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1. Nomenclatura y estructura

Los folatos son una familia de compuestos derivados del acido pteroilglutdamico que difieren en
funcién del estado de oxidacion de la molécula, los carbonos especificos unidos a ella y la longitud de

la cadena lateral de glutamato™?.

La estructura basica de esta vitamina hidrosoluble consiste en una 2-amino-4-hidroxi-pteridina
unida mediante un grupo metileno al carbono 6 del 4cido p-aminobenzoilglutéamico®. Esta es la
forma totalmente oxidada y monoglutamada del folato, conocida como acido félico (Figura 1). No
obstante, la forma coenzimatica de la vitamina es el tetrahidrofolato (THF). En esta molécula, que se
halla reducida, la molécula final de glutamato se ha convertido en cadena de glutamatos afiadiendo
residuos glutamato unidos mediante un enlace y-peptidico, a la vez que presenta unidades de

carbono (metilo, metileno, metenil, formil...) en las posiciones N-5 y/o N-10°.

A
0 0
0
0.
0 N H i
H
M 0
N Z N
A H
ey
T
H H
Anillo pteridina Acido paraaminobenzoico Acido glutdmico

Figura 1. Estructura quimica del acido félico

2. Funciones del folato y su deficiencia

La principal funcién metabdlica de los folatos es la transferencia de grupos metilo a aquellas
reacciones que los necesitan. Estas reacciones se hallan implicadas en el metabolismo de los

aminodcidos, la sintesis de bases nitrogenadas y las reacciones de metilacién del ADN y de las

27
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proteinas. Esto es especialmente importante durante periodos de rapida division celular vy

crecimiento, o en tejidos de elevado recambio celular.

Por otro lado, el folato también proporciona los grupos metilo necesarios para la conversién de
homocisteina (Hcy) a metionina. Este paso, conocido como remetilacion de la Hcy, es precisamente

el punto de conexidn entre el metabolismo del folato y el de la metionina (Figura 2).

La Hcy es un aminodcido sulfurado que resulta toxico cuando se halla en exceso, y por ello se
puede encontrar en plasma gracias a un mecanismo de exporte celular que tiene como objetivo
mantener baja su concentracidn intracelular para evitar asi las consecuencias de sus efectos
citotdxicos™. Este mecanismo protege a la célula de la toxicidad de la Hcy pero a cambio expone a
los tejidos vasculares a los efectos indeseados de un exceso de ésta®’. Por ello resulta imprescindible
que a nivel intracelular exista un sistema para eliminar este aminoacido téxico, que en este caso

consiste en convertirlo en otro aminoacido, la metionina.

La metionina también es un aminodcido sulfurado, necesario para la sintesis proteica. En el
metabolismo de la metionina se encuentran diversas reacciones de metilacidon. En primer lugar, la
metionina se convierte en S-adenosilmetionina (SAM), que dona su grupo metilo a un aceptor de
metilos para producir S-adenosilhomocisteina (SAH) mediante una metiltranferasa (MT). SAH se
hidroliza a Hcy y adenosina. Esta secuencia de reacciones se conoce como transmetilacién o ciclo de

la metionina y se da en todas las células del organismo®.

La remetilacién de la Hcy es una reaccion esencial para el mantenimiento de la metionina y la
produccién de SAM. Existen tres enzimas que utilizan la Hcy como sustrato y cuya actividad depende
del estado metabdlico. Cuanto el estado en folato es bajo, esta reaccion también puede darse
mediante la enzima betaina hidroxi metiltransferasa (BHMT)' en la via de la oxidacién de la colina,
aunque ésta solo estd presente en higado y rifidn. Por otro lado, si el estado en metionina es el
adecuado, la Hcy se convierte irreversiblemente en cisteina mediante las enzimas cistationina f-
sintasa (CBS) y cistationina y-liasa (CGL) en la via de la transulfuracién. Sin embargo, principalmente
la Hcy se remetila a metionina mediante la enzima metionin sintasa (MS) presente en la mayoria de
tejidos’.

Esta ultima reaccidn necesita como cofactor la metilcobalamina (MeCbl), y da como resultado
tetrahidrofolato (THF), metionina y cobalamina (Cbl) desmetilada. La enzima metionin sintasa
reductasa (MTRR) es la encargada de unir de nuevo un grupo metilo a la cobalamina, manteniendo
de este modo la enzima MS en su forma activa'’. La cobalamina es por tanto imprescindible en la
utilizacion del 5-metilTHF, que aporta el grupo metilo necesario para la remetilacién de la

cobalamina (y por ende de la Hey) al desmetilarse a THF'2. Tanto la deficiencia en cobalamina como
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en folatos llevan al mismo déficit metabdlico, la falta de THF, y por tanto, de las formas de folato

necesarias para las reacciones de sintesis de purinas y pirimidinas®>.

Acido félico
DHE ‘-\
Metionina - » SAM
THF
Ciclode la
metionina
Ciclode los bl DMG
fo/atos Via de la
5,10-metilenTHF oxidacion de la -
colina
MeCbl
Betaina (—-— Colina
5-metilTHF {

Homocisteina 4—_— SAH

-

Cistationina ,
Via de la

* transulfuracion

Cisteina

Figura 2. Integracion del metabolismo monocarbonado. DHFR: Dihidrofolato reductasa. DHF: Dihidrofolato. TYMS:
Timidilato sintasa. MTHFD1: MetilénTHF deshidrogenasa - metenilTHF ciclohidrolasa - formilTHF sintetasa. THF:
Tetrahidrofolato. Cbl: Cobalamina. DMG: Dimetilglicina. MTRR: Metionin sintasa reductasa. MS: Metionin sintasa. MeCbl:
Metilcobalamina. BHMT: Betaina-homocisteina metiltransferasa. CHDH: Colina deshidrogenasa, MTHFR: 5,10-

metilentetrahidrofolato reductasa. CBS: Cistationina B-sintasa. CGL: Cistationina y-liasa.

Segun la hipétesis de la “trampa de folatos”™

, en ausencia de cobalamina, no se puede utilizar el
5-metilTHF, a pesar de tener suficiente cantidad disponible. Por tanto, la concentracién de este
metabolito aumenta, mientras que no se puede formar THF. Por otro lado, tampoco se produce la
remetilacién de la Hcy, por lo que la concentracion de metionina disminuye, y con ella la de S-
adenosilmetionina (SAM), eliminando por tanto la inhibicién alostérica que ésta ejerce sobre la
enzima MTHFRY, productora de 5-metilTHF. El resultado final es una gran acumulacién de 5-

metilTHF que paraddjicamente no puede aportar los grupos metilo necesarios a aquellas reacciones

que las requieren.
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2.1. Folato y desarrollo embrionario

El folato es un nutriente esencial en el desarrollo embrionario. Los estudios de embarazo
muestran que la suplementacién con acido félico durante la preconcepcién tiene un significativo
efecto protector sobre los embriones durante el desarrollo temprano, resultando en una menor

1619 | as células multipotenciales a partir de las cuales se

incidencia de malformaciones congénitas
desarrollan los distintos sistemas del embridn tienen una elevada demanda de acido félico necesario
para su crecimiento, diferenciacion y migracién. Por tanto, un déficit en el aporte de folato

18,20

desemboca en graves malformaciones estructurales ™", algunas de las cuales pueden ser fatales.

Las malformaciones congénitas mas comunes son los defectos del tubo neural (DTN), labios
leporinos y hendiduras palatinas, y anomalias cardiacas. Los DTNs son un grupo de malformaciones
congénitas que se centran en el cerebro o la médula espinal afectando al desarrollo del sistema
nervioso y que incluyen anencefalia, espina bifida y encefalocele. Estan causadas por un fallo en el
cierre del tubo neural que deberia tener lugar entre 21 y 28 dias tras la concepcion. Los DTNs graves
provocan siempre discapacidad e incluso la muerte, y son una causa importante de morbilidad y
mortalidad, con una incidencia estimada de >300000 casos nuevos al afio y 41000 muertes’’. En la
Unidén Europea, la prevalencia de DTNs va de 0.4 a 2 por cada 1000 nacimientos, y unos 4500
embarazos se ven afectados por DTNs cada afio?>. No obstante, la ocurrencia de DTNs tiene una
notable variabilidad en funcion del area geografica, el nivel socioecondmico y los antecedentes
étnicos. En Irlanda y Escocia se registran las tasas mas altas del mundo occidental, con cerca de 10

casos por cada 1000 nacimientos®.

Los nacimientos afectados de DTNs han disminuido en general en los ultimos 30 o 40 afios, en
parte a causa de la introduccion de politicas de fortificacion obligatoria de los alimentos con acido
félico y a la suplementacidn con acido félico durante el primer trimestre de embarazo, cuestiones
clave que seran analizadas con mds detalle en los siguientes capitulos. Sin embargo, esta disminucion
en la prevalencia de los DTNs también se debe al diagndstico prenatal y al aborto selectivo, lo que
puede confundir la interpretacidn de los datos epidemioldgicos. A pesar de ello, se estima que
anualmente nacen mas de 2500 nifios afectados de DTNs en los Estados Unidos, y que unos 30000

individuos conviven con la espina bifida®.

2.2. Folato y reparaciéon del ADN

Los errores en la sintesis, reparacion y metilacion del ADN, se hallan intimamente relacionados

. . . 24
con los mecanismos mediante los cuales aparece el cancer”™. Un adecuado estado en folato puede
conferir proteccién contra el cancer principalmente mediante dos mecanismos: evitando la
incorporacion errénea de uracilo al ADN* y proporcionando los grupos metilo necesarios para

mantener un correcto estado de metilacidon del genoma®?’.
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El folato en su forma de 5,10-metilentetrahidrofolato (5,10-metilenTHF) es necesario para la
sintesis de timidina a partir de uracilo. Por lo tanto, la baja disponibilidad de folato provoca un

incremento en la ratio intracelular de deoxiuridilato/deoxitimidilato que a su vez promueve la

28-30

incorporaciéon errénea de uracilo al ADN . Aunque en condiciones normales se observa la

presencia de uracilo en el ADN, cuando éste esta presente en exceso puede resultar en varios tipos
de inestabilidad gendmica. Como las células de mamifero cuentan con diversos sistemas de

. r0e . . . .y . .31
reparacion del ADN que son especificos para la escisidn y substituciéon de los residuos de uracilo™,
cuando la incorporacién de uracilo al ADN aumenta a causa de un mal estado en folato, las roturas
en la cadena de ADN se acumulan. Estas roturas, especialmente las de doble cadena, son altamente

mutagénicas ** y pueden suponer la delecién de genes supresores de tumores>, translocaciones

34-36 37,38

cromosomicas o amplificaciéon de oncogenes

Por otro lado, las células neoplasicas, por su rapida tasa de replicaciéon, tienen unos
requerimientos muy elevados de folato debido a la necesidad de sintesis de ADN. En modelos de

roedores a los que se les administraron abundantes cantidades de acido félico, se ha observado una

fuerte predisposicion a la carcinogénesis cuando los focos neoplésicos ya se hallaban formados ***.

A lainversa, se esperaria que un menor aporte de folato en aquellos individuos con focos neoplasicos

establecidos atenuase la carcinogénesis, tal y como apuntan algunos estudios en animales*** y en

humanos®™.

Por lo que vemos, la relacién folato-cancer resulta paraddjica, pues esta vitamina ejerce un
efecto dual sobre la carcinogénesis. Un aporte insufiente de folato puede llevar a la incorporacién

erronea de uracilo a la cadena de ADN, con las consecuencias mutagénicas (y por tanto

25,39

carcinogénicas) que ello conlleva®™. No obstante, el administrar acido félico en exceso una vez

iniciado el proceso neoplasico podria favorecer el avance de dicho proceso®**°.

2.3. Folato vy funcidén cardiovascular

Una de las principales funciones del folato es la de ser sustrato en la reaccion de remetilacién de
la Hcy a metionina. La deficiencia de folato puede llevar a la hiperhomocisteinemia, que es un factor
de riesgo independiente para enfermedad cardiovascular®’. Si esta asociacién es causal o no, es algo
gue continda siendo un interrogante. Las vias alternativas de eliminacién de la Hcy, como podrian ser
la via de la transulfuracién o la via de la oxidacién de la betaina (Figura 2), no son activas en las
células y tejidos cardiovasculares del adulto. Asi pues parece que los tejidos del sistema
cardiovascular son mas vulnerables a incrementos en la concentracién de Hcy®. Sin embargo,
recientemente se ha publicado un meta-analisis realizado con 12 ensayos clinicos aleatorizados que
sumaban un total de 47429 participantes con enfermedad cardiovascular o en riesgo de padecerla.

La terapia de disminucion de la homocisteina no redujo el riesgo de ocurrencia de infarto de
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miocardio, accidente cerebrovascular o muerte por todas las causas. Los autores concluyeron que no
habia suficiente evidencia para sostener que la reduccidn de la homocisteina previene los eventos

cardiovasculares®.

2.4. Folato vy funcién neuroldgica

Las complicaciones neuroldgicas que se pueden derivar de la deficiencia en folato pueden incluir

50-52

depresion, alteraciones cognitivas, neuropatia periférica y mielopatia Existen diversos

mecanismos a través de los cuales se puede relacionar deficiencia en folato y alteraciones

53,54
, la

neuroldgicas: una ratio SAM/SAH alterada con las alteraciones en la metilacién que conlleva
incorporacién errénea de uracilo al ADN>**® o las consecuencias derivadas de |la

hiperhomocisteinemia, como la disfuncién endotelial®’, la excitotoxicidad®® o el estrés oxidativo™°.

Sin embargo, resulta dificil extraer una conclusién sobre el papel del folato en la funcién
cognitiva a partir de los estudios observacionales, pues muchos de ellos son de corta duracién o con
muestras pequefas. Recientemente se han publicado dos ensayos clinicos aleatorizados,
correctamente disefiados, cuyas conclusiones son contradictorias. Uno de ellos no encontré que la
administracién de vitaminas del grupo B (acido fdlico, cobalamina, y piridoxina) durante dos afios

. . . .. . .. 60 . . , .
supusiera ningun beneficio para la funcién cognitiva™. El otro estudio sin embargo, con mas del triple
de participantes, concluye que la suplementacién con &acido félico durante tres afios mejora

significativamente la funcién cognitiva®’.

3. Fuentes de folato. Biodisponibilidad.

El estado en folatos depende de la biodisponibilidad de la vitamina procedente de la dieta. Este

término se refiere a la proporcion de nutriente fisiolédgicamente disponible, algo que viene
determinado por varios factores, a saber: forma quimica del folato, matriz de alimentos, forma de
cocinar y preservar los alimentos, ambiente quimico del tracto gastrointestinal y otros factores que

afectan al destino metabdlico postabsortivo %%

La estructura quimica del folato puede hallarse reducida u oxidada, monoglutamada o
poliglutamada. El folato presente de forma natural en los alimentos consiste en una mezcla de
formas reducidas de la vitamina y habitualmente poliglutamadas. El acido fdlico, es decir, la forma
sintética de la vitamina que sdélo se encuentra en alimentos fortificados y suplementos, esta
completamente oxidado y monoglutamado.

La biodisponibilidad de la forma sintética de la vitamina o acido félico (utilizado en suplementos

y en alimentos fortificados) es superior a la observada en respuesta a los folatos de la dieta™®***. L

a
biodisponibilidad del 4&acido fdlico cuando se consume acompafiado de alimentos es
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685 En cambio, la

aproximadamente del 85%, y del 100% si se toma en ayunas acompafnado de agua
biodisponibilidad media del folato de la dieta se ha estimado entre el 45%%" y el 50%%, aunque

también se ha propuesto que podria ser de alrededor del 80%.

El folato procedente de la dieta se halla de forma natural concentrado en algunos alimentos
como el zumo de naranja, las fresas, las verduras de hoja verde, los frutos secos y las legumbres. La
carne en general no es una buena fuente de folato, con excepcion del higado. Sin embargo, toda la
matriz de alimentos puede influir en la biodisponibilidad del folato si éste queda atrapado en el
interior de las estructuras de los alimentos y no puede alcanzar totalmente la superficie absortiva del
intestino durante la digestion. Dos estudios realizados con voluntarios sanos a los que se les
administraban espinacas procesadas de diversas maneras, demostraron que la biodisponibilidad del
folato era mayor cuando éstas se hallaban picadas, troceadas o licuadas que cuando se

administraban las hojas enteras de espinaca’®’".

No obstante, gran parte del contenido de folato se pierde durante el proceso de coccidén y
procesado de los alimentos’. En verduras de hoja verde se han descrito pérdidas de folato de entre el

273 Sin embargo, la presencia de ciertos ingredientes en la

50% y el 80% tras el proceso de hervido
matriz de alimentos, como el 4cido ascdrbico o la leche, podrian potenciar la biodisponibilidad del
folato incrementado la estabilidad del folato dietético durante el procesado y la digestidn en el tracto

digestivo’.

4. Necesidades de folato

Los valores de referencia de ingesta dietética (DRI) establecidos por el Institute of Medicine
(IOM) son un conjunto de valores que incluyen el requerimiento medio estimado (EAR), la racién

dietética recomendada (RDA), la ingesta adecuada (Al) y el limite tolerable de ingesta (UL)".

Los DRIs para folato (excepto el UL) se expresan en pg/dia DFE. Dietary folate equivalent (DFE)
es una unidad de expresion para los DRIs de folato que permite tener en cuenta las diferencias en
cuanto a biodisponibilidad del folato procedente de los alimentos y del acido félico sintético
procedente de los alimentos fortificados. Cuando se expresan como DFEs, todas las formas de folato
de la dieta, incluso el acido fdlico de los alimentos fortificados, se convierten a una cantidad que es
equivalente al folato de los alimentos. La cantidad de acido félico sintético presente en la dieta se
multiplica primero por 1.7 y esta cantidad se afiade a los microgramos de folato procedente de los

alimentos.

Este factor de conversidn se basa en la observacion de que cuando el acido fdlico se consume

durante una comida (que es lo habitual en el caso de los alimentos fortificados), el acido félico
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afiadido es disponible al 85%% y el folato propio del alimento lo es al 50%°; por este motivo la

relacién 85:50 lleva a multiplicar por 1.77°.

En la Tabla 1 se muestra la RDA de folato establecida por el IOM para cada grupo de poblacidn,
ya que ésta varia en funcion de la edad, el sexo y la situacidn fisioldgica. En el caso de los nifios
menores de un afo, el valor mostrado corresponde a la Al, ya que la falta de datos sobre la
variabilidad de las necesidades no permite calcular con confianza qué porcentaje de individuos
tendrian cubiertas sus necesidades con dicha ingesta. El UL para el acido félico se establecié en 1000

ug/dia. Sin embargo, no existe UL para el folato procedente de la dieta.

Tabla 1. RDA de folato segtin el IOM”

Grupo/Situacion fisioldgica Edad RDA/AF® (ug/dia DFE)
0-6 meses 65
Bebés
7-12 meses 80
1-3 afios 150
Nifios 4-8 afios 200
9-13 afios 300
Adultos 214 afios 400
Embarazo Cualquiera 600
Lactancia Cualquiera 500

? Al en el caso de los bebés

5. Deficiencia de folato

A menudo, la deficiencia en folatos no es diagnosticada si no se manifiesta alguna de sus
consecuencias clinicas, como la anemia megaloblastica. Por este motivo, su prevalencia resulta dificil
de establecer. Su causa mas habitual es la ingesta inadecuada de la vitamina, aunque también puede
aparecer como resultado de una mala absorcidén, desajustes metabdlicos o un aumento en la

demanda por parte de ciertos tejidos.
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La manera mas directa de diagnosticar la deficiencia en folato es mediante la determinacién de
su concentracidn en plasma, suero o eritrocitos. Existen dos tipos de pruebas diagndsticas, el ensayo
microbioldgico y el radioinmunoensayo (RIA) o ensayo de unidn a proteinas. El valor de referencia a
utilizar depende de la técnica empleada. Para poder comparar las determinaciones de folato
realizadas mediante ambas técnicas, debe aplicarse a los resultados obtenidos mediante RIA la
correccion propuesta Fazili y colaboradores’”’. Cabe destacar que la realizacién de las
determinaciones mediante radicinmunoensayo en los individuos homocigotos para el polimorfismo
MTHFR 677 C>T puede dar lugar a valores falsamente superiores de folato plasmatico a los obtenidos
mediante ensayo microbioldgico’®. Molloy y colaboradores” proponen que la causa de este
fendmeno sea que la reducida actividad enzimatica permita la acumulacién de derivados o de
productos de degradacion del folato, que podrian ser detectados mediante el radioinmunoensayo

pero que realmente no son biolégicamente activos.

Se ha observado que el folato plasmatico se halla muy influenciado por la ingesta reciente’®. El

folato eritrocitario en cambio, refleja mas fielmente el estado en folato a largo plazo, pues la vida
media de los eritrocitos es de 120 dias y el contenido en folato de los mismos se establece durante la

81,82

eritropoyesis”™**. Chanarin establecié el punto de corte para deficiencia en folato plasmatico en

75,83

3ng/mL (7nmol/L) y en 140 ng/mL (320 nmol/L) para folato eritrocitario

Tanto el folato plasmatico como el eritrocitario pueden hallarse disminuidos en casos de anemia
perniciosa por deficiencia de cobalamina, lo que complica el correcto diagndstico de la deficiencia ya
gue ambas deficiencias (la de folato y la de cobalamina) dan lugar a efectos hematoldgicos similares.
Por otro lado, es extrafio encontrar individuos con concentraciones realmente bajas de folato
plasmatico en paises con fortificacién obligatoria de los alimentos, lo que dificulta la tarea de

establecer puntos de corte o concentraciones normales.

Aunque la prevalencia de deficiencia en folatos en la poblacién mundial es algo que aun no ha
sido totalmente esclarecido, los resultados del estudio NHANES Il establecieron la prevalencia de
dicha deficiencia en aproximadamente un 10% de la poblacién adulta estadounidense, antes de la

fortificacion obligatoria de la harina con &cido félico®.

6. Politicas de fortificacion

Desde que Hibbard, en 1964, propusiera que un estado en folatos alterado se relaciona con
diversas complicaciones del embarazo®, se realizaron diversos estudios que intentaban aclarar la
relacidn entre consumo de acido félico durante el embarazo y los DTNs. Dos de ellos fueron claves en

las posteriores decisiones en cuanto a las politicas de fortificacién obligatoria de los alimentos.
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El primero de ellos, realizado en 1991 por el Medical Research Council (MRC) del Reino Unido,
pretendia determinar si la suplementacién con 4cido félico alrededor del momento de la concepcién
podia prevenir la recurrencia de DTNs'®. Fue un ensayo clinico aleatorizado y a doble ciego donde
participaron 1195 gestantes. Aquellas que consumieron diariamente 4 mg de acido félico hasta la
semana 12 de embarazo tuvieron un riesgo de volver a tener descendencia afectada de DTNs un 72%

inferior en relacion a las que no lo tomaron.

En 1992, se realizd otro ensayo clinico aleatorizado en Hungria, que tenia como objetivo evaluar
. .. ;. T , . . . ey 86 .
si la suplementacién con acido félico podia reducir el riesgo de aparicion de DTNs™. Las mujeres
fueron repartidas en 2 grupos: uno recibiria un céctel de vitaminas con 800 pg de acido fdlico y el
otro recibiria una mezcla de elementos-traza como cobre, manganeso, zinc, etc. desde un mes antes
de la concepcién hasta por lo menos los dos meses de gestacion. El resultado fue que las
malformaciones congénitas fueron mas prevalentes en el grupo que recibia los elementos traza que
en el que recibia acido félico, que redujo el riesgo de tener un embarazo afectado de DTNs a la

mitad.

A raiz de estas publicaciones, el CDC (Centers for Disease Control and Prevention) establecié que
aquellas mujeres que hubieran tenido algin embarazo afectado por DTNs deberian consumir 4 mg
diarios de &cido félico desde el momento en que planearan quedarse embarazadas de nuevo®. El
afio siguiente, el USPHS (United States Public Health Service) instaba a todas las mujeres en edad
fértil con posibilidades de quedarse embarazadas a consumir 400 pg diarios de acido fdlico con el

objetivo de reducir el riesgo de tener un embarazo afectado con DTNs®.

En 1996, con la intencidn de asegurar que todas las mujeres en edad fértil estuvieran
consumiendo la cantidad adecuada de acido fdlico para prevenir la aparicion de DTNs, los Estados
Unidos de América (EUA) establecieron una politica de fortificacidn obligatoria con acido félico de los
cereales y sus derivados, que finalmente fue implementada en 1998%. Esta politica se ha extendido a
més de 50 paises en los Ultimos afios™, aunque no todos fortifican con la misma cantidad de acido
félico. Por ejemplo, en los EUA se afiaden 140 pg de acido félico por cada 100 g de harina®, mientras
que en Sudafrica son 150 pg”, en Costa Rica 180 ug®*y en Chile hasta 220 pg®.

A pesar de estas diferencias en cuanto a las dosis, la fortificacion obligatoria de los alimentos ha
conseguido aportar la cantidad recomendada de ingesta de acido fdlico a la poblacién diana™°****>.
Y no solo a la poblacidn diana, sino a toda la poblacién general. En el estudio NHANES (National
Health and Nutrition Examination Survey), entre los periodos 1988-1994 (pre-fortificacion) y 1999-
2004 (post-fortificacién), la concentracién de folato plasmatico sufrié un incremento de 7.5 ng/mL*.

De manera similar, en el Framingham Offspring Study el incremento fue de 5.4 ng/mL entre los
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periodos 1991-1994 y 1997-1998 en los participantes de entre 32 y 80 afios que no consumieron

suplementos vitaminicos”’.

7. Exceso de folato

Ademas de los alimentos fortificados que a menudo superan los 140 ug de acido félico por cada
100 g de producto®® estipulados por ley, un 40% de la poblacién estadounidense consume algin tipo
de suplemento vitaminico®. No es dificil por tanto superar el UL para acido fdlico sintético, que se
encuentra en 1 mg diario. Esta cantidad es la quinta parte de la cantidad mas baja que produce
efectos adversos, como el enmascaramiento de la deficiencia de cobalamina al retrasar la aparicién
de la anemia’. Dicho enmascaramiento podria retrasar su diagndstico y por tanto permitir el

progreso de las neuropatias asociadas a la deficiencia de cobalamina.

El analisis de la cobalamina plasmatica, que permitiria distinguir a los individuos deficientes de
los que tienen un buen estado en cobalamina, es la opcidon mas utilizada para valorar el estado en
cobalamina. El punto de corte para deficiencia es <148 pmol/L y para definir estrés sobre las reservas
es <221 pmol/L. Estos puntos de corte estdn basados en la aparicion de sintomas clinicos
(neuroldgicos, cogitivos y/o hematoldgicos) que se dan normalmente por concentraciones de
cobalamina sérica <148 pmol/L, o bien por la presencia de otros signos bioquimicos de insuficiencia
como un aumento de las concentraciones de tHcy y/o de acido metilmaldnico (>271 nmol/L)'®, un
marcador sensible a la deficiencia funcional de cobalamina'®, que suelen comenzar con
concentraciones de cobalamina plasmatica <221 pmol/L”.

Morris y colaboradores'® exploraron las asociaciones entre folato sérico, deficiencia en
cobalamina, anemia y alteraciones cognitivas en adultos de edad avanzada participantes en el
estudio NHANES 1999-2000 (post-fortificacion). Aquéllos con deficiencia de cobalamina fueron
significativamente mayores y tuvieron menores concentraciones de folato sérico. Los autores
hallaron una interaccidn significativa entre el estado en cobalamina y el estado en folato. El grupo
deficiente en cobalamina con elevado estado en folato tenia dos veces mas probabilidades de ser
anémico en comparacidn con el grupo deficiente en cobalamina pero con un adecuado estado en
folato. Ademas, en aquellos individuos con un correcto estado en cobalamina, una mayor
concentracion de folato se asocid con un mejor estado cognitivo, mientras que entre los
participantes deficientes en cobalamina la prevalencia de alteraciones cognitivas fue casi el doble en
aquéllos con elevado estado en folato en comparacién con los que tenian un estado en folato
normal.

Se ha puntualizado que los participantes de aquellos estudios que han concluido que elevadas

concentraciones de acido folico exacerban la deficiencia en cobalamina podrian haber desarrollado la
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combinacidn cobalamina baja - folato elevado a causa de la coexistencia de condiciones médicas que
afectaban a la absorcién de cobalamina, en particular anemia perniciosa.

Asi pues, con la intencién de evitar estos posibles efectos confusores, un grupo de
investigadores llevo a cabo un estudio en una poblacion joven (de estudiantes de universidad) de
2507 individuos sin comorbilidades asociadas'®. Hallaron que el grupo con la combinacién
cobalamina baja — folato elevado no diferia del grupo cobalamina baja — folato normal en cuanto a
concentraciones de cobalamina sérica, ferritina o hemoglobina. Tras ajustar por edad, sexo, ferritina,
creatinina, genotipo MTHFR, habito tabaquico y consumo de alcohol, pertenecer al grupo
cobalamina baja — folato elevado no resultd ser un predictor significativo de anemia en comparacion
con el grupo cobalamina baja — folato normal. Ademads, en ninguno de los grupos hubo sujetos con
macrocitosis. Por lo tanto, los autores concluyen que tomar suplementos con acido félico o grandes
cantidades de alimentos fortificados no exacerba la deficiencia en cobalamina, al menos no en una
poblacién joven sin problemas de salud subyacentes. Cabe destacar, que aunque los autores
recogieron informacion sobre la edad, el sexo, talla, peso, uso de suplementos y habitos tdxicos, no
disponian de informacién sobre la dieta para completar el cuadro de exposicion al folato y la
cobalamina. Otra limitacidon del estudio es la muestra relativamente pequefia y preferentemente
femenina en el grupo de cobalamina baja — folato elevado.

Miller y colaboradores'® compararon los indicadores metabdlicos del estado en cobalamina en
un estudio transversal en poblacidn latina de edad avanzada entre aquellos con elevado y no elevado
estado en folato plasmatico. Hallaron que aquellos individuos con cobalamina baja y folato elevado
tenian concentraciones superiores de tHcy y acido metilmaldnico en relacidn al resto de grupos. Con
ello, concluyeron que un estado bajo en cobalamina plasmatica se asocia con una evidencia
metabdlica mas pronunciada de deficiencia en cobalamina cuando el folato plasmatico es elevado
que cuando no lo es.

Parece por tanto, que son necesarios mas estudios de cohortes realizados en muestras
suficientemente grandes y sin patologias previas para esclarecer si un elevado estado en folato

puede ser perjudicial para el estado en cobalamina, con las consecuencias clinicas que ello conlleva.

Por otro lado, si se sobrepasa la capacidad del organismo de reducir acido félico, es posible
hallar acido félico no metabolizado circulante en sangre. Un estudio realizado en Irlanda sugirié que
es posible encontrar acido fdlico no metabolizado tras consumir una cantidad superior a 200 pg de
acido félico™, un umbral que no resulta dificil superar mediante el consumo de suplementos o de

alimentos fortificados como cereales de desayuno.

Troen y colaboradores'® describieron una asociacién entre elevadas concentraciones de acido
félico no metabolizado en suero y una menor actividad citotdxica de las células natural killer en una

poblacién de mujeres obesas postmenopausicas. La citotoxicidad disminuida podria aumentar el
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riesgo y/o la severidad de infecciones y se ha relacionado con un aumento en la incidencia de cancer
en una cohorte japonesa'?’.

Diversos estudios epidemioldgicos han sugerido una relacién inversa entre el estado en folatos y
el riesgo de numerosos tipos de cancer, aunque para el que existe mas evidencia es el cancer
colorectal®. En el Nurses’ Health Study se halld una reduccién del 75% del riesgo de sufrir cancer
colorectal en aquellas mujeres que habian tomado suplementos vitaminicos con dosis superiores a
los 400 pg de 4cido félico durante mas de 15 afios en comparacion con aquéllas que no los
tomaron'®,

Sin embargo, es bien conocido el efecto dual del acido fdlico sobre el proceso de carcinogénesis.
La deficiencia en folato tiene un efecto inhibitorio sobre la progresién de neoplasias colorectales ya
establecidas mientras que la suplementacion con 4cido félico tiene un efecto promotor. En el lado
opuesto, en una mucosa colorectal normal, la deficiencia en folato predispone a la transformacion
neopldsica y la suplementacion moderada con acido fdélico la suprime, mientras que dosis muy
elevadas de acido félico podrian potenciar el desarrollo de cancer colorectal®**®.

Con estos conocimientos previos, se llevé a cabo el Aspirin/Folate Polyp Prevention Study en 9

4'”. Este estudio comparé el efecto de 81 mg/dia 0 325 mg/dia de

centros de Estados Unidos y Canad
aspirina con placebo y de 1 mg/dia de acido fdlico con placebo en individuos con historia previa de
adenomas colorectales. Se realizaron dos colonoscopias a posteriori, la primera a los 3 afios y la
segunda entre 3 y 5 afios mas tarde. No se encontré efecto de la suplementacion con acido félico
sobre la recurrencia de adenomas. Sin embargo, en la segunda colonoscopia realizada a los
participantes suplementados se hallé un riesgo un 67% superior de tener lesiones avanzadas con un
elevado potencial malignizante asi como el doble de riesgo de tener al menos 3 adenomas. Otro
hallazgo inesperado fue que aumentd el riesgo de tener otros tipos de cancer que no fuera colorectal
en el grupo suplementado con 4cido félico. Ademas, la suplementacidon con acido fdlico no tuvo
efectos significativos sobre la incidencia de infarto de miocardio o accidente vascular cerebral,
aunque se esperaba se hubiera reducido a causa de la disminuciéon de la Hcy asociada al uso de
suplementos con acido félico .

Aunque los hallazgos de este estudio confirman las observaciones realizadas en modelos
animales*®™°, hay que tener en cuenta que este estudio se disefid con el objetivo de realizar
prevencion secundaria - y no primaria - de los adenomas colorectales. Asi pues, a los participantes se
les habian extirpado adenomas colorectales antes de entrar a formar parte del estudio y puede que
precisamente por ello estuvieran predispuestos a desarrollar lesiones similares. Puede que el acido
folico promoviera la progresion de lesiones preneoplasicas existentes no diagnosticadas.

Recientemente se ha publicado un estudio realizado con los datos procedentes del Cancer

Prevention Study I, en el que participaron cerca de 100000 hombres y mujeres sanos. No se asocio el
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riesgo de sufrir cdncer colorectal con la elevada ingesta de folato natural ni de acido fdlico sintético.
En cambio si se asocié inversamente la ingesta de folato total con el riesgo de sufrirlo. Los autores
concluyen que no hay evidencia de que la fortificacién o suplementacién con esta vitamina
incremente el riesgo de sufrir cancer colorectal*™.

El mensaje que se extrae de estos estudios es que no deberia suplementarse con acido fdlico a
individuos con adenomas colorectales previos, pues pueden estar predispuestos a transformaciones
neoplasicas. Esto aplica a una amplia proporcién de la poblacién norteamericana, pues se calcula que
entre el 25% y el 50% de la poblaciéon de Estados Unidos y Canada de mas de 50 afios tiene

adenomas colorectales asintomaticos, y que esta prevalencia aumenta con la edad**%.

8. Absorcion y transporte

8.1. Sistemas de transporte de folato

El transporte de folato a través de membrana estd mediado por distintos procesos. En cuanto a
la captacidn de folato por la célula, el sistema mas estudiado hasta la fecha es el mediado por el
reduced folate carrier (RFC), una proteina de 591 aminoacidos con 12 dominios transmembrana que
pertenece a la superfamilia de los transportadores de solutos. No obstante, se conocen otros sistema
de transporte complementarios como el recientemente identificado proton-coupled folate
transporter (PCFT), que también pertenece a la superfamilia de los transportadores de solutos y
resulta esencial en la absorcidn intestinal de folato o los receptores de folato (FRs), que lo captan
mediante un proceso endocitico. La expulsién de folato de la célula estd mediada por proteinas

transportadoras ligadas a ATP y otros transportadores de solutos.
8.1.1. Reduced folate carrier (RFC)

El RFC, también llamado SLC19A1, es el principal transportador que libera folato a los tejidos de
todo el cuerpo a pH neutro. Este transportador se expresa de manera ubicua en el ser humano. Los
niveles mas altos de expresién en tejido humano se detectaron en placenta, lo que sugiere un papel
importante del RFC en el transporte trasplacentario de folato. También se detectaron niveles altos de
expresion en higado, leucocitos, rifién, pulmones, médula ésea y duodeno, asi como en algunas
zonas del sistema nervioso central y el cerebro. También, aunque en menor medida se detectd

1

expresion en corazdn y musculo esquelético 3. Alcanza su 6ptima actividad a pH 7.4, y ésta

disminuye a medida que disminuye el pH, siendo casi inexistente por debajo de 6.5

. Aunque tiene
una afinidad relativamente baja por el folato reducido (K; = 3uM), tiene muy poca por el acido fdlico
(K: = 200uM)>. La energia necesaria para este transporte proviene del gradiente transmembrana de

iones fosfato organico ** que se generan en las reacciones celulares dependientes de ATP.
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Este transportador es esencial para el desarrollo embrionario. En un estudio llevado a cabo en
ratones se ha descrito que la inactivacion de ambos alelos del gen provoca la muerte del embridn
antes del dia 9.5. No obstante, al suplementar a las madres de aquellos ratones con 1 mg diario de
acido fdlico, los investigadores consiguieron que nacieran vivos los embriones a los que se les habia

inactivado dicho gen, e incluso sobrevivian hasta el dia 12 de vida**®.

8.1.2. Proton coupled folate transporter (PCFT)

El PCFT es el principal responsable de la absorcién intestinal de folato. Se expresa

preferentemente en duodeno y yeyuno proximal*’**®

. Se trata de un transportador de folato de alta
afinidad con un pH dptimo bajo. Funciona como un simportador folato-protones, el flujo de protones
a favor de gradiente estd acoplado a un flujo de folato en contra de gradiente hacia el interior de las

células. Por cada molécula de folato transportada, deben co-transportarse también dos protones'"’.

El gen que codifica este transportador consta de 5 exones y 4 intrones. Qiu describié en 2006 un
cambio de una guanina por una adenina en la posicién 1082, que compromete un sitio de splicing y
que por tanto conlleva la pérdida del tercer exdn. La proteina resultante pierde la funcién de
transporte y queda atrapada en el citosol, pues no se detecta en membrana''’, lo que lleva a
desarrollar malabsorcién hereditaria de folato. Esta enfermedad no solo viene dada por esta
mutacion, sino que hay descritas otras 15 variantes que tienen como resultado la aparicion de la

enfermedad, cuyas principales caracteristicas son:
- Absorcidn intestinal de folato alterada, que resulta en una deficiencia severa de folato

- Transporte de folatos al sistema nervioso central alterado. Apenas se detecta folato en el

liguido cefaloraquideo.

Los individuos heterocigotos para esta mutacidon son aparentemente sanos, ya que solo son
portadores de la enfermedad. Los homocigotos son también aparentemente sanos al nacer. No
presentan defectos del tubo neural (DTN), lo que indica que hay un correcto aporte de folato de la
madre a través de la placenta. Los signos de la enfermedad aparecen tras varios meses, cuando las
reservas procedentes de la madre se agotan. Entonces desarrollan anemia, inmunodeficiencia,

diarrea y retraso en el desarrollo neurolégico'®.
8.1.3. Receptores de folato

Existen 4 tipos de receptores de folato, y todos ellos unen con elevada afinidad tanto folatos

121,122 123,124

reducidos como acido fdlico, y los transportan mediante un proceso endocitico . Una vez
en el citoplasma, la vesicula se acidifica, el folato se libera de su receptor y se exporta del endosoma
gracias a un mecanismo mediado en parte por el PCFT. Estan implicados en el transporte de folato a

través de determinados tejidos, y especialmente en el desarrollo embrionario y fetal.
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Tres de ellos (a, B y 6) estan anclados a la membrana plasmatica mediante un dominio

glicosilfosfoinositol (GPI)**>*?®

, mientras que el cuarto (y) es una proteina secretada debido a la falta
de una sefalizacidon eficiente para la modificacidn GPI cuyo papel fisiolégico aun no ha sido

esclarecido **’.

El gen del FRS fue identificado como un nuevo potencial receptor de folato mediante una
estrategia de database mining, y se predijo que producia una proteina de 241 aminoacidos que mas
tarde no pudo detectarse en tejido humano, lo que sugiere que su patrén de expresion podria estar

restringido espacial o temporalmente*.

FRa y FRB transportan folato al interior de la célula mediante un mecanismo endocitico '

aunque con escasa eficiencia en comparacion con el RFC .

En cuanto a la expresion de FRa, Weitman y colaboradores™® determinaron que ésta se
restringia a los epitelios del plexo coroideo, de los tubulos proximales del rifién y del epididimo, a las
células acinares mamarias, las glandulas bronquiales y salivares submandibulares, los pneumocitos | y
Il'y a las células del trofoblasto en la placenta. Mas tarde se observd que este receptor también se
hallaba en el epitelio germinal del ovario, la trompa de Falopio, el epitelio superficial del utero y en el
endocérvix asi como en el epitelio glandular del mismo™!. Aunque las proteinas ancladas a
membrana mediante un dominio GPI suelen expresarse en la membrana apical (luminal) de las
células epiteliales polarizadas, cuando FRa se expresa en las células del epitelio pigmentario de la

132
.

retina, lo hace en la membrana basolatera FRa también se expresa sistematicamente en

adenocarcinoma no mucinoso de ovario, adenocarcinoma uterino, coriocarcinoma testicular,
tumores cerebrales ependimarios y adenoma de la pituitaria, frecuentemente en mesotelioma

pleural maligno y menos frecuentemente en carcinoma de mama, colon y renal 313,

FRP se expresa en placenta y en células y tejidos hematopoyéticos tales como monocitos CD34+,

139-142 141,142

bazo y timo . Este receptor también se expresa en la leucemia mieloide aguda y crénica

Con el objetivo de estudiar el transporte de folato a través de estos receptores durante la
embriogénesis, se han desarrollado numerosos modelos animales en ratones mutantes. La
inactivacion del gen murino para el FRa constituye una mutacion letal, pues los embriones mueren in

utero antes incluso del cierre del tubo neural, con considerables anormalidades morfolégicaszo’l‘B. L

a
inactivacion del gen murino para el FRB, sin embargo, no produjo efectos adversos en desarrollo de

los embriones®.

42



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACION GENETICO-NUTRICIONAL DEL ESTADO EN FOLATOS EN UNA POBLACION ADULTA NO EXPUESTA A ACIDO FOLICO
PROFILACTICO Y DURANTE EL EMBARAZO

Olalla Bueno Fraile

Dipdsit Legal: T. 78-2014 Introduccion

8.1.4. Proteinas transportadoras ligadas a ATP y otros transportadores de solutos

Mas alla de aquellos transportadores especificos de folato, existen otras rutas potenciales de
transporte de folato. Entre las proteinas transportadoras ligadas a ATP se encuentran las multidrug-
resistance associated proteins (MRP1 a MRP5), y la breast cancer resistance protein (BCRP)™***.
Estas son transportadores de baja afinidad y elevada capacidad que se expresan ampliamente en las
células de los mamiferos y suprimen el exceso de folatos libres o antifolatos que se acumulan en la

mayoria de células que crecen in vitro™*.

8.2. Absorcidn y transporte intestinal

La mayor parte del folato de la dieta se presenta como una mezcla de formas poliglutamadas que
difieren en la longitud de la cadena de glutamatos, en su estado de oxidacion o en los sustituyentes
bioquimicos'. Para que la molécula de folato pueda ser absorbida por los enterocitos de la mucosa
intestinal del yeyuno, la cadena de glutamatos debe ser hidrolizada hasta conseguir una forma

147,148

monoglutamada de folato La enzima responsable de esta desconjugacidn es la folilpoli-y-

glutamato carboxipeptidasa I1'*®, que funciona como una exopeptidasa eliminando los glutamatos

terminales secuencialmente a un pH éptimo de entre 6.5y 7*°.

El siguiente paso en el proceso de absorcion del folato de la dieta es el transporte del folato
monoglutamado a la circulacién sanguinea a través de la mucosa intestinal para poder alcanzar
aquellas reacciones para las que es esencial. El mecanismo mediante el cual el folato cruza el

enterocito y pasa a la circulacion portal adn no se comprende en su totalidad.

El metabolismo del folato a 5-metilTHF puede tener lugar en este momento, aunque esto no es
esencial para su transporte. El grado de metabolismo del folato en la mucosa intestinal dependera de
la dosis consumida. Cuando se administran dosis farmacoldgicas de acido félico, la mayor parte
aparece en la circulacién portal como acido félico no metabolizado. Una fraccion de éste puede ser
metabolizado a 5-metilTHF en el higado, pero otra puede aparecer inalterada en la circulacién
periférica™".

Tanto el PCFT como el RFC se expresan en la membrana apical de los enterocitos, y sus mRNAs

se hallan elevados en situaciones deficitarias de folato™?

. Sin embargo, parece que el folato entra a la
célula principalmente a través del PCFT, cuyo pH dptimo es de aproximadamente 5.5, el mismo al
gue se encuentra la mucosa intestinal. RFC no funcionaria correctamente en estas condiciones.
Ninguno de estos dos transportadores se expresa en la membrana basolateral del enterocito, y

parece que el flujo de folato hacia la circulacién portal esta mediado por la MRP3"2,
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8.3. Transporte a los tejidos

Tras la absorcién del folato y su paso a la circulacidn portal, gran parte de éste puede ser
captado por el higado, donde puede ser transformado en derivados poliglutamados y retenido

intracelularmente, o puede ser liberado a la sangre o la bilis. Se ha descrito una circulacién

154

enterohepatica mediante la cual se liberaria 5-metilTHF a la bilis via MRP2™" y se reabsorberia a nivel

intestinal™?.

El folato plasmatico, principalmente 5-metilTHF, se halla unido a proteinas de unién a folato de
baja afinidad. Un 50% del folato plasmatico circulante se halla unido a albumina, aunque esta
proporcién puede estar aumentada en casos de deficiencia de folato®. Una proporcién més pequefia

127

de folato plasmatico estd unido con elevada afinidad a la forma soluble del FR, el FRy™’, aunque el

efecto de la unidn proteica de folato sobre su biodisponibilidad aln se desconoce.

El transporte de folato a la mayoria de tejidos se realiza principalmente mediante el RFC***. El
plexo coroideo, que suministra folato al liquido cefaloraquideo, expresa niveles elevados de FRa y de

I">2. PCFT y RFC también se expresan en la

PCFT en la membrana basolateral y de RFC en la apica
barrera hematoencefdlica, que suministra folato al parénquima cerebral. Aunque inicialmente se
creia que el FRa captaba el folato para el cerebro, este receptor no se encontrd ni en la barrera

155

hematoencefalica ni en cerebro™. El pH neutro al que se encuentra parece concordar con la idea de

qgue el RFC es el responsable de este transporte.

La mayoria de folato plasmatico no unido a proteinas se filtra libremente en el glomérulo y se
reabsorbe eficazmente en los tubulos proximales del rifidn, de manera que con una ingesta habitual,

16 A causa de

apenas se pierde folato por la orina. Esta reabsorcion se lleva a cabo mediante el FRa
la elevada afinidad de este receptor por el acido fdlico, esta forma de la vitamina podria acumularse

en grandes cantidades en el rifidn.

9. Metabolismo celular del folato

La mayor parte del folato presente en los tejidos se halla en forma poliglutamada, mientras que
las formas monoglutamadas se hallan en plasma y orina®’. Asi pues, para ser retenido

intracelularmente, el folato debe ser poliglutamado por la folilpoliglutamil sintasa.

Aproximadamente el 50% del folato retenido en la célula se halla en la mitocondria, pudiendo

158,159

variar en funcién del tipo celular . La forma predominante de folato en la mitocondria es el 10-

158

formilTHF, mientras que en el citosol es el 5-metilTHF°. Aunque el folato citosdlico y el mitocondrial

constituyen dos reservorios distintos con funciones distintas, en el metabolismo mitocondrial del
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folato se generan unidades de carbono (via formato) esenciales para el metabolismo

monocarbonado en el citosol*®.

La forma predominante de folato en la dieta es el 5-metilTHF**

. La utilizacion de esta forma de
folato por parte de la célula comienza con la remetilacidon de la Hcy a metionina (Figura 3). EI THF
liberado puede transformarse mediante la enzima metilénTHF deshidrogenasa-metenilTHF
ciclohidrolasa-formilTHF sintetasa (MTHFD1) en 5, 10-metilénTHF, imprescindible para la sintesis de
novo de purinas y pirimidinas mediante la timidilato sintasa (TYMS). El 5, 10-metilénTHF es reducido
de nuevo a 5-metilTHF mediante una reaccién irreversible mediada por la enzima 5, 10-metilen THF
reductasa (MTHFR). También puede producirse THF a través de la reduccion de dihidrofolato (DHF) a
THF mediante la DHF reductasa (DHFR), que también cataliza la conversion de acido félico a DHF.
Esta enzima puede saturarse cuando se administran dosis orales superiores a los 280 ug, resultando

151,161,162(

en la aparicidn de acido félico no metabolizado en plasma ver “6. Politicas de fortificacion”).

Acido félico

o

DHF

THF
Metionina SAM
Ciclode los bl reeptores e
folatos ) metilo
5,10-metilenTHF Clc/q de" la
metionina
MeCbl Productos
. . metilados
Homocisteina SAH
5-metilTHF

Figura 3. Integracion del ciclo de los folatos y la metionina. DHFR: Dihidrofolato reductasa. DHF: Dihidrofolato. TYMS:
Timidilato sintasa. MTHFD1: MetilénTHF deshidrogenasa - metenilTHF ciclohidrolasa - formilTHF sintetasa. THF:
Tetrahidrofolato. MAT: Metionina adenosil transferasa. SAM: S-adenosilmetionina. Cbl: Cobalamina. MTRR: Metionin
sintasa reductasa. MS: Metionin sintasa. DNMT: DNA metiltransferasa. MeCbl: Metilcobalamina. SAH: S-

adenosilhomocisteina. MTHFR: 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa.

10.Polimorfismos implicados en el transporte y metabolismo del folato

El estado en folatos esta regulado por la fuente alimentaria de la vitamina, pero también por los
sistemas de absorcién y transporte del organismo, asi como por polimorfismos que pueden interferir

en cualquiera de estos mecanismos o en el metabolismo de los folatos. Si bien algunos de estos
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polimorfismos dan como resultado fenotipos que no conllevan alteraciones clinicas, el impacto sobre
la poblacion es importante debido a que se hallan vinculados a multitud de reacciones relacionadas

con una amplia variedad de patologias.

La fortificacion obligatoria de los alimentos con 4cido félico sintético no obstante, podria
enmascarar el efecto de la carga genética sobre el estado en folatos. Por ello seria interesante
disponer de una muestra no expuesta a fortificacion obligatoria con acido félico a fin de dilucidar de

gué manera la genética es un factor determinante del estado en folatos de la poblacidn.

A continuacion se presentan algunos de los polimorfismos que presentan ciertas enzimas clave

del transporte o metabolismo del folato (Figura 4).

Homocisteina Metionina

5-metilTHF

Membrana

plasmaética

MTHFR MTHFD1

Ce77T T-105C

A1298C G1958A

5,10-metilen 4
THF
DHFR
19del
5-metilTHF
Acido félico
sintético

Figura 4. Polimorfismos a estudiar presentes en el ciclo de los folato

10.1. Reduced folate carrier (SLC19A1)

Como ya se ha comentado anteriormente, el RFC es un transportador bidireccional de folatos
con preferencia por los folatos reducidos. Resulta esencial en la captacion de folato circulante por la

célula.

El gen que codifica para el RFC humano presenta varios polimorfismos, aunque no todos
implican un cambio aminoacidico. El mas estudiado es el SLC19A1 80G>A **, que conlleva un cambio
de arginina por histidina (R27H) en el primer dominio transmembrana'®*. La frecuencia de

163,165-167

homocigotos para este polimorfismo se situa entre el 22% y el 27% en Europa , en torno al
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11% en americanos caucasicos™®, alrededor del 41% en afroamericanos'® y entre el 19% vy el 22% en
poblacién china®*®.
El lugar donde se halla esta mutacién hace suponer que la actividad enzimatica se vera afectada.

164

Sin embargo, su actividad no se vio afectada por esta variante en células transfectadas™". Numerosos

estudios no han hallado que este polimorfismo de manera aislada tenga un impacto relevante sobre

170-173 163,170,172,173 163,173 N

las concentraciones de tHcy , folato plasmatico o folato eritrocitario o]

obstante, otros estudios han hallado tendencias no significativas que relacionan el genotipo GG con

166,171

un folato eritrocitario mas bajo . Por el contrario, un estudio realizado en Noruega con mas de

10000 participantes encontré que aquellos genotipos con el alelo A se asociaban con una tendencia

%7 En el mismo sentido,

practicamente significativa a una menor concentracién de folato plasmatico
Stanislawska-Sachadyn y colaboradores describieron la presencia de concentraciones mayores de
folato eritrocitario en aquellas mujeres con genotipos que incluian el alelo A del polimorfismo,

178 Ademas, tres

aunque esto no se reprodujo en los participantes masculinos del mismo estudio
estudios han obtenido evidencias de que el efecto del polimorfismo SLC19A1 80G>A podria estar
influenciado por el polimorfismo MTHFR 677C>T. En estos casos se observé que aquellos individuos
con el genotipo MTHFR 677TT- SLC19A1 80GG presentaban concentraciones de tHcy superiores a las

de los individuos con otras combinaciones genotipicas de los mismos polimorfismos'®**7%173,

Cabe destacar que existe confusién en la literatura en cuanto a la nomenclatura de este
polimorfismo, debido a que las frecuencias de los dos genotipos homocigoticos son muy similares y

no permiten esclarecer qué alelo es el mas comun en la poblacién. Numerosos autores hacen

163,167,170-176 168,177-181

referencia a él como 80G>A mientras que otros e incluso la base de datos de

polimorfismos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) *®lo cita como 80A>G.

En cuanto a su asociacidon con riesgos para la salud, el genotipo SLC19A1 80GG se ha relacionado
con un riesgo 4.6 veces mayor de tener descendencia con DTNs cuando el estado en folato
eritrocitario materno es bajo™®. La combinacién del genotipo SLC19A1 80GG o SLC19A1 80GA con
una baja ingesta materna de folato también se asocid con un riesgo 3.88 y 4.24 veces mayor
respectivamente de tener un hijo afectado por DTNs en un estudio realizado en poblacién china®.
Parece que este polimorfismo también podria ser un factor de riesgo para enfermedad

cardiovascular, aunque los resultados no acaban de ser concluyentes'®**%,

10.2. Receptor de folato a (FOLR1 o FRa)

De manera similar al RFC, aunque con mayor preferencia con las formas oxidadas de folato, el

receptor de folato a constituye una via esencial de captacion del folato circulante en ciertos tejidos.

Zhang y colaboradores *®* analizaron el gen que codifica para el FRa en humanos, y detectaron

nuevas mutaciones en los exones 2 y 3 del gen en poblacién china. Mas tarde, Bottiger y
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colaboradores analizaron dos de las mutaciones descritas por Zhang (1314G>A y 1816delC) y
colaboradores en una poblacién sueca de edad avanzada™’, donde hallaron frecuencias alélicas

menores que las descritas en China.

10.3. Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Se han identificado mas de 30 polimorfismos en la regién codificante del gen que codifica la

MTHFR, si bien dos de ellos han sido los mas estudiados.

Frosst y colaboradores®®® identificaron el polimorfismo MTHFR 677 C>T en el ex6n 4 del
dominio catalitico de la MTHFR, que resulta en un cambio de alanina por valina en el codén 222

(A222V). Esta variante genética da como resultado una enzima termolabil con actividad reducida®®®

187,188

debido a la disociaciéon de su componente prostético FAD que provoca una reduccion del 5-

metilTHF disponible para la remetilacion de la Hcy, aumentando de esta manera su

COncentraCiOln167’170'186’189-193.

Su prevalencia varia entre regiones y grupos étnicos, siendo mas prevalente en caucasicos'™. En
la poblacidn mediterranea espafiola la prevalencia de individuos homocigéticos se situa en torno al
16%, donde el alelo T se detecta en una proporcion de 0.42 segin Guillén y colaboradores'®.
Wilcken y colaboradores realizaron un estudio multicéntrico con individuos de distintos paises
europeos, Oriente Medio, Asia, América y Australia. En Espafia situaron la frecuencia de
homocigéticos en un 12%, con una proporcion del alelo T de 0.34. En este estudio se detectd un
gradiente geografico norte-sur para la prevalencia de individuos homocigéticos para el polimorfismo
MTHFR 677 C>T. Asi, la frecuencia de individuos TT aumentaba desde valores bajos en el norte (4-7%
en Finlandia o Rusia), pasando por valores intermedios (8-10%) en Francia y Hungria, a valores
elevados en el sur de Europa (12-15% en Espafia y norte de Italia), alcanzando picos en el sur de ltalia

(20-26% en la regién de Campania y en Sicilia)***.

Diversos estudios han relacionado la presencia de este polimorfismo con un riesgo aumentado

de muerte prematura por enfermedad cardiovascular'®® y enfermedad coronaria™’*%®, DTN'*?%,

203208 v otras patologias derivadas de elevadas concentraciones de Hcy

preeclampsia®®, cancer
plasmatica total en ayunas (tHcy) o de un estado deficiente en folatos. El riesgo de estas patologias
puede verse acentuado en aquellos individuos homocigéticos que ademds tengan una ingesta
inadecuada de folato. Estos sujetos necesitan una mayor ingesta de folato, o incluso quiza
fortificacién o suplementacién para alcanzar la misma concentracién de folato plasmatico que los

individuos CC*%?%,

206 identificaron un polimorfismo en el exén 7 del

Algo mas tarde, Van de Put y colaboradores
dominio regulador de la MTHFR, el MTHFR 1298A>C, que resulta en un cambio de glutamato a

alanina en el codén 429 (E429A). Su prevalencia varia entre regiones y grupos étnicos, situdndose en
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torno al 8.5% para individuos homocigdticos en la poblacién mediterranea espaiiola, donde la

27 Este polimorfismo da como resultado una actividad reducida de la

proporcién del alelo C es de 0.3
enzima MTHFR tanto en individuos homocigdticos como heterocigdticos que no tiene efectos sobre
la concentracién de tHcy de manera individual®® ni sobre la concentracién de folato plasmético o
eritrocitario®®. Van der Put y colaboradores informaron de que la doble heterocigosidad para los
polimorfismos 677 y 1298 de MTHFR (CT y AC respectivamente) se asociaba con una concentracién
de tHcy superior a la del genotipo CT/AA. No obstante, este hallazgo no pudo ser confirmado en

170293 "por el contrario, en un estudio llevado a cabo en mujeres de edad fértil, se

estudios posteriores
indicd la posibilidad de que los polimorfismos 677 y 1298 de MTHFR tuvieran efectos opuestos sobre

la concentracidn de folato eritrocitario®.

10.4. MetilénTHF deshidrogenasa-MetenilTHF ciclohidrolasa-FormilTHF sintetasa (MTHFD1)

Esta enzima trifuncional presenta dos dominios diferenciados: el dominio deshidrogenasa-

ciclohidrolasa y el dominio sintetasa®"'.

Hol y colaboradores®™ identificaron en el exdn 20 del dominio sintetasa de esta enzima
trifuncional la variante MTHFD1 1958G>A, que resulta en un cambio de arginina a glutamina en el
codén 653 (R653Q). La frecuencia del genotipo 1958AA en poblaciones europeas se sitla alrededor

187 Tras la purificacién y caracterizacién de la

del 20%, mientras que la proporcién del alelo A es 0.45
proteina resultante de este polimorfismo se observé que era menos termoestable que la proteina
salvaje™. No obstante, no se ha observado que esta variante influya en las concentraciones de tHcy

167212 gin embargo, si se encontré que dicha variante se

o de folato plasmatico o eritrocitario
asociaba con un riesgo materno mayor para DTN en una poblacién irlandesa®®* y en otra italiana®®,

aunque no fue asi en una poblacién holandesa®%.

Carroll y colaboradores®*® identificaron un polimorfismo en el promotor del gen que codifica para
esta enzima, el MTHFD1 -105C>T. La presencia del alelo T conlleva una disminucién de la actividad
transcripcional in vitro del 38% respecto a la del promotor “C”. La frecuencia del genotipo -105TT en
una muestra de la poblacién irlandesa se situd en torno al 32%, mientras que la proporcién del alelo
T fue 0.57. No se observaron diferencias significativas en cuanto a folato eritrocitario ni a tHcy entre
los diferentes genotipos. Tampoco se observé asociacidn entre este polimorfismo y el riesgo de DTN

en la poblacién irlandesa.

10.5. Metionin sintasa reductasa (MTRR)

Esta enzima cataliza la conversion de la forma inactiva de la metionin sintasa a la forma activa de

la enzima®"’.
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Uno de los polimorfismos mds estudiados de esta enzima es el MTRR 66A>G, ubicado en el exdn
2 del gen y que resulta en el cambio de una isoleucina a metionina (122M). La frecuencia del genotipo

MTRR 66GG es mayor en blancos (20-38%) que en asiaticos (7-10%) o mejicanos (6-7%)">*%.

Aunque la proteina resultante parece tener caracteristicas cinéticas muy similares a la proteina

salvaje, se necesitan cuatro veces mas de proteina 122M para alcanzar la maxima actividad

219

enzimatica®”. A pesar de ello, diversos estudios realizados en distintas poblaciones no hallaron que

la presencia del polimorfismo de manera individual afecte a las concentraciones de Hcy o folato'®”?**

222 223

. En contra de lo comentado hasta ahora, Gaughan y colaboradores™ describieron que el genotipo
AA se asociaba con un riesgo relativo de 1.58 de tener la tHcy por encima de la mediana. Siguiendo
esta tendencia, Yang y colaboradores™ describieron que los individuos MTHFR 677TT/MTRR 66GG
tenian la tHcy un 25.6% mas baja que los individuos MTHFR 677TT/MTRR 66AA. Por otro lado, en un
estudio de casos y controles de espina bifida realizado en Holanda, hallaron que las mujeres con el

genotipo 66GG tenian el doble de riesgo de tener descendencia afectada por DTNs que las mujeres

222 225

con genotipo 66AA***. Otros estudios realizados en Polonia®** e Irlanda®*® sin embargo, no hallaron

relacidn alguna entre la presencia de dicho polimorfismo y el riesgo de sufrir DTNs.

Otro polimorfismo de esta enzima es el MTRR 524C>T, que conlleva la sustitucion de una serina
por una leucina en el codén 175 (S175L). Se conoce muy poco acerca del impacto sobre las
concentraciones de folato o tHcy de este polimorfismo, aunque se ha sugerido que las
combinaciones 66A/524T o 66G/524C reducian 3 y 4 veces respectivamente la actividad de la

metionin sintasa respecto a la actividad de dicha enzima en el haplotipo 66A/524C**.

10.6. Dihidrofolato reductasa (DHFR)

Los beneficios de la suplementacion o fortificacion con acido fdlico dependen en parte del
correcto funcionamiento de esta enzima, ya que cataliza la reduccién de los folatos oxidados, como

el acido fdlico o el DHF a THF.

Johnson y colaboradores®*®

identificaron esta delecién en el intrén 1 del gen de esta enzima que
resulta en la desaparicidn del lugar de unién para el factor de transcripcién Spl y que por tanto
afecta a la expresion de DHFR. Se encontré que la frecuencia de individuos homocigéticos en una
muestra de 35 familias afectadas de espina bifida y 219 controles donde se identificé dicho
polimorfismo por primera vez fue del 20%. La proporcion del alelo mutado fue de 0.45. Los
resultados referentes al efecto del genotipo del/del sobre la tHcy y el folato plasmatico no han sido
concluyentes hasta la fecha. Gellekink y colaboradores no hallan asociacion entre este polimorfismo
y el folato plasmatico o eritrocitario pero si describen una disminucién de la tHcy en presencia de los

227

genotipos que contienen este alelo””’. No obstante hay que destacar que esta muestra era muy

pequefia, de tan solo 20 individuos caucdsicos. Por otro lado, van der Linden y colaboradores no
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hallan que esta mutacion afecte a la tHcy, pero si que hallan una tendencia a la baja de la
concentracién de folato eritrocitario en los genotipos DHFR -/del y del/del*®®. Los estudios sobre la
deleciéon 19bp y los DTN también obtuvieron resultados en conflicto. Johnson y colaboradores
concluyeron que cuando este polimorfismo esta presente en la madre, actia como un alelo
teratogénico durante el embarazo dando lugar a fetos con fenotipo de espina bifida??®. Por otro lado,
Parle-McDermott defiende que cuando este alelo esta presente en la madre, actia como protector
de DTN durante el embarazo®, mientras que van der Linden no encuentra asociacidn entre esta
mutacion y la espina bifida®?®. Las diferencias entre el estudio de Johnson y colaboradores respecto a
los resultado de Parle-McDermott o van der Linden pueden deberse a la diferencia en el tamafio de
la muestra (5 veces superior en estos dos ultimos estudios en relacién al de Johnson) o a que el
estudio de Johnson se realizé en una muestra donde las familias afectadas contaban con dos o mds
casos de espina bifida, mientras que los casos de espina bifida de los otros dos estudios no estaban
relacionados entre ellos. Como el propio Jonhson comenta, las familias con dos o mas miembros
afectados de espina bifida difieren de los casos aislados en cosas que aun no llegamos a
comprender?®. Por otro lado, puede que van der Linden y colaboradores no hallaran relacién entre
el polimorfismo DHFR 19del’®® y la espina bifida debido a que la muestra contaba con la mitad de

individuos que la de Parle-McDermott y colaboradores®’.

Cabe destacar en este punto, que cada unos de los polimorfismos descritos no se encuentran
aislados en el organismo, sino que coexisten con otros genes con sus correspondientes
polimorfismos, implicados o no en el metabolismo de los folatos. Como se ha indicado en paginas
anteriores, el efecto del polimorfismo MTHFR 677C>T puede verse afectado por la presencia

simultanea de otros polimorfismos.

11.El folato durante el embarazo

Como sabemos, el papel principal del folato es el de transportador de unidades de carbono a
una gran cantidad de reacciones criticas para la replicacion celular, lo que lo convierte en una
vitamina esencial en situaciones que requieran un rdpido crecimiento y desarrollo tisular, como es el

caso de la gestacion.

Diversos investigadores han observado un descenso de las concentraciones de folato plasmatico

y eritrocitario en mujeres embarazadas que no consumian suplementos de &cido folico®%**.

Chanarin describié un descenso medio de 10 nmol/L en el folato plasmatico durante todo el

83,230

embarazo . La variacidn en el folato eritrocitario sin embargo, es distinta, con un descenso al

principio del embarazo, y un ligero ascenso hacia la mitad de la gestacion®23%?%3,
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230

Las causas de este descenso pueden ser varias: una ingesta inadecuada de folato™", un aumento

230

en su demanda por parte de la madre o del feto®, la hemodilucién propia del embarazo®*, una

235,236

disminucién de su absorcion®°, un aumento de su catabolismo o del aclaramiento renal®”?* o

incluso la influencia de determinadas hormonas®®.

Parece légico que tanto una ingesta inadecuada como un aumento en la demanda de folato
contribuyan en parte a estos descensos, pero el papel que juegan los demas factores sobre las

reservas de folato no esta tan claro.

Bruinse y colaboradores™® estimaron el volumen plasmético y determinaron la cantidad total de
folato circulante en distintos momentos del embarazo y de la lactancia. Observaron que el folato
plasmatico disminuia un 42% entre las semanas 16 y 34 de embarazo, y que este descenso era muy
superior al descenso en la cantidad total de folato circulante (un 28% en el mismo periodo de
tiempo), sugiriendo que el descenso observado en la concentracién de folato plasmdatico no podia

explicarse por la hemodilucion.

En cuanto al aumento del catabolismo y excrecién del folato durante la gestacion, los resultados
tampoco son esclarecedores. Un grupo de Dublin observd que la excrecion de diversos catabolitos de
folato durante la parte final del embarazo era mayor que en las mujeres no embarazadas tanto en un
estudio piloto realizado con 6 gestantes y seis controles, como en otro posterior con 24 gestantes y
25 controles donde las participantes seguian una dieta estricta exenta de catabolitos exdgenos del

folat0240,241

. Sin embargo, un grupo americano no halld ninglin aumento de los catabolitos de folato
durante el segundo trimestre en orina de gestantes que habian recibido una dieta con 120 pg diarios
de folato dietético y 330 o 730 ug diarios de acido félico sintético®®>. Dicho estudio contaba con 12
gestantes y 12 controles, la mitad que el estudio de Higgins y colaboradores. Los resultados entre
ambos estudios no son comparables ya que el tratamiento que recibieron las participantes fue

distinto, lo que podria haber alterado la acetilacién de los catabolitos, y por tanto haber llevado a

una menor deteccion de los catabolitos de folato en orina.

Tampoco esta claro si realmente existe una disminucion en la capacidad de absorcion del folato
durante la gestacion. Chanarin y colaboradores** hallaron que, tras la ingesta de 15 pg &cido félico
por kilo de peso corporal, el pico de folato sérico era significativamente mas bajo en gestantes que
en no gestantes, lo que sugeria un descenso en la absorcién del folato. Mas tarde, Landon vy
colaboradores® determinaron el folato plasmatico tras la ingesta de la misma dosis de acido félico
gue administraron Chanarin y colaboradores en un grupo de gestantes, un grupo de mujeres que
habian dado a luz recientemente y un grupo de hombres adultos. No observaron diferencias

significativas entre los 3 grupos, lo que sugeria que la absorcidn de folato no se hallaba alterada en Ia
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gestacion. Las diferencias en cuanto a la cantidad de folato administrado y los métodos utilizados en

las determinaciones podrian explicar las diferencias entre estos estudios.

La recomendacién de ingesta de folato para mujeres embarazadas establecida por el IOM es de
600 DFE diarios. El principal motivo por el que se le da tanta importancia a un correcto aporte de

folato durante el embarazo es el de reducir el riesgo de DTNs'®%¢

. De hecho, éste fue el principal
objetivo en la elaboracién de las politicas de fortificacién obligatoria de los alimentos que se

desarrollaron a finales de los afios 90 en diversos paises.

Aunque ni en Espafia ni en el resto de Europa se aplican estas politicas, si se prescribe esta
vitamina por los obstetras durante el control prenatal desde el afio 2000. La pauta de
suplementacion recomendada por la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) es de

24 Sin

400 pg/dia de acido félico desde antes de la concepcién hasta la semana 12 por lo menos
embargo, tras la semana 12, no existe ninguna recomendacién oficial sobre el consumo de acido
fdélico, ya que la evidencia sobre la importancia del estado en folato en la parte final del embarazo es
menos consistente. No obstante, algunos obstetras prescriben a sus pacientes el uso de suplementos
de acido félico durante el segundo y tercer trimestre de gestacién. ¢Cual es el objetivo si el tubo

neural se cierra alrededor del dia 28 de embarazo?

En un estudio realizado en gestantes en Irlanda del Norte observaron que aquellas que dejaron
de consumir 400 pg diarios de acido fdlico tras el primer trimestre experimentaron un descenso
significativo de la concentracion de folato sérico. Sin embargo, aquellas que continuaron
consumiendo 400 pg diarios de 4acido fdlico durante el segundo y tercer trimestres no sélo evitaron
este descenso sino que ademadas experimentaron un incremento significativo de sus reservas de

folato®®.

Bruinse y colaboradores®® describieron que el folato total circulante disminuye a medida que
avanza la gestacion y permanece bajo durante la lactancia en mujeres no suplementadas con acido
félico. La incidencia de valores bajos de folato plasmatico aumentd hasta un 55% entre las 16 SG y el
parto, y fue del 45% 6 meses después del mismo. De manera similar, Smith y colaboradores®*
hallaron que la concentracion de folato eritrocitario descendia entre la semana 6 y la semana 12 de
lactancia en aquellas mujeres que no consumian suplementos con acido félico a pesar de que las
concentraciones de folato plasmdtico permanecieron inalteradas. Muy posiblemente las reservas de
folato se estuvieran vaciando con el objetivo de mantener estable la concentracion de folato

plasmatico circulante.

Un estudio realizado en Gambia®*? hallé6 que las mujeres que se suplementaban con 500 pg
diarios de 4acido fdlico hasta el momento del parto se mantenian con concentraciones relativamente

elevadas de folato eritrocitario (>560 nmol/L). Sin embargo, cuando se retiraba la suplementacidn,
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esta concentracion disminuia durante los 3 primeros meses de lactancia hasta valores por debajo del

limite de normalidad (<320 nmol/L) en un 56% de los casos.

Vemos por tanto, que mantener la suplementacién con acido fdlico mas alld del primer
trimestre podria mantener a niveles adecuados las reservas de folato. Esto es de especial interés de
cara a afrontar el periodo de lactancia u otro posible embarazo, especialmente en paises donde no
existen politicas de fortificacion obligatoria de los alimentos y donde el aporte de acido félico

procedente de alimentos fortificados o de suplementos aln es escaso en gran parte de la poblacidn.

Por otro lado, la genética explica el 46% de la variacidn intersujetos en folato eritrocitario®”’. En
un estudio realizado en Irlanda con mas de 56000 gestantes, el folato eritrocitario fue menor en
aquellas homocigotas para el polimorfismo MTHFR 677C>T (571 nmol/L) que en las heterocigotas
(727 nmol/L) o las que tenian el genotipo salvaje (786 nmol/L)**. El polimorfismo MTHFR 677C>T
también se ha relacionado con concentraciones disminuidas de folato plasmatico en esta misma

cohorte de gestantes asi como en grandes poblaciones '*71%%%%,

Varios estudios han evaluado la relacidn entre el polimorfismo MTHFR 677C>T y el estado en

folato en mujeres embarazadas con complicaciones del embarazo™®***

. Sin embargo, no se ha
estudiado hasta ahora la relacién entre dicho polimorfismo y el estado en folatos durante el
embarazo en un estudio longitudinal teniendo en cuenta la informacién detallada referente a la

suplementacion con acido fdlico.

A continuacién, a modo de resumen se presenta una tabla resumen con los conocimientos
actuales sobre los temas que se han abordado en esta introduccidon y qué cuestiones quedan por

resolver.
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Tabla 2. Cuestiones pendientes de resolver en esta tesis

Conocimientos actuales Cuestiones pendientes de resolver en esta tesis

La prevalencia de folato plasmatico <10 nmol/L en la poblacién estadounidense en la que el 34% | Investigar el estado en folato de una muestra
consume suplementos vitaminicos, pero no sometida a la fortificaciéon obligatoria de los | representativa de una poblacién europea no expuesta a

alimentos con acido félico era del 23.8%. Tras la implementacién de la politica de la fortificacidn | fortificacion obligatoria ni voluntaria de los alimentos con

255

obligatoria de los alimentos con acido félico, este valor se reduce al 0.7% acido félico ni al uso de suplementos de acido félico.

Investigar la prevalencia de deficiencia en folato en las
La prevalencia de folato plasmatico <10 nmol/L en mujeres de edad fértil (15-44 afios) usuarias
mujeres en edad fértil de una poblacidn no expuesta a
de suplementos vitaminicos es del 30.1% en los EUA. Tras la implementacién de politica de la
fortificacién obligatoria ni voluntaria de los alimentos con
fortificacién obligatoria de los alimentos con acido félico, este valor se reduce al 0.9%>°.
acido félico ni al uso de suplementos de acido félico.

La presencia del alelo T del polimorfismo MTHFD1 -105C>T se asocia con una disminucién de la
Investigar el efecto del polimorfismo MTHFD1 -105C>T
actividad transcripcional in vivo de la enzima. No se encontraron diferencias en cuanto a la
sobre las concentraciones de folato en una muestra
concentracién de folato eritrocitario ni tHcy entre los individuos homocigotos y salvajes para
representativa de poblacidn no expuesta a 4acido fdlico
este polimorfismo ni tampoco en cuanto al riesgo de sufrir DTNs en un estudio de caso control
sintético.
de DTNs**.

Investigar el efecto del polimorfismo MTRR 524C>T sobre
Se ha sugerido que las combinaciones 66A/524T o 66G/524C de los polimorfismos MTRR 66A>G
las concentraciones de folato en una muestra
y MTRR 524C>T reducen 3y 4 veces respectivamente la actividad de la metionin sintetasa
representativa de poblacion no expuesta a 4acido fdlico
respecto a la actividad de dicha enzima en el haplotipo 66A/524C**.

sintético.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACION GENETICO-NUTRICIONAL DEL ESTADO EN FOLATOS EN UNA POBLACION ADULTA NO EXPUESTA A ACIDO FOLICO
PROFILACTICO Y DURANTE EL EMBARAZO

Olalla Bueno Fraile

Dipodsit Legdntroduceitnois

Investigar el riesgo de bajo estado en folato asociado al

polimorfismo SLCI9A1 80G>A en una muestra

Numerosos estudios no han hallado que el polimorfismo SLC19A1 80G>A de manera aislada . ., , . .
representativa de poblacidn no expuesta a 4acido fdlico

tenga un impacto relevante sobre las concentraciones de tHcy'’*"3, folato plasméatico'®**7174173

sintético.
163,173

o folato eritrocitario . Sin embargo, un estudio realizado en Noruega describe una

. . L e Investigar la relacion entre el polimorfismo MTHFD1 -
asociacion entre el alelo A y una tendencia practicamente significativa a una menor

167 105C>T y las concentraciones de folato circulante en una

concentraciéon de folato plasmatico =’. Por otro lado, la presencia del alelo T del polimorfismo

. S . . . muestra representativa de poblacién no expuesta a acido
MTHFD1 -105C>T se asocia con una disminucidon de la actividad transcripcional in vivo de la P P P

. . . ., folico sintético.
enzima aunque no se encontraron diferencias en cuanto a la concentracién de folato
eritrocitario ni tHcy entre individuos homocigotos y salvajes para este polimorfismo®°. Investigar el efecto de la combinacién de genotipos
SLC19A1 80AA-MTHFD1 -105TT sobre el estado en folato

en la misma poblacién.

Son necesarias 4 veces mas de proteina resultante del polimorfismo MTRR 66A>G para alcanzar

la maxima actividad enzimatica®. A pesar de ello, no se ha descrito que la presencia del
Investigar el efecto de la combinacion de genotipos MTRR

polimorfismo de manera individual afecte a la tHcy o al folato™”?*>***, Por otro lado, no se ha
66GG -MTHFD1 1958AA sobre el estado en folato.

observado que el polimorfismo MTHFD1 1958G>A influya en las concentraciones de tHcy o de

folato plasmatico o eritrocitario **”*** de manera individual.

Investigar el riesgo de bajas concentraciones de folato
Se han descrito concentraciones elevadas de tHcy en presencia de la combinacion de genotipos
plasmatico y eritrocitario asociado a la combinacién de
MTHFR 677TT-SLC19A1 80GG en una muestra pequefia de poblacién francesa y en otra de
genotipos MTHFR 677TT-SLC19A1 80AA en una muestra
mayor tamafio de poblacién de edad avanzada'®***®.

representativa de poblacién europea.
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La presencia del polimorfismo MTHFR 677C>T se ha asociado con concentraciones reducidas de | Investigar el riesgo de bajas concentraciones de folato
folato y elevadas de tHcy'®**’. plasmatico y eritrocitario asociado a la combinacién de
genotipos MTHFR 677TT-MTHFD1 1958AA en una muestra

Por otro lado, se ha descrito que la enzima resultante del polimorfismo MTHFD1 1958G>A es

, . . . representativa de poblacién europea.
menos termoestable que la proteina salvaje, aunque no se ha descrito que esto influya en las

concentraciones de tHcy o de folato plasmético o eritrocitario™®”*%,

La presencia del alelo T del polimorfismo MTHFD1 -105C>T se asocia con una disminucién de la | Investigar el riesgo de bajas concentraciones de folato
actividad transcripcional in vivo de la enzima aunque no se encontraron diferencias en cuanto a | plasmatico y eritrocitario asociado a la combinacion de
la concentracién de folato eritrocitario ni tHcy entre individuos homocigotos y salvajes para este | genotipos MTHFR 677TT-MTHFD1 -105TT en una muestra

polimorfismo®*®. representativa de poblacién europea.

Los resultados referentes al efecto del genotipo DHFR 19del/del sobre la tHcy y el folato

plasmatico no han sido concluyentes hasta la fecha. Gellekink y colaboradores no hallan
Investigar el riesgo de bajas concentraciones de folato
asociacion entre este polimorfismo y el folato plasmdatico o eritrocitario pero si describen una
plasmatico y eritrocitario asociado a la combinacién de

227 por otro lado, van der

disminucién de la tHcy en los genotipos que contienen este alelo
genotipos MTHFR 677TT- DHFR 19del/del en una muestra
Linden y colaboradores no hallan que esta mutacidn afecte a la tHcy, pero si que hallan una
representativa de poblacién europea.

tendencia a la baja de la concentracion de folatos eritrocitarios en los genotipos DHFR WT/del y

del/del*®,

La concentracion de folato circulante disminuye a lo largo del embarazo tanto en mujeres no Investigar cémo evoluciona la concentracién de folato

230,233,234

suplementadas con acido félico como en aquellas que en algin momento del embarazo | plasmatico a lo largo del embarazo en funcién de la dosis y

251,258,259

si se suplementaron la duracién de la suplementacion con acido félico.
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. . N . Investigar cdmo evoluciona la concentracion de folato
La concentracién de folato eritrocitario aumenta a mitad de embarazo y luego sufre un descenso

234,258 eritrocitario a lo largo del embarazo en funcién de la dosis

suave tanto en gestantes no suplementadas como en suplementadas®® con &cido félico.

y la duracién de la suplementacidn con 4cido félico.

Investigar si el impacto del genotipo MTHFR 677TT sobre la
El folato eritrocitario fue menor en gestantes homocigotas para el polimorfismo MTHFR 677C>T | concentracion de folato eritrocitario es diferente en

. ’ . . 248 e .z s . 7.
gue en las heterocigotas o las que tenian el genotipo salvaje™. funcién de la pauta de suplementacidn con acido félico

seguida durante el primer trimestre de embarazo.
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A la luz de los conocimientos previos expuestos en la introduccidon y de las carencias
halladas en la literatura, planteamos una hipédtesis principal, de la que se derivan hipétesis

secundarias.
HIPOTESIS PRINCIPAL

Diferentes polimorfismos que intervienen en diferentes puntos del metabolismo de los
folatos podrian perjudicar el estado en folatos, y los efectos combinados de dichos

polimorfismos podrian ser mds pronunciados.
HIPOTESIS SECUNDARIAS

La suplementacion regular con dcido fdlico profildctico durante el primer trimestre de
embarazo contribuye al mantenimiento de las reservas de folato en la parte final del

embarazo.

La suplementacion con dcido fdlico profildctico durante el embarazo compensa el
efecto de diversos polimorfismos implicados en el metabolismo de los folatos y sus

combinaciones sobre las reservas de folatos.

Para verificar estas hipdtesis se plantean los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL
Explorar las interacciones de polimorfismos que interfieren sobre el metabolismo de los
folatos de forma aislada y en combinacién en ausencia de la fortificacion obligatoria de los

alimentos con 4cido félico en poblacidn general, mujeres de edad fértil y durante el embarazo

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En poblacion general con una exposicion minima al dcido fdlico sintético:

1. Describir el estado en folato plasmatico, eritrocitario y homocisteina

2. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos MTHFR 677C>T,
MTHFR 1298A>C, MTRR 66A>G, MTRR 524C>T, MTHFD1 -105C>T, MTHFD1 1958G>A,
SLC19A1 80G>A, DHFR 19del y FOLR1 1314G>A, implicados en el transporte vy

metabolismo de los folatos.

3. Describir la relaciéon de los polimorfismos estudiados y sus combinaciones con el

estado en folatos
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En gestantes:

4. Explorar las caracteristicas ambientales de las gestantes en cada tercil de folato

plasmatico durante el primer trimestre

5. Investigar el comportamiento del estado en folato a lo largo de la gestacion en funcion

de la pauta de suplementacién seguida durante el primer trimestre

6. Investigar si el estado en folato plasmatico enmascara el efecto del polimorfismo

MTHFR 677C>T sobre las reservas de folato a lo largo del embarazo.
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1. Disefo y reclutamiento

Para el estudio de la regulacién genético-nutricional del estado en folato se ha utilizado una
muestra de poblacién adulta y otra de gestantes. A partir de ahora, les llamaremos “Estudio

IM

poblacional” y “Estudio NUTCIR” respectivamente, y dado que el disefio y la estrategia de
reclutamiento de participantes es distinto en cada uno de ellos, se detallan por separado.
Ambos estudios fueron aprobados y supervisados por los Comités Eticos de Investigacién

Clinica de los centros implicados.

A. Estudio poblacional

Se trata de un estudio transversal realizado entre los aflos 1998 a 2002 en la Unidad de
Medicina Preventiva y Salud Publica de la Universitat Rovira i Virgili (URV) en colaboracién con
los Centros de Asistencia Primaria (CAP) de tres municipios de la provincia de Tarragona. Con
el objetivo de obtener una muestra representativa de la poblacién adulta (entre 18 y 75 afios)
estratificada por edad y sexo, se seleccionaron los candidatos realizando un muestreo

aleatorio simple de los registros de padrén de los tres municipios.

Los criterios de exclusidon fueron: uso de suplementos vitaminicos del grupo B, uso de
medicamentos que afectasen al metabolismo del folato, embarazo, lactancia y haber dado a

luz en los ultimos 6 meses.

A los 1563 candidatos seleccionados se les envié una carta informativa sobre el estudio
antes de invitarlos telefénicamente a participar en él. No se puedo contactar con 238
candidatos debido a errores en los datos de contacto, cambio de residencia, defuncién, etc.
Del resto, 391 rehusaron participar, y 32 no se presentaron a la cita concertada a pesar de
haber aceptado participar inicialmente. Ademas de los criterios de exclusién explicados, se
excluyeron 3 individuos por haber recibido tratamiento con inyecciones de cobalamina, y 5
mds por tener la funcién renal alterada (creatinina plasmatica >97 pumol/L en mujeres y >124

)**°. De este modo, el nimero final de participantes quedé en 781, lo que

umol/L en hombres
representa el 65% de la poblacidn elegible. Todos ellos fueron informados de la naturaleza del
estudio y firmaron el documento de consentimiento informado siguiendo las normas descritas

en la Declaracion de Helsinki 2.
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1563 individuos estratificados por sexo y edad

238 individuos con los que no se pudo contactar

|

1325 individuos invitados a participar

121 individuos presentaron algun criterio de exclusion

391 individuos rehusaron participar

(1]

32 individuos no se presentaron a la cita

781 participantes (65% de la poblacion elegible)

Figura 5. Diagrama de flujo del reclutamiento de voluntarios en el estudio poblacional

A los participantes se les realizé una entrevista personal en su CAP sobre habitos y estilo de
vida donde también se les preguntd sobre su historia clinica y se les realizé una exploracién
fisica registrando el peso y la talla. Durante esta entrevista se verificé que efectivamente los
individuos cumplian los criterios para participar y se les citd para una posterior extraccion
sanguinea. Todos los participantes rellenaron un registro de consumo alimentario de 24 horas

de dos dias laborables no consecutivos y un dia festivo.
B. Estudio NUTCIR

Se trata de un estudio longitudinal que se esta realizando desde el afio 2005 en la Unidad
de Medicina Preventiva y Salud Publica de la Universitat Rovira i Virgili (URV) en colaboracion
con los Servicios de Obstetricia y Ginecologia de los hospitales universitarios Sant Joan (HUSJ)
de Reus y Joan XXIII (HUJXXIII) de Tarragona. El reclutamiento de las participantes se lleva a
cabo en la primera visita de control del embarazo, donde son informadas del protocolo del
estudio. En caso de aceptar participar, firmaron el documento de consentimiento informado,

siguiendo las directrices de Declaracién de Helsinki ***.

Los criterios de exclusion fueron: embarazo mas avanzado de 12 semanas, embarazo
multiple, cirugia mayor en los ultimos 6 meses, enfermedad crénica que pueda alterar el
estado nutricional (celiaquia, diabetes, enfermedad de Crohn) o uso de medicamentos que

afectan al metabolismo del folato.

Desde el inicio del estudio hasta diciembre de 2011 se realizaron 1484 primeras visitas para
el control del embarazo, de las cuales 875 no cumplieron el criterio de inclusién (en la mayoria

de los casos, el de estar de menos de 12 semanas de gestacion). De las 609 mujeres elegibles,

66



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACION GENETICO-NUTRICIONAL DEL ESTADO EN FOLATOS EN UNA POBLACION ADULTA NO EXPUESTA A ACIDO FOLICO
PROFILACTICO Y DURANTE EL EMBARAZO

Olalla Bueno Fraile

Dipdsit Legal: T. 78-2014 Material y métodos

29 declinaron la invitacién y 9 no se presentaron a la extracciéon programada a pesar de haber
aceptado inicialmente. Finalmente, se incluyeron 571 gestantes (el 94% de la poblacidn

elegible).

En la Figura 6 se representa el diagrama de flujo del estudio NUTCIR. De las 571
participantes que iniciaron el estudio, 518 finalizaron la gestacion con el parto de un hijo vivo.
De las 53 restantes: 35 sufrieron un aborto espontaneo, 2 sufrieron una muerte fetal, 2 fueron
excluidas por gestacién multiple no detectada inicialmente, 6 abandonaron el estudio durante

la gestacion y 8 realizaron una interrupcién voluntaria del embarazo por malformacién mayor.

571 participantes

35 abortos espontaneos

2 muertes fetales

2 embarazos multiples

6 abandonos

8 interrupcionesvoluntarias del embarazo

\ 4
518 nacidosvivos

Figura 6. Diagrama de flujo del estudio NUTCIR

Se obtuvieron muestras de sangre en ayunas de cada participante a las 12, 15, 24-27 y 34
semanas de gestacidon (SG) coincidiendo con las analiticas de rutina para el control del
embarazo. Ademas se obtuvo una muestra sanguinea cuando la gestante ingresaba en el
centro hospitalario con el inicio del trabajo de parto confirmado y otra mas del corddn

umbilical tras el nacimiento del bebé.

Se realizé una encuesta a las 20 SG para obtener informacién sobre habitos y estilo de vida.
Esta encuesta recoge de manera detallada la informacién referente al uso de suplementos
vitaminicos durante los 3 meses antes del embarazo y la primera mitad del embarazo, con la
ayuda de imdgenes de los preparados mas utilizados. De cada preparado se registré el nimero
de tomas semanales en cada mes de embarazo. La encuesta también recoge la informacion

referente al consumo de alcohol, tabaco y otras sustancias toxicas no legales, tanto durante el
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embarazo como durante el afio previo al mismo, asi como las profesiones materna y paterna

para calcular el nivel socioeconémico familiar®®?.

Encuesta de habitos y
estilo de vida

G e Semanas de gestacién CETTTTTITTETPTTPPITTTPPPTTRTTITr: &

| 8 | 9 (1011 |12 |13 | 14 (15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23|24 |25 |26 |27 |28|29 |30 31 32|33 |34 FS |36 37 |38 |39 40‘ Trabajo de parto ‘
Y v v v
12 extr. 22 extr. 32 extr. 42 extr. 52 extr.

Figura 7. Disefio del estudio NUTCIR

En la primera visita obstétrica, de acuerdo con el protocolo de seguimiento del embarazo
de la SEGO ***se prescribié a cada mujer un suplemento vitaminico compuesto por 400 pg de
acido fdélico y 2 pg de cianocobalamina que debia tomar diariamente durante el primer
trimestre del embarazo. También se registré la fecha de nacimiento, el peso y la talla de cada
participante. Estos datos quedaron reflejados en la historia clinica, que también recoge datos

obstétricos como la paridad.

2. Obtencion de muestras biolégicas

A. Estudio poblacional

Las extracciones de sangre fueron realizadas en ayunas, a primera hora de la mafiana en el
CAP. Mediante puncién antecubital se obtuvieron 10 mL de sangre venosa en un tubo
Vacutainer con EDTA-K;. Las muestras se mantuvieron a 42C hasta su procesado en la Facultat
de Medicina i Ciencies de la Salut (FMCS), que comenzd en un tiempo no superior a 2 horas

tras la extraccién para evitar artefactos en la determinacién de la tHey 2%

. Los tubos de sangre
fueron mezclados 10 veces por inversion después de recoger la sangre y otra vez antes de su

procesamiento.
B. Estudio NUTCIR

Las extracciones planificadas durante el control del embarazo (1 a 4) fueron realizadas en
ayunas, en el HUSJ o en el HUJXXIIl. Mediante puncidén antecubital se obtuvieron 10mL de
sangre venosa en un tubo Vacutainer con EDTA-K;. El procesado, que comenzd en un tiempo
no superior a una hora tras la extraccion, se llevé a cabo en el Biobanco del Institut

d’Investigacié Sanitaria Pere i Virgili (IISPV) en Reus y en el Area de Investigaciéon del HUJXXIII.
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También se mezclaron los tubos de sangre 10 veces por inversion después de recoger la sangre

y otra vez antes de su procesamiento.

A partir de enero de 2011, momento en que el HUSJ se trasladd a su nueva ubicacion, se
instaurd un sistema de valijas para transportar las muestras desde el nuevo HUSJ al Biobanco.
Para evitar que el procesado de las muestras comenzara mas de una hora después de la
extraccion, la centrifugacién y separacion del plasma se llevd a cabo en la misma area de

extracciones del HUSJ.

La 52 extraccidn, al no ser planificable fue realizada en el drea de partos del hospital
correspondiente, sin tener en cuenta si la participante estaba en ayunas o no. De la gestante
se obtuvieron 10mL de sangre venosa en tubos Vacutainer con EDTA-K;. Cuando esta
extraccion se realizé fuera del horario de apertura del Biobanco o del Area de Investigacién, la
muestra se envié a los laboratorios centrales de cada uno de los hospitales, donde la
procesaron parcialmente y la conservaron a 42C hasta que un miembro del equipo NUTCIR la
recogié y completd su procesado. Se registrd la hora de obtencién de la muestra en la sala de

partos y la hora de separacion del plasma en el laboratorio de urgencias.

3. Procesado de muestras

Con la excepcidn de la obtencién de leucocitos, los protocolos utilizados para procesar las
muestras y obtener las diferentes fracciones sanguineas fueron los mismos tanto en el estudio

poblacional como en el estudio NUTCIR.

Con 50uL de sangre total procedente del tubo con EDTA-K;, se realizé una dilucién 1:10 con
una solucién al 1% de acido ascérbico'. Tras vortear esta mezcla se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 30 minutos y se congelé en dos alicuotas a -802C para la posterior
determinacidn de folato eritrocitario. No se generaron estas alicuotas para las muestras 5y 6
del estudio NUTCIR, por lo que no disponemos de la determinacién de folato eritrocitario para

dichas muestras.

El tubo con la sangre restante se centrifugd a 1500g durante 15 minutos a 42C para obtener
el plasma, que una vez separado y alicuotado, se congeld a -802C. Con el resto del contenido
del tubo, se procedid a la obtencidn de leucocitos. Para ello, se afiadié PBS" hasta llenarlo y se

invirtio varias veces hasta conseguir una correcta homogeneizacion.

! 0.25g de acido ascoérbico, en 25mL de agua miliQ.
s g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.44 g de Na2HPO4 y 0.24 g de KH2PO4, en un litro de agua miliQ

69



UNIVERSITAT ROVIR
REGULACION GENETI
PROFILACTICO Y DU
Olalla Bueno Frai
Diposit Legal: T.

70

A I VIRGILI

CO-NUTRICIONAL DEL ESTADO EN FOLATOS EN UNA POBLACION ADULTA NO EXPUESTA A ACIDO FOLICO
RANTE EL EMBARAZO

le

Materiaky métodos

A. Obtencion de leucocitos en el estudio de poblacion

A continuacién se centrifugd el tubo a 1500g durante 15 minutos, se descarté el
sobrenadante y se volvié a afiadir PBS, a centrifugar y a descartar el sobrenadante. Se aspird la
capa de leucocitos y parte de la de eritrocitos y se depositd en un tubo de 10 mL. Se afiadieron
7 mL de solucién de hemdlisis" se mezcld por inversiéon y se dejd reposar a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Después se centrifugd el tubo a 1500g durante 15 minutos. Una
vez descartado el sobrenadante, se lavd y resuspendio el pélet con soluciéon de hemélisis. Tras
afiadir de nuevo solucidon de hemédlisis hasta llenar el tubo, se volvié a centrifugar a 1500g
durante 15 minutos. Nuevamente se descartd el sobrenadante y se volvié a lavar el pélet. El

pélet se resuspendid en 900uL de PBS y se congeld a -809C.
B. Obtencion de leucocitos en el estudio NUTCIR.

A continuacion se volcd el contenido del tubo en un tubo Falcon de 50mL donde
previamente se habian dispuesto 30mL de solucién de hemdlisis, se mezcld por inversion y se
dejé reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después se centrifugd el tubo a
2000g durante 5 minutos. Una vez descartado el sobrenadante, se lavd y resuspendié el pélet
con solucion de hemodlisis. Tras afiadir 20mL de la misma solucién, se volvié a centrifugar a
2000g durante 5 minutos. Nuevamente se descartd el sobrenadante. El pélet se resuspendio

en 900pL de PBS y se congeld a -802°C.

De los leucocitos descongelados de ambos estudios se extrajo y cuantificé el ADN mediante

un proceso dividido en 5 fases:

- Lisis celular: Se dispusieron los leucocitos en 10mL de Autopure Cell Lysis Solution y se

incubaron a temperatura ambiente protegidos de la luz durante al menos un mes.

- Precipitacién de proteinas: Se afiadieron 3.33mL de Protein Precipitation Solution” y se

mezcld por vortex a maxima velocidad durante 20 segundos. Tras 15 minutos a 49C, se

centrifugé la mezcla a 2000g durante 15 minutos a 42C.

- Precipitacién del ADN: Se aspird el sobrenadante (que contiene el ADN) con cuidado de no

absorber el pélet (que contiene los restos celulares), y se dispensd en un tubo Falcon con
10mL de isopropanol 100% frio. Tras mezclar por inversidon suavemente unas 50 veces
(hasta observar la medusa de ADN), se centrifugo el tubo a 2000g durante 5 minutos a 49C.

Se elimind el sobrenadante y se afadieron 10mL de etanol 70% frio para lavar el botdén.

"'7.007 g de CINH4 131mM y 0.071 g de CHSNO3 0.9 mM, en un litro de agua miliQ

v Qiagen Sciences, Maryland, USA
v Qiagen Sciences, Maryland, USA
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Tras centrifugar de nuevo a 2000g durante 5 minutos a 42C, se elimind el sobrenadante con
mucho cuidado de no perder el botén de ADN y se dejd secar a temperatura ambiente

hasta eliminar los restos de liquido.

- Hidratacién del ADN: Se afiadieron 1200pL de Autopure DNA Hydratation Solution"' al tubo

gue contenia el botén de ADN y se puso en agitacion a temperatura ambiente durante 3 04

dias.

- Cuantificacion del ADN: Se depositaron 2uL de ADN en soluciéon en el lector de un

Nanodrop 1000 a una longitud de onda de 260nm. El espectrofotometro cuenta con un

software propio que calculé de manera automadtica la concentracién de ADN.

4. Determinaciones bioquimicas

- Folato plasmatico y eritrocitario: Para el estudio poblacional, fue analizado en el

Departamento de Bioquimica de Trinity College, Dublin, Irlanda (TCD) mediante ensayo
microbioldgico con Lactobacillus casei resistente a cloramfenicol’. Los coeficientes de
variaciéon intra e interensayo fueron 7.1% vy 10.7% respectivamente. Se calculd la
concentracion de folato eritrocitario mediante la siguiente férmula: folato sanguineo
total/hematocrito. Para el estudio NUTCIR, esta técnica fue adaptada para trabajar en placa y
poderse automatizar. Las determinaciones se realizaron en los laboratorios de Bevital AS,
Bergen, Noruega. La sensibilidad de la técnica fue 2nmol/L, y los coeficientes de variacion intra

e interensayo fueron 4% y 5% respectivamente 268,

- Homocisteina plasmatica total: En el estudio poblacional, esta determinacidn se realizé

mediante inmunoensayo de polarizacién de la fluorescencia, utilizando el kit [Mx
Homocysteine"". Esta técnica tuvo una sensibilidad de 0.5 pmol/L y unos coeficientes de
variacion intra e interensayo de 2.1% y 3.2% respectivamente. En el estudio NUTCIR, la técnica
utilizada fue la LC-MS/MS **°, con una sensibilidad de 0.1 pumol/L y unos coeficientes de

variacion intra e interensayo de 0.9% y 2.1% respectivamente 268,

- Cobalamina plasmatica: Para el estudio poblacional, fue determinada en el Departamento

de Bioquimica de Trinity College, Dublin, Irlanda (TCD) mediante ensayo microbioldgico con
Lactobacillus leichmanii resistente a colistin sulfato 2*®, con coeficientes de variacién intra e

interensayo de 7.1% y 10.7% respectivamente. Para el estudio NUTCIR, esta técnica fue

v Qiagen Sciences, Maryland, USA
VI Abbott Laboratories Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA.
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adaptada para trabajar en placa y poderse automatizar. Las determinaciones se realizaron en
los laboratorios de Bevital AS, Bergen, Noruega. La sensibilidad de la técnica fue de 30pmol/Ly

los coeficientes de variacidn intra e interensayo 4% y 5% respectivamente 268,

- Creatinina plasmatica: Para estudio poblacional, se determiné mediante un analizador

Cobas Mira™" utilizando el método de Jaffé modificado. Para ello se utilizé un kit comercial de
QCA* con unos coeficientes de variacién intra e interensayo de 1.72% y 2.11%

respectivamente. Para el estudio NUTCIR, fue determinada mediante LC-MS/MS**® con una

sensibilidad de 0.1umol/L y unos coeficientes de variacion intra e interensayo del 4%

5. Determinaciones genéticas

Se determinaron aquellos polimorfismos conocidos presentes en genes que podian
guardar relacidn con el transporte o metabolismo del folato: MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298
A>C, MTRR 66 A>G, MTRR 524 C>T, MTHFD1 1958 G>A, MTHFD1 -105 C>T, SLC19A1 80 G>A,
DHFR 19del y FOLR1 1314 G>A. Todos fueron determinados mediante MALDI-TOF/MS*® en los
laboratorios Bevital AS, excepto el polimorfismo MTHFR 677 C>T en el estudio poblacional.
Esta uUltima determinacidén se llevd a cabo en la FMCS mediante la técnica descrita por

Frosst®®,

6. Tratamiento de datos

El indice de masa corporal (IMC) en ambos estudios se obtuvo midiendo el peso y la talla

de los participantes y aplicando la férmula: peso(kg)/talla(m)>.
La deficiencia en folato plasmatico se establecié mediante el punto de corte de 7 nmol/L®.

A. Estudio poblacional

Para los analisis que se realizaron con tHcy se descartaron aquellos individuos cuyas
muestras se habian empezado a procesar mas de dos horas después de la extraccién, con el

objetivo de evitar valores falsamente elevados de tHcy*®.

Para analizar el efecto de parejas de polimorfismos, se utilizaron solamente los seis mas
prevalentes, que se combinaron entre ellos para evitar frecuencias muy pequenas de dobles

homocigotos y dobles salvajes.

vil Roche, Basel, Switzerland.

 Quimica Clinica Aplicada S.A. Amposta, Espafia.
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B. Estudio NUTCIR

La deficiencia en folato plasmatico se establecié mediante el punto de corte de 7 nmol/L
8 La deficiencia en cobalmina plasmatica se establecié mediante el punto de corte de 148

75,268

pmol/L

Se crearon 5 categorias (ver Tabla 3) en funcion de la dosis y la frecuencia de consumo de
los suplementos vitaminicos durante el primer trimestre declarados en la encuesta realizada a
las 20 semanas de gestacion en referencia al uso de suplementos (ver Figura 1). Para ello, se
calcularon los pg totales de acido fdlico consumidos durante los primeros tres meses,
independientemente de si procedian de multivitaminicos o de suplementos que solo contenian
acido félico.

Tabla 3. Categorias de uso de suplementos de acido félico

ug de acido félico
Nombre de la categoria consumidos durante el Equivalencia en pg/dia

primer trimestre

Sin suplementacién 0 Sin suplementacién
Suplementacion insuficiente® <24000 <400 pg/dia, 5 dias/semana
Suplementacion adecuada’ 24000-33600 400 pg/dia, 5-7 dias/semana
Suplementacién elevada® >33600-300000 >400 pg/dia — 5mg/dia, 5 dias/semana
Suplementacion excesiva® >300000 >5mg/dia, 5 dias/semana

'Por debajo de, 2Adherencia a, *Por encima de, “Muy por encima de la pauta recomendada.

Las gestantes que se encuentran en las categorias “Elevada” y “Excesiva” sobrepasan la
pauta de suplementacidon recomendada por la SEGO (400 pg diarios durante los 3 primeros

26 En estos casos, 0 bien el obstetra considerd que la dosis recomendada por la SEGO

meses)
era insuficiente para cada una de ellas en concreto por sus antecedentes obstétricos
(subfertilidad, abortos de repeticion, malformaciones congénitas u otras complicaciones en
embarazos previos...) y por tanto les prescribieron suplementos con una dosis mayor de acido

félico o bien las propias mujeres consumieron mas dosis por su cuenta.

Se comprobdé mediante el folato plasmatico que aquellas mujeres que decian no haber

consumido suplementos vitaminicos durante el primer trimestre, realmente no hubieran
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recibido acido fdlico sintético de manera regular. Para ello, utilizamos los resultados obtenidos
en el estudio poblacional, donde se trabajé con una muestra no expuesta a fortificacion
obligatoria de los alimentos con acido félico ni al consumo de suplementos vitaminicos del
grupo B. En el grupo de mujeres en edad fértil (18-44 anos), el percentil 95 de folato
plasmatico se situé en 23.95 nmol/L. De esta manera, de las 24 gestantes que inicialmente
consideramos como no suplementadas, solamente 12 tuvieron un folato plasmatico inferior a
este valor. Asi pues, consideramos que aquellas gestantes que presentaran un folato
plasmatico superior a dicho valor en la primera extraccion, debian haber consumido acido
félico, quizas sin siquiera ser conscientes de ello. Teniendo en cuenta los valores minimos y
maximos de folato plasmatico de cada categoria de suplementacion, reubicamos a 7 gestantes
en la categoria de suplementacién “Insuficiente”, a 3 en la categoria de suplementacion

“Adecuada” y a 2 en la de suplementacién “Elevada”.

i Meses del embaraz
Nombre del preparado ¢Cuantas veces a la semana? em °

1 2 3 4 5

ACIDO FOLICO : O Cada dia 0 O O O O

) ! O Lamayoriade losdias (d-6veces) i 0 O O O O

cCual? : = Algunos dias (1-3 veces) ‘0 O O O O

MULTI-VITAMINAS : O (Cada dia (0 O O O 0O

. {0 Lamayoriadelosdias (4-6veces) | 0 O O O O

cCual? : P O Algunos dias (1-3 veces) ‘o0 O O O O
¢Tomd deido félico en los 3 meses antes de quedarse embarazada? 51 0 MNeo O

Figura 8. Pregunta sobre uso de suplementos en la encuesta de habitos y estilo de vida que
se realiza a las 20 semanas de gestacion.

Para realizar ciertos analisis se separd a las gestantes por terciles de folato plasmatico en
el primer trimestre con el objetivo de determinar si los factores ambientales que afectan al
embarazo también estan presentes en todos los terciles y porque la evolucidn del estado en
folato durante el embarazo podria variar en funcién del estado en folato con que se inicie el
embarazo. También se investigd si factores ambientales que afectan al embarazo varian entre
los distintos terciles de folato plasmatico, ya que el estado en esta vitamina podria marcar un

estilo de vida y no solo la ingesta de este nutriente en concreto.

7. Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados con la versidn 17.0 en castellano de SPSS para Windows
(Statistical Package for Social Sciences, Chicago, IL, USA).
Se utilizaron las técnicas estadisticas habituales para la descripcion de las variables

cualitativas (numero de individuos y porcentaje) y cuantitativas (media e intervalo de
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confianza al 95%). La normalidad de la distribuciéon de las variables cuantitativas se verificd
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Si la normalidad de la distribucidn era condicion
de aplicacion de una prueba estadistica, se procedia a aplicar una transformacién logaritmica
de los valores. Para la descripcidon de estas variables se presentd la media geométrica y su
intervalo de confianza al 95% (antilogaritmo de los valores logaritmicos).

Para verificar si las frecuencias genotipicas observadas se hallaban en equilibrio Hardy-
Weinberg se utilizé la prueba de )(2 comparando las frecuencias genotipicas esperadas segun
dicha ley con las observadas en la muestra. Los contrastes de hipédtesis se plantearon de forma

bilateral y se declararon significativos cuando el valor p fue inferior a 0.05.

A. Estudio poblacional

Para comparar las medias de folato plasmatico, eritrocitario y tHcy entre los tres genotipos de
cada polimorfismo estudiado se utilizd la prueba del analisis de la varianza (ANOVA). Se realizaron
comparaciones multiples entre los genotipos aplicando la correcciéon de Bonferroni cuando el
analisis de la varianza detectaba globalmente diferencias significativas; de esta forma se mantuvo
en un 5% el error tipo | o alfa.

Para expresar el riesgo de hallarse en los terciles bajos de folato plasmatico y eritrocitarios
de los heterocigotos y los homocigotos en relacidon a los salvajes para cada uno de los
diferentes polimorfismos estudiados y para expresar este riesgo en los individuos con

determinadas combinaciones de polimorfismos en relacidon a los salvajes para ambos se

utilizaron modelos de regresién logistica multiple, que proporcionaron las correspondientes
odds ratios (OR) y sus intervalos de confianza al 95%. En estos modelos se incluyeron para su
ajuste todas las variables que se podia esperar que influyeran en la relacién explorada en base
a la evidencia disponible en la literatura. Las condiciones de aplicacion de todos estos modelos
se verificaron mediante las técnicas habituales, entre ellas el analisis de los residuales.
También se utilizd la R* de Nagelkerke para cuantificar la bondad de ajuste del modelo. Las
hipdtesis nulas bilaterales de no diferencia y no significacién de los coeficientes de regresion se
rehusaron cuando su probabilidad fue inferior al 5%.

Hemos aplicado el método descrito por Knol y colaboradores”® para comparar el riesgo de
hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico o eritrocitario entre los homozigotos para el
polimorfismo MTHFR677CT y los dobles homozigotos para las diferentes combinaciones de
polimorfismos consideradas teniendo en cuenta que se tratan de grupos no independientes

de individuos. Para esta comparaciéon hemos considerado también un nivel de significacidn de

p <0.05.
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Magterighy métodos

B. Estudio NUTCIR

Para comparar los porcentajes de las variables cualitativas entre los terciles de folato
plasmatico en el primer trimestre se utilizé la prueba de X°.

Para comparar las medias de las variables cuantitativas entre los terciles de folato plasmatico
en el primer trimestre se utilizé la prueba del andlisis de la varianza (ANOVA). Cuando el analisis
de la varianza detectaba globalmente diferencias significativas se realizaron comparaciones
multiples aplicando la correccidn de Bonferroni para mantener en un 5% el error tipo | o alfa.

Para comparar la evolucién del folato plasmatico y eritrocitario y de cobalamina plasmatica
entre los grupos de suplementacion se utilizd un andlisis de la varianza (ANOVA) de medidas
repetidas. Estos modelos se realizaron con ajuste para edad gestacional exacta en el momento de
la extraccién y sin él. Como los resultados no variaron sustancialmente y al afiadir esta variable se
perdia potencia estadistica por aumentar un grado de libertad el numerador de la F, se presentan

Unicamente los modelos realizados sin dicho ajuste.
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1. Caracteristicas generales de la muestra

Las caracteristicas generales de la muestra se resumen en la tabla 4. Entre los individuos
que realizaban actividad fisica, la media fue 7 (DE = 8) y 5 (DE = 5) horas a la semana para
hombres y mujeres respectivamente. Entre los fumadores, la media de consumo fue 19 (DE =
12) cigarrillos al dia para los hombres y 14 (DE = 7) para las mujeres. Entre los individuos que
consumian alcohol, la media de consumo fue 27 (DE = 22) y 13 (DE = 11) gramos de alcohol al
dia para hombres y mujeres respectivamente. La media de IMC en la muestra se situd en 27,4

(DE = 4,4) Kg/m2 en hombres y en 26,8 (DE = 5,8) Kg/m2 en mujeres.

En la Tabla 5 se puede observar la ingesta de folatos y las concentraciones de
homocisteina y folato plasmatico y eritrocitario seguin la edad y el sexo. En ella se observa que
las mujeres presentan una mayor ingesta de folatos que los hombres, y que ésta aumenta con
la edad hasta los 59 afos. Por otro lado, el folato eritrocitario y la tHcy son superiores en
hombres y se incrementan con la edad. Sin embargo, aunque el folato plasmatico también
aumenta con la edad, es mayor en mujeres. En cuanto a ingesta de la vitamina se refiere, un
83.5% de la poblacion estudiada informd una ingesta de folatos inferior a 400ug/dia. Entre las

mujeres en edad fértil (18-44 afios) este porcentaje aumenta hasta el 86.7%.

Se observé que un 18.8% de la muestra estudiada presenta un estado deficiente en folatos
(folato plasmatico < 7 nmol/L). Este porcentaje disminuye con la edad siguiendo una tendencia
lineal significativa (Tabla 6). En el caso de las mujeres en edad fértil (18-44 afios) este

porcentaje aumenta hasta el 24.2%.
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Tabla 4. Caracteristicas generales de la muestra

Hombres Mujeres Total
Caracteristica
N % N % N %

Edad (afios)

18-29 76 22,7 87 24,8 163 23,8

30-44 118 35,2 113 32,2 231 33,7

45-59 91 27,2 89 25,4 180 26,2

60-75 50 14,9 62 17,7 112 16,3
Nivel de estudios

Sin estudios 7 2,1 13 3,7 20 2,9

Primarios 169 50,4 175 49,9 344 50,1

Secundarios 120 35,8 121 34,5 241 35,1

Universitarios 39 11,6 42 12,0 81 11,8
Profesién’

Grupo 1 54 16,2 15 4,3 69 10,1

Grupo 2 71 21,3 115 32,8 186 27,2

Grupo 3 97 29,0 16 4,6 113 16,5

Grupo 4 65 19,5 182 51,9 247 36,1

Otros 47 14,1 23 6,6 70 10,2
Estado civil

Soltero/a 95 28,4 87 24,9 182 26,6

Casado/a 231 69,0 235 67,1 466 68,0

Viudo/a 2 0,6 19 5,4 21 3,1

Separado/a 7 2,1 9 2,6 16 2,3
IMC® (Kg/m?)

Infrapeso (<18) 2 0,6 2 0,6 4 0,6

Normopeso (>18-25) 102 30,8 154 44,5 256 37,8

Sobrepeso (>25-30) 141 42,6 106 30,6 247 36,5

Obesidad (>30) 86 26,0 84 24,3 170 25,1
Habitos y estilo de vida

Sedentarismo 99 36,7 117 44,7 216 40,6

Consumo de tabaco 127 37,9 109 31,2 236 34,5

Consumo de alcohol® 211 63,2 71 20,2 282 41,2

Consumo de STI 12 3,6 6 1,8 18 2,7

N= Numero de individuos.

®Grupo1: Directivo/a, técnico. Grupo2: Administracién y servicios. Fuerzas armadas. Grupo3: Agricultor/a,
ganadero/a, pedn, conductor/a. Grupo4: Pensionista, estudiante, ama de casa.

®IMC: fndice de Masa Corporal

‘ Respuesta afirmativa a la pregunta ¢ Consume alcohol actualmente?

4STI: Substancias Téxicas llegales
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Resultados. Estudio poblacional.

Tabla 5. Ingesta de folato y concentraciones de homocisteina y folatos segin edad y sexo

Edad (afios)

Hombre

Mujer

Ambos sexos

Ingesta de folato(ug)/1000kcal

112 [102-121)°

133 [121-144]"

123 [115-131]

Folato plasmatico (nmol/L) 8,9 [8,0-9,9]b 9,5 [8,6-10,6] 9,2 [8,6-9,9]
18-29 Folato eritrocitario (nmol/L) 711 [655-771]b 690 [637-747] 699 [662-740]
tHey® (umol/L) 9,9 [9,2-10,7]° 8,4 [8,0-8,9]" 9,1[8,7-9,5]
Ingesta de folato(ug)/1000kcal 124 [115-133] 143 [131-154]" 133 [126-140]
Folato plasmatico (nmol/L) 9,9 [9,1-10,7] 11,1 [10,2-12,2] 10,5 [9,8-11,1]
30-44 Folato eritrocitario (nmol/L) 815 [768-865]" 778 [730-829] 797 [763-832]"
tHey (umol/L) 10,0 [9,5-10,4] 8,2[7,8-8,6]" 9,0 [8,7-9,4]
Ingesta de folato(ug)/1000kcal 141 [127-154]" 173 [161-186]"" 157 [148-166)"
4556 Folato plasmético (nmol/L) 12,7 [11,6-14,0]""  15,3[13,6-17,1]""*  13,9[12,9-15,0]'
Folato eritrocitario (nmol/L) 921 [857-990] " 887 [817-963]" 904 [857-955]"
tHey (umol/L) 10,2 [9,8-10,6] 8,4 [8,0-8,9]" 9,3 [9,0-9,6]
Ingesta de folato(ug)/1000kcal 151 [135-166]" 187 [166-209]"" 170 [157-184]"
Folato plasmético (nmol/L) 15,0 [12,9-17,5]"*  15,7[13,6-18,2]"* 15,4 [13,9-17,1]"
60-75 Folato eritrocitario (nmol/L) 978 [874-1095]"F 972 [882-1072]"* 975 [907-1049]"*
tHey (umol/L) 11,3[10,6-12,0]"*  10,0[9,4-10,6]""** 10,6 [10,1-11,0]"**
Ingesta de folato(ug)/1000kcal 130 [124-136] 155 [148-162]" 143 [138-148]
TCI’::S Folato plasmético (nmol/L) 11,0 [10,4-11,6] 12,3 [11,6-13,1]° 11,7 [11,2-12,1]
edades Folato eritrocitario (nmol/L) 840 [807-873] 812 [780-846] 825 [802-849]

tHcy (umol/L)

10,2 [9,9-10,5]

8,6 [8,4-8,8]"

9,4[9,2-9,5]

? Media aritmética [limites inferior-superior del intervalo de confianza al 95%]

® Media geométrica [limites inferior-superior del intervalo de confianza al 95%]

“ tHcy: Homocisteina plasmaética total

Y Diferencia de medias significativa (p<0.05) con respecto al sexo masculino

" Diferencia de medias significativa (p<0.05) con respecto al grupo de edad 18-29.
* Diferencia de medias significativa (p<0.05) con respecto al grupo de edad 30-44.
S Diferencia de medias significativa (p<0.05) con respecto al grupo de edad 45-59.

Significaciones obtenidas mediante el andlisis de la varianza y correccién de Bonferroni para comparaciones multiples.

Tabla 6. Estado deficiente en folatos (folato plasmatico <7nmol/L) segiin edad y sexo

Grupo de edad (afios)

Sexo Todas las edades
18-29 30-44 45-59 60-75
Hombre 34.9° 24.8 111 10.0 21.1
Mujer 31.7 18.5 7.0 5.7 16.7
Ambos sexos 33.2 21.6 9.0 7.7 18.8

Y%. Andlisis estadistico: X* de tendencia lineal.
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2. Polimorfismos en la muestra

En la tabla 7 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
estudiados. Los mas frecuentes son MTHFD1- 105C>T , MTRR 66A>G y SLC19A1 80G>A, con

una proporcién de individuos homocigéticos de 28.5%, 23.7% y 23.5%respectivamente.

Tabla 7. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos estudiados

Frecuencia genotipica (%) Frecuencia alélica (%)
Polimorfismo n
S/S S/M M/M S M

MTHFR 677C>T 775 35.6 46.3 18.1 59.7 40.3
MTHFR 1298A>C 775 51.7 41.7 6.6 71.9 28.1
MTRR 66A>G 771 26.1 50.2 23.7 51.1 48.9
MTRR 524C>T 771 39.6 47.2 13.2 62.9 37.1
MTHFD1 -105C>T 775 23.6 47.9 28.5 46.7 533
MTHFD1 1958G>A 770 32.8 47.0 20.2 57.3 42.7
SLC19A1 80G>A 773 25.5 51.0 235 50.4 49.6
DHFR 19del 770 35.7 44.9 194 59.7 40.3
FOLR1 1314G>A 767 91.1 8.0 0.9 95.4 4.6

S: alelo salvaje, M: alelo mutado

3. Polimorfismos y estado en folatos
En la tabla 8 (pagina siguiente) se relaciona el estado en folatos (reflejado en las
concentraciones de folato plasmatico y eritrocitario y tHcy) con cada polimorfismo estudiado,

de manera individual.
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Tabla 8. Estado en folatos segtin el polimorfismo

Polimorfismo n Folato plasmatico (nmol/L) Folato eritrocitario (nmol/L) tHey® (umol/L)

MTHFR 677C>T

CC 276 124 [11.6-13.2]b 889 [851-929] 8.9 [8.6-9.2] (255)°

cT 359 11.3 [10.6-11.9] 821 [791-852]" 9.2 [9.0-9.5] (335)

T 140 10.0[9.2-11.9]" 652 [611-695]"" 11.2 [10.5-11.9] (128)"'
MTHFR 1298A>C*

AA 87 12.1[10.8 -13.6] 856 [796-921] 8.9 [8.3-9.4] (82)

AC 138 13.1[12.0-14.4] 916 [860-976] 8.9 [8.5-9.2] (127)

CC 51 11.1[9.4-13.1] 875 [785-976] 9.3 [8.6-10.0] (46)
MTRR 66A>G

AA 201 11.1 [10.3-12.0] 764 [724-805] 9.3 [8.9-9.7] (187)

AG 387 11.9 [11.3-12.6] 833 [801-866] 9.5 [9.2-9.8] (358)

GG 183 10.9 [10.1-11.8] 820 [778-865] 9.5 [9.0-9.9] (169)
MTRR 524C>T

CC 305 11.0 [10.4-11.7] 788 [755-822] 9.5 [9.2-9.8](287)

CcT 364 11.6 [10.9-12.3] 818 [785-852] 9.5[9.2-9.8] (335)

11 102 12.2 [11.1-13.4] 860 [811-911] 8.9 [8.4-9.4] (92)
MTHFD1 -105C>T

cc 182 12.1[11.2-13.1] 833 [790-878] 9.4 [9.0-9.7] (167)

CcT 369 11.2 [10.7-12.0] 819 [786-854] 9.3[9.1-9.6] (341)

T 219 10.9 [10.2-11.7] 775 [740-813] 9.6 [9.2-10.0] (206)
MTHFD1 1958G>A

GG 254 11.0 [10.3-11.8] 780 [745-816] 9.5 [9.2-9.9] (237)

GA 364 11.5 [10.9-12.2] 830 [798-864] 9.3 [9.0-9.6] (339)

AA 157 11.9 [10.9-12.9] 814 [766-865] 9.6 [9.2-10.1] (142)
SLC19A1 80G>A

GG 197 11.9 [11.0-12.9] 861 [815-910] 9.6 [9.3-10.0] (183)

GA 394 11.4 [10.9-12.0] 804 [775-833] 9.4 [9.1-9.7] (362)

AA 182 10.9 [10.0-11.9] 776 [733-822] " 9.2 [8.8-9.6] (171)
DHFR 19del

Ss® 275 11.5 [10.8-12.2] 821 [786-856] 9.4 [9.1-9.7] (255)

Sdel 346 11.2 [10.6-11.9] 801 [768-835] 9.4 [9.1-9.7] (318)

deldel 149 11.6 [10.6-12.6] 806 [756-858] 9.5[9.1-10.0] (140)

FOLR1 1314G>A

GG 699 11.3 [10.9-11.8] 809 [787-832] 9.4 [9.2-9.7] (650)

GA 61 12.2 [10.6-13.9] 812 [732-900] 8.9 [8.3-9.6] (55)

AA 7 12.6 [7.5-21.8] 818 [579-1156] 11.4 [10.0-13.1] (6)

®tHcy: homocisteina plasmatica total en ayunas. ®Media geomeétrica [limites inferior-superior del IC al 95%]. “(n). En este anélisis solo se incluyeron

263 d

las muestras que fueron procesadas en menos de 2 horas tres la extraccion para evitar valores falsamente elevados de tHcy™”. "Andlisis limitado a
individuos salvajes para el polimorfismo MTHFR 677C>T debido al desequilibrio de ligamiento entre MTHFR 677C>T y 1298A>C. °S:alelo salvaje.

ANOVA $<0.05 respecto a los salvajes; "p<0.05 respecto a los heterocigotos.
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Se ha hallado una concentracion menor de folato plasmatico en individuos homocigéticos
respecto a individuos con genotipo salvaje para el polimorfismo MTHFR 677 C>T. También se
ha encontrado una concentracion menor de folato eritrocitario en individuos heterocigéticos
respecto individuos con genotipo salvaje y en homocigéticos respecto heterocigéticos y
respecto individuos con genotipo salvaje para el polimorfismo MTHFR 677 C>T. También se
encontré una concentracién menor de folato eritrocitario en individuos homocigdticos
respecto individuos con genotipo salvaje para el polimorfismo SLC19A1 80 G>A. En cuanto a la
concentracion de tHcy sdélo se ha hallado una concentracion mayor en individuos
homocigdticos respecto heterocigdticos y genotipo salvaje para el polimorfismo MTHFR 677
C>T. La cobalamina plasmatica no fue diferente entre las distintas variantes de ninguno de los

polimorfismos estudiados.

En la tabla 9 se muestran las concentraciones de folato plasmatico, eritrocitario y tHcy
segln la combinacién de polimorfismos en relacidn a los salvajes para ambos. La
concentracion de folato eritrocitario fue menor y la de tHcy fue mayor en todas aquellas
combinaciones de dobles homocigotos que contenian el genotipo MTHFR 677 C>T en
comparacion con sus respectivas combinaciones salvajes. Ademas, la concentracion de folato
plasmatico también fue menor en las combinaciones MTHFR 677TT - SLC19A1 80AA y MTHFR
677TT - MTHFD1 -105TT que en los individuos con genotipo salvaje para ambos polimorfismos
de cada una de estas combinaciones. La concentracién de folato eritrocitario también fue
menor en aquellos individuos con el genotipo SLC19A1 80 G>A - MTHFD1 -105 C>T vy sin
embargo mayor en aquellos con el genotipo MTHFD1 1958 G>A/MTRR 66 A>G en relacion a
sus respectivas combinaciones salvajes.

Tabla 9. Estado en folatos segtin la combinacién de polimorfismos

Folato plasmatico Folato eritrocitario

. . . . a
Combinaciones de polimorfismos (nmol/L) (nmol/L) tHcy" (umol/L)

MTHFR 677 C>T/DHFR 19del

cc/ss’ 105 12.9[11.6-14.4]° 913 [851-981] 9.2 [8.8-9.7] (100)°

CT/deldel

CT/Sdel 291 11.0[10.3-11.7]" 777 [742-813]" 9.6 [9.3-10.0] (273)

TT/Sdel

TT/deldel 34 10.3 [8.6-12.4] 687 [605-780]" 11.4 [10.1-12.8] (31)""
MTHFR 677 C>T/ SLC19A1 80 G>A

CC/GG 72 13.6 [12.0-15.5] 998 [918-1086] 9.3 [8.7-9.9] (66)

CT/AA

CT/GA 348 11.0 [10.4-11.6]" 773 [744-803]" 9.6 [9.3-9.9] (324)

TT/GA

TT/AA 24 9.6 [7.4-12.5]" 651 [525-807]" 11.1[9.5-12.9] (20)

MTHFR 677 C>T/MTHFD1 1958 G>A
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CC/GG

CT/AA
CT/GA
TT/GA
TT/AA

98

307

36

12.2 [10.9-13.5]

11.3[10.7-12.0]

9.6 [8.1-11.4]

Resultados. Estudio poblacional.

848 [791-910]
807 [773-841]

611 [547-684]""

8.9 [8.5-9.3] (93)
9.4 [9.1-9.8] (285)

11.3 [9.8-13.0] (34)”"

MTHFR 677 C>T/MTHFD1 -105 C>T

cc/cc

CT/TT
CT/CT
TT/CT

TT/TT

70

337

46

13.1 [11.4-15.0]
10.8 [10.2-11.5]°

9.4 [8.0-11.0]"

889 [824-958]

783 [753-814]"

606 [546-673]""

8.9 [8.3-9.4] (66)
9.5 [9.2-9.8](315)

11.4 [10.0-12.9] (43)""

MTHFR 677 C>T/MTRR 66 A>G

CC/AA

CT/GG
CT/AG
TT/AG

TT/GG

69

326

38

12.7 [11.1-14.5]

11.2 [10.6-11.9]

10.5 [8.8-12.6]

912 [837-993]
807 [774-841]"

743 [666-828]"

8.5[7.9-9.1] (64)
9.6 [9.3-9.9] (302)"

11.4 [9.9-13.1] (35)°"

SLC19A1 80 G>A/MTHFD1 -105 C>T

GG/CC
GA/TT
GA/CT
AA/CT

AA/TT

47

392

47

12.4 [10.6-14.6]

11.2 [10.6-11.8]

9.7 [8.1-11.5]

893 [801-996]
799 [770-830] -

694[621-777]1"

9.8 [9.1-10.5] (44)

9.4 [9.1-9.6] (363)

9.8 [8.9-10.7] (46)

MTHFD1 1958 G>A/MTRR 66 A>G

GG/AA

GA/GG
GA/AG
AA/AG

AA/GG

67

346

38

10.2 [8.9-11.7]

11.7 [11.0-12.4]

11.2 [9.3-13.5]

717 [656-784]
839 [806-874] "

850 [754-959]

9.4 [8.7-10.1] (64)

9.4[9.1-9.7] (319)

9.6 [8.5-10.8] (35)

SLC19A1 80 G>A/MTHFD1 1958 G>A

GG/GG

GA/AA
GA/GA
AA/GA

AA/AA

61

541

35

11.1[9.6-12.7]

11.3[10.8-11.9]

10.2 [8.4-12.3]

815 [740-898]

799 [775-825]

729 [636-834]

9.9 [9.3-10.5] (58)

9.3[9.1-9.6] (499)

9.7 [8.7-10.8] (34)

SLC19A1 80 G>A/DHFR 19del

GG/SS

GA/deldel
GA/Sdel
AA/Sdel

AA/deldel

70

338

31

11.1[9.9-12.4]

11.0[10.4-11.7]

11.4 [8.9-14.5]

853 [786-925]

787 [756-819]

753 [639-888]

9.2 [8.7-9.8] (67)

9.3[9.0-9.6] (312)

9.4 [8.4-10.4] (31)

SLC19A1 80 G>A/MTRR 66 A>G

GG/AA

GA/GG
GA/AG
AA/AG

AA/GG

52

383

41

10.0 [8.7-11.5]

11.4[10.8-12.0]

9.7 [8.4-11.3]

702 [634-778]

802 [772-832]

777 [699-864]

9.9 [8.9-10.9] (48)

9.5[9.2-9.8] (354)

9.2 [8.2-10.2] (37)

85



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
REGULACION GENETICO-NUTRICIONAL DEL ESTADO EN FOLATOS EN UNA POBLACION ADULTA NO EXPUESTA A ACIDO FOLICO
PROFILACTICO Y DURANTE EL EMBARAZO

Olalla Bueno Fraile . .
Dipésit Legal: T.Resuftedos. Estudio poblacional.

MTHFD1 1958 G>A/MTHFD1 -105 C>T

GG/CC 86 12.0[10.6-13.4] 783 [725-846] 9.6 [9.2-10.2] (79)

GA/TT

GA/CT 341 11.4 [10.8-12.1] 816 [782-852] 9.4 [9.1-9.7] (316)

AA/CT

AA/TT 80 11.2 [9.9-12.6] 795 [736-859] 9.5 [8.8-10.3] (73)
MTHFD1 1958 G>A/DHFR 19del

GG/SS 86 11.6 [10.4-12.9] 809 [749-874] 9.5 [9.0-10.0] (82)

GA/deldel

GA/Sdel 303 11.6 [10.9-12.4] 825 [788-863] 9.4 [9.0-9.7] (283)

AA/Sdel

AA/deldel 25 11.4 [9.4-13.9] 791 [690-906] 9.6 [8.7-10.6] (21)
MTHFD1 -105 C>T/DHFR 19del

cc/ss 65 11.6 [10.1-13.2] 834 [765-909] 9.2 [8.6-9.7] (57)

CT/deldel

CT/Sdel 332 11.1 [10.4-11.8] 796 [762-831] 9.4 [9.1-9.7] (305)

TT/Sdel

TT/deldel 43 10.4 [8.9-12.1] 777 [688-879] 9.5[8.7-10.3] (41)
MTHFD1 -105 C>T/ MTRR 66 A>G

CC/AA 43 11.1[9.6-12.8] 741 [665-827] 9.5 [8.6-10.5] (40)

CT/GG

CT/AG 364 11.5[10.9-12.2] 830 [797-863] 9.4 [9.2-9.8] (336)

TT/AG

CC/GG 8 9.9 [6.7-14.8] 715 [512-1000] 8.2 [6.7-10.2] (8)
DHFR 19del/ MTRR 66 A>G

SS/AA 71 11.7 [10.3-13.1] 822 [757-893] 9.2 [8.6-9.7] (67)

Sdel/GG

Sdel/AG 328 11.6 [10.9-12.3] 828 [793-863] 9.5[9.2-9.8] (302)

deldel/AG

deldel/GG 35 11.8 [9.9-14.0] 865 [779-962] 9.4 [8.4-10.5] (34)

®tHcy: homocisteina plasmdtica total en ayunas. ®S:alelo salvaje. ‘Media geométrica [limites inferior-superior del IC al 95%). d(n). En este analisis solo se
incluyeron las muestras que fueron procesadas en menos de 2 horas tres la extraccion para evitar valores falsamente elevados de tHcy®®. ANOVA <0.05
en comparacion al salvaje. *p<0‘05 en comparacion a los heterocigotos/heterocigotos, heterocigotos/homocigotos y homocigotos/heterocigotos.
En la tabla 10 se ilustra el riesgo de tener el folato plasmatico en el tercil mas bajo que
implica ser homocigoto para un determinado polimorfismo o combinacidn de ellos respecto a
tener el genotipo salvaje. En la tabla solo se muestran aquellos modelos con resultados
estadisticamente significativos o muy cercanos a la significacidn. El Unico valor significativo de
entre los modelos que contemplaban cada polimorfismo de manera aislada es el
correspondiente a la presencia de MTHFR 677 C>T en homocigosis, que duplica el riesgo de ser
deficiente en folatos respecto al genotipo salvaje. En lo que respecta a los modelos realizados
con combinaciones de dos polimorfismos, hallamos dos valores significativos, que
corresponden a la combinacion en homocigosis de los polimorfismos MTHFR 677 C>T y

MTHFD1 1958 G>A, y a la combinacién en homocigosis de los polimorfismos MTHFR 677 C>Ty
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SLC19A1 80G>A, que multiplican por 3.2 y 5.6 respectivamente el riesgo de ser deficiente en
folato. Las combinaciones heterocigoto-heterocigoto, homocigoto-heterocigoto o
heterocigoto-homocigoto para la pareja MTHFR 677C>T-SLC19A1 80G>A duplicaron dicho
riesgo respecto a la combinacién de genotipos salvajes. Aplicando el método descrito por Knol
y colaboradores?”® hemos observado que el riesgo de hallarse en el tercil bajo de folato
plasmatico es significativamente superior (p<0.05) en los individuos con el genotipo MTHFR
677TT-SLC19A1 80AA en relacion con aquellos con el genotipo MTHFR 677TT, sin tener en

cuenta cual sea el genotipo para el polimorfismo SLC19A1 80G>A.

Al hacer estas regresiones logisticas, encontramos que hubo interaccién entre el habito
tabaquico vy los siguientes genotipos y combinaciones de genotipos sobre el estado en folatos:
MTHFD1 -105TT, DHFR 19deldel, MTHFR 677TT - MTHFD1 -105TT y MTHFR 677TT DHFR
19deldel (p para cada interaccion < 0.05). Esto significa que el habito tabaquico modifica el
efecto del polimorfismo o combinacidn de polimorfismos en cuestion sobre el estado en folato

plasmatico.

Limitando el andlisis a los individuos no fumadores, la combinacion MTHFR 677TT-
DHFR 19deldel incrementd el riesgo de tener el folato plasmatico en el tercil mas bajo casi 5
veces. Este riesgo es significativamente superior (p<0.05) al que presentan aquellos individuos
con el genotipo MTHFR 677TT, sin tener en cuenta cual sea el genotipo para el polimorfismo
DHFR 19del. Las combinaciones heterocigoto-heterocigoto, homocigoto-heterocigoto o
heterocigoto-homocigoto para esta pareja de polimorfismos doblé dicho riesgo respecto a la
combinacidn de genotipos salvajes. El modelo limitado a individuos fumadores resulté ser no

significativo.

En la tabla 11 se muestra el riesgo de tener el folato eritrocitario en el tercil mas bajo
(<680 nmol/L) que implica ser homocigoto para un determinado polimorfismo o combinacion
de ellos respecto a tener el genotipo salvaje. Los individuos fumadores no fueron excluidos de
estos modelos porque no se observaron interacciones tabaco-genotipo para ninguno de los

genotipos o combinaciones.
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Tabla 10. Genotipos o combinacions de genotipos y riesgo de tener el folato plasmatico en el
tercil mas bajo (<9.1nmol/L)

Polimorfismo o combinacion

. o/\b 2
(N en el modelo?) Genotipo OR (IC 95%) p R
cc’ 1
MTHFR 677 C>T (713) cT 1.36(0.92-2.01)  0.129 0223
TT 2.41(1.48-3.92)  <0.001
CC/GG* 1
CT/AA
MTHFR 677 C>T / SLC19A1 80G>A (410) CT/GA 2.05 (1.01-4.18) 0.048  0.245
TT/GA
TT/AA 5.57 (1.79-17.40)  0.003
CC/GG* 1
CT/AA
MTHFR 677 C>T / MTHFED1 1958G>A (401) CT/GA 1.77 (0.97-3.21) 0.061  0.197
TT/GA
TT/AA 3.22 (1.28-8.08) 0.013
cc/cct 1
CT/TT
MTHEFR 677 C>T + MTHFD1 -105C>T® (271) CT/CT 2.17(0.93-5.10) 0.075  0.257
TT/CT
TT/TT 3.04 (0.97-9.58) 0.058
CC/ss“° 1
CT/deldel
MTHFR 677 C>T / DHFR 19del® (261) CT/Sdel 2.48 (1.13-5.45) 0.024 0.231
TT/Sdel

TT/deldel  4.69 (1.42-15.45)  0.011
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*Modelos de regresion logistica multiple ajustados por genero, edad, creatinina, ingesta de folato, cobalamina plasmatica, ingesta
de alcohol y habito tabaquico. ®0dds ratio (intervalo de confianga al 95%). “Categoria de referencia. YModelo limitado a no
fumadores. °S: Alelo salvaje.  p<0.001

Ser homocigoto para los polimorfismos MTHFR 677C>T o SLC19A1 80G>A incrementa
el riesgo de bajo folato eritrocitario 6 veces y alrededor de un 78% respectivamente. En los
homocigotos para el polimorfismo MTRR 524C>T, este riesgo se reduce en un 48%. Las
combinaciones MTHFR 677TT-SLC19A1 80AA, MTHFR 677TT-MTHFD1 1958AA, MTHFR 677TT-
MTHFD1 -105TT and MTHFR 677TT-DHFR 19deldel incrementan dicho riesgo 18, casi 7, 7y 5
veces respectivamente en comparacion con la combinacion de las correspondientes variantes
salvajes. La probabilidad de bajo folato eritrocitario se doblé en relacidn a al genotipo salvaje
en todas las combinaciones heterocigoto-heterocigoto, homocigoto-heterocigoto o
heterocigoto-homocigoto excepto para combinacién MTHFR 677 C>T-MTHFD1 1958G>A.
Hemos observado que el riesgo de hallarse en tercil bajo de folato eritrocitario es

significativamente superior (p<0.05) en los individuos con el genotipo MTHFR 677TT-SLC19A1
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80AA en relacidn con aquellos con el genotipo MTHFR 677TT, sin tener en cuenta cual sea el

genotipo para el polimorfismo SLC19A1 80G>A.

Tabla 11. Genotipos o combinacions de genotipos y riesgo de tener el folato eritrocitario en

el tercil mas bajo (<680 nmol/L)

Polimorfismo o combinacion

. oz\b
(N en el modelo) Genotipo OR (IC 95%) p R
cc’ 1
MTHFR 677 C>T (713) cT 1.11 (0.73-1.67) 0.634 03127
11 5.93(3.53-9.95)  <0.001
GG* 1
SLC19A1 80G>A® (711) GA 1.09 (0.69-1.72) 0721 0318
AA 1.78 (1.04-3.03) 0.036
cc’ 1
MTRR 524 C>T° (708) cT 0.86 (0.58-1.26) 0431 0317
11 0.52 (0.28-0.96) 0.036
CC/GG* 1
CT+AA
MTHFR 677 C>T + SLC19A1 80G>A (410) CT+GA 2.51(1.17-5.41) 0.018  0.300
TT+GA
TT+AA 18.21(5.21-63.67)  <0.001
CC/GG* 1
CT+AA
MTHFR 677 C>T + MTHFD1 1958G>A (401) CT+GA 1.36 (0.76-2.44) 0.299  0.229
TT+GA
TT+AA 6.77 (2.64-17.37)  <0.001
cc/ect 1
CT+TT
MTHFR 677 C>T + MTHFD1 -105C>T (417) CT+CT 2.33(1.13-4.79) 0.022  0.274
TT+CT
TT+TT 7.46 (2.85-19.51)  <0.001
Cc/ss™e 1
CT/deldel
MTHFR 677 C>T / DHFR 19del (397) CT/Sdel 2.76 (1.47-5.19) 0.002  0.330
TT/Sdel
TT/deldel 5.43 (2.02-14.58)  0.001

Modelos de regresion logistica multiple ajustados por genero, edad, creatinina, ingesta de folato, cobalamina plasmatica, ingesta
de alcohol y habito tabaquico. "Odds ratio (intervalo de confianca al 95%). “Categoria de referencia. ‘Modelo ajustado por

genotipo MTHFR 677TT. °S: Alelo salvaje. mp<0.001
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En esta tesis hemos analizado como varios polimorfismos presentes en seis genes
implicados en el metabolismo de los folatos se asocian con el estado en folatos de una
muestra de la poblacion espafiola mediante las variaciones en las concentraciones de folato
plasmatico, folato eritrocitario y tHcy. Esta poblacion es especialmente adecuada para analizar
el componente genético del estado en folatos porque, en contraste con otros estudios, no esta
expuesta a un programa nacional de fortificacion obligatoria de los alimentos ni a
suplementacion voluntaria con vitaminas del grupo B. Ademds, los participantes en el estudio
se reclutaron de manera aleatorizada y estratificada por sexo y edad del padrén municipal, de

manera que la muestra fue disefiada para ser representativa en estas caracteristicas.

1. Estado en folatos de la muestra

Como se observd en la Tabla 5, en esta muestra hallamos que la densidad en folatos de la
dieta es superior en mujeres que en hombres, quizd mas concienciadas de los beneficios de
una dieta sana y equilibrada, y también que aumenta con la edad, un reflejo de que la dieta

271

mediterranea esta perdiendo terreno entre la poblacién mas joven'". La tHcy también resulto

ser mayor en hombres que en mujeres y aumenta con la edad, tal y como recoge el Hordaland

2 No obstante, no hay que pasar por alto que la concentracién de folato

Homocysteine Study
aumentaba con la edad, al igual que la de homocisteina, como acabamos de comentar. En
primera instancia éste podria parecer un dato carente de sentido bioldgico, pues la literatura

273

recoge que homocisteina y folato suelen presentar una correlaciéon negativa®”. Sin embargo

191,274-276

existen evidencias de que la edad es un factor determinante de la tHcy , ¥ pudiera
suceder que a pesar de presentar un mejor estado en folatos al aumentar la edad, la
disminucién en la absorcién de nutrientes o el empeoramiento de la funcidn renal asociados a

la edad tuvieran mas peso y como consecuencia la tHcy fuera mayor.

Debido a la falta de valores de referencia consensuados en la literatura sobre qué punto de
corte de folato plasmatico (determinado por ensayo microbiolédgico) identifica el estado de
deficiencia, hemos evaluado las posibilidades previamente utilizadas. Descartamos la opcion
calculada a partir del valor minimo de tHcy que se podia alcanzar (10 nmol/L) propuesta por
Brouwer et al.?”” ya que este valor habia sido calculado mediante radioinmunoensayo, y las
determinaciones de nuestras muestras se realizaron mediante ensayo microbioldgico.
Aplicando la conversidn de radioimunoensayo a ensayo microbioldgico propuesta por Fazili y

colaboradores ”” el punto de corte seria 14 nmol/L. No obstante, hay que tener en cuenta que
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la propuesta de Brouwer esta basada en determinaciones realizadas con una muestra de 103

individuos que no corresponde a una muestra representativa de la poblacion.

Otra opcidén podria ser la de evaluar el estado en folatos a partir de los valores de tHcy,
pero hasta ahora no se han descrito valores de referencia diferenciados para hombres y
mujeres y grupos de edad, dos factores (sexo y edad) que modifican la tHcy?”® y que podrian
sesgar el efecto del genotipo sobre el estado en folatos, objetivo principal de este trabajo.
Optamos finalmente por aplicar el punto de corte de concentracién plasmdtica de folatos

establecido por Chanarin®* en 3 ng/mL, o lo que es lo mismo, 7 nmol/L.

Aplicando este criterio, observamos que un 18,8% de la muestra estudiada presentaba un
estado nutricional deficiente en folatos (Tabla 6). Encontramos también que esta deficiencia
disminuye con la edad al igual que han descrito otros autores®, posiblemente como
consecuencia de una dieta mas densa en folatos en la edad avanzada, algo que podria ser un

reflejo de que la dieta mediterranea esta perdiendo terreno entre la poblacién mas joven®’™.

2. Polimorfismos en la muestra

Como se oberva en la tabla 7, los polimorfismos mas frecuentes en la muestra estudiada
son MTHFD1 -105C>T, MTRR 66A>G y SLC19A1 80G>A. El polimorfismo MTHFR 677C>T se halla
presente en homocigosis en un 18% de la muestra estudiada, lo que unido a un aporte
insuficiente de folato dietético podria comprometer el estado en folatos de gran parte de la
poblacién. Las frecuencias genotipicas y alélicas encontradas para los polimorfismos
estudiados son muy similares a las ya descritas en otras poblaciones caucdsicas
167,170,191,198195199 "parg el polimorfismo FOLR1 1314 G>A, las frecuencias genotipicas y alélicas
encontradas en este trabajo coinciden con las descritas por Bottiger y colaboradores ** en una

poblacién caucésica, mientras que no lo hacen con las descritas por Zhang *’%, quien identificé

por primera vez este polimorfismo en una poblacién china.

3. Polimorfismos y estado en folatos

Al igual que otros autores, hallamos que los individuos homocigotos para el polimorfismo

MTHFR 677 C>T presentan una concentracién de folato plasmatico inferior **9%° y una

concentracién de tHcy superior ***°7

en comparacion con los individuos salvajes, asi como una
relacidn inversa entre la concentracidon de eritrocitaro y el nimero de alelos T de dicho

polimorfismo ** (Tabla 8).
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Al contrario que en un estudio previo *°, el polimorfismo MTHFR 1298 A>C no influyé
sobre el folato eritrocitario. Dicho estudio se realizd en mujeres embarazadas no expuestas a
suplementacion o fortificacidén obligatoria con acido fdlico y las determinaciones se realizaron
mediante ensayo microbiolégico. Limitando nuestro analisis a mujeres en edad fértil, los
resultados no varian. Esto podria deberse a que solo se incluyen 13 individuos homocigotos en
el andlisis o debido a que el efecto del polimorfismo solo se manifiesta cuando el estado en

folato es muy bajo.

El folato eritrocitario descendid progresivamente a medida que aumentaba el nimero de
alelos A del polimorfismo SLCI9A1 80G>A. Se observé la misma tendencia para el folato

plasmatico, como ya se habia descrito previamente **’

. Esta asociacidn negativa contrasta con
trabajos previos que se diferencian del presente en aspectos tan fundamentales como el tipo y
el tamafio de la muestra, la exposicién a suplementacion o fortificacién con acido félico o el
método empleado para realizar las determinaciones. Algunos autores no describen ninguna

163,171,281

asociacién entre el genotipo SLC19A1 80AA y el folato eritrocitario . Otros sin embargo,

166,174. En un

relacionan dicho genotipo con una concentracidn elevada de folato eritrocitario
estudio de mas de 10000 participantes en el que los usuarios de suplementos vitaminicos no
fueron excluidos se observé una moderada tendencia a la baja del folato plasmatico en

presencia de dicho polimorfismo **’.

Cabe destacar que existe mucha confusién en cuanto a la nomenclatura de este
polimorfismo debido a que las frecuencias de los dos genotipos homocigdticos son muy
similares y resulta dificil esclarecer qué alelo es el mds comun en la poblacién. Dado que el
alelo G es ligeramente mas prevalente en nuestra muestra, y dada la asociacidn inversa
descrita entre el alelo A y la concentracion de folato eritrocitario, nos referiremos a él como

163,167,170-172,175,176,281

SLC19A1 80G>A al igual que diversos autores

Como ya se habia descrito con anterioridad, las concentraciones de folato plasmatico y
eritrocitario asi como de tHcy no fueron distintas entre las diferentes variantes de los
polimorfismos MTRR 66 A>G**?, FOLR1 1314 G>A™, MTHFD1 1958 G>A **” y DHFR 19del **.
Por primera vez también confirmamos estas observaciones para los polimorfismos MTRR 524
C>T y MTHFD1 -105 C>T. Es necesario remarcar que resulta muy dificil comparar nuestros
resultados con los de otros autores debido a que tanto las poblaciones como las técnicas de
determinacidn utilizadas son muy dispares entre ellos. Algunos realizan estas determinaciones
mediante radioinmunoensayo mientras que otros utilizan el ensayo microbioldgico. Cabe
destacar que la realizacién de las determinaciones mediante radioinmunoensayo en los

individuos MTHFR 677TT puede dar lugar a valores falsamente superiores de folato plasmatico

95



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
REGULACION GENETICO-NUTRICIONAL DEL ESTADO EN FOLATOS EN UNA POBLACION ADULTA NO EXPUESTA A ACIDO FOLICO
PROFILACTICO Y DURANTE EL EMBARAZO

Olalla Bueno Frailg » . .
Dipésit Legal: T.Discusién. Estudio poblacional.

a los obtenidos mediante ensayo microbioldgico **. Molloy y colaboradores *** proponen que
la causa de este fendmeno sea que la reducida actividad enzimatica permita la acumulacién de
derivados o de productos de degradacién del folato, que podrian ser detectados mediante el

radioinmunoensayo pero que realmente no son microbiolégicamente activos.

4. Combinaciones de polimorfismos y estado en folatos

Con el objetivo de explorar posibles interacciones entre genes que pudieran alterar el
estado en folato, formamos parejas entre los seis polimorfismos mas frecuentes en nuestra
muestra, obteniendo de esta manera quince parejas de polimorfismos. Como se muestra en la
tabla 9, el estado en folatos fue peor en los dobles homocigotos (aproximadamente un 6% de
la muestra) que en los dobles salvajes para cualquier pareja que incluyera el polimorfismo

MTHFR 677 C>T.

La asociacién entre la combinacién MTHFR 677TT-SLC19A1 80AA y un peor estado en
folatos contrasta con los resultados de un estudio mas pequefio realizado con adultos

16

franceses ' y con los de otro realizado con ancianos sanos no usuarios de suplementos

vitaminicos en el Reino Unido *°

. Estas diferencias probablemente se deban a aspectos de
estos estudios que los hacen diferentes del nuestro, como la edad de los participantes, su

estado de salud, el uso de suplementos vitaminicos, o el tamafo de la muestra.

La concentracién de folato eritrocitario fue inferior en aquellos individuos con el genotipo
SLC19A1 80AA-MTHFD1 -105TT y superior en aquellos con el genotipo MTRR 66GG-MTHFD1
1958AA en comparacién con sus correspondientes combinaciones de genotipos salvajes. La
funcién alterada del transportador de folatos junto con una produccién reducida de 5, 10-
metilenTHF debido a una menor actividad del promotor del gen MTHFD1**® derivadas de las
variantes polimédrficas de la primera combinacién podria desembocar en una menor
concentraciéon de 5-metilTHF eritrocitario. Con respecto a la segunda combinacidn, resulta

219 unida a la actividad reducida

plausible pensar que una menor estabilidad de la enzima MTR
de la enzima MTHFD1*® pudieran llevar a la acumulacién de 5-metilTHF y THF
respectivamente, lo que a su vez llevaria al aumento de la concentracion de folato eritrocitario
cuando estas dos condiciones se dieran simultdneamente.

Tras estos andlisis preliminares, realizamos modelos de regresion logistica multiple para

determinar el riesgo (OR) de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico y eritrocitario en

presencia de determinados polimorfismos y sus combinaciones (Tablas 10y 11).
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La presencia del genotipo MTHFR 677TT se asocid con un riesgo 2 y 6 veces mayor de
hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico y eritrocitario respectivamente, en concordancia
con los analisis descriptivos iniciales.

La probabilidad de hallarse en el tercil bajo de folato eritrocitario también fue mayor en los
individuos con el genotipo SLC19A1 80AA en comparacion con aquellos que tenian el genotipo
salvaje. Las observaciones de esta tesis sugieren de nuevo una alteracion en el transportador
de folatos en presencia de este polimorfismo.

Por primera vez describimos la tendencia hacia un mejor estado en folatos en presencia
del alelo T del polimorfismo MTRR 524C>T, ya que los individuos homocigotos para dicho
polimorfismo tienen un riesgo un 48% menor de hallarse en el tercil bajo de folato eritrocitario
en relaciéon a los individuos salvajes. Es posible que una estabilidad reducida de la enzima
MTRR en presencia del citado polimorfismo lleve a la acumulacién de 5-metilTHF en el interior
de los eritrocitos.

La combinacion de genotipos MTHFR 677TT-SLC19A1 80AA se asocia con un riesgo mayor
de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico y eritrocitario a media que aumenta el
numero de alelos mutados para esta combinacién. El polimorfismo SLC19A1 80G>A podria
resultar en una menor incorporacién de 5-metilTHF a la célula, potenciando por tanto la
disminucién del aporte de 5-metilTHF en presencia del polimorfismo MTHFR 677C>T"%.

El incremento del riesgo de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico y eritrocitario
asociado a la presencia de la combinacién de genotipos MTHFR 677TT-MTHFD1 1958AA podria
deberse a una menor actividad enzimatica en dos reacciones del ciclo de los folatos que
llevaria a una menor produccion de 5-metilTHF. Es posible que la produccion de 5-metilTHF se
vea disminuida a causa de una menor vida media de la enzima MTHFD1 en presencia del
polimorfismo MTHFD1 1958G>A",

Solamente se incluyeron individuos no fumadores en los modelos de folato plasmatico
para las combinaciones de genotipos MTHFR 677TT-DHFR 19deldel y MTHFR 677TT-MTHFD1 -
105TT ya que se halld interaccion entre el habito tabaquico y estos genotipos. El estado en

folatos disminuido a causa de dicho habito %>

podria estar enmascarando el efecto de
dichos genotipos sobre el estado en folato plasmatico, aunque no sobre el estado en folato
eritrocitario.

La probabilidad de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico entre los individuos no
fumadores con la combinaciéon de genotipos MTHFR 677TT-MTHFD1 -105TT fue superior
(p=0.058) a la de aquellos individuos con la correspondiente combinacidon de genotipos

salvajes. Esta afirmacion también es cierta para la probabilidad de hallarse en el tercil bajo de

folato eritrocitario tomando en cuenta tanto a individuos no fumadores como fumadores.
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Dichas probabilidades fueron en aumento a medida que aumentaba también el nimero de
alelos mutados en esta combinacidn, presentando por tanto un patrén de dosis-respuesta. La

186

combinacidn por un lado de una actividad reducida de la enzima MTHFR™ que conduce a la

presencia de menos 5-metilTHF disponible para la produccién de THF, junto con una menor

actividad del promotor del gen que codifica para la enzima MTHFD1%*

que conduce a una
menor produccion de 5, 10-metilenTHF, aumentaria la probabilidad de tener un bajo estado en
folatos.

La combinaciéon de genotipos MTHFR 677TT-DHFR 19deldel, que afecta a dos pasos
consecutivos del ciclo de los folatos y que se halla presente en un 37% de la muestra, se asocia
con un aumento del riesgo de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico a medida que
aumenta también el nimero de alelos mutados en esta combinacién, de nuevo solamente en
individuos no fumadores. Esta afirmaciéon también es cierta para la probabilidad de hallarse en
el tercil bajo de folato eritrocitario tomando en cuenta tanto a individuos no fumadores como
fumadores. El dihidrofolato es el sustrato para la enzima DHFR en la produccién de THF, y éste
lo es a su vez para la enzima MTHFD1 en la produccién de 5, 10-metilentetrahidrofolato®.
Una regulacién a la baja de esta reacciéon podria conducir a una menor produccion de 5-
metilTHF en el siguiente paso del ciclo de los folatos.

Al comparar los efectos individuales del genotipo MTHFR 677TT de manera aislada, parece
que es el polimorfismo MTHFR 677C>T el principal causante. No obstante, algunos
polimorfismos que de manera individual no afectan al estado en folatos, parecen potenciar el
efecto del polimorfismo MTHFR 677C>T sobre otros polimorfismos. A pesar de los amplios
intervalos de confianza al 95% que se observan en algunas de las combinaciones de dobles
homocigotos menos frecuentes, las asociaciones entre éstas y el estado en folatos fueron muy
significativas.

En resumen, esta tesis nos ha permitido conocer el estado en folatos de una muestra
representativa de la poblacidn sin el efecto confusor de la fortificacion y suplementacién con
acido félico. Ademas hemos determinado por primera vez el efecto del polimorfismo MTRR
524C>T y las combinaciones SLC19A1 80G>A-MTHFD1 -105C>T y MTRR 66A>G- MTHFD1
1958G>A sobre las concentraciones de folato circulante. Por primera vez también se han
identificado cuatro polimorfismos cuya presencia modifica el riesgo de bajo estado en folato
asociado al polimorfismo MTHFR 677C>T.

Cada unos de los polimorfismos estudiados no se encuentran aislados en el organismo,
sino que coexisten con otros genes con sus correspondientes polimorfismos, implicados o no
en el metabolismo de los folatos. Por eso creemos que es muy acertado analizar el impacto de

la presencia simultanea de varios polimorfismos, en lugar de hacerlo de uno solo de forma
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aislada. Las combinaciones de polimorfismos analizadas en esta tesis son muy prevalentes en
la poblacién estudiada (alrededor de un 5% de dobles homocigotos) y por tanto muy a tener
en cuenta de cara a la implementacién de politicas de prevencion y salud publica relacionadas
con el acido félico. No obstante, para poder explorar los efectos de combinaciones de mas de
dos polimorfismos sobre el estado en folatos seria necesaria una muestra de mayor tamafio.

Mediante este trabajo hemos podido explorar el impacto de ciertas combinaciones de
polimorfismos implicados en el metabolismo de los folatos en una poblaciéon no expuesta ni a
suplementacion ni a fortificaciéon obligatoria de los alimentos con &cido fdlico. Esta singular
caracteristica que no se halla en otros trabajos similares, permite observar el efecto neto del
genotipo en una muestra representativa de poblacidn, de individuos sanos y sin ninglin estrés
metabdlico como podria ser el desarrollo de un embarazo. Hay que tener en cuenta que un
subgrupo de esta muestra, el de mujeres en edad fértil, podria pasar a hallarse bajo dicho tipo
de estrés metabdlico en cualquier momento, fuera cual fuera su estado en folatos en ese
momento.

El presente trabajo constituye por lo tanto un punto de partida ideal para dar un paso mas
alla y explorar el efecto del genotipo sobre el metabolismo de los folatos durante el embarazo

en la cohorte de gestantes del estudio NUTCIR.
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1. Caracteristicas de la muestra

Con el objetivo de investigar si el diferente estado en folato se acompafia de diferencias en
cuanto a la exposicién a factores ambientales se compararon las caracteristicas generales de las
participantes segun el tercil de folato plasmatico en el que se encontraban durante el primer

trimestre de embarazo (Tabla 12).

La media de edad fue de 32 afos, y no fue diferente en cada tercil. EI IMC medio al inicio del
embarazo fue de 23.7 kg/cm?, siendo menor en el tercil alto de folato plasmatico en relacién al bajo.
Un 45.1% de las gestantes tenia un nivel socioecondmico alto. La proporcién de niveles
bajo/medio/alto fue diferente entre terciles, con un mayor nimero de gestantes de nivel
socioecondmico alto en los terciles medio y alto en relacién al bajo. La frecuencia de homocigotas
para el polimorfismo MTHFR 677C>T no fue diferente en los tres terciles. Un 46.6% de las
participantes fueron nuliparas y un 11.4% habian sufrido dos o mas abortos, sin que hubiera

diferencias entre terciles en cuanto a estas caracteristicas.

Un 81% de las participantes planificaron su embarazo, y un 35% tomaron acido félico antes de
quedarse embarazadas, porcentajes que también fueron mas elevados en el tercil alto respecto al
bajo y al medio y en los terciles medio y alto respecto al bajo respectivamente. Durante el primer
trimestre de embarazo, un 47.4% siguieron la pauta de suplementacién con &cido félico
recomendada por la SEGO. La distribucién de las cinco pautas de suplementacidon fue diferente entre
terciles. Asi, en el tercil alto hubo muchas mas gestantes que se suplementaron con acido félico por

encima de las recomendaciones de la SEGO en relacidn al tercil bajo.

En cuanto a los habitos téxicos, un 29.3% de las gestantes fumo durante la preconcepcion vy el
primer trimestre y un 18.6% lo hizo durante toda la gestacién. Estos porcentajes fueron menores en
los terciles medio y alto de folato plasmatico en relacién al tercil bajo. Un 7% consumié alcohol de
forma regular durante la preconcepcién y el primer trimestre y tan solo una mujer lo hizo durante
toda la gestacion. Un 3.1% de las gestantes consumieron sustancia toxicas ilegales durante la
preconcepcién y el primer trimestre, mientras que solo tres mujeres lo hicieron durante todo el

embarazo.
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Tabla 12. Caracteristicas generales de las participantes segun el tercil (nmol/L) de folato plasmatico en el primer trimestre

Caracterisiticas Tercil bajo (<17.8) Tercil medio (17.8-35.1) Tercil alto (>35.1) P? Total
Edad de la madre al inicio de la gestacion (afios) 31.9[31.1-32.6](184)® 31.9[31.3-32.5](188) 32.3 [31.6-33.0](187) 0.660 32.0[31.6-32.4](559)
IMC al inicio de la gestacion (kg/m?) 24.4[23.6-25.2](155)° 23.8[23.2-24.4](166) 23.0[22.5-23.6](171) 0.011 23.7 [23.4-24.1](492)
Nivel socioeconémico (%)
Bajo 10.6 [5.9-15.4](16)° 3.5 [1.3-7.4](7) 5.9 [2.8-10.5](10) 6.5 [4.6-10.0] (33)
Medio 57.5 [49.8-65.2](99) 44.2 [36.8-51.6](79) 43.9[36.4-51.3](78) 0.001 48.4 [44.2-52.6] (256)
Alto 31.9 [24.7-39.1](53) 52.3 [44.9-59.8](95) 50.3 [42.8-57.8](93) 45.1 [40.9-49.3] (241)
Fumadora activa durante (%)
La preconcepcion y el primer trimestre 37.6 [30.5-44.8](66)° 27.2[20.7-33.7](50)" 22.9[16.6-29.1](41)" 0.002 29.3 [25.4-33.1] (157)
Toda la gestacion 30.4 [23.3-37.5](48) 13.6 [8.4-18.8](24)" 12.4[7.4-17.3](22)" <0.001 18.6[15.2-22.0] (94)
Consumo de alcohol durante (%)
La preconcepcion y el primer trimestre 6.8 [3.3-12.2](11)° 7.9 [4.1-13.4](15) 6.3 [3.1-11.3](12) 0.851 7.0 [4.8-9.71(38)
Toda la gestacion 0 0 0.6 [0.02-3.39](1) - 0.2 [0.006-1.170](1)
Consumo de sustancias toxicas ilegales durante (%)
La preconcepcion y el primer trimestre 3.9 [1.5-8.3](7)° 3.8 [1.4-8.0](6) 1.8 [0.4-5.2](3) 0.278 3.1[1.8-5.1](16)
Toda la gestacion 0.7 [0.02-3.6](1) 0.6 [0.02-3.5](1) 0.6 [0.02-3.3](1) 0.957 0.6 [0.1-1.8](3)
Partos previos (%)
Ninguno 40.6 [33.0-48.2](69)°  50.3 [42.8-57.8](89) 48.5 [41.0-56.0](89) 46.6 [42.2-51.0](247)
Uno 46.9 [39.1-54.6](75) 40.2 [32.8-47.6](72) 43.3 [35.8-50.7](77) 0.095 43.4 [39.1-47.7](224)
Dos o mas 12.5[7.4-17.6](22) 9.5 [5.5-14.9](17) 8.2 [4.6-13.4](15) 10.0 [7.5-13.0](54)
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Resultados. Estudio NUTCIR.

Abortos previos (%)
Ninguno
Uno

Dos o0 mas

65.6 [58.3-73.0](108)°
18.1[12.2-24.1](31)
16.2 [10.5-22.0](27)

73.4 [66.7-80.0](132)
17.8 [12.0-23.5](31)
8.9 [5.1-14.2](15)

63.7 [56.5-70.9](115)
26.9 [20.3-33.5](48)
9.4 [5.4-14.8](18)

0.533

67.6 [63.5-71.7](355)
21.0[17.4-24.6](110)
11.4 [8.6-14.2](60)

Planificacién del embarazo (%)

74.3 [67.4-81.3](115)°

79.5 [73.3-85.7](136)

88.5[83.6-93.4](155)" "

0.004

81.0 [77.4-84.5](406)

Suplementacidn con acido félico en la preconcepcién (%)

17.9 [11.5-24.2](25)°

37.3[29.6-44.9](61)

46.5 [38.8-54.3](85)"

0.028

35.0 [30.1-38.9](171)

Suplementacién con acido fdlico en el primer trimestre de

gestacion (%)

Sin suplementacion

<400 pg/dia, 5 dias/semana

400 pg/dia, 5-7 dias/semana

>400 pg/dia— 5mg/dia, 5 dias/semana

>5mg/dia, 5 dias/semana

7.1[3.3-13.1](9)°
31.7 [23.6-39](43)
50.8 [42.1-59.5)(66)
5.6 [2.3-11.1](7)
4.8[17.6-10.1)(4)

3.9 [1.5-8.3](6)

13.7 [8.3-19.2](22)
64.7 [57.1-72.3](105)
6.5 [3.2-11.7](10)
11.1[6.1-16.1](19)

6.0 [2.8-11.2](9)
6.0 [2.8-11.2](9)

26.8 [19.7-34.0](45)

21.5[14.9-28.1](34)
39.6 [31.7-47.5](61)

<0.001

5.6 [3.6-8.2](24)
16.4 [12.9-19.9](74)
47.4 [42.7-52.2](216)
11.4 [8.4-14.5](51)
19.2 [15.4-22.9](84)

MTHFR 677 TT (%)

17.5[11.8-23.2](33)°

15.6 [10.2-21.0] (28)

20.6 [14.6-26.6] (37)

0.920

17.4 [14.6-21.2](99)

Folato plasmatico en el primer trimestre (nmol/L)

10.8 [10.3-11.0](188)"

27.1[24.5-27.1)(189)

55.1[49.4-58.6](189)" "

<0.001

25.0 [23.6-26.7](566)

Folato eritrocitario en el primer trimestre (nmol/L)

602 [561-652](160)°

992 [944-1054](175)"

1480 [1353-1562](178)" "

<0.001

992 [916-1018](513)

Cobalamina plasmatica en el primer trimestre (pmol/L)

337 [321-351](188)"

372 [351-392](189)

377 [358-397](189)

0.002

361 [351-372](566)

tHcy® en el primer trimestre (umol/L)

5.8 [5.6-6.1](188)°

5.1[4.9-5.2](189)°

5.0 [4.9-5.2](189)"

<0.001

5.3 [5.2-5.4](566)

®Valor p de tendencia lineal. ®Media aritmética [IC 95%](N) “Porcentaje [IC 95%](N) ‘Media geométrica [IC 95%](N) “tHcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas tp<0.05 respecto al tercil bajo fp<0.05 respecto al tercil medio
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Tabla 13. Marcadores bioquimicos de estado en folatos a las 24-27 SG segun el tercil de folato plasmatico (nmol/L) en el primer trimestre de gestacion

Caracteristicas Tercil bajo (<17.8) Tercil medio (17.8-35.1) Tercil alto (>35.1) Total
Folato plasmatico a las 24-27 SG (nmol/L) 10.0 [9.4-11.9] (144)* 15.3[13.7-16.9] (156) 25.6 [20.5-30.7] (158) " 17.4[15.4-19.4] (458)
Folato eritrocitario a las 24-27 SG (nmol/L) 904 [831-978] (144) 1196 [1118-1275] (156)* 1652 [1494-1811] (158) “T 1260 [1190-1331] (458)

Cobalamina plasmatica a las 24-27 SG (pmol/L) 272 [255-289] (144) 289 [275-302] (156)*
tHcy® a las 24-27 SG (umol/L) 5.2 [5.0-5.4] (144) 4.6 [4.5-4.8] (156)"

301 [284-317] (158)"
4.6 [4.4-4.8] (158)"

288 [279-297] (458)
4.8 [4.7-4.9] (458)

*Media geométrica [IC 95%](N) thcy: Homocisteina plasmatica total en ayunas *p<0.05 respecto al tercil bajo fp<0.05 respecto al tercil medio
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Las concentraciones medias de folato plasmatico y eritrocitario en el primer trimestre fueron de
25 nmol/L y 992 nmol/L respectivamente. Estas concentraciones fueron mas elevadas en los terciles
alto y medio de folato plasmatico respecto al tercil bajo y en el tercil alto respecto al medio. La
concentracién media de cobalamina plasmatica fue 361 pmol/L, siendo mas elevada en los terciles
alto y medio de folato plasmatico respecto al tercil bajo. La tHcy, con una concentracién media de 5.3

umol/L fue menor en los terciles alto y medio de folato plasmatico respecto al tercil bajo.

En la Tabla 13 se observan los marcadores bioquimicos del estado en folatos durante el segundo
trimestre en funcion del tercil de folato plasmdatico durante el primer trimestre. Las concentraciones
medias de folato plasmatico y eritrocitario fueron de 17.4 nmol/Ly 1260 nmol/L respectivamente. El
folato plasmatico fue mas elevado en el tercil alto respecto al tercil medio y al bajo. El folato
eritrocitario fue mds elevado en los terciles medio y alto respecto al bajo y en el tercil alto respecto al
medio. La concentracidon de cobalamina plasmatica fue mas elevada en los terciles medio y alto de
folato plasmaético en relacion al bajo, con una media global de 288 pmol/L. En sentido contrario al
resto de biomarcadores, la concentracidén de tHcy fue mas baja en los terciles medio y alto respecto

al tercil bajo, con una concentracién media de 4.8 umol/L.
2. Evolucion del estado en folatos y suplementacion con acido félico

En la Tabla 14 observamos que la evolucion del folato eritrocitario a lo largo del embarazo
también es significativamente diferente en funcién de la pauta de suplementacién empleada en el

primer trimestre.

Tabla 14. Estado en folato eritrocitario durante el embarazo en funcion de la adherencia a la pauta
de suplementaciéon recomendada para el primer trimestre

Pauta de

Semanas de gestacion

suplementacion <12

15

24-27

32

Sin suplementacion 544 [330-897] (10)

672 [395-1153] (8)

889 [672-1188] (11)

659 [450-963] (13)

Insuficiente 735 [665-812) (77) 898 [804-992] (59) 821 [735-907] (73) 685 [608-773] (67)

Adecuada 898 [896-992] (209) 1176 [1107-1248] (169) 1064 [992-1130] (196) 916 [846-982] (188)
Elevada 1480 [1212-1636] (53) 1772 [1571-2018] (50) 1465 [1274-1686] (53) 1108 [907-1353] (47)
Excesiva 1339 [1212-1588] (81) 1826 [1652-2018] (73) 1540 [1394-1719] (82) 1188 [1043-1339] (81)

*Media geométrica [IC 95%](N)

El folato eritrocitario aumentd un 34% (DE=52), un 32% (DE=44), un 32% (DE=57) y un 34%

(DE=49) en los grupos

de

suplementacion excesiva,

elevada,

adecuada e

insuficiente

respectivamente entre la semana 12 y la 15, y desde ahi hasta la semana 34 disminuyé un 25%
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(DE=39), un 27% (DE=38), un 13% (DE=38) y un 10% (DE=44) para quedarse en 1185 [1046-1344]",
1107 [906-1353], 925 [853-990] y 694 [613—785]* nmol/L repectivamente (*p<0.05 respecto a la

categoria suplementacion adecuada).

En la Tabla 15 se observa que la evolucion del folato plasmatico a lo largo del embarazo es
significativamente diferente en funcion de la pauta de suplementacién empleada en el primer

trimestre.

Entre la semana 15 y las semanas 24-27, las participantes de los grupos de suplementacion
adecuado e insuficiente experimentaron una disminucién en la concentracion plasmatica de folato
del 36% (DE=38) y el 35% (DE=44) respectivamente, que se mantuvo estable hasta el final del

embarazo y que fue similar entre ambos grupos.

Los grupos de suplementacion elevada y excesiva experimentaron una disminucidn del 47%
(DE=33) y del 45% (DE=34) en dicha concentracion en el mismo punto del embarazo, y también se
mantuvieron estables hasta el momento del parto (media geométrica [95% Cl]:13.2 nmol/L [10.2-

17.0] y 16.0 nmol/L [12.8-19.9] respectivamente).

La concentracién de folato plasmatico en el momento del parto en el grupo de suplementacion
excesiva fue significativamente mads alta que las de los grupos de suplementacién insuficiente y
adecuada (7.9 nmol/L [6.6-9.5] y 10.3 nmol/L [9.3-11.5] respectivamente). En el caso del grupo de
suplementacion elevada, esta diferencia solo fue significativa con respecto al grupo de

suplementacion insuficiente.

A causa del peligro que conlleva la presencia conjunta de valores elevados de folato y valores
bajos de cobalamina, consideramos necesario explorar la fluctuacion de cobalamina a lo largo del

embarazo en funcién de la pauta de suplementacién durante el primer trimestre.

Como se observa en las Tablas 14 y 15, tanto el folato eritrocitario como el plasmatico
evolucionan de manera diferente en funcion de la pauta de suplementacién seguida en el primer
trimestre. Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 16, la cobalamina se comporta de

manera similar en todas las pautas de suplementacién.
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Tabla 15. Estado en folato plasmatico durante el embarazo en funcién de la adherencia a la pauta de suplementacion recomendada para el primer trimestre

Pauta de Semanas de gestacion

suplementacion <12 15 24-27 32 Parto

Sin suplementacion 10.5[7.3-15.2] (12)® 11.4[7.2-18.0] (9) 8.5 [5.6-12.8] (11) 7.5 [5.4-10.3] (13) 7.6 [4.3-13.5] (10)

Insuficiente 16.9 [14.0-19.5] (80) 18.9 [16.3-22.0] (63) 9.7 [8.3-11.4] (75) 8.8 [7.5-10.3] (68) 7.7 [6.4-9.3] (62)

Adecuada 23.0[21.3-24.8] (215)  22.0[20.3-23.6] (172)  12.3[11.2-13.5](197) 10.5[9.5-11.6] (191)  10.4 [9.3-11.7] (190)
Elevada 46.1[37.7-123.9] (53)  40.9[32.5-51.4] (50)  17.3[14.4-20.7](53)  15.0[11.4-19.7] (47) 13.2[10.2-17.1] (46)
Excesiva 47.5[41.3-54.1](84)  41.7[35.9-47.5](77)  19.5[16.1-23.3](82)  15.6[12.9-18.9] (81)

16.0 [12.8-19.9] (72)

*Media geométrica [IC 95%](N)

Tabla 16. Estado en cobalamina plasmatica durante el embarazo en funcion de la adherencia a la pauta de suplementaciéon recomendada para el primer
trimestre

Pauta de Semanas de gestacion

suplementacion

<12

15

24-27

32

Parto

Sin suplementacién
Insuficiente
Adecuada

Elevada

Excesiva

325 [277-383] (12)°
345 [322-370] (80)
371 [355-387] (215)
366 [337-398] (53)
367 [341-395] (84)

309 [236-405] (9)

319 [295-344] (63)
322 [306-339] (172)
342 [316-372] (50)
313 [289-338] (77)

247 [197-308] (11)
259 [240-280] (75)
280 [267-294] (197)
277 [254-302] (53)
277 [257-299] (82)

238 [195-291] (13)
237 [218-257] (68)
252 [239-265] (191)
259 [234-286] (47)
249 [229-271] (81)

251 [192-329] (10)
229 [210-249] (62)
236 [224-249] (190)
238 [211-267] (45)
233 [211-257] (71)

*Media geométrica [IC 95%](N)
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3. Estado general en folatos de las gestantes

Como muestra la Tabla 17, todos los grupos de suplementacién tienen un porcentaje elevado de
gestantes en el tercil bajo de cobalamina plasmatica en el primer trimestre. Si observamos la
consecuencia biolégica de la suplementacién, es decir, el tercil de folato plasmatico en el primer
trimestre, hallamos que un 28.6% de las gestantes que se hallan en el tercil alto de folato plasmatico

pertenecen al tercil bajo de cobalamina plasmdtica en el mismo periodo de tiempo.

Tabla 17. Gestantes en el tercil bajo de cobalamina plasmatica segun el patron de suplementacion
durante el primer trimestre de embarazo

% gestantes en el tercil bajo
Tipo de suplementacion con acido félico en el primer trimestre de cobalamina plasmatica

en el primer trimestre

Sin suplementacién 41.7
Insuficiente (<400 pg/dia, 5 dias/semana) 35.8
Adecuada (400 pg/dia, 5-7 dias/semana) 31.1
Elevada (>400 pg/dia — 5mg/dia, 5 dias/semana) 34.0
Excesiva (>5mg/dia, 5 dias/semana) 31.0

Aunqgue solo encontramos un 1.1% de gestantes deficientes en cobalamina (<148 pmol/L)
durante el primer trimestre de embarazo en la muestra, no es este el caso del folato plasmatico.
Como se puede observar en la tabla 15, un 38.7% de las gestantes que siguieron adecuadamente la
pauta de suplementacidon con 4cido félico recomendada por la SEGO, fueron deficientes en folato
plasmatico al final del embarazo. Incluso en el grupo de suplementacién excesiva, en el que las
gestantes consumieron dosis muy elevadas de acido félico durante el primer trimestre, un 15.3%

fueron deficientes en folato plasmatico en el momento del parto.
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Tabla 18. Cantidad de gestantes (%) deficientes en folato plasmatico (<7 nmol/L) segun el tipo de
suplementacion utilizada durante el primer trimestre

Tipo de suplementacion durante Momento del embarazo

el primer trimestre (N) <12SG 155G 2427SG 345G  Parto
Sin suplementacién (14) 25.0 333 36.4 46.2 50.0
Insuficiente (83) 8.6 9.4 34.7 47.8 47.6
Adecuada (222) 4.1 2.9 215 32.8 38.7
Elevada (54) 0 2.0 11.3 234 304
Excesiva (87) 0 2.6 8.5 16.0 15.3

En la tabla 19 se observa que la proporcidn de gestantes deficientes en folato eritrocitario es
mucho menor. Entre las que siguieron adecuadamente la pauta de suplementacién con acido félico
recomendada por la SEGO, solo un 2.1% fueron deficientes para este marcador.

Tabla 19. Cantidad de gestantes (%) deficientes en folato eritrocitario (<320 nmol/L) segtin el tipo
de suplementacion utilizada durante el primer trimestre

Tipo de suplementacién Momento del embarazo

durante el primer trimestre (N) <12 SG 15SG 24-27SG 34SG

Sin suplementacién (14) 10.0 25.0 0 7.7
Insuficiente (83) 3.8 1.7 5.5 7.4
Adecuada (222) 4.2 0 0.5 2.1
Elevada (54) 0 0 0 4.3
Excesiva (87) 0 1.4 0 1.2

4, Polimorfismos en la muestra

Como podemos observar en la tabla 20, los polimorfismos mds prevalentes esta muestra de
gestantes son, de mas a menos frecuente: SLC19A1 80G>A, MTRR 66A>G, DHFR 19del, MTHFD1 -
105C>T, MTHFR 677C>T y MTHFD1 1958G>A.
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Tabla 20. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos estudiados en la muestra

Frecuencia genotipica (%) Frecuencia alélica (%)
Polimorfismo N

S/S S/M M/M S M
MTHFR 677C>T 564 34.2 48.4 17.4 58.5 41.5
MTHFR 1298A>C 564 539 37.9 8.2 73.4 26.6
MTRR 66A>G 566 28.3 45.7 26.0 53.2 46.8
MTRR 524C>T 565 41.6 45.5 12.9 64.5 355
MTHFD1 -105C>T 564 28.2 54.1 17.7 53.1 46.9
MTHFD1 1958G>A 564 36.2 48.2 15.6 60.2 39.8
SLC19A1 80G>A 561 275 46.3 26.2 52.4 47.6
DHFR 19del 555 33.8 42.2 24.0 58.1 41.9
FOLR1 1314G>A 563 911 8.7 0.2 95.0 5.0

S: Alelo salvaje, M: Alelo mutado

Al combinar cada uno de los 5 polimorfismos mas frecuentes en la muestra con el polimorfismo

relacionado con los folatos mas citado en la literatura (MTHFR 677C>T), obtenemos las frecuencias

de dobles homocigotos y dobles salvajes que se observan en la tabla 21.

Tabla 21. Frecuencias de dobles salvajes y dobles homocigotos para las parejas de polimorfismos

creadas.

Combinacidon de polimorfismos n %Dobles salvajes  %Dobles homocigotos
MTHFR 677C>T & MTRR 66A>G 564 9.2 4.6

MTHFR 677C>T & MTHFD1 -105C>T 564 10.6 4.3

MTHFR 677C>T & MTHFD1 1958G>A 564 11.3 2.8

MTHFR 677C>T & SLC19A1 80G>A 561 10.1 6.0

MTHFR 677C>T & DHFR 19del 555 10.3 4.5

Para explorar si existian diferencias en cuanto al comportamiento del folato eritrocitario entre
los dobles homocigotos y los dobles salvajes para cada una de las combinaciones anteriormente

presentadas, se intentaron realizar modelos multivariados. No obstante, a causa de la baja
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frecuencia tanto de dobles homocigotos como de dobles salvajes y de exigir la determinacion de
folato eritrocitario en todos los puntos del embarazo, al afiadir las variables de ajuste necesarias
(edad, pauta de suplementacidn utilizada en el primer trimestre y situacién socioeconémica de la
gestante), las gestantes que finalmente entraban en los modelos resultaron ser muy pocas, como se
observa en la tabla 22.

Tabla 22. Numero de gestantes disponibles para los modelos multivariados ajustados

Combinacidon de polimorfismos Dobles salvajes Dobles homocigotos
MTHFR 677C>T & MTRR 66A>G 30 19
MTHFR 677C>T & MTHFD1 -105C>T 32 17
MTHFR 677C>T & MTHFD1 1958G>A 33 7
MTHFR 677C>T & SLC19A1 80G>A 33 17
MTHFR 677C>T & DHFR 19del 27 17

5. Efecto del polimorfismo MTHFR 677C>T sobre las reservas de folato

En la tabla 23 se muestra el estado en folato eritrocitario en funcién del genotipo para el
polimorfismo MTHFR 677C>T en los diferentes terciles de folato plasmatico. No se observaron
diferencias en cuanto al folato eritrocitario entre las distintas variantes del polimorfismo MTHFR
677C>T en ningun punto de la gestacidn en aquellas participantes que durante el primer trimestre de
gestacion se hallaron en el tercil mas alto de folato plasmatico. Sin embargo, el folato eritrocitario
(nmol/L) [media geométrica (95%IC)] fue menor en los homocigotos en relacidn a los salvajes que
tenian el folato plasmatico en el tercil mas bajo (<19.9nmol/L) a las 155G: 736(633,854) versus
953(845,1081); en los terciles bajo (<8.7nmol/L) o medio (£16.2nmol/L) a las 24-27 SG: 636(533,757)
vs 837(758,935) y 925(812,1064) versus 1096(1012,1188) respectivamente; y en los terciles bajo
(26.9nmol/L) o medio (£13.2 nmol/L) a las 34 SG: 523(455,596) versus 633(572,699) y 652(513,821)
versus 829(750,925).
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Tabla 23. Estado en folato eritrocitario en funcién del genotipo MTHFR 677 C>T en los diferentes

terciles de folato eritrocitario.

Tercil de folato

eritrocitario

15

Semanas de gestacion

24-27

34

Bajo
MTHFR 677 CC
CT
1T

953 [845-1081] (46)°
837 [750-930] (64)
736 [633-854] (23)"

837 [758-935] (56)
721 [653-796] (71)
636 [533-757] (27)°

633 [572-699] (53)
555 [503-615] (63)
523 [455-596] (30)°

Medio
MTHFR 677 CC
CT
1T

1176 [1064-1300] (46)
1394 [1275-1516] (60)
1080 [957-1218] (26)

1096 [1012-1188] (52)
1054 [972-1145] (72)
925 [812-1064] (26)°

829 [750-925] (46)
846 [781-916] (83)
652 [513-821] (18)

Alto
MTHFR 677 CC
CT
T

1783 [1582-2018] (45)
1760 [1597-1930] (66)
1998 [1620-2465] (26)

1737 [1572-1939] (52)
1686 [1539-1845] (73)
1587 [1249-2018] (27)

1670 [1451-1899] (48)
1541 [1407-1696] (70)
1405 [1125-1755] (30)

*Media geométrica [IC 95%](N) : p<0.05 respecto al genotipo MTHFR 677CC
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1. Caracteristicas generales de la muestra

Como se muestra en la Tabla 12, una elevada proporcidn (45.1%) de las participantes en el
estudio NUTCIR tienen un nivel socioecondmico elevado. Esto podria influir en otras caracteristicas

287

de la muestra, como el IMC medio (23.7 kg/m?)*®’, que no es muy elevado, o el elevado porcentaje

de mujeres que planificaron su embarazo (81%).

La proporcién de mujeres que tomaron suplementos de acido fdlico en la preconcepcion
(34.5%), que es similar a la descrita en estudios previos de muestras de mas de 10000 gestantes en
los EUA®*?% y mayor cuanto mejor es el estado en folatos, también podria tener cierta relacién con
el nivel socioeconédmico, como ya han indicado algunos estudios previos realizados en el Reino

Unido??%2%,

La distribucién del nivel socioecondmico de las gestantes ha sido diferente entre los terciles de
folato plasmatico en el primer trimestre. Asi, en el tercil bajo se hallaba el mayor porcentaje de
gestantes de nivel socioecondmico bajo (10.6%). Dado que la suplementacion con acido félico se

asocia positivamente con el estado en folatos?*®**

, en cierta manera se oberva la relacidon que existe
entre uso de suplementos vitaminicos y el nivel socioeconémico que ya han descrito otros autores.
Sullivan y colaboradores describieron en una muestra de 20263 mujeres estadounidenses que el

23 De manera similar,

consumo de suplementos vitaminicos se asociaba a ingresos mas elevados
Branum y colaboradores observaron en una muestra de 1296 gestantes que aquellas que se

suplementaban tenian también unos ingresos mas elevados®*.

De manera similar, la distribucién de fumadoras también fue diferente entre terciles de folato
plasmatico. El porcentaje de mujeres que fumaron durante toda la gestacion fue significativamente
superior en las gestantes del tercil bajo de folato plasmatico, al igual que el porcentaje de mujeres
que fumaban antes de quedarse embarazadas y durante las primeras semanas de gestacion. Un
estudio realizado en el Reino Unido ya describié que las gestantes no fumadoras tenian una ingesta
mayor de casi todos los nutrientes que las fumadoras, a pesar no tener una ingesta energética
mayor’®. El hecho de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico puede ser indicador de una dieta
poco equilibrada o de no adherirse a las recomendaciones en cuanto a consumo de suplementos
vitaminicos durante el primer trimestre, lo que podria estar relacionado con habitos poco saludables
como por ejemplo el habito tabaquico. O quiza fuera el propio habito tabaquico el causante de los
valores reducidos de folato circulante, como ya apuntaron Ulvik y colaboradores. Estos autores
describieron en una muestra 6873 enfermos de isquemia cardiaca que los valores mas elevados de

folato correspondian a aquellos pacientes que declararon no haber fumado nunca, seguidos por los

exfumadores y los fumadores., y aumentaban de manera proporcional a los afios tras el abandono
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del habito. Un posible mecanismo que propusieron como explicaciéon a sus resultados fue que el
estrés oxidativo que produce el habito tabaquico obligaba a la movilizacidn de reservas de piridoxina
y riboflavina por su actividad antioxidante, lo que resultaba en una disminucién de las vitaminas

circulantes®®®.

La distribucion de los diferentes grupos de suplementacion también fue distinta entre terciles.
En el tercil alto de folato plasmatico hubo una proporcion mas elevada de mujeres que se
suplementaban muy por encima de los 400 pg diarios que recomienda la SEGO durante el primer
trimestre®®. Esto resulta coherente, pues el folato plasmatico de la primera extraccién (a partir de
cuya concentracion se crearon los terciles) es la respuesta bioldgica a la suplementacion

administrada en las primeras semanas de gestacion®®.

2. Estado en folato de las gestantes

Durante el segundo trimestre de embarazo (semanas 24-27), la concentracién de folato
plasmatico (Tabla 13) fue similar a la descrita para el mismo punto de la gestacién en otros estudios
realizados en Curagao®’, Irlanda del Norte®® o Madrid®' y algo superior a la descrita también para el

mismo punto de la gestacion en un estudio realizado en las Islas Seychelles®”.

Aunque la mayor parte de la poblacién de Curacao desciende de Africa occidental, se halla muy
mezclada con poblacidn caucasica, y los habitos dietéticos son predominantemente occidentales. Si
bien no existe fortificacidon obligatoria de los alimentos en ni en Curagao ni en Irlanda del Norte ni en
Espafia, las gestantes de los tres estudios recibieron suplementacién con acido félico en mayor o
menor medida. Ubeda y colaboradores®™" asumieron que todas las gestantes debian suplementarse
siguiendo las recomendaciones de salud publica espafiolas, y que el uso de suplementos de acido
félico dependia de la decision del obstetra y de las participantes. De manera similar, el 90% de las
gestantes de Irlanda del Norte se suplementaron con acido fdlico durante el primer trimestre.

27 y colaboradores sin embargo, recogen esta informacién de manera mas detallada e

Velzing-Aarts
informan de que muy pocas participantes no se suplementaron, la mayoria consumieron acido félico
de manera irregular, y que las que lo hicieron de manera regular lo hicieron con dosis entre 800 y

1000 pg.

Asi pues parece que el panorama en cuanto a acido félico sintético en los tres estudios es
variado, de manera similar a lo que ocurre entre las gestantes de nuestro estudio. Como se muestra
en la tabla 15, el porcentaje de gestantes deficientes en folato plasmatico tiene una relacion inversa
con la dosis de acido félico consumida durante el primer trimestre y una relacion directa con las

semanas de gestacion. Este patrén de comportamiento del folato plasmatico durante la gestacién y
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en funcién de la dosis de acido fdlico recibida durante el primer trimestre se explorara en mas

profuncidad mdas adelante.

En lo que respecta al estudio de las Islas Seychelles®®, sus valores mas bajos podrian ser la
consecuencia de un escaso aporte tanto de folato dietético como de acido félico. Los propios autores
indican la ausencia de alimentos fortificados con acido fdlico y un escaso uso de los suplementos

vitaminicos.

En el segundo trimestre de embarazo (semanas 24-27), la concentracidn de folato eritrocitario
(1260 nmol/L) (Tabla 13) fue muy similar a la descrita por Holmes y colaboradores a las 20 SG (1216
nmol/L)**® en una poblacién no expuesta a la fortificacidn obligatoria de los alimentos y consumidora
de suplementos con acido félico durante el primer trimestre en su mayoria, un 90%. En resumen, una
muestra muy comparable a la que es objeto de estudio en este trabajo. Sin embargo, entre las 1274
gestantes del estudio NHANES 1999-2006%°* la concentracién de folato eritrocitario durante el
segundo trimestre fue de 1527 nmol/L, sin diferenciar entre consumidoras y no consumidoras de
suplementos de acido félico. Este estudio se realizd en los EUA tras la introduccidn de la fortificacion
obligatoria de los alimentos con acido félico en 1998. Ademds un 60% de las gestantes consumieron
suplementos de acido fdlico durante el primer trimestre, la mayoria de los cuales contenian altas
dosis de acido félico (>800 pg). Estas circunstancias constituyen un buen motivo para las diferencias

existentes en cuanto a folato eritrocitario entre sus resultados y los nuestros.

Tanto la concentracion de folato plasmatico como de folato eritrocitario durante el segundo
trimestre fueron diferentes entre los terciles de folato plasmatico previos a las 12 SG. la
concentracion de folato eritrocitario fue significativamente mas alta en aquellas gestantes que antes
de la semana 12 se hallaban en el tercil alto de folato plasmatico en relacién a aquellas que se
hallaban en los terciles bajo o medio. Teniendo en cuenta que la concentracién media de folato
plasmatico de las gestantes que se hallaban en el tercil alto antes de las 12 SG fue 55.1 nmol/L,
parece razonable pensar que, pasado cierto umbral de folato plasmatico, éste se destina a

incrementar las reservas de folato.

En cuanto a la cobalamina plasmatica, la concentracién que hallamos (Tabla 13) es similar a la
descrita por Wallace y colaboradores®’, y se encuentra bastante por encima de los valores del
estudio de Curagao (185.5 pmol/L)*’ e incluso de Madrid (172.7 pmol/L)**, donde esperariamos
hallar concentraciones cercanas debido a la proximidad geografica que podria condicionar unos
habitos y estilo de vida similares entre ambas cohortes de gestantes. Podria parecer que la diferencia
entre los valores de Ubeda y colaboradores y los del presente trabajo se deben a que en el grupo de
Madrid la determinacién de cobalamina plasmatica no se realizé mediante ensayo microbioldgico®®

sino utilizando un kit IMx (Abbott Laboratories Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA), basado en
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la técnica de inmunoensayo. Esta técnica es capaz de detectar analogos de la cobalamina sin
actividad bioldgica para los humanos, y por tanto puede proporcionar valores mas elevados que los
detectados mediante ensayo microbioldgico. Asi pues no parece probable que ésta sea la causa de

las diferencias.

De manera inversa al resto de biomarcadores del estado en folato, la tHcy fue ligeramente
(aunque de manera significativa) inferior en las gestantes que se hallaban en los terciles medio y alto
de folato plasmatico antes de las 12 SG respecto a las que se encontraban en el tercil alto. Murphy y
colaboradores®® ya observaron que la tHcy era inferior en aquellas gestantes que tomaban
suplementos de dacido fdlico, aunque esto tan solo explicaba en parte la disminucién de tHcy
observada durante la gestacidn, junto con la hemodilucion propia del embarazo o la concentracion
de albumina sérica. Posteriormente, los mismos autores demostraron en una carta en respuesta a
Brattstrom que la disminucidn tHcy observada durante la gestacion también se debia al aumento de

la funcién renal que se produce durante el embarazo®® asi como al aumento de estradiol*®. L

a
concentracion disminuida de tHcy que se observa en los terciles medio y alto en relacion al tercil bajo
de folato plasmatico si se corresponde a un mejor estado en folato plasmatico, como ya indicaron
Wallace y colaboradores®™® y por tanto a la suplementacién con &cido félico durante el primer

trimestre de embarazo.

La concentracion de tHcy en el segundo trimestre de gestacidn en la muestra estudiada fue
inferior a las establecidas en otras muestras similares de gestantes, aunque de menor tamaiio, del
Reino Unido, las Islas Seychelles o Curacao, paises donde tampoco existe fortificacion obligatoria de

los alimentos con &cido folico®®*%2%

. Sin embargo, la concentracién de tHcy descrita en este trabajo
coincide con la descrita por Ubeda y colaboradores en una muestra de 154 gestantes espafiolas que
se suplementaban siguiendo las recomendaciones de salud publica espafiolas™'. Asi pues, quiza las
diferencias descritas anteriormente se deban a una cuestién geogréfica, y por tanto relacionada con
los habitos dietéticos. La dieta mediterranea se caracteriza por un consumo elevado de verduras, y el

clima favorece que la poblacién disponga de ellas todo el afio, lo que facilita el acceso a buenas

fuentes alimentarias de folato.

3. Evolucion del estado en folato y suplementacion con acido félico

La evolucion del folato plasmatico a lo largo del embarazo (Tabla 15) fue distinta entre los
distintos grupos de suplementacién con acido fdlico. A pesar de las diferencias todos ellos

compartian un descenso en la concentraciéon de acido félico entre las semanas 15 y 24-27, de manera
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similar a lo descrito por otros autores en estudios previos realizados en gestantes no suplementadas

con 4cido folico®**™,

Esta caida en la concentracion de folato plasmatico fue mayor en los grupos de suplementacion

elevada y excesiva, pues partian de un estado inicial mucho mas elevado. A pesar de las diferencias
. X . sae

en cuanto a dosis entre ambos grupos”, la evolucidn del folato plasmatico a lo largo del embarazo no

fue diferente entre ellos. Esto podria sugerir un umbral por encima del cual no aumenta la

concentracion de folato plasmatico a pesar de que la dosis suministrada de acido fdlico sea mayor.

Sin embargo, resulta interesante recalcar que aquellas gestantes que consumieron elevadas
dosis de acido fdlico al inicio del embarazo (grupos elevada y excesiva), alcanzaban el momento del
parto con concentraciones de folato plasmatico superiores a las que consumieron los 400 ug diarios

que recomienda la SEGO.

Cabe resaltar en este punto que existe un vacio importante en la literatura en cuanto a estudios
en los que se recoja de manera exhaustiva el uso de suplementos de acido félico, tanto en cuanto a
dosis como en cuanto a duracién en el tiempo.

En algunos no se especifica si a las gestantes se les preguntaba en cuanto al uso de

248301302 nor lo que en el momento de comparar resultados asumimos que sus

suplementos
participantes no usaron suplementos de acido félico, aunque quiza esto no se ajuste a la realidad. En
otros dos estudios donde se recogia informacion sobre el uso de suplementos, los investigadores se

258,259

limitaban a preguntar a las gestantes si usaban o no suplementos vitaminicos , aunque Wallace y

colaboradores ni siquiera utilizan esta informacién en sus analisis™®.

Ubeda y colaboradores®! asumen que como el inicio del estudio coincide con la recomendacién
espanola de salud publica, todas las gestantes deberian consumir acido félico, aunque reconocen que
la decisidn final atafie al obstetra y a la gestante. De dos estudios donde se recogia de manera exacta
la dosis empleada, en uno no se tenia en cuenta dicha informacién en los andlisis posteriores®’ y en

.. , .. . . ;. s1s 296
el otro todas las participantes consumian diariamente la misma dosis de acido félico™", por lo que no

es posible observar cdmo responde el folato plasmatico a diferentes dosis de suplementacidn.

En el estudio NHANES, las participantes rellenaron un cuestionario sobre el uso de suplementos
vitaminicos en los 30 dias previos al inicio del estudio. Si consumian sumplementos, se les pedia la
caja o el prospecto de los mismos para poder verificar y cuantificar la dosis. Ademas, clasificaron los
suplementos en distintas categorias: suplemento de vitaminas y minerales, solo vitaminas, solo

minerales, preparados de herbolario... y especificaron aparte aquellos que contenian &cido félico®”.

X . . -

Recordemos que el grupo de suplementacion Elevada representa a aquellas gestante que consumieron entre 400 y 5000 pg diarios de
acido félico 5 dias a la semana, mientras que el grupo de suplementacion Excesiva representa a aquellas gestante que consumieron mds de
5 mg diarios de acido félico 5 dias a la semana.
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Sin embargo, en los anadlisis no se muestran las concentraciones de metabolitos en funcién de la
dosis de acido fdlico. Por lo tanto, los resultados de este estudio no son comparables a los nuestros,
mas aun teniendo en cuenta que se llevd a cabo en los EUA tras la fortificacion de los alimentos con
acido félico.

La evolucion en la concentracién de folato eritrocitario a lo largo del embarazo (Tabla 14) fue
distinta entre los distintos grupos de suplementacion con acido fdlico. Aun asi todos ellos
experimentaron un incremento inicial, hacia la semana 15, y un descenso mas o menos brusco en
funcién de la pauta de suplementacion empleada durante el primer trimestre, hasta la semana 34.
Esto podria ser el resultado visible de la respuesta a la suplementacién que en mayor o menor
medida siguieron las gestantes al principio de embarazo e incluso, en algunos casos, antes de la
concepcion. Cikot y colaboradores® ya describieron estas variaciones, aunque mas suaves, en una
cohorte de gestantes holandesas sobre la que no especificaban si usaba suplementos de acido félico
o no. Holmes y colaboradores®® analizaron el folato eritrocitario a las 12, 20 y 35 SG de 101
gestantes de Irlanda del Norte. De manera similar a los resultados obtenidos en este trabajo, el folato
eritrocitario fue mayor hacia la semana 20 que a las 12 semanas y luego descendié en la semana 35.
Los autores registraron cualquier consumo de suplementos de acido félico y realizaron los analisis
separando a las gestantes en funcidn de si habian consumido o no suplementos de acido fdlico. La
concentracion de folato eritrocitario fue mayor en aquellas gestantes que habian sido suplementada

con acido folico en relacidn a las que no en cada uno de los momentos analizados.

La concentracion de folato eritrocitario fue similar en aquellas gestantes que consumieron
elevadas dosis de acido félico al inicio del embarazo (grupos elevada y excesiva), muy por encima de
los grupos de suplementacion adecuada e insuficiente. A partir de la semana 15 la caida que
experimento el folato eritrocitario de los grupos elevada y excesiva fue mucho mds pronunciada que
la experimentaron los grupos adecuada e insuficiente. A pesar de ello, las gestantes que habian sido
suplementadas durante el primer trimestre de manera elevada o excesiva alcanzaron las 34 SG con
concentraciones superiores de folato eritrocitario, lo que les permitiria afrontar la lactancia o un

posible futuro embarazo con unas buenas reservas de folato.

Aunque las concentraciones de folato eritrocitario al final de gestaciéon en los grupos de
suplementacién adecuada e insuficiente no son bajos (925 y 694 nmol/L respectivamente) y apenas
hallamos gestantes deficientes en folato eritrocitario, hay que tener en cuenta que un 38.7% y un
47.6% de las mujeres de estos grupos respectivamente llegan al momento del parto en un estado
deficiente en folato plasmatico (Tabla 16). Si en un momento de maxima demanda, la concentracién
de folato plasmatico dependiera de la movilizacién de reservas®*®, estas mujeres se hallarian en una

situacién comprometida.
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En contra de lo observado con el folato plasmatico y el eritrocitario, que se comportaban de
manera diferente a lo largo del embarazo en funcién de la pauta de suplementacién empleada
durante el primer trimestre, la cobalamina plasmatica experimentd la misma evolucién en todos los
grupos de suplementacién (Tabla 16). Ademas, la proporcion de gestantes en el tercil bajo de
cobalamina plasmatica fue similar entre los grupos de suplementacion (Tabla 17). Esto es
especialmente preocupante en los grupos de suplementacién elevada y excesiva, donde el elevado
estado en folatos que alcanzan durante la primera mitad del embarazo unido a un aporte insuficiente
de la cobalamina necesaria para la utilizacién del folato por el metabolismo celular podria
desembocar en manifestaciones metabdlicas de deficiencia en cobalamina (elevada tHcy y elevado
acido metilmaldnico)'® e incluso en alteraciones cognitivas . Asi pues, aquellas gestantes que
consumen elevadas dosis de suplementacion con acido félico deberian recibir también dosis mas

elevadas de cobalamina que las que siguen la pauta de suplementacidon recomendada.

4. Polimorfismos en la muestra

En los capitulos correspondientes al estudio poblacional se han descrito diversas combinaciones
de polimorfismos cuya presencia se asocia a un incremento en el riesgo de hallarse en el tercil bajo

de folato plasmatico y eritrocitario, siempre y cuando no exista exposicidn al acido félico sintético.

En la muestra de gestantes, las frecuencias de los polimorfismos estudiados en general fueron
similares a las de la muestra de poblacién (Tabla 20). No obstante, hubo algunas diferencias en
cuanto a frecuencia entre ambas muestras en los polimorfismos MTRR 66A>G, MTHFD1 -105C>T,
MTHFD1 1958G>A o DHFR 19del. Hay que tener en cuenta que no deberiamos esperar que las
frecuencias sean las mismas, pues la muestra del estudio poblacional es representativa de la
poblacién y estratificada por edad y sexo, mientras que en el estudio NUTCIR solo contamos con

mujeres en edad fértil embarazadas.

Por ello, pretendiamos evaluar el efecto de la suplementacion con acido félico sobre el impacto
de dichas combinaciones de polimorfismos sobre el estado en folato en una situacion fisioldgica de

230

elevada demanda®’ y catabolismo®® de folato como es la gestacion.

Sin embargo, las condiciones exigidas para realizar los modelos multivariados (presencia
simultanea de ambos polimorfismos, tercil bajo de folato, informaciéon disponible sobre edad, pauta
de suplementacion y nivel socioeconémico) hizo que no fuera posible realizar los comparaciones a

causa del reducido nimero de gestantes que cumplian todos los requisitos (Tablas 21y 22).
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5. Efecto del polimorfismo MTHFR 677C>T sobre las reservas de folato

El polimorfismo MTHFR 677C>T se ha relacionado con concentraciones bajas de folato

199,205,248,303-305

circulante . Sin embargo, se ha observado que el folato plasmatico se halla muy

79,80

influenciado por la ingesta reciente”™*". El folato eritrocitario en cambio, refleja mas fielmente el

estado en folato a largo plazo, pues la vida media de los eritrocitos es de 120 dias y el contenido en

folato de los mismos se establece antes de que éstos abandonen la médula 6sea®®*.

En este trabajo se observd que la concentracion en folato eritrocitario disminuye a medida que
avanza la gestacién en todos los genotipos para el polimorfismo MTHFR 677C>T y en todos los
terciles de folato plasmatico (Tabla 23). No se encontraron diferencias en cuanto a folato eritrocitario
entre gestantes salvajes y homocigotas para dicho polimorfismo en el tercil alto de folato plasmatico,
lo que sugiere que el estado elevado en folato plasmatico alcanzado mediante altas dosis de
suplementacion con 4cido félico compensa o elimina el efecto del polimorfismo sobre las reservas de
folato. Sin embargo, cuando las gestantes se hallaban en el tercil bajo de folato plasmatico, la
concentracion de folato eritrocitario fue inferior en las gestantes homocigotas en relacién a las
salvajes a las 15, 24-27 y 34 SG; y lo mismo sucedié con las gestantes del tercil medio de folato

plasmatico a las 24-27 y 34 SG, lo que apoya la hipdtesis planteada anteriormente.

Estos resultados guardan relacién con los obtenidos en un estudio llevado a cabo en Holanda
con 49 mujeres caucasicas que habian sufrido abortos recurrentes y cuyo objetivo era estudiar los
efectos de la suplementacion con 0.5 mg diarios de acido félico sobre las concentraciones de folato,
estratificando segun el polimorfismo MTHFR 677C>T. Tras dos meses de suplementacion, el folato
eritrocitario habia aumentado un 70% respecto al inicio de la intervencion, y desde ese momento
hasta dos meses mas tarde aumentd un 36% mas. Tras 4 meses de suplementacién diaria con acido
félico, no hubo diferencias en cuanto a dicha concentracidn entre las variantes del polimorfismo

MTHFR 677C>T>,

De manera similar, en un estudio reciente realizado en los EUA donde se administraban
diferentes dosis de acido félico a los participantes, se hallé que si bien el folato plasmatico respondia
a bajas dosis de acido fdlico, el folato eritrocitario solo lo hacia a altas dosis, y esta respuesta no era

diferente en los genotipos del polimorfismo MTHFR 677C>T>".

Todo parece indicar que la suplementacidn con elevadas dosis de acido félico durante el primer
trimestre que mantiene concentraciones elevadas de folato plasmatico durante todo el embarazo
compensa los efectos perjudiciales del polimorfismo MTHFR 677C>T sobre la concentracién de folato

284

eritrocitario™”. Dichos efectos solo son visibles cuando el estado en folato plasmatico no es dptimo,
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como consecuencia de una suplementacion durante el primer trimestre que quizd resulte

insuficiente en cuanto a dosis o duracién.

Este estudio ha permitido describir por primera vez cémo evoluciona el estado en folatos de las
gestantes en respuesta a la pauta de suplementacién seguida durante el primer trimestre en una
poblacién donde no existe fortificaciéon obligatoria de los alimentos con acido félico y, por tanto, la
principal fuente de acido félico sintético son los suplementos vitaminicos prescritos por el obstetra.
Hemos podido observar como dicha suplementacion resulta de especial interés entre las gestantes
MTHFR 677TT, y como el efecto de este genotipo sobre las reservas de folato estd modulado por el

estado en folato plasmatico.
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En esta tesis se ha descrito el estado en folatos de una poblacidn no expuesta a fortificacion
obligatoria de los alimentos con acido félico. A pesar de tratarse de una poblacién con una buena
adherencia a la dieta mediterrdnea debido a su ubicacion geografica, a partir de los registros
dietéticos se detectd que un 83.5% de los participantes no alcanzaban la ingesta de 400 ug diarios de
folato recomendados por el IOM para el grueso de la poblacién adulta. Como consecuencia, un

18.8% de los participantes fueron deficientes en folato plasmatico (<7 nmol/L).

Por otro lado, el disponer de una muestra representativa de poblacién sana, no expuesta al
acido félico presente en los alimentos fortificados ni al uso de suplementos vitaminicos con acido
félico ha permitido observar el efecto neto del genotipo sobre el estado en folatos. Asi hemos
descrito por primera vez cuatro parejas de polimorfismos que se asocian con un riesgo hasta 18
veces mayor de presentar un bajo estado en folato, tanto plasmatico como eritrocitario. Los
individuos dobles homocigotos para dichas parejas de polimorfismos se encuentran en la muestra en

una frecuencia nada despreciable de alrededor del 5%.

En presencia de estas caracteristicas y en ausencia de fortificacion obligatoria de los alimentos
con acido félico, la poblacidn estudiada podria calificarse de poblacién en riesgo, pues un individuo
de cada cinco no dispone y al menos un 5% tienen un riesgo elevado de no disponer del suficiente
folato para transferir los grupos metilo necesarios a aquellas reacciones que lo necesitan. La mayoria
de estas reacciones estan relacionadas con la replicacidén celular, lo que convierte al folato en una
vitamina esencial en situaciones que requieran un rapido crecimiento y desarrollo tisular, como es el

caso de la gestacion.

En la muestra estudiada, un 24.2% de las mujeres en edad fértil (entre 18 y 44 afos) fueron
deficientes en folato plasmatico, y un 86.7% no alcanzaron la ingesta de 400 pg diarios de folato
recomendados por el IOM. Estos hechos colocan a dichas mujeres en situaciéon de riesgo de
deficiencia en folato en caso de tener que afrontar un embarazo no planificado, lo que de hecho
sucede en el 19% de los embarazos analizados en la cohorte de gestantes NUTCIR, con las

complicaciones del embarazo derivadas que dicha deficiencia conlleva.

Ademads hay que tener en cuenta que entre dichas gestantes, hasta un 6% son dobles
homocigotas para las parejas de polimorfismos que en el estudio poblacional se han relacionado con

un incremento del riesgo de bajo estado en folatos, lo que las sitia en una situacion delicada.

Sin embargo, un 35% de las gestantes estudiadas que planificaron su embarazo consumieron
suplementos vitaminicos durante la preconcepcién. Ademas, un 47.4% se adhirié correctamente a la
pauta de suplementaciéon recomendada por la SEGO de 400 pg diarios de acido fdlico durante el

primer trimestre. Estas dos caracteristicas aseguran un correcto aporte de folato y por tanto reducen
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considerablemente el riesgo de sufrir DTNs, ya que el tubo neural se cierra alrededor de la cuarta
semana de gestacion, cuando en muchas ocasiones la propia gestante desconoce la existencia del

embarazo.

El efecto de determinadas combinaciones de genotipos sobre el estado en folato durante el
embarazo no pudo ser analizado tan en profundidad como en la muestra de poblacion general
debido a los numerosos factores confusores presentes durante la gestacidn que hacian indispensable
su inclusién en los modelos multivariados como variables de ajuste. Como consecuencia, el nimero
final de gestantes que entraban en los modelos se redujo drasticamente y se perdid potencia

estadistica.

No obstante, pudimos comprobar que entre aquellas gestantes con un bajo o medio estado en
folato plasmatico (la respuesta bioldgica al uso de suplementacién) la concentracién de folato
eritrocitario fue inferior en las homocigotas en relacién a las que tenian genotipo salvaje para el
polimorfismo MTHFR 677C>T. En cambio, cuando el estado en folato plasmatico era elevado debido
a una elevada suplementacion con acido félico durante gran parte del embarazo, no hubo diferencias
en cuanto al folato eritrocitario entre las distintas variantes del polimorfismo MTHFR 677C>T. De
aqui se deduce que una elevada suplementaciéon con acido fdlico mas alld del primer trimestre
compensa el efecto perjudicial de la presencia del polimorfismo MTHFR 677C>T, y por extension

posiblemente de las parejas de polimorfismos relacionadas con el riesgo de bajo estado en folato.
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Para evidenciar la correspondencia de las conclusiones con los objetivos propuestos, antes de
cada conclusidn se ha repetido el correspondiente objetivo en letra atenuada.

Estudio poblacional

- Un 18.8% de la muestra estudiada presenta un estado deficiente en folatos (folato
plasmatico < 7 nmol/L). Este porcentaje disminuye con la edad siguiendo una tendencia
lineal significativa. En el caso de las mujeres en edad fértil (18-44 afios) este porcentaje

aumenta hasta el 24.2%.

- Los polimorfismos mas frecuentes en la muestra son MTHFD1- 105C>T, MTRR 66A>G y
SLC19A1 80G>A, con una proporcion de individuos homocigdticos de 28.5%, 23.7% y 23.5%

respectivamente.

- Los individuos homocigotos para el polimorfismo MTHFR 677 C>T presentan una
concentraciéon de folato plasmatico inferior y una concentracién de tHcy superior en
comparacion con los individuos con genotipo salvaje. En cuanto al folato eritrocitario, tanto
los homocigotos como los heterocigotos presentan una concentracién menor que los
salvajes. La presencia del genotipo MTHFR 677TT se asocid con un riesgo mayor de hallarse

en el tercil bajo de folato plasmatico y eritrocitario.

Los individuos homocigotos y heterocigotos para el polimorfismo SLC19A1 80G>A presentan
una concentracion menor de folato eritrocitario que los salvajes. La probabilidad de hallarse
en el tercil bajo de folato eritrocitario fue mayor en los individuos con el genotipo SLC19A1

80AA en comparacion con aquellos que tenian el genotipo salvaje.

Los individuos homocigotos para el polimorfismo MTRR 524 C>T tienen un riesgo un 48%

menor de hallarse en el tercil bajo de folato eritrocitario en relacién a los salvajes.

El estado en folatos fue peor en los dobles homocigotos que en los dobles salvajes para

cualquier pareja de polimorfismos que incluyera el MTHFR 677 C>T.
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La concentracién de folato eritrocitario fue inferior en aquellos individuos con el genotipo
SLC19A1 80AA-MTHFD1 -105TT y superior en aquellos con el genotipo MTRR 66GG-MTHFD1

1958AA en comparacion con sus correspondientes combinaciones de genotipos salvajes.

Las combinaciones de polimorfismos MTHFR 677C>T-SLC19A1 80G>A y MTHFR 677C>T-
MTHFD1 1958G>A se asocian con un riesgo mayor de hallarse en el tercil bajo de folato
plasmatico y eritrocitario a media que aumenta el nimero de alelos mutados para estas

combinaciones.

La probabilidad de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico en los individuos no
fumadores y en el tercil bajo de folato eritrocitario en todos los individuos con la
combinacion de genotipos MTHFR 677TT-MTHFD1 -105TT fue superior a la de aquellos

individuos con la correspondiente combinacion de genotipos salvajes.

La probabilidad de hallarse en el tercil bajo de folato plasmatico en los individuos no
fumadores y en el tercil bajo de folato eritrocitario en todos los individuos con la
combinacion de genotipos MTHFR 677TT-DHFR 19deldel fue superior a la de aquellos

individuos con la correspondiente combinacion de genotipos salvajes.

Estudio NUTCIR

134

La distribucién del nivel socioecondmico y la pauta de suplementacién con acido fdlico
empleada durante el primer trimestre son diferentes entre los terciles de folato plasmatico

del primer trimestre.

En el tercil alto de folato plasmatico del primer trimestre hay mas gestantes que planifican su

embarazo y se suplementan antes de la concepcién, y menos fumadoras que en el tercil bajo.

Las concentraciones de folato plasmatico y eritrocitario y de cobalamina plasmatica durante
el primer trimestre fueron mayores en los terciles medio y alto de folato plasmatico en

relacién al tercil bajo. La concentracion de tHcy siguié el patrén inverso.

La evolucién de la concentracién de folato plasmatico a lo largo del embarazo fue diferente
en funcion de la pauta de suplementacién con 4acido félico empleada durante el primer

trimestre. Aquellas gestantes que se suplementaron por encima de la pauta recomendada
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por la SEGO llegaron al final de la gestacién con un mejor estado en folato plasmatico y
experimentaron una disminucién mas brusca de folato plasmatico entre las semanas 15y 24-
27 que las que se adhirieron a la recomendacién o no la alcanzaron.

- La evolucién de la concentracién de folato eritrocitario a lo largo del embarazo fue diferente
en funcion de la pauta de suplementacién con 4acido félico empleada durante el primer
trimestre. Aquellas gestantes que se suplementaron por encima de la pauta recomendada
por la SEGO llegaron al final de la gestacidon con un mejor estado en folato eritrocitario que

aquellas que se adhirieron a la recomendacidon o no la alcanzaron.

- Las concentraciones elevadas de folato plasmdtico compensan el efecto perjudicial del

genotipo MTHFR 677 TT sobre la concentraciéon de folato eritrocitario.
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