inferior al 1.7 atribuido a
una incorrecta purificacion del DNA, nanodispensacion o calibracion del espectro. El error
medio fue de 0.26%, aunque varia en funcién de los polimorfismos. Los polimorfismos

analizados fueron: MTHFR 677C>T, MTRR 66A>G y BHMT 742G A,

3. Analisis estadistico.

En primer lugar se realizd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para comprobar la normalidad de
las concentraciones plasmadticas de todos los metabolitos. Las variables que no tenian una

distribucién normal se transformaron logaritmicamente.

Los resultados de las variables cuantitativas se expresaron como media aritmética y desviacion
estandar (DE) o intervalo de confianza al 95% (IC95%). Los resultados de variables cualitativas
se expresaron con frecuencias absolutas y porcentajes. Las concentraciones plasmaticas de los
metabolitos transformados logaritmicamente (colina, betaina, DMG, Hcy, folato y cobalamina)

se presentaron como medias geométricas con su 1C95%.
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Para explorar la fluctuacidon de una variable cuantitativa en funcién del tiempo se utilizé el
andlisis de la variancia para medidas repetidas (el factor intrasujeto fue la edad gestacional)
con correccidén posthoc de Bonferroni para corregir el aumento de error tipo | debido a
comparaciones multiples. También se utilizd esta prueba para investigar la fluctuacion de la
tHcy a lo largo de la gestacion en funcion del polimorfismo BHMT 742G A (factor intersujeto),
ajustando por hospital, IMC y edad de la madre al inicio de la gestacién, edad gestacional (en
semanas), habito tabaquico, creatinina, folato, cobalamina y betaina en plasma del momento

de la extraccion.

Para comparar la media de una variable cuantitativa entre dos grupos relacionados se utilizo la
prueba t de Student para muestras apareadas. Para investigar la significacion estadistica de la
diferencia de medias de variables cuantitativas en mas de dos grupos se utilizé el analisis de la

variancia con correccién post hoc de Bonferroni para comparaciones multiples.

Para explorar la fluctuacion de los metabolitos de la via de la colina y asociaciones durante la
gestacion en funciéon del estado en folato se crearon terciles de folato plasmatico antes de las
12, a las 15 y a las 24-27 SG. El efecto del uso de suplementacién con 4cido fdlico sobre el
estado en folato durante el primer trimestre de gestacién podria ser transitorio y desaparecer
cuando se termina su uso. Por este motivo, los analisis del primer trimestre se realizaron
utilizando los terciles de folato creados en el mismo momento de determinacién de los
metabolitos (a las 12 y a las 15 SG). En cambio, los andlisis del segundo y tercer trimestre se
realizaron con los terciles creados a las 24-27 SG, para poder observar el efecto longitudinal
del propio embarazo. Finalmente, para investigar el efecto del estado en folato materno sobre
la via metabdlica de la colina fetal, se crearon terciles de folato en el momento del parto. Este
es el momento de maximo estrés del estado en folato de toda la gestacion lo cual puede influir
en la concentracién de los metabolitos fetales. El rango de todos los terciles se presenta en la

Tabla 6.
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Tabla 6: Rango de los terciles de folato plasmatico durante la gestacidn.

Tercil de Semanas de gestacion
Parto
folato <12 15 24-27
Bajo 3.96 - 18.11" 3.35-19.86 3.21-8.64 2.29-6.74
Medio 18.18 - 35.12 19.90 - 32.47 8.68-16.18 6.75-12.44
Alto 35.29-447.00 32.49-441.00 16.22 - 333.84 12.56 - 256.57

! minimo-maximo (nmol/L).

Se utilizd la prueba de correlacién lineal de Pearson para investigar la asociacion:

1) materno-fetal de la colina, la betaina y la DMG en funcidon del estado en folato

2) entre la colinay la betaina y entre la betaina y la DMG, tanto en la madre como en el fetoy
en funcién del estado en folato

3) entre la colina materna y la tHcy fetal y entre la colina y la tHcy fetales, en funcién del
estado en folato

4) entre la betaina materna y la tHcy fetal y entre la betaina y la tHcy fetales, en funcién del

estado en folato

Se utilizaron modelos de regresion lineal multiple para investigar la capacidad:
1) del estado en folato y del polimorfismo BHMT 742 G>A para explicar los metabolitos
de la via de la colina y la tHcy durante la gestacion
2) de los metabolitos maternos (colina, betaina y DMG) para explicar los mismos en el
feto y en funcién del estado en folato
3) de la colina y la betaina para explicar la tHcy durante la gestacion y en el feto, en
funcién del estado en folato

4) de la colinay la betaina para explicar el peso al nacer.

Todos los modelos se ajustaron con las variables confusoras pertinentes, detalladas en el

apartado de resultados.

Para el andlisis estadistico realizado para esta tesis se utilizé el programa estadistico SPSS para

Windows (Statistical Package for Social Sciences, Chicago, IL, USA) versidon 19.0. El nivel de

significacién utilizado fue de p<0.05 para contrastes bilaterales.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas generales del estudio NUTCIR

En la Figura 10 se representa el diagrama de flujo del estudio NUTCIR. De las 546 participantes
gue iniciaron el estudio, 497 acabaron la gestacion con el parto de un hijo vivo (91%). De las 49
restantes: 2 fueron excluidas por gestacién multiple no detectada inicialmente, 6 abandonaron
el estudio durante la gestacién, 2 sufrieron una muerte fetal, 7 optaron por una interrupcion

legal del embarazo (malformaciones fetales mayores) y 32 sufrieron un aborto espontaneo.

Figura 10: Diagrama de flujo del estudio NUTCIR.

546 Participantes

2 Gestaciones multiples

2 Muertes fetales

6 Abandonos del estudio

32 Abortos espontdneos

7 Interrupciones legales del embarazo

(malformaciones congénitas)

497 Nacidos vivos

En la Tabla 5 se presentan los habitos y estilos de vida y las caracteristicas obstétricas de las
participantes del estudio NUTCIR. La media de edad fue de 31.9 afios. La media del IMC al
inicio del embarazo fue de 23.7. Un 50.8% de las gestantes fueron primiparas y un 45.9%
tenian un nivel socioeconémico alto. El 81.5% de las participantes decidieron planificar su

embarazo.

El porcentaje de fumadoras activas durante el primer trimestre de gestacién fue de 31.4%. El
18.8% de las gestantes continuaron con este habito durante todo el embarazo. El consumo de
alcohol y de sustancias toxicas ilegales durante la preconcepcion fue del 5.9% y 3.1%,
respectivamente. En cambio, su consumo durante la gestacidén se redujo a 0.2% y 0.8%,
respectivamente. El 59.2% de las gestantes que decidieron tomar suplementos siguieron la

pauta de suplementacidon con acido fdlico recomendada por los obstetras durante el primer

91




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig
Diposit Legal: T. 1431-2012

trimestre. La media de la edad gestacional en el momento del parto fue de 38.9 semanas. El
47.7% de los nacimientos fueron fetos masculinos y la media de peso de los recién nacidos fue

de 3200 gramos.

Tabla 7. Habitos y estilo de vida y caracteristicas obstétricas de las participantes del estudio

NUTCIR.
Caracteristicas Media® o frecuencia?
Edad de la madre al inicio de la gestacion (afios) 31.9 (4.7) [543]
IMC al inicio de la gestacidn, kg/m? 23.7 (4.1) [472]
Paridad: Ningun hijo 50.8 [257]
Un hijo vivo 41.3 [209]
Dos o mds hijos vivos 7.7 [40]
Nivel socioeconémico: Bajo 5.4 [25]
Medio 48.7 [225]
Alto 45.9 [212]
Planificacién de la gestacién 81.5[391]
Fumadora activa durante la preconcepciony el 1r trimestre 31.4[169]
toda la gestacion 18.8 [94]
Consumo de alcohol durante la preconcepcion 5.9 [29]
toda la gestacion 0.2 [1]
Consumo de sustancias toxicas ilegales durante Ia preconcepcion 3.1[15]
toda la gestacion 0.8 [4]
Suplementacion con acido félico durante 1r trimestre de gestacion: 87.7 [477]
< 400 ug/dia 12.1 [58]
=400 ug/dia 59.1 [282]
> 400 ug/dia 28.8 [137]
durante toda la gestacion 55.3[262]
Edad gestacional en el momento del parto (semanas) 38.9 (1.6) [497]
Feto masculino 47.7 [237]
Peso al nacer (gramos) 3200 (454) [497]

IMC: indice de masa corporal. "Media (DE) [N]; 2o [N].
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2. Fluctuacion de los metabolitos del ciclo de la metionina

durante la gestacion y en el cordén umbilical

La concentracidon plasmatica de todos los metabolitos del ciclo de la metionina fluctua a
medida que avanza la gestacion (p<0.001 para todos los metabolitos). En la Tabla 7 se
presenta la media geométrica y su IC95% de la colina, la betaina, la DMG, la cobalamina, el
folato, y la tHcy y la media aritmética y su IC95% de la metionina, en diferentes momentos del

embarazo (<12, 15, 24-27, 34 SG y en el momento parto) y en cordén umbilical.

Se observé que la colina plasmatica aumenta continuamente desde la semana 15 de gestacion
hasta el momento del parto. La betaina plasmatica disminuyé progresivamente desde antes de
la semana 12 hasta las semanas 24-27 de gestacion. A partir de este momento se mantuvo
constante durante el resto del embarazo y no recuperé la concentracién observada en la
primera determinacién. La DMG plasmatica disminuyd desde antes de la semana 12 hasta la
15 y se mantuvo constante hasta las semanas 24-27. Se observé un aumento a las 34 SG y en el

momento del parto, llegando a superar la concentracién inicial.

El folato plasmatico no sufrié cambios desde antes de la semana 12 hasta la semana 15.
Después disminuyd hasta la semana 34 y se mantuvo constante hasta el momento del parto.
La cobalamina plasmatica disminuyd a lo largo de la gestacion llegando en el parto con la

concentracién mas baja de todas las determinaciones realizadas.

La tHcy a las 15 y a las 24-27 SG fue inferior que antes de las 12 SG. A partir de las 24-27 SG se
observé un claro incremento de modo que a las 34 SG la tHcy fue igual que antes de las 12 SG
y en el momento del parto fue incluso superior. Finalmente, la metionina plasmatica sufrié una
ligera disminucion desde antes de la semana 12 hasta la semana 34, momento en que se

mantuvo constante hasta el final de la gestacidn.
Por otro lado, se observd que la concentracidn plasmatica de estos metabolitos en el corddn

umbilical fue superior que en la gestante en el momento del parto, a excepcion de la tHcy, que

fue inferior.
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Tabla 8. Fluctuacién de colina, betaina, DMG, folato, cobalamina, tHcy y metionina a lo largo de la gestacién y en cordén umbilical®.

<125G [537)° 15 SG [425] 24-27 SG [462] 34 SG [450] Parto [422] Cordon
umbilical [405]
Colina, umol/L 7.73 7.79 9.30 10.45 11.82 29.01
(7.59-7.88) (7.64-7.95) (9.14-9.46)*¢ (10.24-10.67)*¢  (11.51-12.14)*¢ (27.95-30.10)°
Betaina, pmol/L 21.38 14.92 12.96 13.14 13.30 25.09
(20.81-21.97) (14.62-15.23)*¢  (12.71-13.21)* (12.90-13.38)° (13.03-13.59)° (24.6-25.59)°
DMG, umol/L 2.50 2.20 2.16 243 2.81 3.59
(2.42-2.58) (2.13-2.27)*¢ (2.09-2.24)° (2.34-2.53)° (2.69-2.94)*¢ (3.47-3.72)¢°
Folato, nmol/L 25.05 24.70 12.82 10.78 10.61 23.89
(23.51- 26.69) (23.16-26.35) (12.01-13.69)*  (10.04-11.57)*¢ (9.82-11.47)° (22.64-25.22)°
Cobalamina, pmol/L 361 320 271 245 230 316
(351-372) (310-331)** (263- 280)*° (237 - 253)** (222 - 239)*¢ (297-337)¢
tHcy, umol/L 5.30 4.49 4.64 5.29 6.16 4.87
(5.19-5.40) (4.40-4.57)** (4.54-4.75) "¢ (5.16-5.42)° (5.99-6.33)*¢ (4.73-5.02)°
Metionina, pmol/L 23.00 22.24 21.70 22.09 22.53 30.44

(22.74-23.26)

(21.95-22.53)*¢

(21.42-21.99)°*

(21.79-22.39)>¢  (21.99-23.08)"

(29.89-30.98)°

DMG: Dimetilglicina; tHcy: concentracion de homocisteina total en ayunas; SG: semanas de gestacion. !La concentracién de todos los metabolitos se representa con: media
geométrica (IC 95%), excepto para la metionina que se representa con media aritmética (IC 95%); ?[N]. Analisis de la variancia para medidas repetidas con correccidn posthoc de
Bonferroni para comparaciones mdltiples: p<0.001 o bp<0.05 respecto a la determinacién anterior; ‘p<0.001 o dp<0.05 respecto a la determinacidn <12 SG; Prueba T de Student

para muestras apareadas: *p<0.001 respecto a la concentracién materna en el momento del parto.
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3. Fluctuacion de la colina, la betaina y la DMG en funcion del

estado en folato durante la gestacion y en el cordéon umbilical

Antes de las 12 SG, las gestantes del tercil bajo y medio presentaron la colina plasmatica
inferior a las del tercil alto. Las del tercil medio, ademas, presentaron la betaina plasmatica
inferior. La DMG plasmatica no fue diferente en funcion del estado en folato materno. A las 15
SG, el Unico metabolito que varid en funcién del estado en folato fue la betaina. Las gestantes
del tercil bajo y medio presentaron la betaina plasmatica inferior a las del tercil alto (Figura
11). La concentracién plasmatica de colina, betaina y DMG no varié en funcion del patrén de
suplementacion con acido félico (inferior, igual o superior a la pauta recomendada) utilizado

durante el primer trimestre de gestacién.

En el segundo y tercer trimestre se observd que las gestantes del tercil bajo de folato tenian la
betaina plasmatica inferior y la DMG plasmatica superior al resto de gestantes. A las 24-27 SG,
presentaron la betaina plasmatica un 11,3% inferior respecto a las del tercil alto. Asimismo, su
DMG plasmatica fue un 13% superior respecto a las tercil alto de folato a las 24-27 SG y un
20% superior, a las 34 SG y en el momento del parto. Sin embargo, no se hallaron diferencias

en la colina ni en la metionina plasmaticas en funcién del estado en folato (Figura 11).

Las gestantes que mantuvieron la suplementacion con 4cido félico durante la segunda parte de
la gestacidn (meses de 4 a 7), presentaron la betaina plasmatica un 4.7% y 4.3% superior, a las
24-27 SG y a las 34 SG respectivamente, en comparacidn con las gestantes no usuarias de esta
suplementacion. De la misma manera, las usuarias de dicha suplementacién presentaron una
DMG plasmatica un 7.8% menor a las 34 SG que las no usuarias, aunque con una significacion

marginal (Figura 12).

Finalmente, se analizd la via de la colina de la gestante en el momento del parto y del feto, en
funcién del estado en folato materno (Figura 13). La colina plasmatica no varié segln el estado
en folato ni en la madre ni en el feto. La betaina plasmatica fue inferior ante un bajo estado en
folato, tanto en la madre como en el feto. Ademas, en el feto, también se observd esta
diferencia en el tercil medio de folato. La DMG plasmdatica materna fue superior en las
gestantes situadas en el tercil bajo y medio de folato respecto a las del tercil alto. Sin embargo,
en el feto, tan solo se observd esta diferencia cuando la gestante tenia un bajo estado en

folato y con una significacion marginal.
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Figura 11: Fluctuacion de la colina, la betaina, la DMG y la metionina plasmaticas durante la

gestacion en funcién del estado en folato™.
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DMG: Dimetilglicina; SG: semanas de gestacion. Terciles de folato a <12 SG: bajo (3.96-18.11 nmol/L), medio
(18.18-35.12 nmol/L) y alto (35.29-447.00 nmol/L); a las 15 SG: bajo (3.35-19.86), medio (19.90-32.47) y alto
(32.49-441.00); a las 24-27 SG, 34 SG y parto: Bajo (3.21-8.64 nmol/L), medio (8.68 9-16.18 nmol/L) y alto (16.22-
333.84 nmol/L). Se representan las medias geométricas (IC 95%) de la colina, la betaina y la DMG plasmaticas y la
media aritmética (IC 95%) de la metionina. Las diferencias entre terciles se han explorado con la prueba del analisis
de la variancia con correccion posthoc de Bonferroni para comparaciones multiples. §p50.06; *p<0.05; **p<0.01;

""p<0.001, respecto al tercil alto.
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Figura 12: Fluctuacion de la colina, la betaina, la DMG y la metionina plasmaticas durante el
segundo y tercer trimestre de la gestacion en funcidn de la suplementacién con acido félico

entre los meses 4y 7.
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DMG: Dimetilglicina; SG: semanas de gestacidon. Se representan las medias geométricas (IC 95%) de la colina, la
betaina, la DMG y la metionina plasmaticas. Las diferencias entre terciles se han explorado con la prueba del analisis

de la variancia. §p:0.053.; *p<0.05, respecto al grupo de gestantes no usuarias de suplementacion con acido félico.
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Figura 13. Colina, betaina y DMG maternas y fetales en funcién del estado en folato*
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DMG: Dimetilglicina. Se representa la media geométrica (semi-IC 95%). 'En el momento del parto: Bajo
(2.29-6.74 nmol/L), medio (6.75-12.44 nmol/L) y alto (12.56-256.57 nmol/L). Las diferencias entre terciles se
han explorado con la prueba del andlisis de la variancia con correccidon post hoc de Bonferroni para

comparaciones multiples. §p=0.073; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, respecto al tercil alto de folato.
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4.Relacidn del polimorfismo BHMT 742G—>A y la via metabdlica

de la colina durante la gestacion y en el cordén umbilical

El polimorfismo BHMT 742G—> A afecta el gen de la enzima BHMT, enzima responsable de la
conversion de Hcy a metionina, utilizando a la betaina como dador de grupos metilo. Por este
motivo se investigd la relacidon del polimorfismo BHMT 742G>A vy la via metabdlica de la
colina. También se exploré la frecuencia genotipica de los polimorfismos MTHFR 677C2>T y
MTRR 66A—>G ya que tienen efecto sobre la tHcy y podrian influir indirectamente en la

contribucion que tiene la via de la colina al metabolismo monocarbonado.

Las frecuencias genotipicas del polimorfismo BHMT 742G—>A en las gestantes fueron 48.8%
para el genotipo salvaje, 40.9% para el genotipo heterocigoto y 10.2% para el genotipo
homocigoto. Las frecuencias en los recién nacidos fueron 45.1%, 459% vy 9.0%

respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos BHMT 742G>A, MTHFR 677C2>T y

MTRR 66A—>G en las gestantes y en los recién nacidos.

Genotipo
Salvaje Heterocigoto Homocigoto

Gestantes BHMT 742G>A 48.8 [254]* 41.0[213] 10.2 [53]

MTHFR 677C>T 34.8 [181] 47.1 [245] 18.1 [94]

MTRR 66A>G 28.3 [147] 45.9 [238] 25.8 [134]
Recién nacidos BHMT 742G>A 45.1 [165] 45.9 [168] 9.0 [33]

MTHFR 677C>T 35.1[128] 45.5 [166] 19.4 [71]

MTRR 66A>G 26.0 [95] 46.1 [168] 27.9 [102]

Log [N]
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Se analizd el efecto que tenia la presencia del polimorfismo BHMT 742G—> A materno sobre la
colina, la betaina y la DMG plasmaticas a lo largo de la gestacion (Tabla 10). No se observaron
diferencias en la colina ni en la betaina plasmaticas en funcién del genotipo, pero si en la DMG
plasmatica (p<0,01). Las gestantes homocigéticas para el polimorfismo BHMT 742G>A
presentaron la DMG plasmatica inferior respecto a las que tienen el genotipo salvaje, a las 34

SG y en el momento del parto.

En el feto, se investigd el efecto del polimorfismo BHMT 742G—> A materno y del recién nacido
sobre la colina, la betaina y la DMG plasmaticas (Tabla 10). Al igual que en las gestantes, no se
observaron diferencias en la colina ni en la betaina plasmaticas, pero si en la DMG (p<0,01).
Los hijos de las gestantes homocigéticas para este polimorfismo tenian la DMG plasmatica
fetal inferior en comparacidn con los hijos de las gestantes con el genotipo salvaje. En cambio,
no se observd ningln efecto en la DMG plasmatica fetal en funcién del polimorfismo BHMT

742G A del recién nacido.
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Tabla 10. Colina, betaina y DMG plasmaticas en funcidn del polimorfismo BHMT 742G-> A durante la gestacion y en corddn umbilical.

Cordon umbilical

Genotipo <12SG 15 SG 24-27 SG 34 SG Parto ) 1 .
Genotipo materno Genotipo fetalz
GG 7.75(7.54-7.97) 7.73(7.51-7.95) 9.30(9.07-9.53) 10.55(10.22-10.88) 11.89(11.49-12.32) | 28,62(27,06-30,27) 29,73(27,85-31,73)
[252]® [196] [216] [213] [192] [184] [164]
Colina GA 7.75(7.52-7.98) 7.82(7.60-8.06) 9.32(9.07-9.59) 10.48(10.16-10.82) 11.88(11.36-12.43) 29,37(27,77-31,06) 28,30 (26,97-29,69)
umol/L [213] [173] [184] [178] [175] [171] [167]
AA 7.88(7.40-8.39) 7.98(7.54-8.44) 9.67(9.11-10.25) 10.69(10.20-11.20)  11.66(10.67-12.75) | 29,76(25,54-34,69) 28,15 (24,60-32,22)
[53] [40] [43] [39] [39] [34] [33]
GG 20.96(20.16-21.80)  14.57(14.14- 15.01)  12.76(12.41-13.11)  12.96(12.62-13.31) 13.25(12.88-13.64) 25.10(24.38-25.84) 24.67(23.91-25.46)
[252] [196] [216] [213] [192] [184] [164]
Betaina GA 21.85(20.89-22.85)  15.29(14.79-15.80)  13.18(12.76-13.62)  13.30(12.91-13.69)  13.45(12.98-13.94) 25.10(24.34-25.88)  25-91(25.15-26.69)
umol/L [213] [173] [184] [178] [175] [171] [167]
AA 21.41(19.70-23.26)  14.64(13.76-15.58)  12.83(12.10-13.59)  13.16(12.34-14.04)  12.69(11.87-13.58) 24.78(22.05-26.76)  2446(22.75-26.31)
[53] [40] [43] [39] [39] (34] [33]
GG 2.59(2.48-2.71) 2.27(2.16-2.39) 2.23(2.11-2.35) 2.51(2.37-2.67) 2.98(2.81-3.16) 3.71(3.51-3.91) 3.72(3.50-3.96)
[252] [196] [216] [213] [192] [184] [164]
DMG GA 2.41(2.29-2.53) 2.15(2.05-2.26) 2.13(2.02-2.26) 2.41(2.26-2.57) 2.76(2.56-2.98) 3.57(3.38-3.77) 3.49(3.32-3.67)
umol/L [213] [173] [184] [178] [175] [171] [167]
AA 2.48(2.22-2.77) 2.03(1.81-2.27) 1.93(1.76-2.12) 1.98(1.80-2.18) 2.25(1.97-2.57) 3.02(2.74-3.32) 3.36(2.94-3.84)
[53] [40] [43)° [39)° [39)° [34)° [33]

DMG: Dimetilglicina; SG: Semanas de gestacidn; Concentracién fetal en funcién del genotipo materno; ®Concentracién fetal en funcién del genotipo fetal; *Media geométrica (IC95%) [N]; Analisis de la

variancia con correccidn posthoc de Bonferroni para comparaciones multiples, §p=0.08; p<0.05; bp<0.01; 0<0.001, respecto al genotipo salvaje (GG).
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5. Efecto del polimorfiimo BHMT 742G>A y del estado en

folato sobre la via metabdlica de la colina durante la gestacion

Hemos observado que durante la gestacidn, tanto el estado en folato como el polimorfismo
BHMT 742G->A pueden influir en la via de la colina. Por este motivo se investigd cual de los
dos factores tiene mas capacidad de explicar la concentracidon plasmatica de los metabolitos
de la via de la colina y si existe interaccidn entre ellos, tanto en el primer trimestre (Tabla 11)

como en el segundo y en el tercero (Tabla 12).

El estado en folato fue el factor mas determinante de la colina plasmatica tan solo antes de las
12 SG, momento en que las gestantes situadas en el tercil alto de folato presentaron un
incremento del 7.83% de la colina plasmatica en comparacién con las gestantes situadas en el
tercil bajo. No obstante, el modelo de regresion lineal multiple fue capaz de explicar tan solo

un 8% de la variabilidad de la colina plasmatica.

Un elevado estado en folato también se asocid positivamente con la betaina plasmatica
durante toda la gestacidn, y de manera significativa a las 15 SG, a las 24-27 SG y en el
momento del parto. Sin embargo, antes de las 12 SG se observd una relacién inversa. Las
gestantes con un estado en folato de entre 18.18 y 35.12 nmol/L presentaron una
concentracion media de betaina plasmatica un 7% inferior a las gestantes con el folato

plasmatico <18.11 nmol/L.

En las gestantes, el estado en folato presentd una asociacién inversa con la DMG plasmatica
durante toda la gestacidn y significativamente a partir de las 24-27 SG hasta el momento del
parto. A las 34 SG fue cuando se observd el mayor efecto, de manera que las gestantes
situadas en el tercil alto de folato presentaron la DMG plasmatica un 25% inferior comparado

con las gestantes del tercil bajo.

A lo largo de la gestacidn, no se observé asociacion alguna entre la presencia del genotipo
BHMT 742AA vy la concentracién de los metabolitos de la via de la colina en plasma. Sin
embargo, se observd que las gestantes con el genotipo BHMT 742AA tenian la tendencia a
presentar una concentracidn superior de colina y betaina que el resto de gestantes, excepto

antes de las 12 SG y en el momento del parto que sus concentraciones eran inferiores.
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La colina fue el factor con mas capacidad explicativa relativa de la betaina plasmdatica durante
toda la gestacion. De la misma manera, la betaina lo fue de la DMG plasmatica. No obstante,
antes de las 12 SG, el coeficiente de regresidon estandarizado B (que indica la capacidad
explicativa relativa) del genotipo BHMT 742AA para la betaina fue comparable al de la colina,
pero en sentido contrario. Y a las 34 SG, la capacidad del estado en folato para explicar la DMG

plasmatica fue equiparable a la de su precursor metabdlico, pero en sentido inverso.

No se observo interaccidon entre el estado en folato y el polimorfismo BHMT 742G—>A en
ningun momento de la gestacidn, para ninguno de los metabolitos analizados. Sin embargo,
antes de las 12 SG, la significacion estadistica de la interaccién entre ambos factores sobre la

betaina plasmatica fue 0.09.
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Tabla 11: El efecto del polimorfismo BHMT 742G—> Ay del estado en folato sobre la via de la colina durante el primer trimestre de la gestacidn.

<12 SG 15 SG
% de cambio® B R’[N] | % de cambio® B R*[N]
Tercil de folato®: medio® 0.05 (2.72)° 0.001 -1.59 (2.82) -0.038
alto® 7.83 (3.35)° 0.170 0.03 (3.48) 0.001
Colina (umol/L) BHMT 742 GA* 3.05 (4.49) 0.070 [gfﬁc 2.79 (4.52) 0.070 [(3)'7036]b
AA* 4.76 (8.73) 0.064 6.73 (9.11) 0.097
Interaccion Folato-BHMT 742G>A -1.31(1.91) -0.092 -0.91(1.91) -0.072
Colina, pmol/L 3.31(0.77) 0.186 3.64 (0.65)° 0.280
Tercil de folato?: medio® -7.16 (3.77)° -0.110 2.21(3.01) 0.048
Betaina (umol 5 alto® -1.93 (4.69)  -0.029 0.23 8.79 (3.72)° 0.187 0.12
BHMT 742 GA -4.95 (6.25) -0.078  [441] 7.31(4.83) 0.161 [373]
AA® -17.82 (12.24)°  -0.181 6.49 (9.76) 0.085
Interaccién Folato-BHMT 742G>A 4.47 (2.64)° 0.205 -1.43 (2.04) -0.103
Betaina, umol/L 2.01 (0.24)¢ 0.404 3.02 (0.48)° 0.312
Tercil de folato?: medio® -4.65 (4.54) -0.061 -5.81 (4.92) -0.080
alto® 0.22 (5.58) 0.003 (19 -3.90 (6.12) -0.054 13
DMG (umol/L) 4 ¢ c
BHMT 742 GA -1.25(7.51) -0.017  [441] 1.26 (7.95) 0.017 [373]
AA* 8.77 (14.84) 0.066 8.76 (16.26) 0.069
Interaccidn Folato-BHMT 742G>A -4.59 (3.17) -0.189 -4.87 (3.32) -0.218

B: coeficiente de regresidn estandarizado. SG: Semanas de gestacién. 1Porcentaje de cambio al aumentar una unidad o respecto a la categoria de referencia; 2Antes de
las 12 SG, tercil de folato bajo (3.96-18.11 nmol/L), medio (18.18-35.12 nmol/L) y alto (35.29-447.00 nmol/L) y a las 15SG, tercil de folato bajo (3.35-19.86), medio
(19.90-32.47) y alto (32.49-441.00); 3Referencia: tercil bajo; *Referencia: genotipo salvaje; Media (Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: edad e IMC al
inicio de la gestacion, hospital, habito tabaquico en el primer trimestre, edad gestacional, creatinina y cobalamina en el momento de la extraccion. §p=0.09; p<0.05;

Pp<0.01; p<0.001.
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Tabla 12: El efecto del polimorfismo BHMT 742G—> Ay del estado en folato sobre la via de la colina durante el segundo y tercer trimestre de la gestacion.

24-27 SG 34 SG Parto
Metabolito Variables independientes n > n > - >
% de cambio B R°[N] [ % de cambio B R°[N] | % de cambio B R°[N]
Tercil de folato® medio® 1.39(2.51)° 0.034 -2.17(2.91)  -0.050 -2.70 (4.09)  -0.048
alto® 3.04(3.11)  0.075 -0.44 (3.74)  -0.010 1.41 (5.24) 0.025
Colina umol/L) 4 200393 0510 O | sa1@asy o128 O | 282(624) 0052 0%
BHMT 742 GA . . ) ) . ) ) ) )
G [409]° [367] [342]°
AAY 7,46 (7.87)  0.111 10.02 (9.13)  0.133 -1.44 (12.80)  -0.016
Interaccién Folato-BHMT 742G >A  -0,68 (1.69)  -0,055 -1.26 (1.93)  -0.095 0.01(2.66)  -0.001
Colina, pmol/L 4.43 (0.55)°  0.374 1.83(0.42)°  0.218 1.19 (0.29)°  0.216
Tercil de folato®: medio® 6.37 (2.64)*  0.136 3.26 (2.70)  0.076 6.81(3.09)°  0.148
alto? 10.92 (3.29)° 0.232 021 5.33(3.45)  0.127 018 7.81(3.96)° 0131 012
Betaina (umol/L) . c .
BHMT 742 GA® 5.17 (4.14)  0.117 [409] 2.76 (4.20) 0.068 [367] 1.47 (4.71) 0.035 [342]
AA? 3.28(8.30)  0.045 3.87(8.48)  0.055 -3.33(9.59)  -0.048
Interaccion Folato-BHMT 742G>A  -0.99(1.78)  -0.071 0.03(1.80)  0.002 0.09 (2.02) 0.007
Betaina, umol/L 4.06 (0.61)°  0.317 5.70(0.80)°  0.352 5.44(0.84)° 0.314
Tercil de folato®: medio® -16.70 (5.12)° -0.219 -18.19 (6.13)  -0.210 -15.94(6.68)° -0.171
alto® -20.48 (6.43)° -0.280 0.15 | -25.13(7.87)° -0.313 020 | -20.33(8.61)° -0.230 (.24
DMG (umol/L) ¢ c c
BHMT 742 GA® -6.65(8.05) -0.087 [409]" | -5.94(9.61) -0.068 [367] 9.31(10.24)  0.093 [342]
AA% -14.38 -0.117 -24.03 -0.175 12.02 (21.38)  0.071
Interaccién Folato-BHMT 742G>A  0.47 (3.41) 0.18 0.88(4.05)  0.030 -7.25(4.32)  -0.247

SG: Semanas de gestacidn; B: coeficiente de regresidon estandarizado. 1Porcentaje de cambio al aumentar una unidad o respecto a la categoria de referencia; 2 las 24-27 SG: Bajo (3.21-8.64 nmol/L),
medio (8.68 9-16.18 nmol/L) y alto (16.22-333.84 nmol/L); *Referencia: tercil bajo; *Referencia: genotipo salvaje; *Media (Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: edad e IMC al inicio de

la gestacion, hospital, habito tabaquico durante toda la gestacidn, edad gestacional, creatinina y cobalamina en el momento de la extraccién. §p:0.05; ?p<0.05; I°p<0.01; p<0.001.
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6. Relacion del polimorfismo BHMT 742G—>A y la tHcy durante

la gestacion y en el cordén umbilical

A lo largo de la gestacién, el polimorfismo BHMT 742 G—> A también podria tener efecto sobre
la tHcy. Por este motivo se compararon las medias geométricas de la tHcy en diferentes
momentos del embarazo, en funcidon del polimorfismo BHMT 742 G>A y ajustando por
variables confusoras que podrian influir en la tHcy. En la Figura 14 se observa que la
fluctuaciéon de la tHcy a lo largo de la gestacién fue similar entre los tres genotipos. Sin
embargo, las gestantes con el genotipo BHMT 742AA presentaron una tendencia a tener la
tHcy inferior en comparacion al resto de gestantes. En el momento del parto, su tHcy fue un

5.6% inferior, aunque esta diferencia no fue significativa.

Figura 14: Fluctuacion de la tHcy en funcion del polimorfismo BHMT 742 G>A a lo largo

de la gestacion.
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<12 15 24-27 34 Parto
Semanas de gestacion

tHcy: concentracion de homocisteina total en ayunas. Medias geométricas (IC95%) ajustadas por: Hospital,
edad e IMC de la madre al inicio de la gestacion, habito tabaquico, edad gestacional, creatinina, folato,
cobalamina y betaina del momento de la extraccion. Anadlisis de la variancia para medidas repetidas (edad
gestacional como factor intrasujeto) en funcién del polimorfismo BHMT 742G->A (factor intersujeto), con

correccién posthoc de Bonferroni para comparaciones multiples.
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De la misma manera, la tHcy fetal también podria estar influenciada por el polimorfismo BHMT
742 G>A materno o bien del recién nacido. En la Tabla 13 se presenta la tHcy del cordén
umbilical en funcidn del polimorfismo BHMT 742 G—> A materno y fetal, ajustada por distintas
variables confusoras. Ni el genotipo materno del polimorfismo BHMT 742 G>A ni el fetal se

asociaron con una tHcy diferente en el cordén umbilical.

Tabla 13: tHcy fetal (umol/L) en funcién del polimorfismo BHMT 742G—>A

materno o fetal.

Genotipo materno Genotipo fetal
GG 4.82 (4.63-5.02) [171]* 4.86 (4.67-5.06) [154]
GA 4.88 (4.68-5.09) [163] 4.80 (4.61-5.00) [153]
AA 4.94 (4.49-5.45) [30] 4.85 (4.43-5.32) [30]

tHcy: concentracion de homocisteina total en ayunas. "Media geométrica (IC95%) [N]. Medias de
tHcy ajustadas por: Hospital, edad e IMC de la madre al inicio de la gestacién, habito tabaquico
durante toda la gestacion, edad gestacional en el momento del parto, creatinina, folato, cobalamina
y betaina fetales. Andlisis de la variancia en funcién del polimorfismo BHMT 742G>A (factor

intersujeto) con correccién posthoc de Bonferroni para comparaciones multiples.

7. Efecto del polimorfismo BHMT 742G—>A y del estado en

folato sobre la tHcy durante la gestacion

El estado en folato es un factor que tiene una influencia ampliamente conocida sobre la tHcy
en la poblacion adulta y también durante la gestaciéon. Hemos observado anteriormente que las
gestantes con el genotipo BHMT 742AA tenian la tendencia a presentar la tHcy inferior
respecto al resto de gestantes. Por este motivo se decidid investigar la interaccién entre el
polimorfismo BHMT 742G—>A vy el estado en folato plasmatico sobre la tHcy en el primer

trimestre (Tabla 14) asi como en el segundo y en el tercero (Tabla 15).

Se observé una relacién inversa entre el estado en folato y la tHcy, durante toda la gestacidn. El
mayor efecto se observd a las 34 SG, momento en que las gestantes con el folato plasmatico
>16.22 nmol/L presentaron una reduccion de un 19% de la tHcy respecto a las gestantes con el

folato plasmatico <8.64 nmol/L..
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La presencia del genotipo BHMT 742AA se relaciond positivamente con la tHcy durante toda la
gestacidn, excepto a las 15 SG. Sin embargo, tan solo antes de las 12 SG las gestantes con este
genotipo se asociaron significativamente con un incremento del 18% de la tHcy respecto a las
gestantes con el genotipo salvaje, coincidiendo con el momento en que se observd una
interaccion entre el polimorfismo y el estado en folato. La aparicién de esta interaccion entre
ambos factores indica que el polimorfismo actia de forma distinta sobre la tHcy en funcién del

estado en folato y que existe la necesidad de investigarlo de forma independiente.

Tabla 14. El efecto del polimorfismo BHMT 742G=> Ay del estado en folato sobre la tHcy durante

el primer trimestre de gestacion.

<12 SG 15 SG

% de cambio® B R’[N] % de cambio® B R*[N]

Tercil de folato? medio®  -11.58 (2.69)* -0.248 -6.96 (2.67)  -0.169
alto® -11.49 (3.29)°  -0.249 -8.30(3.31)  -0.207
BHMT 742 GA® 7.80 (4.41)° 0158 028  341(428) -0.086 020
AA® 18.08(8.62° 0208 44 760(863) -0115 [372

Interaccion

a
Folato-BHMT 742G>A 3.64 (1.88) 0.236 0.89 (1.81) 0.069

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas; SG: Semanas de gestacion; B: coeficiente de regresion estandarizado.
1Porcentaje de cambio de la tHcy respecto a la categoria de referencia; Antes de las 12 SG: bajo (3.96-18.11 nmol/L),
medio (18.18-35.12 nmol/L) y alto (35.29-447.00 nmol/L) y a las 15SG: bajo (3.35-19.86), medio (19.90-32.47) y alto
(32.49-441.00); *Referencia: tercil bajo; *Referencia: genotipo salvaje; *Media (Error tipico). Todos los modelos estan
ajustados por: edad e IMC al inicio de la gestacidn, hospital, habito tabaquico en el primer trimestre, edad gestacional,
creatinina, betaina y cobalamina en el momento de la extraccion y por los polimorfismos: MTHFR 677C>T (genotipo

salvaje respecto al resto) y MTRR 66A=>G. $p=0.08; *p<0.05; °p<0.01; p<0.001.
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Tabla 15. El efecto del polimorfismo BHMT 742G> A y del estado en folato sobre la tHcy durante el segundo y tercer trimestre de gestacion.

24-27 SG 345G Parto
9% de cambio® B R’[N] % de cambio® B R’[N] % de cambio® B R2[N]
Tercil de folato® medio® -9.99 (3.04)*¢  -0.198 -11.56 (3.43)°  -0.210 -12.64 (3.89)°  -0.212
alto® -16.29 (3.80)°  -0.339 -19.16 (4.39)°  -0.375 -17.38 (4.99)°  -0.308
\ 0.25 0.32 0.33
BHMT 742 GA 3.57 (4.77 0.069 6.45 (5.37 0.113 4.54 (5.93 0.074
(4.77) [408]° (5:37) [366]° (5.93) [341]°
AA* 5.51(9.55)  0.063 8.19(10.92)  0.082 11.83 (12.16)  0.112
Interaccién Folato-BHMT 742G>A  -1.46 (2.03)  -0.090 231(2.28)  -0.131 3.25(2.53)  -0.173

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas; SG: Semanas de gestacion; B: coeficiente de regresidn estandarizado. 1Porcentaje de cambio de la tHcy respecto a la categoria de
referencia; 2A las 24-27 SG: Bajo (3.21-8.64 nmol/L), medio (8.68 9-16.18 nmol/L) y alto (16.22-333.84 nmol/L); 3Referencia: tercil bajo; “Referencia: genotipo salvaje; *Media
(Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: edad e IMC al inicio de la gestacion, hospital, habito tabaquico durante toda la gestacion, edad gestacional, creatinina,
betaina y cobalamina en el momento de la extraccién y por los polimorfismos: MTHFR 677C>T (genotipo salvaje respecto al resto) y MTRR 66A—>G. Los modelos de la semana 34

y del parto también se ajustaron por el uso de suplementacién con acido félico durante los meses de 4 a 7. *p<0.05; I°p<0.01; p<0.001.
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8. Relacidon materno-fetal de la colina, la betaina y la DMG

Para investigar la relacién de los metabolitos de la via de la colina entre la gestante y el feto se
explord la correlacién materno-fetal de la colina, la betaina y la DMG. Los tres metabolitos
maternos en el momento del parto se correlacionaron positivamente con los fetales. La
correlacion materno-fetal de la colina fue baja (r=0.15; p<0.01; n=394), la de la betaina fue
moderada (r=0.43; p<0.001, n=394) y la de la DMG fue alta (r=0.77; p<0.001; n=394). Al
investigar estas relaciones en funcién del estado en folato de la gestante en el momento del
parto (Tabla 16) se observé que la colina materna se correlaciona positivamente con la colina
fetal tan solo en las gestantes del tercil medio de folato. La betaina materna se correlacioné
moderadamente con la betaina fetal en todos los terciles de folato. La DMG materna presentd
una correlacion muy elevada con la DMG fetal, independientemente del estado en folato,
aunque en las gestantes del tercil bajo el coeficiente de correlacidn lineal de Pearson fue

ligeramente superior.

Tabla 16: Relacion materno-fetal de la colina, la betaina y la DMG, en funcién

del estado en folato™.

Tercil bajo Tercil medio Tercil alto
Colina 0.12? 0.20° 0.12
Betaina 0.42° 0.49° 0.30°
DMG 0.79¢ 0.75¢ 0.76°

En el momento del parto: Bajo (2.29-6.74 nmol/L; n=127), medio (6.75-12.44 nmol/L; n=134) y
alto (12.56-256.57 nmol/L; n=132); 2Coeficiente de correlacién r de Pearson. ?p<0.05; bp<0.01;
p<0.001.

Al encontrar una correlacion materno-fetal moderada para la betaina y elevada para la DMG,
se decidié investigar la capacidad que tiene el metabolito materno comparado con otros
factores fetales (antropométricos, bioquimicos y genéticos) para explicar la concentraciéon
plasmatica fetal de la colina, la betaina y la DMG (Tabla 17). Se observd que el principal
determinante de la concentraciéon de estos metabolitos en el feto es la concentracion del
mismo metabolito en la gestante en el momento del parto. En el caso de la betaina y la DMG,
el metabolito materno fue incluso mas influyente que su precursor en la via metabdlica del
feto. El polimorfismo BHMT 742G>A del feto no presentd ningin efecto sobre la

concentracién de colina, betaina y DMG fetales.
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Tabla 17: Factores explicativos de la colina, la betaina y la DMG fetales.

% de cambio® B R*[N]
colina Colina materna® 1.89 (0.51)*¢ 0.191 011
ot BHMT 742 GA: -3.70 (4.04) 0051 e
AA -8.41 (7.04) -0.069
Betaina materna’ 3.05(0.33)" 0.428
Betaina Colina fetal® 0.35(0.07)° 0.250 0.30
fetal® BHMT 742 GA? 4.07 (1.92)° 0.097 [353]°¢
AA? -2.66 (3.29) -0.039
MG DMG materna’ 6.78 (0.43)° 0.605
rotal? Betaina fetal’ 1.65 (0.29)° 0.235 0.48
BHMT 742 GA’ -3.81(3.06) 0053  [354]°
AA? -7.04 (5.22) -0.058

DMG: Dimetilglicina; B: coeficiente de regresion estandarizado. 1Porcentaje de cambio al aumentar una
unidad o respecto a la categoria de referencia; zumol/L; ®Referencia: genotipo salvaje (polimorfismo
fetal); *Media (Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: hospital, edad gestacional en el

momento del parto, peso fetal al nacer, cotinina, folato y cobalamina fetales. *p<0.05; bp<0.01; p<0.001.

Al investigar la relacion materno-fetal de estos metabolitos en funcién del estado en folato
(Tabla 18) de la gestante en el momento del parto se observd que, al igual que en el analisis
anterior, la betaina y la DMG maternas tienen mas capacidad para explicar la concentracién de
la betaina y la DMG fetales, respectivamente, que su propio precursor en la via metabdlica
fetal. Pero se observaron algunas diferencias en funcién del estado en folato. La colina
plasmatica materna solo se asocié positivamente con la colina plasmatica fetal en las gestantes

situadas en los terciles medio y alto de folato.

La colina fetal, el precursor de la betaina en la via metabdlica, se asocié con un incremento del
0.3% de la betaina fetal, independientemente del estado en folato de la gestante. En cambio,
la contribucion de la betaina materna a la concentracidon de la betaina fetal disminuyd a
medida que mejord el estado en folato. Mientras que el aumento de 1 umol/L de betaina
materna de las gestantes situadas en el tercil bajo de folato se asocié con un incremento del

3.79% de la betaina fetal, en las gestantes del tercil alto este porcentaje fue del 2.09%.
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El mayor efecto del estado en folato materno se refleja en la DMG fetal. Mientras que su
precursor fetal se asocié con un incremento de la DMG fetal de aproximadamente un 2%,
indistintamente del estado en folato materno; la DMG materna fue capaz de aumentarla hasta
un 17%, en las gestantes situadas en el tercil alto de folato. Ademas, cabe destacar que estos
modelos de regresion lineal multiple fueron capaces de explicar entre el 52% y el 68% de la

variabilidad de la DMG fetal.

En general, el polimorfismo fetal BHMT 742 G>A tiene una capacidad baja para explicar la

variabilidad de los metabolitos de la via de la colina del feto.

Por otro lado, se investigd la presencia de la oxidacién de la colina a betaina, que tiene lugar
mediante la enzima CHDH, y la conversién de betaina a DMG, mediante la enzima BHMT, tanto
en la gestante como en el feto. Para explorarlo, se calculé la correlacién lineal de Pearson de la
colina con la betaina y de la betaina con la DMG, en la gestante en el momento del parto y en
el cordén umbilical (Tabla 19). La oxidacidn de la colina parece ser mas activa en la gestante ya
gue el coeficiente de correlacién entre la colina y la betaina fue mas alto en la gestante que en

el feto. En cambio, la correlacién entre la betaina y la DMG fue similar entre ambos.

Finalmente, se investigd si la oxidacion de la colina y la conversidn de la betaina a DMG eran
diferentes en la madre y en el feto, en funcién del estado en folato de la gestante en el
momento del parto (Tabla 20). Por un lado, la correlacién entre la colina y la betaina maternas
fue similar entre terciles de folato, aunque en el tercil medio fue ligeramente inferior. En
cambio, en el feto, se observd una tendencia a disminuir la correlacion entre ambos
metabolitos a medida que aumentaba el estado en folato. De esta forma, la oxidacién de la
colina fetal fue menor cuando las gestantes se situaban en el tercil alto de folato que cuando
lo hacian en el tercil bajo. Por otro lado, la correlacién entre la betaina y la DMG disminuyd a

medida que aumentaba el estado en folato, tanto en la gestante como en el feto.
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Tabla 18. Factores explicativos de la colina, la betaina y la DMG fetales, en funcién del estado en folato®.

Tercil bajo Tercil medio Tercil alto
% de cambio’ B R’[N] % de cambio® B R’[N] % de cambio® B R?[N]

Colina®  Colina materna® 1.41(0.95)°  0.141 2.90 (1.13)° 0.224 1.46 (0.65)>  0.203
0.20 0.14 0.07

BHMT 742 GA® -2.90(7.49)  -0.038 -9.95(8.29)  -0.122 ,  -212(559)  -0.037
[110]° [120] [123]°

AA* -6.93 (18.59)  -0.042 -17.06 (12.33)  -0.148 1.48 (10.00)  0.014

Betaina® Betaina materna®  3.79(0.64)°  0.516 2.89 (0.61)° 0.378 2.09(0.53)°  0.343
Colina fetal® 0.32(0.11)°  0.269 0.32 0.39 (0.12)° 0.270  0.35 0.33(0.14)° 0.199  0.20
BHMT 742 GA® 2.32(3.79) 0.053  [110]° 4.11 (3.47) 0.097 [119]° 3.31(2.92) 0.099 [123]¢

AA* 2.24 (8.76) 0.023 -0.72 (5.07)  -0.012 -9.19 (5.26)  -0.167

DMG? DMG materna® 4.44 (0.54)°  0.603 14.09 (1.07)°  0.669 17.23 (1.05)°  0.805
Betaina fetal® 1.90 (0.55)°  0.273 0.52 1.98 (0.40)° 0.282  0.68 1.83 (0.41)°  0.245 0.67
110]° c c
BHMT 742 GA* -6.16 (5.98)  -0.081 [110] -1.57 (4.31)  -0.021  [120] -4.73(3.93)  -0.071  [123]

AA* 1.75(13.64)  0.010 -11.33(6.34)  -0.111 -3.06 (6.96)  -0.026

DMG: Dimetilglicina; B: coeficiente de regresién estandarizado. 'En el momento del parto: Bajo (2.29-6.74 nmol/L), medio (6.75-12.44 nmol/L) y alto (12.56-256.57 nmol/L);
zPorcentaje de cambio al aumentar una unidad o respecto a la categoria de referencia; 3umoI/L; *Referencia: genotipo salvaje (polimorfismo fetal); *Media (Error tipico). Todos

los modelos estan ajustados por: hospital, edad gestacional en el momento del parto, peso fetal al nacer, cotinina, folato y cobalamina fetales. ?p<0.05; "p<0.01; p<0.001.
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Tabla 19: Relacién entre los metabolitos de la via de la colina en la

gestante y en el feto.

Madre Feto
Colina - Betaina 0.39%¢ 0.27°¢
Betaina - DMG 0.32° 0.31°

N de la comparacion en la madre: 422 y en el feto: 405. Ycoeficiente de correlacion r

de Pearson. ®p<0.05; °p<0.01; “p<0.001.

Tabla 20: Relacidon entre los metabolitos de la via de la colina en la gestante y en el

feto en funcidn del estado de folato®.

Tercil bajo Tercil medio Tercil alto

Colina-Betaina Madre 0.40 [140]** 0.34 [141]° 0.41[140]°
Feto 0.37 [127]° 0.25 [134]° 0.29 [132]°

Betaina - DMG Madre 0.44 [140]° 0.35 [141]° 0.29 [140]°
Feto 0.42 [127]° 0.40 [134]° 0.20 [132]°

'En el momento del parto: Bajo (2.29-6.74 nmol/L), medio (6.75-12.44 nmol/L) y alto (12.56-256.57

nmol/L); 2Coeficiente de correlacién r de Pearson [N]. ?p<0.05; bp<O.Ol; ‘p<0.001.
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9. Efecto de la colina sobre la tHcy durante la gestacion y en

corddon umbilical

En primer lugar se investigd la posible interaccién entre la colina plasmatica y el estado en
folato sobre la tHcy a lo largo de la gestacidn. Tan solo se encontrd interaccién entre ambos
factores en el primer trimestre, antes de las 12 SG. Por este motivo se decidié que la
contribucion de la colina a la regulacion de tHcy durante el primer trimestre se investigaria en
funcién de los terciles de folato creados antes de las 12 SG y a las 15 SG respectivamente

(Tabla 21).

Antes de las 12 SG, la relacion entre la colina y la tHcy fue distinta en funcién del estado en
folato. Mientras que en las gestantes situadas en los terciles bajo y medio de folato la relacién
fue positiva, en las gestantes del tercil alto fue negativa. El coeficiente de regresidon
estandarizado B de la colina disminuyé a medida que aumentaba el estado en folato de las
gestantes. Sin embargo, ninguna de las relaciones observadas fue estadisticamente
significativa. A las 15 SG, la relacién fue siempre positiva independientemente del estado en
folato, aunque tampoco se observd ninguna asociacién significativa. Pero, a diferencia de lo
observado antes de las 12 SG, el coeficiente B aumentd a medida que incrementaba el estado

en folato.

El analisis del efecto de la colina sobre la tHcy durante el segundo y tercer trimestre no se
realizd en funcion del estado en folato, sino que el folato plasmatico se utiliz6 como una
variable de ajuste mas del modelo de regresion lineal multiple (Tabla 22). En esta segunda
parte de la gestacidn, la colina se asocié positivamente con la tHcy, llegando a ser significativa
en el momento del parto. Sin embargo, el aumento de tHcy asociado al aumento de 1 umol/L

de colina fue pequefiio, entre un 0.24 y un 0.95%.
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Tabla 21. Efecto de la colina plasmdtica sobre la tHcy durante el primer trimestre de

gestacion, en funcién del estado en folato.

SG Estado
% de cambio® B p R?[N]
en folato

<12 Bajo 1.85 (1.37) 0.110 0.182 0.27 [130]°
Medio 1.18 (0.99) 0.088 0.238 0.39 [141]°
Alto -0.60 (0.69) -0.067 0.389 0.22 [148]b

15 Bajo 0.40 (1.03) 0.036 0.694 0.28 [109]¢
Medio 1.27 (1.09) 0.094 0.248 0.36 [119]¢
Alto 1.21(0.97) 0.114 0.214 0.13[127]°

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas; SG: Semanas de gestacion; B: coeficiente de regresidn
estandarizado. 1Porcentaje de cambio de la tHcy al aumentar un umol de colina; ’Media (Error tipico). Todos los
modelos utilizados estan ajustados por: edad e IMC al inicio de la gestacidn, hospital, consumo de café no
descafeinado durante toda la gestacidn, habito tabaquico en el primer trimestre, edad gestacional, creatinina y
cobalamina en el momento de la extraccidn y por los polimorfismos: MTHFR 677C>T (genotipo salvaje respecto al
resto), MTRR 66A>G y BHMT 742G—>A. Terciles de folato a < 12 SG: Bajo (3.96-18.11 nmol/L), medio (18.18-35.12
nmol/L) y alto (35.29-447.00 nmol/L) y a las 15 SG: tercil de folato bajo (3.35-19.86), medio (19.90-32.47) y alto
(32.49-441.00); ®p<0.05; °p<0.01; “p<0.001.

Tabla 22. Efecto de la colina sobre la tHcy durante el segundo y tercer trimestre

de la gestacion.

% de cambio® B p R?[N]
24-27 SG 0.24 (0.65)z 0.017 0.717 0.23 [394]°
34 SG 0.95(0.51) 0.088 0.064 0.25 [386]°
Parto 0.75(0.37) 0.097 0.043 0.23 [361]°

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas; SG: Semanas de gestacion; B: coeficiente de
regresion estandarizado. t Porcentaje de cambio de la tHcy al aumentar un pumol de colina; ’Media
(Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: edad e IMC al inicio de la gestacién, hospital,
consumo de café no descafeinado durante toda la gestacidn, habito tabaquico, edad gestacional,
creatinina, cobalamina y folato en el momento de la extraccién y por los polimorfismos: MTHFR
677C>T (genotipo salvaje respecto al resto), MTRR 66A>G y BHMT 742G>A. ®p<0.05; bp<0.01;
‘p<0.001.
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Finalmente, se explord la relacién de la colina y la tHcy en el cordén umbilical. Debido a que
previamente se habia descrito que la colina materna esta relacionada con la colina fetal, se

investigd cual de las dos tenia un efecto mas importante sobre la tHcy fetal.

La primera aproximacion a la relacidon entre la colina materna o fetal y la tHcy fetal fue el
calculo de la correlacidn lineal de Pearson. No se observd una correlacion estadisticamente
significativa entre la colina materna y la tHcy fetal (r=0.09; p=0.082; n=397). Sin embargo, la
colina fetal se correlaciond positivamente con la tHcy fetal (r=0.20; p<0.001; n=405). Estos
resultados nos sugieren que la influencia de la colina materna y de la colina fetal sobre la tHcy
fetal puede ser distinta. Teniendo en cuenta que previamente hemos observado que la
correlacién materno-fetal de la colina es distinta en funcién del estado en folato de la gestante
en el momento del parto, se decidio explorar la correlacion entre la colina (materna y fetal) y
la tHcy fetal también en funcion del estado en folato (Tabla 23). Se observé que la colina
materna se correlaciona positivamente con la tHcy fetal Unicamente en las gestantes situadas
en el tercil alto de folato, mientras que en las del tercil medio y bajo no se observd una
correlacién significativa. En cambio, la colina fetal se correlaciond positivamente con la tHcy

fetal independientemente del estado en folato de la madre.

Ante estos resultados se decidié investigar la asociacidn entre la colina (materna y fetal) y la
tHcy fetal con un anadlisis multivariante que permitiera controlar factores confusores

(antropométricos, bioquimicos y genéticos) que podrian interferir en esta relacion (Tabla 24).

La tHcy materna fue el factor mas determinante de la tHcy fetal, independientemente del
estado en folato de la gestante en el momento del parto. La colina materna se relacioné de
manera distinta con la tHcy fetal en funcién del estado en folato de la gestante. Mientras que
en las gestantes del tercil bajo y medio, la colina materna se asocié inversamente con la tHcy
fetal (tan solo de manera significativa en el tercil medio), en las del tercil alto la asociacién fue
positiva pero tampoco significativamente. En cambio, la colina fetal se relacioné positivamente
con la tHcy fetal, independientemente del estado en folato. En las gestantes del tercil alto de
folato donde la asociacién fue significativa y el porcentaje de cambio de la tHcy fetal asociado

a la colina fetal fue superior.

119



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig
Diposit Legal: T. 1431-2012

Tabla 23. Relacién entre la colina (materna o fetal) y la tHcy fetal en funcién

del estado en folato®.

Tercil bajo  Tercil medio  Tercil alto

Colina materna vs tHcy fetal 0.11[129] 0.00 [134] 0.24 [133]b
Colina fetal vs tHcy fetal 0.25[127]°  0.23[134]° 0.24[132]°

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas. ‘En el momento del parto: Bajo (2.29-6.74
nmol/L), medio (6.75-12.44 nmol/L) y alto (12.56-256.57 nmol/L) *Coeficiente de correlacién r
de Pearson [N]. ®p<0.05; ®p<0.01; °p<0.001.

Tabla 24. Colina como factor explicativo de la tHcy fetal en funcién del estado en folato®.

Tercil bajo Tercil medio Tercil alto

% de cambio> R*[N] %de cambio® R’[N] % de cambio® R*[N]

tHcy materna® 8.10 (1.04)** 8.07 (1.21)° 12.74 (1.56)°

0.46 0.42 0.41
Colina materna® -0.21 (0.54) -1.22 (0.62)* 0.31 (0.45)

[110]° [119]° [121]°
Colina fetal® 0.18 (0.11) 0.17 (0.14) 0.66 (0.18)°

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas. *En el momento del parto: Bajo (2.29-6.74 nmol/L), medio (6.75-12.44
nmol/L) y alto (12.56-256.57 nmol/L); 2Porcentaje de cambio de la tHcy al aumentar un umol del factor explicativo;
3umoI/L; *Media (Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: Edad gestacional en el momento del parto, peso
al nacer, cotinina, creatinina, folato y cobalamina fetales y por los polimorfismos del recién nacido: MTHFR 677C>T

genotipo salvaje respecto al resto), y . °p<0.05; "p<0.01, “p<0.001.
( i Ivaj [ ), MTRR 66A=>G y BHMT 742G->A. ®p<0.05; °p<0.01, °p<0.001
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10. Efecto de la betaina sobre la tHcy durante la gestacion y en

cordon umbilical

En primer lugar se investigd si existia una interaccién entre la betaina y el estado en folato
sobre la tHcy a lo largo de la gestacidon. Se encontré interaccidon a las 24-27 y a las 34 SG.
Ademads, previamente habiamos observado una interaccién entre el estado en folato y el
polimorfismo BHMT 742 G>A sobre la tHcy Unicamente antes de las 12 SG (ver Tabla 15). Por
esto motivo y porqué el estado en folato puede regular la tHcy durante la gestacidon se decidid
analizar la relacidn entre la betaina plasmatica y la tHcy en funcién del estado en folato. El
analisis de esta relacidn en el primer trimestre se realizé segun el estado en folato de antes de
las 12 SG y a las 15 SG respectivamente (Tabla 25). En cambio, en el segundo y tercer trimestre

se analizd segln el estado en folato de las 24-27 SG (Tabla 26).

La betaina plasmatica se relaciond inversamente con la tHcy durante toda la gestacion e
independientemente del estado en folato. Sin embargo, se observd una relacién positiva antes
de las 12 SG, en las gestantes del tercil bajo y medio de folato y a las 15 SG, en gestantes con el
folato plasmatico en el tercil alto (>35.2 nmol/L). La asociacion entre la betaina plasmatica y la
tHcy tan solo fue significativa a partir del segundo trimestre. A las 24-27 SG, el aumento de 1
umol/L de betaina se asocié con una reduccion de 1.55% de la tHcy en las gestantes del tercil
bajo de folato, de 1.41% en las gestantes del tercil medio y de 1.15% en las del alto, momento
en que se perdio la significacién. Mientras que en este momento de la gestacién un mejor
estado en folato disminuye el porcentaje de cambio de la tHcy asociado a la betaina, en el
momento del parto se observd el contrario. Las gestantes con el folato plasmdtico >16.22
nmol/L a las 24-27 SG presentaron, en el momento del parto, el porcentaje de reduccién de la
tHcy asociado a la betaina mds importante de toda la gestaciéon. Ademas, en el momento del
parto, se observd una asociacion inversa entre el uso de suplementacion con acido fdlico y la
tHcy, Unicamente en las gestantes situadas al tercil bajo de folato a las 24-27 SG. Las usuarias
de esta suplementacion presentaron una disminucidon de aproximadamente un 15% de la tHcy

en comparacion con las no usuarias de esta suplementacion.

El efecto del polimorfismo BHMT 742 G2 A sobre la tHcy fue distinto en funcion del estado en
folato. Mientras que en las gestantes del tercil alto y medio de folato, la presencia del genotipo
BHMT 742AA se asocio inversamente con la tHcy, en las gestantes del tercil bajo la relacion
observada a lo largo de la gestacion fue inconsistente y en ningun caso significativa. De todas

formas, el hecho que antes de las 12 SG, el comportamiento del genotipo BHMT 742AA sobre
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la tHcy sea contrario en las gestantes del tercil bajo que en las del medio y alto, es consistente
con la interaccidén encontrada previamente entre el polimorfismo BHMT 742G>A y el estado

en folato sobre la tHcy de este momento de la gestacion.

Finalmente, se investigd la relacion entre la betaina, tanto la materna como la fetal, y la tHcy
fetal. Se calculé su correlacién lineal de Pearson y se encontrd que existe una relacién inversa
entre la betaina materna y la tHcy fetal (r=-0.13; p<0.05), sin embargo no se encontré una
correlacidn significativa entre la betaina fetal y la tHcy fetal (r=0.004; p=0.943). A continuacion,
se explord si estas relaciones variaban en funcién del estado en folato de la gestante en el
momento del parto. Asi, no se encontrd asociacion alguna entre la betaina (ni la materna ni la

fetal) con la tHcy fetal, en ninguno de los terciles de folatos (Tabla 27).

Al explorar esta relacién utilizando un analisis multivariante, sin estratificar las gestantes segun
su estado en folato en el momento del parto, se observd que la betaina materna se asocia
inversamente con la tHcy fetal, con un nivel préximo a la significacion. En cambio, la betaina

fetal se asocié directamente con la tHcy fetal (Tabla 28).

Posteriormente, se realizd este mismo analisis en funcidn del estado en folato en el momento
del parto (Tabla 29). En las gestantes situadas al tercil bajo de folato, el incremento de la
betaina materna se asocié con una reduccion de la tHcy fetal, aunque con una significacion
marginal. En cambio, el incremento de la betaina fetal se asocid con un incremento
significativo de la tHcy fetal. En las gestantes del tercil medio y alto, la direccién de las
asociaciones fue la misma, aunque perdieron fuerza. Ni la betaina materna ni la fetal en las
gestantes situadas en el tercil alto de folato (>12.56 nmol/L) en el momento del parto fueron

determinantes de la tHcy fetal.
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Tabla 25. Efecto de la betaina y del polimorfismo BHMT 742 G>A sobre la tHcy durante el primer trimestre de gestacion en

funcién del estado en folato.

<12 SG 15 SG
Estado en folato
% de cambio® B R*[N] % de cambio B R*[N]
Betaina® 0.32 (0.29)° 0.090 -0.07 (0.54) -0.013
0.27 0.28
Tercil bajo? BHMT 742 GA* 2.52 (4.78) 0.045 -0.73 (4.32) -0.173
. [130] [109]°
AA 15.04 (7.98) 0.149 -3.19 (7.23) -0.043
Betaina® 0.08 (0.30) 0.023 -0.58 (0.59) -0.078
0.38 0.36
Tercil medio? BHMT 742 GA* -5.47 (5.01) -0.133 -4.79 (3.33) -0.067
[141]° [119]°
AA* -1.26 (5.01) -0.019 -4.67 (5.98) -0.67
Betaina® -0.32 (0.21) -0.130 0.58 (0.36) 0.140
0.23 0.14
Tercil alto? BHMT 742 GA* 2.06 (3.15) 2.06 0.54 (3.20) 0.015 X
. [146]° [127]
AA -8.83 (6.09) -0.118 -5.82 (5.50) -0.098

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas; SG: Semanas de gestacion; B: coeficiente de regresion estandarizado. 1Porcentaje de cambio de la tHcy al
aumentar una unidad o respecto a la categoria de referencia; *Antes de las 12 SG: bajo (3.9-18.1 nmol/L), medio (18.2-35.1 nmol/L) y alto (35.2-447.0 nmol/L) y a
las 15SG: tercil de folato bajo (3.35-19.8), medio (19.9-32.4) y alto (32.5-441.0); 3pmoI/L; “Referencia: genotipo salvaje; *Media (Error tipico). Todos los modelos
estan ajustados por: edad e IMC al inicio de la gestacion, hospital, consumo de café no descafeinado durante toda la gestacidn, habito tabaquico en el primer
trimestre, edad gestacional, creatinina y cobalamina en el momento de la extraccién y por los polimorfismos: MTHFR 677C>T (genotipo salvaje respecto al resto)

y MTRR 66A->G. *p<0.05; °p<0.01; “p<0.001.
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Tabla 26. Efecto de la betaina y del polimorfismo BHMT 742 G>A sobre la tHcy durante el segundo y tercer trimestre de gestacion en funcién del

estado en folato®.

24-27 SG 34 SG Parto
Estado en folato R? R? R?
% de cambio’ B % de cambio’ B % de cambio’ B
[N] [N] [N]
Tercil bajo Betaina -1.55(0.73)>*  -.0180 -1.14 (0.82)  -0.114 -0.06 (0.82)  -0.006
BHMT 742 GA* -3.17(4.54)  -0.063 022 2.42(5.44) 0039 031 2.25 (5.66) 0035 032
[131] [119]¢ [111]°
AA* 4.97 (7.74) 0.054 -1.09(9.77)  -0.010 0.67 (10.35)  0.006
Tercil medio Betaina® -1.41(0.55)°  -0.231 -1.24 (0.64)° -0.184 -1.51(0.86)°  -0.166
BHMT 742 GA* 0.78 (3.82) 0019 04 056(357) 0014 02> 130(4.84)  -0.038 023
[123] [114] [106]
AA* -1.68(6.32)  -0.025 -7.57(6.15)  -0.118 -3.04(7.94)  -0.038
Tercil alto Betaina’ -1.15 (0.65)°  -0.144 -1.23(0.84)  -0.138 -2.66(0.98)°  -0.253
BHMT 742 GA* 2.45 (3.94) 0052 018  _198(424) -0044 013  _766(5.04) -0147 021
[140]° [128]° [118]¢
AA* -6.95(6.64)  -0.091 -1.42(7.31)  -0.018 -7.01(8.41)  -0.082

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas; SG: Semanas de gestacién; B: coeficiente de regresion estandarizado. A las 24-27 SG: Bajo (3.21-8.64 nmol/L), medio (8.68 9-16.18
nmol/L) y alto (16.22-333.84 nmol/L). 2Porcentaje de cambio de la tHcy al aumentar una unidad o respecto a la categoria de referencia; 3umol/L; “Referencia: genotipo salvaje; *Media
(Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: edad e IMC al inicio de la gestacidn, hospital, consumo de café no descafeinado y habito tabaquico durante toda la gestacion,

edad gestacional, creatinina y cobalamina en el momento de la extraccion y por los polimorfismos MTHFR 677C>T (genotipo salvaje respecto al resto) y MTRR 66A>G. Los modelos

de la semana 34 y del parto también se ajustaron por el uso de suplementacién con acido félico durante los meses de 4 a 7. *p<0.05; bp<0.01, “p<0.001; §p entre 0.05y 0.07.
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Tabla 27. Relacidn entre la betaina (materna o fetal) y la tHcy fetal en funcién del

estado en folato®

Tercil bajo Tercil medio Tercil alto

Betaina materna vs tHcy fetal -0.11 [129]? -0.11 [134] 0.01[133]

Betaina fetal vs tHcy fetal 0.07 [127] 0.14 [134] 0.03[132]

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas. 'En el momento del parto: Bajo (2.29-6.74 nmol/L),

medio (6.75-12.44 nmol/L) y alto (12.56-256.57 nmol/L). *Coeficiente de correlacion r de Pearson [N].

?p<0.05; *p<0.01; “p<0.001.

Tabla 28. Betaina como factor explicativo de la tHcy fetal.

% de cambio® B R*[N]
tHcy materna? 9.45 (0.64)** 0.006
Betaina materna’ -0.82 (0.45)° 0.004 0.48 [352]¢
Betaina fetal’ 0.82 (0.26)° 0.003

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas; B: coeficiente de regresién estandarizado.

1Porcentaje de cambio de la tHcy al aumentar una unidad de la variable independiente; Zumol/L;
*Media (Error tipico). Todos los modelos estan ajustados por: Edad gestacional en el momento del
parto (semanas), peso al nacer, cotinina, creatinina, folato y cobalamina fetales y por los

polimorfismos del recién nacido: MTHFR 677C>T (genotipo salvaje respecto al resto), MTRR
66A>G y BHMT 742G>A. *p=0.065; *p<0.05; °p<0.01; “p<0.001.
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Tabla 29. Betaina como factor explicativo de la tHcy fetal en funcién del estado en folato®.

Tercil bajo Tercil medio Tercil alto

% de cambio> R’[N] % de cambio® R*[N] % de cambio’ R?*[N]

tHcy materna® 8.33 (1.02)** 7.75 (1.16)° 12.54 (1.62)°
Betaina materna®  -1.46 (0.82)° -0.38 (0.84)* -0.25 (0.77)
0.48 0.43 0.33
Betaina fetal® 1.09 (0.45)° 0.80 (0.46) 0.46 (0.44)
[110]° [120]° [121]°
BHMT 742 GA* 0.75 (4.15) 0.79 (4.22) -1.10 (3.94)
AA* -1.97 (9.45) -2.53 (6.22) 8.35 (7.47)

tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas. Todos los modelos estan ajustados por: Edad gestacional al parto,

peso al nacer, cotinina, creatinina, folato y cobalamina fetales y por los polimorfismos del recién nacido: MTHFR

677C>T (genotipo salvaje respecto al resto) y MTRR 66A->G. 'En el momento del parto : Bajo (2.29-6.74 nmol/L),

medio (6.75-12.44 nmol/L) y alto (12.56-256.57 nmol/L). 2Porcentaje de cambio de la tHcy al aumentar una unidad o

respecto a la categoria de referencia; sumoI/L; “Referencia: genotipo salvaje (polimorfismo fetal); *Media (Error tipico).

$p=0.07; ®p<0.05; °p<0.01; “p<0.001.

11. Efecto de la colina y la betaina maternas sobre el peso al

nacer

Al encontrar que existe una relacién tanto de la colina como de la betaina con la tHcy a lo largo
del embarazo se decidid investigar el posible efecto de estos dos metabolitos en diferentes

momentos de la gestacion sobre el peso de nacimiento.

Utilizando un andlisis multivariante, después de ajustar por factores de estilos de vida,
antropométricos y bioquimicos que podrian influenciar sobre el peso de nacimiento, se
observé que ni la colina ni la betaina plasmaticas se asocian con el peso al nacer en ningln
momento de la gestacidon. Aunque a las 34 SG, el incremento de 1 umol/L de betaina
plasmatica se asocié con una reduccion de 11.60 g del peso al nacer con una significaciéon de
0.08 (Tabla 30). Utilizando el mismo modelo de regresion lineal multiple pero excluyendo la
cobalamina plasmatica en el momento de la extraccién como factor de ajuste, la asociacién
entre la betaina y el peso al nacer fue mas fuerte. El incremento de 1 umol/L de betaina
plasmatica se asocié con una reduccion de 10 g a las 15 SG (B= -0.083; p=0.07), de 11 g a las
24-27 SG (B= -0.076; p=0.07) y de 15 g a las 34 SG (B= -0.097; p=0.03).
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Tabla 30. Efecto del estado materno en colina y en betaina sobre el peso al nacer.

Colina Betaina
SG

Cambio (g) B R*[N] Cambio (g) B R*[N]

<12 -1352(9.83)" -0.057 035[395]°  _1g1(242) -0.035 0.35[395]

15 7.13(11.50)  0.029 0331337  922(557) -0.076 0.34 [337]°
2427 493(1031) 0021 036[3731° _973(616) -0.069 0.36[373]

Parto 3.56 (5.07) 0.031 0.34[350]c 1.63 (6.52) 0.011 0.34 [350]6

SG: Semanas de gestacion; B: coeficiente de regresidon estandarizado. "Media (Error tipico). Todos los
modelos estan ajustados por: Edad e IMC al inicio de la gestacion, habito tabaquico durante toda la
gestacion, nivel socioeconémico, haber completado un embarazo previamente, anemia (hemoglobina < 11
g/dL) a partir de la semana 34, edad gestacional en el momento del parto, sexo del feto, suplementacion
con acido félico entre los meses 4 y 7 de gestacidn y cobalamina plasmatica en el momento de la extraccion.

$0=0.08; ?p<0.05; ®p<0.01; °p<0.001.
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DISCUSION

1. Participantes del estudio NUTCIR

Las participantes en nuestro estudio tienen un nivel socioecondémico mayoritariamente medio-
alto. Esto podria tener implicaciones sobre sus habitos, como el elevado porcentaje de mujeres
qgue planificaron el embarazo, las pocas gestantes que consumieron substancias téxicas
(tabaco, alcohol o drogas ilegales) durante la gestacién o bien el elevado porcentaje de ellas
que siguieron la pauta de suplementacidn con acido félico de forma adecuada. El porcentaje
de fumadoras activas al inicio de la gestacidén fue de 31.4%, muy similar al descrito para la
poblacién femenina en edad fértil (entre 15 y 55 anos) de Catalunya, que se encuentra
alrededor del 30%2%2. A pesar de ello, se trata de un porcentaje ligeramente superior al que
describe el Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya para las mujeres de clase

282

social media-alta mayores de 15 aflos™". El 40.1% de las fumadoras abandonaron el habito

tabaquico durante el primer trimestre de gestacion.

2. La via metabdlica de la colina

Este estudio describe por primera vez de forma longitudinal en una poblacién europea de 497
gestantes, la fluctuacion de la colina, la betaina y la DMG plasmdticas durante el embarazo y

en corddn umbilical.

El aumento de la colina plasmatica observado a partir de las 15 SG coincide con la fluctuacion
descrita previamente en un estudio de 50 embarazadas realizado en la isla de Curacao
(habitantes basicamente africanos aunque con habitos dietéticos predominantemente
occidentales)”’. Sin embargo, en nuestro estudio el estado en colina fue ligeramente superior.
Mientras que en el estudio de Velzing-Aarts y colaboradores la colina plasmatica a las 9, 24 y
32 SG fue de 6.62, 8.87 y 9.78 umol/L respectivamente; en nuestro estudio fue de 7.73, 9.30 y
10.45 pumol/L respectivamente. En cambio, en otro estudio realizado con 404 parejas de
madres e hijos en Birmingham (Alabama) cuyo objetivo era explorar la relacién entre la colina
materna y el coeficiente intelectual de sus hijos a los 5 afios, no se observaron variaciones en
la concentracidon de la colina plasmatica a lo largo del embarazo (9.34 umol/L a las 18-20 SG,
9.39 umol/L a las 24-26 SG y 9.14 pmol/L a las 30-325G)**. El motivo podria ser la diferencia
entre ambas poblaciones ya que Signore y colaboradores estudiaron mujeres indigenas,
mayoritariamente africanas y el 95% de las ellas con un elevado riesgo de sufrir alteraciones en

el crecimiento intrauterino. Es muy probable que el estado nutricional y la prevalencia de
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polimorfismos relacionados con el metabolismo monocarbonado de este grupo de mujeres
indigenas sean distintos a nuestro estudio. Ademads, se ha descrito que las mujeres
afroamericanas son mas susceptibles a tener un peor estado en colina que las mujeres

caucasicas'®

. Todos estos factores podrian explicar que la fluctuacién de la colina plasmatica
del grupo de gestantes estudiado por Signore y colaboradores sea distinta a la observada en

nuestro estudio.

La colina es un nutriente esencial durante los estadios tempranos de la gestaciéon®’ y para el
desarrollo cerebral del feto®™. Se ha propuesto la estimulacién de la produccién endégena de
colina mediante la via PEMT como posible mecanismo para cubrir este aumento de la
demanda durante la gestacion?*’. La actividad enzimatica de PEMT es superior en presencia de
estradiol””, una hormona que aumenta a medida que avanza la gestacion’. Otro posible
mecanismo para cubrir la demanda de colina durante la gestacién podria ser la movilizacién de

las reservas hepaticas maternas®!.

La disminucion de la betaina plasmatica desde el primer trimestre hasta las semanas 24-27
observada en nuestro estudio concuerda con otras descripciones publicadas previamente’”*%,
aunque en nuestro estudio el estado en betaina plasmatica fue mas elevado. Mientras que en
el estudio de Velzing-Aarts y colaboradores la concentracién de betaina a las 9 SG fue de 16.27
umol/L, en nuestro estudio fue de 21.38 umol/L. Asimismo, a las 28 SG, Velzing-Aarts y
colaboradores hallaron una concentraciéon de 10.73 umol/L y Wallace y colaboradores de
10.56, mientras que en nuestro estudio, entre las semanas 24-27, la concentracion fue de
12.96 umol/L. Es posible que la diferencia observada en la betaina plasmatica entre nuestro
estudio y los realizados previamente en Curacao’’ y en las islas Seychelles®® sea debida, en
parte, a una ingesta de betaina mas elevada propia de una dieta mediterrdnea, ya que la
ingesta diaria de betaina en mujeres de una poblacién mediterranea** fue superior que en
mujeres de poblaciones americanas®®*®. Por otro lado, existe una relacién directa entre la
colina y la betaina, ya que esta ultima es el producto de la oxidacién de la colina. Es de esperar
gue si nuestro estudio presenta una colina plasmatica superior que el estudio de Velzing-Aarts
y colaboradores, esta diferencia repercuta directamente en la betaina plasmatica. Aunque
también podria ser que la oxidacién de la colina por parte de la CHDH esté mds activa en
nuestro estudio debido a un peor estado en folato observado en la segunda parte de la
gestacién. Velzing-Aarts y colaboradores observaron un incremento de folato plasmatico a lo
largo del embarazo, hecho que justificaron con el uso de suplementos con 800 pg/dia o0 mas de

acido fdlico por parte del 86% de las participantes. Mientras que en el estudio de Velzing-Aarts
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y colaboradores la concentracién de folato fue de 17.31 umol/L y de 20.46 umol/L, a las 24 SG
y a las 36 SG respectivamente; en nuestro estudio fue de 12.96 pmol/L y de 10.61 pmol/L a las
24-27 SG y a las 34 SG respectivamente. A pesar de que los métodos analiticos para detectar el
folato plasmatico fueron distintos, la gran diferencia observada en su concentracién sugiere

que el estado en folato entre ambos estudios es realmente distinto.

La fluctuacién de la DMG plasmatica a lo largo del embarazo tan solo se habia analizado
longitudinalmente en el estudio realizado en Curagao’’. La disminucién de DMG plasmatica
observada en nuestro estudio durante la primera parte de la gestacidon concuerda con el
trabajo de Velzing-Aarts y colaboradores, pero la fluctuacién observada durante la parte final
fue diferente. En nuestro estudio, se observé un aumento a partir de la semana 34, llegando a
una concentracidn incluso superior a la inicial en el momento del parto. La DMG es el producto
de la reaccién en la que la betaina actia como dador de grupos metilo en la remetilacion de la
Hcy a metionina®. Durante las Ultimas semanas de embarazo observamos una betaina
plasmatica menor junto a una DMG plasmatica mayor que al inicio; esta situacion sugiere una
actividad mas elevada de esta via metabdlica. Al final de la gestacion es el momento en que el
estado en folato y en cobalamina es mas bajo. Es posible que esta combinacion lleve a una
remetilacién de la Hcy mediante la enzima MS menos eficaz que al inicio del embarazo. Para
compensarlo, la contribucién de la via de la colina a la remetilacién de la Hcy podria ser crucial.
La hemodilucién es uno de los cambios fisioldgicos que tienen lugar durante la gestacion??*%*.
Esta adaptacion, que adquiere mayor importancia a medida que avanza la gestacién, hace que
las concentraciones de los metabolitos en plasma estén aparentemente disminuidas®®® en
ausencia de la oportuna correccion. La colina plasmatica no solo se mantuvo constante hasta
las 15 SG, sino que sufrid un aumento sustancial a lo largo del embarazo a pesar de la
hemodilucién. Esta fluctuacién es indicativa de una gran produccion de este nutriente a lo
largo de la gestacién. La reduccidn de la betaina y DMG plasmaticas observada entre las 12 y

las 24-27 SG podria explicarse, en parte, por la hemodilucion.
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3. La via metabdlica de la colina en funcion del estado en folato

En nuestro estudio, en el que el 88% de las gestantes se suplementdé con acido félico durante
el primer trimestre, la concentracion media de folato plasmatico antes de las 12 SG fue de
25.05 nmol/L. Ante esta situacidon y con una concentracion adecuada de cobalamina, se
esperaria que la remetilacion de la Hcy tuviera lugar preferentemente mediante la enzima MS.
En el primer trimestre observamos que las gestantes situadas en el tercil alto de folato (>35.29
nmol/L) tenian la colina y la betaina en plasma mas elevadas que las gestantes del tercil bajo
(<18.11 nmol/L). Esto podria ser indicativo de una menor actividad de la via metabdlica de la
colina. Previamente se ha observado tanto en una poblacidn adulta®™ como en otra anciana®?,
gue la betaina plasmatica es mayor en presencia de suplementacion con acido fdlico. De todos
modos, el hecho de que la DMG plasmatica no varie en funcidn del estado en folato del primer
trimestre cuestiona esta menor actividad aparente de la via de la colina en las gestantes del
tercil alto de folato. Si asi fuera, la DMG plasmatica en este grupo de gestantes habria sido
inferior al resto, y sin embargo no fue asi. Es poco probable que ante el buen estado en folato
de las gestantes en ese momento del embarazo, debido principalmente al uso de
suplementacidon con acido fdlico, la via de la colina tenga un papel importante en la
remetilacién de la Hcy. El buen estado en folato hace que la produccién de metionina sea
elevada y a consecuencia que la disponibilidad de SAM para dar grupos metilo a enzimas como
PEMT sea superior. De este modo la sintesis enddgena de colina via PEMT podria ser mas alta
en gestantes con un elevado estado en folato. Esto justificaria la superior colina plasmatica
observada en las gestantes situadas en el tercil alto de folato antes de las 12 SG. Por el mismo
motivo, la betaina plasmadtica seria superior ya que es el producto directo de la oxidacién de
colina. No obstante, la betaina no se utilizaria en la remetilacién de la Hcy, sino que actuaria

como osmoregulador intracelular, otra de sus funciones en el organismo.

A partir de las 15 SG la colina plasmatica no varié en funcién del estado en folato. Es posible
que en presencia de las concentraciones elevadas de estradiol propias del embarazo’, la
produccidon endégena de colina via PEMT tenga mds efecto sobre su concentracién que el

propio estado en folato, incluso al final de la gestacion.

La betaina juega un papel mds importante en la remetilacién de la Hcy en presencia de un

137

estado subdptimo de folato™’. La gestacidon es un periodo de gran demanda de folato como

consecuencia de la elevada sintesis de ADN, la divisién y proliferacién celular y el crecimiento

284

tanto del feto como de la placenta®™". A partir de las semanas 24-27 se observé una
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disminucién sustancial de la concentracién de folato plasmatico respecto a las 15 SG, tanto en
las gestantes que abandonaron la suplementacion con acido félico como en las que siguieron
tomando este suplemento. A partir de este momento y hasta el parto, las gestantes situadas
en el tercil bajo de folato plasmatico (<8.64 nmol/L) presentaron una betaina plasmatica
inferior y una DMG plasmatica superior al resto de gestantes. No obstante, la metionina
plasmatica, aminoacido necesario para la sintesis de proteinas, se mantuvo constante a lo
largo de toda la gestacidn, independientemente del estado en folato de la gestante. Del mismo
modo, las gestantes que mantuvieron la suplementacién con acido félico entre los meses 4y 7
presentaron una betaina plasmatica superior y una DMG plasmatica inferior que las gestantes
qgue abandonaron dicha suplementacién. Esto sugiere que durante la parte final de la
gestacion, la via de la colina estd mds activa y contribuye, en parte, al mantenimiento de la
produccidon de metionina, especialmente en las gestantes que presentan un bajo estado en
folato. De todas formas hay que tener en cuenta que la metionina también tiene un origen

dietético, lo que podria interferir en la relacién que estamos investigando.

La DMG plasmatica a las 32 SG en el estudio realizado en Curacao fue de 1.76 umol/L mientras
gue en nuestro estudio, a las 34 SG observamos una concentracion de 2.43 umol/L. Es
probable que esta diferencia se deba al distinto estado en folato de ambos grupos. A las 34 SG
la concentracion de folato plasmatico de las gestantes en nuestro estudio es la mitad que la
registrada en el estudio de Curacao (10.78 vs 20.04 nmol/L)”’. Es posible que el relativamente
bajo estado en folato observado en nuestro estudio haya provocado la activacion de la via de

la colina y, como consecuencia, una concentracion de DMG mds elevada.

El resultado global del estrés fisiolégico de la gestacidn sobre el estado en folato se puede
observar en la determinaciéon bioquimica realizada en el momento del parto. En este
momento, al igual que durante la segunda parte de la gestacién, observamos que las gestantes
situadas en el tercil bajo de folato presentaban la betaina plasmatica inferior y la DMG
plasmatica superior respecto a las del tercil alto. Este perfil bioquimico, indicativo de una
elevada actividad de la via de la colina, aparentemente no se trasladé al feto. Mientras que la
betaina plasmatica fetal si fue inferior en las gestantes del tercil bajo, la DMG plasmatica no
presenté diferencias en funcidn del estado en folato. Esto sugiere que la via fetal de la colina

no responde igual que la via materna al estado en folato.

Estudios en animales sugieren que la dieta materna durante la gestacién podria modular la

expresion de la enzima BHMT en su descendencia. Crias de ratas suplementadas con acido

135



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal:

T.

1431-2012

félico durante la gestacion presentaron un 50% menos de mRNA de BHMT que las de ratas no

suplementadas®®

. Si esto ocurriera de manera similar en humanos, los hijos de gestantes
usuarias de suplementacion con acido félico quiza tendrian una menor actividad de la enzima
BHMT. Esta enzima es la responsable de que la actividad de la via de la colina sea diferente en
funcién del estado en folato. Si su actividad fetal es menor que la materna, probablemente el

estado en folato no tenga una repercusion tan clara sobre la via fetal de la colina.

Nuestro estudio ha permitido observar por primera vez la diferente concentracién plasmatica
de betaina y DMG durante la parte final de la gestacion en funcidn del estado en folato, en una
poblacion espafiola en la que la suplementacién con acido félico se recomienda
exclusivamente en el primer trimestre de gestacidon. De esta forma, en las gestantes que
siguieron esta pauta, el estado en folato de la parte final de la gestacién es el resultado de la
dieta y del efecto del propio embarazo. Si este trabajo se hubiera realizado en Estados Unidos,
donde esta en vigor desde 1998 la ley de fortificacién obligatoria de los cereales con acido
folico™®, o en otros paises con la misma politica, el estado en folato de las gestantes hubiera
sido superior de forma generalizada y quiza no habria sido posible observar la activacion de la

via de la colina.

4. El polimorfismo BHMT 742G-> A durante la gestacion

El genotipo homocigoto del polimorfismo BHMT 742G>A se observd en el 10.2% de las
gestantes de nuestro estudio, porcentaje ligeramente superior al 8.6% reportado previamente

en una poblacién holandesa'® pero inferior al 17% de una poblacién canadiense*.

Hasta la fecha, el tnico indicio que existia de que el polimorfismo BHMT 742G—> A podria tener
un efecto sobre la via de la colina era la disminucién de la DMG plasmatica descrita en
personas homocigéticas de una poblaciéon adulta y sana de Noruega®*. En nuestro estudio se
ha investigado por primera vez el efecto del polimorfismo BHMT 742G—>A sobre la via

metabdlica de la colina y sobre la tHcy durante la gestacion y en corddn umbilical.

En la primera parte de la gestacidon no se manifestd ningun efecto de este polimorfismo sobre
la via de la colina. Sin embargo, a partir de las semanas 24-27 se observd que las gestantes
homocigodticas tenian la tendencia a presentar una DMG plasmatica inferior al resto de
gestantes. Este efecto se hizo evidente a las 34 SG y en el momento del parto, cuando las

gestantes con el genotipo BMHT 742AA presentaron una DMG plasmatica un 21.1% y 24.5%
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inferior, respectivamente, comparado con las que tenian el genotipo BHMT 742GG. El efecto
del genotipo BHMT 742AA tan solo se observd en la parte final de la gestacién cuando se
incrementd la actividad BHMT en respuesta al deterioro del estado en folato debido al estrés
fisiolégico propio del embarazo. La menor conversidon de betaina a DMG en las gestantes
homocigdticas podria ser debido a un funcionamiento reducido de la enzima BHMT. No se
observaron diferencias en la concentracion de betaina plasmdtica entre las variantes
genotipicas, coincidiendo con lo observado en la poblacién noruega*®, aunque es posible que
la ingesta dietética de betaina enmascare en parte el efecto del polimorfismo sobre la betaina

plasmatica.

El 9.0% de los recién nacidos de nuestro estudio tenian el genotipo BHMT 742AA, porcentaje
muy similar al de sus madres. La presencia del polimorfismo BHMT 742G—>A en el feto no se
asocidé con un cambio significativo en la concentracién de los metabolitos de la via fetal de la
colina. Sin embargo, los hijos de las gestantes con el genotipo BHMT 742AA presentaron una
DMG plasmatica fetal inferior a la de los hijos de gestantes con el genotipo salvaje. Esto
sugiere que la via metabdlica de la colina fetal esta mas influenciada por la actividad BHMT

materna que por la fetal.

El estado en folato y el polimorfismo BHMT 742G—> A influyen en la via metabdlica de la colina
durante la parte final de la gestacidon de forma independiente, pero no presentan interaccion
entre ellos sobre la colina, la betaina o la DMG. A pesar de ello, antes de las 12 SG, las
gestantes del tercil medio de folato presentaron una betaina plasmatica inferior a las
gestantes del tercil bajo y la presencia del genotipo BHMT 742AA se asocid con una reduccién
del 17% de la betaina plasmatica préxima al nivel de significacion, mientras que para el resto
del embarazo estas asociaciones fueron en sentido contrario. La elevada concentracién de
folato plasmatico en el primer trimestre debido a la suplementacién con acido félico podria
alterar la relacidn que se esperaria encontrar entre el folato y la betaina. Segun la hipdtesis de
la “trampa de folato”, si el estado en folato es dptimo pero el de cobalamina no, la actividad

285,286 simulando un estado de déficit de folato. Podria ser gue, ante

de la enzima MS se reduce
esta situacion, la via de la colina estuviera compensando y utilizando la betaina como dador de

grupos metilo a la Hcy mediante la enzima BHMT.

En nuestro estudio, Unicamente en el primer trimestre, la presencia del genotipo BHMT 742AA
se asocid con una betaina plasmatica inferior que el genotipo BHMT 742GG. Estudios de

genética molecular han descrito que la proteina resultante de la variante homocigética del
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polimorfismo BHMT 742G->A tiene una constante de Michaelis (K.) para la betaina inferior

11 podria ser que ante un estado muy elevado de folato plasmatico

que la proteina salvaje
esta diferente K., tuviese un efecto mas fuerte y la variante homocigética tuviera mas afinidad

por la betaina que la variante salvaje.

En las poblaciones en las que se ha estudiado el efecto del polimorfismo BHMT 742G—>A no se

164,208,210,212,214 -
. De la misma

ha observado una tHcy diferente entre las variantes genotipicas
manera, en nuestro estudio observamos que la tHcy en las gestantes y en los recién nacidos es
similar entre las distintas variantes del polimorfismo BHMT 742G—>A. Sin embargo, las
gestantes con el genotipo BHMT 742AA tienen la tendencia a presentar una tHcy inferior que
las que tienen el genotipo BHMT 742GG, incluso controlando factores antropométricos y
bioquimicos; una tendencia que ya se habia observado en el trabajo de Morin y
colaboradores®?. La variante homocigética de la enzima BHMT también presenta una afinidad
mas elevada para la Hey™ de modo que su remetilacién seria mas eficaz que en la variante
salvaje justificando la tendencia observada en nuestro estudio. Otros estudios han asociado la

212

presencia del genotipo BHMT 742AA con una reduccion del riesgo de sufrir espina bifida®™,

enfermedad coronaria®® y cancer de cuello uterino®?.

Al investigar el efecto de este polimorfismo mediante un analisis multivariante, el genotipo
BHMT 742 AA se asocid positivamente con la tHcy, relacion contraria a la observada mediante
el analisis univariante. Esta asociacién tan solo fue significativa antes de las 12 SG, justo en el
momento en que aparecio una interaccién entre el polimorfismo y el estado en folato sobre la
tHcy. Dicha interaccién indica que el polimorfismo se comporta de manera distinta en funcién
del estado en folato; quizas la afinidad de la variante homocigdtica de la enzima BHMT para la

Hcy es superior ante un elevado estado en folato.

5. La relacion materno-fetal de la colina, la betaina y la DMG

La colina plasmatica en cordén umbilical fue 2.5 veces mayor que en la madre en el momento

del parto; la betaina, aproximadamente el doble y la DMG un 27.8% superior, unas relaciones

similares a las observadas en otros estudios*'#23%:231,240,268

La colina plasmética fetal fue ligeramente inferior a la encontrada en un estudio irlandés®?,

230,240
. El

uno canadiense™® y uno americano motivo podria ser, en parte, que la colina

plasmatica materna en el momento del parto también fue mas baja. Aunque se ha descrito la
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existencia de un transporte en contra de gradiente de la colina materna hacia el feto?”

, la
correlacién materno-fetal de la colina en los estudios realizados hasta la fecha es poco
consistente. Mientras que en el estudio irlandés se encontrd correlacién no significativa entre
la colina materna en el momento del parto y la colina fetal (r=0.06; p>0.05) en 202 parejas de

231

madres e hijos™", Friesen y colaboradores observaron una correlacidn positiva (r=0.35;p<0.05),

214 En nuestro estudio la correlacién de la

aunque en tan solo 46 parejas de madres e hijos
colina entre ambos compartimientos, aunque significativa, fue baja (r=0.15; p<0.01). No
obstante, en el andlisis multivariante se identificé a la colina materna como el principal
determinante de la colina fetal, lo cual es consistente con la existencia de un transporte desde

la madre hacia el feto de este nutriente esencial para su desarrollo.

El estado en folato puede modificar la relacién materno-fetal de la colina. La correlacion de
este nutriente entre ambos compartimientos se perdid en las gestantes que en el momento
del parto tenian un folato plasmatico >12.56 nmol/L (tercil alto). Posiblemente, la falta de
correlacién observada en el estudio irlandés sea debida al elevado estado en folato de las
gestantes (media de 24.8 nmol/L). En las gestantes con un folato plasmatico <6.74 nmol/L
(tercil bajo), la correlacion materno-fetal de la colina se perdié y la colina materna dejoé de ser
determinante de la colina fetal en los analisis multivariantes. Quiza ante esta situacion una
parte importante de la colina materna se oxida a betaina para contribuir a la remetilacién de la
Hcy materna. Por otro lado, existen evidencias de sintesis enddgena de fosfatidilcolina en

287

placenta®’. Por lo tanto, la colina fetal podria ser el resultado del paso de colina sintetizada en

la placenta hacia el feto junto a la propia sintesis endégena del feto.

La concentracién de betaina fetal en nuestro estudio fue similar a la observada en un estudio

canadiense®®®, pero superior a la del estudio de Irlanda®!

y a la del realizado en las islas
Seychelles®®, probablemente porque la betaina materna también fue superior en el momento
del parto. La correlacién materno-fetal de la betaina fue moderada (r=0.43; p<0.001) y similar

24231 Al realizar un analisis multivariante

con la correlacion encontrada por otros autores
observamos que el peso relativo de la betaina plasmatica materna sobre la fetal es el doble
que la de su precursor en la via metabdlica fetal. Aunque no se haya descrito ningln
mecanismo fisioldgico para el paso de la betaina desde la madre al feto, nuestros resultados,
. . . , i . 230 . . .

junto a la reciente deteccién de betaina en tejido placentario™, sugieren la existencia de un

transporte entre ambos compartimientos.
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El estado en folato no tuvo una repercusidn sustancial sobre la correlacién materno-fetal de la
betaina. Las gestantes con un folato plasmatico >12.56 nmol/L (tercil alto) en el momento del
parto presentaron un menor coeficiente de correlacién materno-fetal, sugiriendo que con
elevado estado en folatos el paso de betaina materna al feto es ligeramente menor. La
capacidad de la betaina materna para explicar la betaina fetal y la correlacion entre la colina y
la betaina fetales también disminuyeron a medida que mejoré el estado en folato de la
gestante. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la via de la colina tiene una contribucion

menor al metabolismo monocarbonado cuando el estado en folato es elevado.

La colina plasmatica se correlaciond positivamente con la betaina plasmatica en la madre
(r=0.39; p<0.001) indicando la presencia de oxidacion de la colina a betaina debida a la elevada
expresion de mRNA de la enzima CHDH descrita en gestantes®®. En el plasma de cordén
umbilical, esta correlacién fue menor (r=0.27; p<0.001), sugiriendo que la oxidacion de la
colina en el feto es menor que en la madre. Esta posibilidad fue sugerida previamente por

Molloy y colaboradores al no encontrar asociacién entre la tHcy y la DMG fetales®®.

La concentracién fetal de DMG en nuestro estudio fue aproximadamente un 46% mas alta que

en otros dos estudios®***!

, posiblemente porque la DMG plasmdtica de las gestantes de
nuestro estudio en el momento del parto fue también un 35% superior. Pero también es
posible que exista una diferente tasa de produccién de DMG entre estudios debido al diferente
estado en folato de las gestantes. Unicamente Molloy y colaboradores determinaron el folato
plasmatico de ambos compartimentos y utilizando el mismo método analitico que en nuestro
estudio (ensayo microbioldgico). El folato plasmatico de las gestantes irlandesas fue 2.3 veces
mas alto que en nuestro estudio por lo que no sorprende que el folato plasmatico fetal
también fuera el doble. Es probable que las gestantes de nuestro estudio, que presentan un
estado en folato mads bajo, tengan la via de la colina mas activa, lo que se traduce en una DMG
plasmatica mas elevada. Un estudio realizado en Brasil con 119 gestantes apoya esta hipétesis.
Los autores hallaron una concentracion de DMG plasmatica materna en el momento del parto

y fetal muy similares a las de nuestro estudio, en gestantes con un estado en folato también

similar?®®,

El coeficiente de correlacion materno-fetal de la DMG fue mayor que para los otros dos
metabolitos de la via de la colina (r=0.77; p<0.001), similar al encontrado en 46 parejas de
gestantes e hijos***, pero superior al descrito por Molloy y colaboradores?. Los resultados de

los modelos de regresion lineal multiple, que explicaron el 48% de la variabilidad de la DMG
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fetal, otorgaron a la DMG materna una importancia relativa muy superior que a su precursor
en la via metabdlica fetal. Estos resultados sugieren que la DMG materna debe pasar a través
de la placenta mediante algun sistema de transporte desconocido hasta la fecha. Podria ser
que la DMG fetal fuera la suma de la DMG materna mas la procedente de la betaina fetal. No
obstante, y segun los conocimientos disponibles actualmente, no parece plausible que tuviera

un origen placentario, ya que la enzima BHMT no se expresa en placenta245.

Recientemente, Yan vy colaboradores sugirieron que la DMG fetal tiene un origen

230

exclusivamente fetal al no detectarla en tejido placentario®™ . Se han descrito distintos

sistemas de transporte en la membrana basal de la placenta que permiten un flujo de

aminodcidos hacia el feto®®

, entre ellos el de la glicina, molécula estructuralmente parecida a
la DMG. Es probable que por su analogia estructural, la DMG se comporte de manera similar a
la glicina y no se quede retenida en el compartimento materno. Dado que el transporte a
través de la placenta para la mayoria de aminoacidos es rapido®, es posible que el transporte
de la DMG sea también rapido y permanezca poco tiempo en el tejido placentario, con lo que

su concentracién seria siempre demasiado baja para ser detectada.

El coeficiente de correlacién materno-fetal de la DMG plasmatica no fue diferente en funcién
del estado en folato de las gestantes en el momento del parto. Sin embargo, los resultados de
los analisis multivariantes mostraron una diferente capacidad de la DMG materna para explicar
la DMG fetal en funcién del estado en folato en el momento del parto. Mientras que la DMG
materna en las gestantes del tercil bajo de folato se asocié con un incremento del 4.4% de la
DMG fetal, en las del tercil alto se asocié con un incremento del 17.2%. Probablemente, el
buen estado en folato de la gestante, que repercute en el estado en folato del feto, hace que
la via de la colina fetal esté menos activa y que produzca menos DMG. Por este motivo, en el
tercil alto de folato, gran parte de la DMG fetal podria ser el resultado de un transporte desde
la madre hacia el feto a través de la placenta, lo que sugeriria que la DMG debe ser necesaria
para el feto. Esta, una vez sintetizada en el citoplasma, se transfiere al interior de la
mitocondria para convertirse secuencialmente en sarcosina vy glicina“. La glicina es un
aminodcido no esencial pero importante para la sintesis de proteinas, proceso vital para el
desarrollo fetal. Quizas aqui radica la importancia del transporte de la DMG materna hacia el

feto.

141



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION
Silvia Fernandez Roig

Diposit Legal:

T.

1431-2012

6. Contribucion de la colina y la betaina a la tHcy durante la

gestacion

La fluctuacion de la tHcy a lo largo de la gestacién fue similar a la descrita previamente por

77,255,256,291

otros autores . La media de tHcy durante la primera parte de la gestacién, periodo en

que la tHcy disminuye, fue ligeramente superior a la de algunos trabajos publicados

248,291 77,255,256

previamente , pero inferior a la descrita por otros autores . Estas diferencias
podrian ser debidas al diferente uso de suplementacién con 4acido félico durante la

preconcepcioén y en el primer trimestre.

La media de tHcy en el momento del parto fue de 6.16 umol/L, concentracidn inferior a la de
otros estudios cuyas gestantes presentaban un folato plasmatico superior a las gestantes de
nuestro estudio’”?*. El motivo de esta diferencia podria ser el estado en cobalamina ya que las
gestantes de ambos estudios presentaron un estado en cobalamina muy inferior al de las
gestantes de nuestro estudio. La tHcy depende en gran parte del estado en folato pero

necesita un buen estado en cobalamina para que la remetilacién de la Hcy tenga lugar.

El diseiio longitudinal de nuestro estudio ha permitido demostrar por primera vez que existe
una interaccién entre el estado en folato y la colina plasmatica sobre la tHcy antes de las 12 SG
en un grupo de gestantes usuarias de suplementacion con acido fdlico. Es decir, el efecto de la
colina plasmatica sobre la tHcy fue diferente en funcion del estado en folato. Mientras que las
gestantes del tercil bajo de folato (<18.11 nmol/L) presentaron una relacidn positiva entre la
colina plasmatica y la tHcy, en las del tercil alto (>35.29 nmol/L) la relacion fue inversa; aunque
ninguna de las dos fue significativa. A las 15 SG esta interaccién desaparecid, quizd porque en
este punto la tHcy es sustancialmente mas baja que antes de las 12 SG y se relaciona de
manera distinta con ambos nutrientes. A partir de las 24-27 SG y hasta el final de la gestacion,
la colina se asocié positivamente con la tHcy, llegando a la significacién en el momento del
parto. Este resultado coincide con el Unico trabajo publicado hasta la actualidad sobre la

relacién de la colina y la Hey al final de la gestaciéon®*.

La colina juega un papel mas importante en la remetilacién de la Hcy cuando existe un estado
suboptimo de folato?®. En nuestro estudio hemos demostrado que durante la parte final de la
gestacion, momento en que existe el mayor estrés fisioldgico sobre el estado en folato, la via
de la colina se encuentra mas activa. Esta activacidén es ain mayor en las gestantes con un bajo

estado en folato, en las que la via de la colina estd actuando en la remetilacion de la Hcy
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mediante la enzima BHMT y por lo tanto se esperaria encontrar una relacion negativa entre la
colina plasmadtica y la tHcy. De este modo, la relacidn positiva observada en nuestro estudio

requiere otra explicacion. La colina es un nutriente esencial para el desarrollo del feto?**

por lo
gue su concentracion plasmatica aumenta a lo largo de la gestacidén. Probablemente tiene
lugar una sintesis enddgena de colina para poder cubrir las necesidades de la gestante durante
este periodo. Esta sintesis tiene lugar en el higado gracias a tres metilaciones secuenciales de

1468 SAM es el dador de grupos metilo de

la fosfatidiletanolamina por parte de la enzima PEMT
estas reacciones de metilacion. Por este motivo, el producto indirecto de la sintesis enddgena
de colina es la Hcy. La activacién de este proceso durante la gestacion podria explicar la

relacidn positiva observada entre la colina y la Hey.

El aumento de tHcy durante el tercer trimestre de la gestacion no se explica completamente
por el bajo estado en folato propio de este periodo®’. La sintesis enddgena de colina a partir
de la cual indirectamente se genera Hcy ayudaria a entender el incremento de tHcy del tercer
trimestre. También es posible que la Hcy responda a otros factores fisioldgicos propios del
embarazo como factores hormonales. O bien que la misma Hcy tenga un papel fisioldgico
relacionado con el final de la gestacién. Se ha propuesto que la Hcy es necesaria para la
contractilidad uterina ya que se ha demostrado in vitro que células de endometrio humano se

contraen en presencia de Hcym.

La betaina se relacioné inversamente con la tHcy durante toda la gestacion, aunque fue a
partir del segundo trimestre cuando la asociacién fue significativa, coincidiendo con los
77,231,232 e . . , ..
resultados de otros autores . Esta asociacidn inversa indica que la betaina participa en la
remetilacién de la Hcy, especialmente en la parte final de la gestacién cuando empeora el
estado en folato de la gestante. Ademas, a las 24-27 SG, la capacidad de la betaina para
explicar la tHcy aumentd a medida que el estado en folato de las gestantes disminuia. Esta

relacion ha sido descrita previamente en poblacién adulta®™’.

En el momento del parto, la betaina de las gestantes situadas en el tercil alto de folato se
asocié con la reduccién mas importante de tHcy observada en todo el embarazo. En gestantes
con un bajo estado en cobalamina y un elevado estado en folato al inicio del embarazo se
observd una mayor concentracion de acido metilmaldnico (marcador bioquimico de deficiencia
de cobalamina) que en gestantes con el mismo estado en cobalamina pero con un estado en

173

folato inferior™">. Ante esta situacién, la remetilacién de la Hcy mediante la enzima MS estaria

reducida. Es posible que en el momento del parto, cuando se observa el peor estado en
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cobalamina de toda la gestacién, la actividad de la MS en las gestantes del tercil alto de folato
sea menos eficaz y el organismo utilice la enzima BHMT para convertir la Hcy a metionina. Esto
justificaria que la contribucién de la betaina a la remetilaciéon de la Hcy sea maxima en las
gestantes con un elevado estado en folato sin el estado adecuado de cobalamina necesario

para utilizar el 5-MTHF en el momento del parto.

7. Contribucidn de la colina y la betaina a la tHcy fetal

Los estudios de radioactividad utilizando modelos animales son los mas adecuados para
investigar la relacién materno-fetal de los metabolitos y la contribucién materna al
metabolismo monocarbonado del feto. La ingesta de colina marcada radioactivamente por
parte de un animal durante la gestacion permitiria identificar si ésta se oxida a betaina en la
madre o bien si se traslada al feto y se incorpora a la via fetal de la colina. Conscientes de esta
limitacidon en nuestro estudio, hemos intentado entender las relaciones materno-fetales en los

humanos utilizando las determinaciones bioquimicas y los andlisis estadisticos mdas apropiados.

En nuestro estudio, la colina materna no se correlacioné significativamente con la tHcy fetal,
como tampoco sucedié en las gestantes del grupo control del estudio de Braekke y
colaboradores®?. En contraposicion, en el estudio irlandés encontraron que la colina materna

era un predictor negativo de la tHcy fetal®*

. El motivo de esta diferencia podria ser el estado
en folato de las gestantes en el momento del parto. Al explorar la relacién entre la colina
materna y la tHcy fetal en funcidn del estado en folato de las gestantes utilizando un andlisis
multivariante encontramos que la colina materna se asocia inversamente con la tHcy fetal en
las gestantes del tercil bajo y medio (<12.44 nmol/L), aunque solo en las del medio se alcanzé
el nivel de significacidon, mientras que en las gestantes del tercil alto la relacidn fue positiva.
Estos resultados sugieren que ante un bajo estado en folato en el momento del parto, la colina
materna juega un papel crucial en la remetilacidon de la Hcy fetal. En el estudio irlandés, la
media de folato de las gestantes fue de 24.8 nmol/L pero la media de cobalamina fue de 127

pmol/L (deficiencia de cobalamina: <148 pmol/L**

). Esto podria reducir la capacidad del folato
para liberar grupos metil a la MS y a consecuencia se utilizaria la via de la colina para remetilar
la Hcy, justificacidn para la relacién inversa entre la colina materna y la tHcy fetal encontrada
en este estudio. De todos modos, la tHcy materna fue el principal determinante de la tHcy
fetal, especialmente en las gestantes del tercil alto de folato. Estos resultados son compatibles
con el gradiente de concentracién de Hcy observado previamente entre la vena y la arteria

umbilicales que sugiere la utilizacién de la Hcy materna por parte del feto®*,
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Por otro lado, en el conjunto de la muestra, la colina fetal se correlaciond positivamente con la

BL22 £n el posterior andlisis

tHcy fetal (r=0.20; p<0.001), concordando con trabajos previos
multivariante realizado en funcion del estado en folatos, el aumento de la colina fetal se asocid
con un incremento de la tHcy fetal, aunque Unicamente en las gestantes del tercil alto de
folato fue una asociacion significativa. Esto sugiere que, de manera analoga a lo observado
durante la gestacién, la colina fetal seria el resultado de una sintesis enddgena del feto, hecho
que se evidencia con una relacién positiva entre la colina y la tHcy fetales. Probablemente, la
asociacién fue mas fuerte en las gestantes del tercil alto de folato porque existe una mayor

produccidon de metionina, precursor de SAM que a su vez es el dador de grupos metilo a la

enzima PEMT, encargada de la sintesis de colina.

En nuestro estudio, la betaina materna se correlaciond inversamente con la tHcy fetal (r=-0.13;
p<0.05) mientras que otros autores no encontraron relacion®**2?%® En otros estudios®"*? la
betaina fetal no se correlaciond significativamente con la tHcy fetal en cambio Wallace y
colaboradores encontraron una relacién positiva (r=0.394; p<0.001)*%®. Al explorar los
determinantes de la tHcy fetal mediante un andlisis multivariante, encontramos que la betaina
materna se asocia negativamente con la tHcy fetal, mientras que la betaina fetal lo hace
positivamente. Estos resultados concuerdan con los encontrados para la colina y sugieren que
la betaina materna esta involucrada en la remetilacién de la Hcy fetal, mientras que la betaina
fetal no. Al investigar estas asociaciones en funcién del estado en folato, observamos que la
betaina materna se asocia inversamente con la tHcy en las gestantes situadas en el tercil bajo y
medio de folato, lo que apoya la hipdtesis de que la betaina materna participa de la
remetilacién de la Hcy fetal especialmente cuando el estado en folato es bajo. También se
observd que tan solo las gestantes situadas en el tercil bajo de folato (<6.74 nmol/L)
presentaban una relacidn positiva entre la betaina y la tHcy fetales. Esto sugiere que la betaina
fetal, al igual que lo observado para la colina, no estd involucrada en la remetilacién de la Hcy
fetal ni siquiera cuando el estado en folato es bajo. Las gestantes del estudio realizado en las
islas Seychelles presentaron una mediana de folato plasmatico en el momento del parto de
9.01 nmol/L. La similitud del estado en folato entre este estudio y el nuestro puede contribuir

a que en ambos se observe una relacién positiva entre la betaina y la tHcy fetales.

El efecto observado de la via de la colina materna sobre la tHcy fetal junto a las relaciones
materno-fetales observadas para la colina, la betaina y la DMG sugieren que la via de la colina
fetal tiene una contribucién baja en el metabolismo monocarbonado del feto. La DMG fetal

estd mas influenciada por el polimorfismo BHMT 742 G>A materno que por el fetal quiza
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porque la actividad BHMT en el feto es baja. Esta hipdtesis es compatible con la elevada
excrecion de betaina observada en recién nacidos?® — algo que no sucede en adultos! —al no

ser utilizada ésta en la remetilacién de la Hcy.

Tanto la colina como la betaina fetales se relacionan positivamente con la tHcy fetal
independientemente del estado en folato de la gestante en el momento del parto. Sin
embargo, durante la gestacion la relacion entre la betaina y la tHcy fue negativa. Estos
resultados, junto al hecho de que se haya detectado sintesis endégena de colina en tejido

mamario®® y placentario®’

ademas del hepatico, sostienen la hipdtesis de la existencia de una
sintesis enddgena de colina por parte del feto e independientemente del estado en folato. Esta
sintesis tendria por objetivo cubrir las necesidades de colina, molécula esencial en diversos
procesos del desarrollo fetal, como la formacién de la membrana celular o la transmisién de

sefiales en el sistema nervioso entre otros.

8. Efecto de la colina y la betaina sobre el peso al nacer

Una elevada tHcy durante la gestacidn se ha asociado con un incremento del riesgo de tener
hijos con un peso inferior al esperado para su edad gestacional y sexo°. El disefio longitudinal
de nuestro estudio ha permitido investigar por primera vez el efecto que tiene la colina y la
betaina a lo largo de la gestacion sobre el peso al nacer. La colina no se asocié con el peso al
nacer en ningin momento de la gestacidon. En cambio, la betaina podria tener un pequefo
efecto sobre el peso de nacimiento, ya que a las 34 SG se observé que el incremento de 1
umol/L de betaina plasmatica se asocia con una media de 11.60 g menos del peso al nacer,

aunque esta asociacién no llegd a ser significativa.

La Unica explicacién para que la betaina tenga un efecto sobre el peso al nacer pasa por el
metabolismo de la Hcy. Un aumento de Hcy podria relacionarse con una disminucién de
metionina. La metionina es un aminodcido muy necesario para el desarrollo fetal, tanto que se

ha calificado como un predictor positivo del peso al nacer®’

. Una betaina plasmatica mas
elevada podria estar relacionada con una tHcy también superior y como consecuencia una
metionina inferior. Aunque probablemente el estado en folato o en cobalamina son

claramente mas determinantes del peso al nacer que no la betaina o la colina.
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CONCLUSIONES

La colina plasmatica aumenta a lo largo de toda la gestacion y a las 12 SG este aumento es

mayor en un elevado estado en folato.

Tras una disminucion inicial, la betaina plasmatica se mantiene constante a partir de las 24-27

SG y su estado es inferior en un bajo estado en folato.

La DMG plasmatica disminuye inicialmente, pero aumenta a partir de las semanas 24-27 y su

estado es superior en un bajo estado en folato.

La colina y la betaina plasmaticas no varian en funcién del polimorfismo BHMT 742G—2>A ni
durante la gestacion ni en el corddn. La DMG plasmatica es inferior al final de la gestacidn y en
el cordén en la variante homocigota materna respecto a la salvaje. No se observa relacion

entre la tHcy y el polimorfismo BHMT 742G>A.

La correlacion materno-fetal de la colina es baja. El efecto de la betaina materna sobre Ila
betaina fetal disminuye a medida que aumenta el estado en folato. La DMG materna es el
principal determinante de la DMG fetal, efecto que tiene mas importancia a medida que

aumenta el estado en folato.
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La colina plasmatica se asocia positivamente con la tHcy durante toda la gestacion. La betaina
plasmatica se asocia negativamente con la tHcy a partir del segundo trimestre y especialmente

en las gestantes con un bajo estado en folato.

La colina plasmatica materna no se correlaciona con la tHcy fetal. La colina plasmatica fetal se
asocia positivamente con la tHcy fetal tan solo en las gestantes con un elevado estado en
folato.

La betaina plasmdtica materna se asocia negativamente con la tHcy fetal tan solo cuando el

estado en folato materno no es elevado. La betaina plasmatica fetal se asocia positivamente

con la tHcy fetal, cuando el estado en folato es bajo.

El estado materno en colina y en betaina no se relaciona con el peso al nacer.
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lifestyle factors have different effects on fluctuations in plasma total cobalamin and
holotranscobalamin (holoTC) concentrations during pregnancy. FASEB-SRC — Folic acid,

cobalamin and one carbon metabolism. Carefree (Arizona, United States) 2010.
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ESTANCIA PREDOCTORAL
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profesor Edward V. Quadros en el SUNY (State University of New York) — Downstate Medical
Center de Brooklyn en Nueva York. Financiado por: CiberObn (Fisiopatologia de la Obesidad y
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Participacion en las lineas de investigacion:

- E88del mutation in Cbl receptor and Cbl-MMA relationship, during pregnancy.

- DNA methylation in cobalamin deficient mice.
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deficiency in the brain leads to DNA hypomethylation in the TCbIR/CD320 knockout Mouse.
Nutr Metab 2012;May 18;9(1):41.
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PARTICIPACION EN PROYECTOS

Miembro del grupo RETIC: Alimentacidon saludable en la prevencién primaria de enfermedades
cronicas: la red PREDIMED — (NODO NURETA). Centro de adscripciéon: Fundacién Privada
Institut d’Investigacio Sanitaria Pere Virgili. Entidad financiadora: Instituto de Salud Carlos IlI
(ISCIll). Convocatoria RETIC—Centros de Investigacion Biomédica en Red. Referencia de la
concesion: RD06/0045/0001. Duracién: desde 2007 hasta 2010. Investigador/a principal: Dr.

Jordi Salas-Salvadé.

Miembro de grupo CIBERobn - Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién (CB06/03). Centre
adscripcidon: Fundaciéon Privada Institut d’Investigaciéo Sanitaria Pere Virgili. Entidad
financiadora: Instituto de Salud Carlos Il (ISCIll). Convocatoria CIBER—Centros de Investigacion
Biomédica en Red. Referencia de la concesién: CB07/03/2004. Duracién: desde 2009 hasta a -

Investigador/a principal: Dr. Jordi Salas-Salvadé.

Miembro de grupo de Investigaciéon consolidado — Generalitat de Catalunya (Expediente
2009/SGR/1237) GRUPO: NUTRCRSM — Nutricio, Alimentacié, Creixement i Salut Mental.
Centro de adscripcion: Fundacion Privada Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili.

Duracién: desde 2009 hasta 2013. Investigador/a principal: Dr. Jordi Salas-Salvadd.

Miembro del proyecto: Contribucién de la capacidad de metilacidon paterna y materna a la
funcién vascular placentaria y el desarrollo fetal. Entidad financiadora: Instituto de Salud
Carlos Il (ISCllI) FIS. Referencia de la concesién: 10/00335. Duracién: desde 2011 hasta a

2014. Investigador/a principal: Michelle Murphy.
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ENCUESTA 1 SOBRE HABITOS Y ESTILO DE VIDA

ANOTE LAS RESPUESTAS EN LOS ESPACIOS CORRESPONDIENTES A CADA PREGUNTA.
Estos datos servirdn a la Universitat Rovira i Virgili para realizar un estudio comparativo entre diferentes

poblaciones. En los resultados nunca aparecerd su nombre.

USO DE SUPLEMENTOS DE VITAMINAS / MINERALES

Por diferentes motivos, los suplementos de vitaminas y minerales recomendados no se
toman siempre: por olvido, por sentimiento de que no son necesarios, por no encontrarse
bien, porque dan molestias, etc. Por favor, conteste sinceramente estas preguntas para
ayudarnos a valorar la realidad del uso de los suplementos.

e ¢Ha tomado por iniciativa propia o recetado por un médico algin tipo de suplemento
vitaminico / mineral?

Nunca he tomado O Si he tomado O

En el caso que si, escriba el nombre del preparado e indique las veces a la semana que lo ha
tomado marcando el cuadrado. Marque el cuadrado correspondiente a los meses que lo ha
tomado.

Ejemplo, una mujer que ha tomado cada dia FOLIDOCE durante los primeros 3 meses,

escribiria:
Nombre del preparado . Meses del embarazo
¢Cuantas veces a la semana?
1 2 3 4 5
ACIDO FOLICO = Cadadia = = = 0O O
O Lamayoriadelosdias (4-6veces) | O O O O 0O
¢Cual? : FOLIDOCE OO Algunos dias (1-3 veces) O O O O O
Nombre del preparado ¢Cudntas veces a la semana? lMes:s delsembc;r'aZOB
ACIDO FOLICO O Cadadia O O O O O
O Lamayoriadelosdias (4-6veces) | O O O O 0O
¢Cudl?: O  Algunos dias (1-3 veces) O O O O O
O Cadadia o o o o d
HIERRO O Lamayoriadelosdias (4-6veces) | O O O O 0O
éCudl?: 0 Algunos dias (1-3 veces) O O O O O
MULTI-VITAMINAS O Cadadia O O O O O
O Lamayoriadelosdias (4-6veces) | O O O O 0O
¢Cudl?: O  Algunos dias (1-3 veces) O O o o 0O
e ¢Tomé dcido félico en los 3 meses antes de quedarse embarazada?  Si O No O
e ¢Tomd hierro en los 3 meses antes de quedarse embarazada? sid No O
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DESAYUNO (durante el embarazo)

¢Tiene la costumbre de desayunar?

¢Desayuna cereales inflados habitualmente (p.ej. tipo Kelloggs / Nestlé etc) ?
¢ Toma café con cafeina?

¢ Toma café descafeinado?

Oloojo®
ololo ol

TABACO

e (Es fumadora pasiva (expuesta al humo habitualmente en casa o en el trabajo) ?

sSid NoO
e Es fumadora activa?
sid No O

Solo para fumadoras en los dltimos 5 afios

0 cigs/dia 1-5 cigs/dia | 6-10 cigs/dia | > 10 cigs/dia

Actualmente fumo O a O O
Fumaba durante los 12 meses antes del 0 0 O I
embarazo
Antes de los 3 Entre los 3 y los 6 | Después de los 6
meses meses meses
He dejado durante el embarazo . O 0
durante los meses
ALCOHOL
Nunca / < 3 copes / | Cada dia como aperitivo
. . > 7 copas / semana
Ocasionalmente setmana y/o con las comidas
Actualmente bebo alcohol O O O O

En los 12 meses antes del

O O O O
embarazo

Entre los 3 y los 6
meses

Antes de los 3 meses Después de los 6 meses

He dejado de beber alcohol
durante el embarazo O O O
durante los meses
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e ¢Ha tomado algln otro tipo de sustancia téxica (p.ej. marihuana, cocaina, heroing, etc...)
en los dltimos 5 atios?

sid No O

En el caso de que si haya tomado alguna sustancia tdxica, especifique cuales:

Ocasionalmente Regularmente
Actualmente tomo sustancias téxicas O O
En los 12 meses antes del embarazo . 0
tomaba sustancias téxicas
Antes de los 3 meses | Entre los 3 y los 6 Después de los 6
meses meses
Lo he dejado durante el . . 0
embarazo durante los meses

ACTIVIDAD FISICA (durante el embarazo)

® (Qué actividad fisica hace en el trabajo, estudio o trabajo de casa?

- Mi trabajo es bdsicamente de estar sentaday caminar poco (estudiante, docente, conductora
de vehiculos, dependienta, adMiNiSTrAtiVA).........coooiueiriirrieieiieeie et seees O

- En mi trabajo ando bastante pero no hago ningtn esfuerzo vigoroso (ama de casa, fdbrica,
VENACAOINA, CAMTEIA)........eeeeeeeeeeeeeeeeee ettt seeeete e e se st et sees e easssseseneseensstesesenenesssenens g

- Mi trabajo es bdsicamente de mucha actividad fisica (deportista)..........cccooevveneeneerneereeereeenneene. O

e (¢Qué actividad hace en el tiempo libre?
S/ varia con la estacion, escoger el grupo mds representativo (solo 1 grupo).

- Lectura, televisién y actividades que no requieran actividad fisica importante..........cccccoovvrinnene. U
- Caminar, ir en bicicleta, jardineria (no se incluye el tfransporte de ir y volver del trabajo)...... U
- Correr, esquiar, gimndstica, juegos de pelota o deportes vigorosos regularmente......................... U
- Entrenamiento deportivo regular para COMPEtiCion..........c..coceverueveerenrinsieeeensinssssessiss s sssssessessens U

e ¢Cudntas veces por semana realiza las actividades referidas en la pregunta anterior?
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e Durante los Ultimos 12 meses

Nunca Esporddicamente | Habitualmente
|éHa tenido la costumbre de tomar el Sol? O O O
PLANIFICACION DEL EMBARAZO
® (¢Ha buscado / planificado este embarazo? siOd No O
e Durante los 6 meses antes del embarazo
Ninguno | DIU Anticonceptivos .Pegados. An!IIo Preservativo
orales anticonceptivos | vaginal
¢Que método
anticonceptivo ha O O O O O O
utilizado?

e (Ciclos sin fomar anticonceptivos antes del embarazo?
(Ndmero de reglas desde que dejé de tomar anticonceptivos hasta que se quedé
embarazada)

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

® Cual es su trabajo actual y que nivel de estudios ha completado

Mare Pare

Trabajo
actual

Primarios sin finalizar

Primarios (ESO, EGB,...)

Secundarios (BUP, Bachillerato, FP,...)
Superiores (Universitarios)

No aplicable (Familia monoparental)

Primarios sin finalizar

Primarios (ESO, EGB,...)

Nivel de Secundarios (BUP, Bachillerato, FP,...)
estudios Superiores (Universitarios)

Ooooao

OO0oOoo0oao

® Numero de personas que forman la unidad familiar

e Ingresos netos anuales totales en el hogar
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Ejemplo, si la mujer tiene un sueldo de 20000 €, el hombre uno de 18000€ y hay un abuelo
que vive con la familia i recibe una pensién de 6000 €

[ |
Menos de Mds de
o >9000 € - 19000 € | >19000 € - 25000 € | >25000 € - 35000 € 35000 €
O O O O O

Anote cualquier duda relacionada con esta encuesta:
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ENCUESTA 2 SOBRE HABITOS Y ESTILO DE VIDA

ANOTE LAS RESPUESTAS EN LOS ESPACIOS CORRESPONDIENTES A CADA PREGUNTA.
Estos datos servirdn a la Universitat Rovira i Virgili para realizar un estudio comparativo entre diferentes

poblaciones. En los resultados nunca aparecerd su nombre.

USO DE SUPLEMENTOS DE VITAMINAS / MINERALES

Por diferentes motivos, los suplementos de vitaminas y minerales recomendados no se
toman siempre: por olvido, por sentimiento de que no son necesarios, por no encontrarse
bien, porque dan molestias, etc. Por favor, conteste sinceramente estas preguntes para
ayudarnos a valorar la realidad del seguimiento de los suplementos.

e (¢Ha tomado por iniciativa propia o recetado por un médico algin tipo de suplemento
vitaminico / mineral?

Nunca he tomado O Si he tomado O

En el caso que si, escriba el nombre del preparado e indique las veces a la semana que lo ha
tomado. Rellene el cuadrado correspondiente a los meses del embarazo que lo ha tomado.

Ejemplo, una mujer que ha fomado la mayoria de los dias FERPLEX durante los meses 6, 7,
8y 9, escribiria:

M del emb
N IR G S ¢Cudntas veces a la semana? 6 eses7 . em8 ara209
HIERRO O Cada dia O O 0O O
o B Lamayoria de los dias (4-6 veces) [ u [ u
¢Cudl?: FERPLEX O Algunos dias (1-3 veces) O O 0O O
M del emb
Nombre del preparado ¢Cudntas veces a la semana? : ses 7e er;\ ar‘a;o
HIERRO O Cada dia O O O O
. LI La mayoria de los dias (4-6 veces) o o o o0
¢Cual?: [ Algunos dias (1-3 veces) o o o od
ACIDO FOLICO O Cada dia O O O O
LI La mayoria de los dias (4-6 veces) o o o o0
Ul ‘
cCudf [ Algunos dias (1-3 veces) o o o od
MULTI-VITAMINAS 0 Cada dia o o o O
o [ La mayoria de los dias (4-6 veces) O O O O
<Cudl?: [ Algunos dias (1-3 veces) o o o od
® Si ha dejado de tomar el hierro, ¢cudl ha sido el motivo o motivos?
1 Olvido [ Le causaba molestias
L No el consideraba muy importante para la salud LI Otros (especificar)

186



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION DE LA COLINA Y LA BETAINA AL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA DURANTE LA GESTACION

Silvia Fernéandez Roig
Diposit Legal: T. 1431-2012

DESAYUNO (durante el embarazo)

¢Tiene la costumbre de desayunar?

¢Desayuna cereales inflados habitualmente (p.ej. tipo Kelloggs / Nestlé etc) ?

¢ Toma café con cafeina?

¢ Toma café descafeinado?

oO|olo|oe
olojojo 2

TABACO

e (Es fumadora pasiva (expuesta al humo habitualmente en casa o en el trabajo)?

sid

No O

e (Es fumadora activa?

sid

No O

Sélo para fumadoras en los Ultimos 5 afios

0 cigs/dia 1-5 cigs/dia | 6-10 cigs/dia | > 10 cigs/dia
Actualmente fumo O O O O
Fumaba durante los 12 meses antes del N N . N
embarazo
Antes de los 3 Entre los 3 y los 6 | Después de los 6
meses meses meses
Ha dejado de fumar durante el embarazo = N N
durante los meses
ALCOHOL
Nunca / < 3 copas | Cada dia como aperitivo
. . > 7 copas / semana
Ocasionalmente | / semana y/o con las comidas
Actualmente bebe alcohol O O [ |
En los 12 meses antes del 0 O 0 0
embarazo

Antes de los 3 meses

Entre los 3 y los 6 meses

Después de los 6

meses

Ha dejado de beber alcohol
durante el embarazo

O

O

O
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® (¢Ha tomado algln otro tipo de sustancia téxica (p.ej. marihuana, cocaina, etc...) en los

Ultimos 5 afios?
sid No O

En el caso de que si haya tomado alguna substancia tdxica, especifique cuales:

Ocasionalmente Regularmente
Actualmente toma substancies téxicas O O
En los 12 meses antes del embarazo 0 O
tomaba substancias téxicas

Antes de los 3 |Entre los 3 y los | Después de los 6
meses 6 meses meses

[Lo ha dejado durante el embarazo L L [

ACTIVIDAD FISICA (durante el embarazo)

e (¢Qué actividad fisica hace en el trabajo, estudio o trabajo de casa?

- Mi trabajo es bdsicamente de estar sentada y caminar poco (estudiante, docente, conductora
de vehiculos, dependienta, adMiNiSTrATIVA)..........cocorurieieeiinrieieii ettt ssaes O

- En mi trabajo ando bastante pero no hago ningtin esfuerzo vigoroso (ama de casa, fdbrica,
agricultora, vendedora, CArteIra...). ... eirrissesssssessssssssss s sssssssssssssssssssessssssssssesssssessssssssnsns O

- Mi trabajo es bdsicamente de mucha actividad fisica (deportista) .

® (Qué actividad hace en el tiempo libre?
S/ varia amb Ja estacion, escoger el grupo mds representativo (sdlo 1 grupo).

- Lectura, television y actividades que no requieran actividad fisica importante.........ccccocovvunrunnce U
- Caminar, ir en bicicleta, jardineria (no se incluye el transporte de ir y volver del trabajo)...... u
- Correr, esquiar, gimndstica, juegos de pelota o deportes vigorosos regularmente........................ U
- Entrenamiento deportivo regular para CoOMpPetiCion.............ccccuevevmvervreierieeeeseeeeeseiese s i

e (Cudntas veces por semana realiza las actividades referidas en la pregunta anterior?
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e Durante los Ultimos 12 meses

| Nunca

Esporddicamente | Habitualmente

¢Ha tenido la costumbre de tomar el Sol? O

O O

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS (SOLO SI NO SE DISPONE DE LA

ENCUESTA 1)

e Cual es su trabajo actual y que nivel de estudios ha completado

Mare Pare
Trabajo
actual

Primarios sin finalizar O | Primarios sin finalizar O
Primarios (ESO, EGB,...) O | Primarios (ESO, EGB,...) O
Nivel de Secundarios (BUP, Bachillerato, FP,...) [0 | Secundarios (BUP, Bachillerato, FP,...) O
estudios Superiores (Universitarios) O | Superiores (Universitarios) O
O

No aplicable (Familia monoparental)

e Numero de personas que forman la unidad familiar

e Ingresos netos anuales fotales en el hogar

Ejemplo, si la mujer tiene un sueldo de 20000 €, el hombre uno de 18000€ y hay un abuelo
que vive con la familia i recibe una pensién de 6000 €

m

Menos de Mds de

9000 € >9000 € - 19000 € | >19000 € - 25000 € | >25000 € - 35000 € 35000 €
O O O O O

Anote cualquier duda relacionada con esta encuesta:
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