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ABREVIATURAS

A: Adenina

ATP: Adenosil trifosfato

ADN/DNA: Acido desoxirribonucleico
ARN/RNA: Acido ribonucleico

Be: Vitamina B6

B1,: Vitamina B12, cobalamina

CBS: cistationinalsintasa

C: Citosina

Cys: Cisteina

BHMT: Betaina-Homocisteina-metiltransferasa
DHF: dihidrofolato

DHFR: dihidrofolato-reductasa

DNA: acido desoxirribonucleico

DTN: defectos del tubo neural

dTMP: desoxitimidilato

DTN: Defectos de cierre del tubo neural
dUMP:: desoxiuridilato

EA: enfermedad de Alzheimer

ECV: enfermedad cardiovascular

EDF: equivalentes dietarios de folato

ESR1: Receptor de estrogenos 1 alfa



FR: factor de riesgo

G: Guanina

Hcy: Homocisteina

LCR: Liquido cefalorraquideo

Met: metionina

MTHFD1: Metilentetrahidrofolato-deshidrogenasal
MTHFR : Metilen-tetrahidro-folato reductasa
MTR: 5—-metil-tetrahidrofolato - homocisteina S-metiltransferasa 6 Metionina sintetasa
MTRR: MTR reductasa

NAD: Nicotinamida-Adenina-Dinucledtido

NADH: Nicotinamida-Adenina-Dinucledtido reducido
NADP: Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato
NADPH: Nicotinamida-Adenina-Dinucledtido-Fosfato reducido
PABA: dcido paraaminobenzoico

PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa
PteGlu: acido pteroilglutamico

SAM: S-adenosilmetionina

SAH: S-adenosilhomocisteina

Ser: Serina

SHMT: serina hidroximetiltransferasa

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Singe Nucleotide polymorphism, polimorfismo de un solo nucleétido



TEA: Trastorno del espectro autista

TCN: transcobalamina

THF: Tetrahidrofolato

T: Timina

TYMS: timidilato-sintasa

RFC1: Transportador de folatos reducido, en inglés Reduced Folate Carrier
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1.1. FOLATOS

Bajo el término folatos se agrupan los derivados del acido félico, una familia de
vitaminas con actividad bioldgica equivalente que intervienen como cosustratos en las
reacciones que movilizan unidades monocarbonadas en diferentes estados de éxido-

reduccion.

1.1.1. Formas quimicas de folatos

Los folatos tienen en comun la estructura quimica del acido pteroilglutdmico
(PteGlu) formada por una molécula de acido pteroico conjugado por un enlace tipo
amida con una o mas unidades de acido glutdmico. El acido pteroico a su vez estd
formado por un anillo de pteridina unido por un puente metileno al acido
paraaminobenzoico (PABA). El 4cido glutdmico unido mediante un enlace peptidico al

extremo carboxilo del PABA constituye la molécula de acido félico (Figura 1).

=T

5 "4,.
N "9
H 10 /
HN =
N 0-00C
Pteridina ‘ H ! L
= s \</\/ M N coo-
1 § H
0 H coo- n=0-4
p-aminobenzoato Glutamato

| J

Acido pteroico

Figura 1: Estructura del Tetrahidrofolato.

El anillo de pteridina puede estar parcialmente reducido en las posiciones 7 y 8

como dihidrofolato (DHF, H,PteGlu) o completamente reducido en 5, 6,7 y 8 como



tetrahidrofolato (THF, H4PteGlu). El THF (Figural) a su vez es aceptor de unidades
monocarbonadas en posiciones 5y 10 o ambas y con diferentes estados de oxidacion
(Tabla 1). La forma mas reducida de THF transporta un grupo metilo en su nitréogeno
en posicién 5 (N°) y la forma mas oxidada transporta un grupo formilo (-CHO-); las

formas intermedias transportan metileno, formilo y formimino.

Nombre Estructura Abreviatura
Acido félico, pteroilglutamico PteGlu
Dihidrofolato -Hen5y6 DHF, H,PteGlu
Tetrahidrofolato -Hen5,6,7y 8 THF, H,4PteGlu
5-formil-tetrahifrofolato (folinico) - CHO- en 5 5-formilTHF
10-formil-tetrahifrofolato -CHO- en 10 10-formilTHF
5-formimino-tetrahifrofolato -CH=NH-en 5 5-formiminoTHF
5, 10-metenil-tetrahifrofolato -CH= en5y10 5, 10-metenilTHF
5-metil-tetrahifrofolato -CH3 en5 5-metilTHF

5, 10-metilen-tetrahifrofolato -CH2 - en 5,10 5, 10-metilenTHF

Tabla 1: Formas de folato

Todos los folatos pueden presentar un nimero variable de glutdmicos unidos a

la estructura formando mono- y poliglutamatos (hasta 7 residuos) (Blakley, 1987).

1.1.1.1. Folatos naturales

Los folatos forman parte de las vitaminas hidrosolubles del grupo B. Las células
animales no son capaces de sintetizar PABA ni de fijar el primer residuo de &cido
glutdmico al acido pteroico, por ello deben ser aportadas a través de la dieta. En la
naturaleza, los sintetizan plantas y bacterias. Estan presentes en una gran variedad de
vegetales, sobre todo de hoja verde. La creencia de que estaban presentes grandes
cantidades en las hojas verdes fue lo que dio nombre a estas vitaminas del latin folium,

hoja. Estan también presentes en frutas, cereales, legumbres, levaduras y frutos secos.



Es abundante en higado de animales, como consecuencia de la transferencia de folatos

en la cadena trofica.

En los alimentos se encuentran en forma de mono- y poliglutamatos (a partir de
dos restos de glutdmico), siendo de mayor la biodisponibilidad los monoglutamatos
(Gonzalez-Gross et al., 2002). Alrededor del 90% de los folatos alimentarios se
encuentran en forma de poliglutamatos. Son inestables por lo que durante su
almacenamiento y en la preparacién tienden a oxidarse y a la reconjugacion a

monoglutamatos.

1.1.1.2. Interconversion de folatos

En los folatos naturales el anillo de pteridina puede presentar diferente grado
de hidrogenacién. La forma de folato activa desde el punto de vista biolédgico es el THF.

La clave de su actividad estd en la capacidad de interconversién de las diferentes
formas de folato en funcién del estado de Oxido reduccion de las unidades
monocarbonadas del N° de la pteridina y del N'® del PABA (Figura 1). La versatilidad del
THF hace que se puedan interconvertir las unidades monocarbonadas entre si por
medio de las reacciones reversibles catalizadas por la enzima trifuncional
Metilentetrahidrofolato-deshidrogenasa-NAD-dependiente (MTHFD1). Ademds de
actividad deshidrogenasa es una ciclohidrolasa y sintetasa de formilTHF. Mediante la

MTHFDL1 es posible la formacién de:

- 10 formilTHF, a partir del THF, formiato y ATP.
- 5,10-metenilTHF, a partir de 10-FormilTHF con la incorporacién de una
molécula de agua.

-5,10-metilenTHF por reduccién de 5,10-metenilTHF con NADH como coenzima.

El 5,10-metilenTHF se reduce de manera irreversible a 5-metilTHF por medio de

la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), flavoproteina citoplasmatica compuesta



de un homodimero (Goyette et al., 1994). Participa el NADPH como coenzima dador de
electrones. Esta enzima es clave en el metabolismo de los folatos ya que una actividad
reducida de la misma disminuye la formacion de 5-metilTHF y condiciona el
funcionamiento del ciclo de los metilos como se explica mas adelante.

Las reacciones de interconversion de folatos se ilustran en la figura 2 junto con
el resto de reacciones en las que estdn implicados los folatos que se describen al

completo en el apartado de funciones bioquimicas y actividad biolégica de los folatos.
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Figura2: Conversiones de los fragmentos monocarbonados unidos al THF

Aa: aminodcidos; B,: vitamina B, o cianocobalamina; DHF: dihidrofolato; DHFR: dihidrofolatorreductasa; dTMP: desoxitimidilato-monofosfato; dUMP: desoxiuridina monofosfato;
Hcy: Homocisteina; Met: Metionina; MTHFD1: Metilentetrahidrofolato-deshidrogenasa-ciclohidrolasa-formiltetrahidrofolato-sintetasa, MTHFR: metilentetrahidrofolatoreductasa; MTR:
metionina-reductasa, NAD: nicotinamida adenina dinucledtido, NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; SMHT: Serina-hidroximetil transferasa; THF: tetrahidrofolato; TYMS:

timidilato sintetasa; X: sustrato; X-CHj: sustrato metilado



1.1.2. Fisiologia del folato en el organismo

1.1.2.1. Absorcion

Los folatos de la dieta se encuentran como poliglutamatos unidos a proteinas.
En el intestino por accidon de las proteasas digestivas se liberan de las proteinas
alimentarias. El paso previo a la absorcidn intestinal es la hidrdlisis de poliglutamatos a
monoglutamatos por medio de una conjugasa: la y glutamil-carboxipeptidasa. A nivel
del yeyuno proximal y por un transporte activo pH dependiente, los monoglutamatos
pasan a través de las células de la mucosa intestinal. Este proceso sigue una cinética
de saturacidon que es estimulada por la presencia de glucosa y sodio con las que se
absorbe mediante co-transporte. En torno al 20-30% del folato se absorbe mediante
difusion pasiva (mecanismo no saturable). Este Ultimo mecanismo es por el que se
absorben los folatos sintéticos administrados a altas dosis. Los folatos que ingresan en
la célula intestinal son transferidos al plasma sin sufrir transformaciones salvo una

pequeiia parte que es reducido y metilado para dar lugar a 5-metilTHF.

1.1.2.2. Distribucion

En sangre, los folatos se dirigen al higado donde los monoglutamatos son
reducidos y metilados a 5-metilTHF, el cual regresa a la circulaciéon donde llegara a
todos los tejidos. En el higado también se conjugan a poliglutamatos que bien se
almacenan intracelularmente o pasan a THF. La homeostasis del folato es regulada por
un ciclo enterohepdtico importante: parte de los folatos secretados en la bilis son de
nuevo reabsorbidos y de esta forma las reservas hepdticas de folato cubren las
necesidades para unos cuatro meses. El 5-metilTHF circula unido a proteinas, sobre
todo albumina y a una proteina de alta afinidad por los folatos, “proteina ligante de
folatos”. El contenido de folatos en el organismo se encuentra entre 5 y 10 mg. Los
o6rganos mas ricos en folato son el higado y el cerebro. La concentracién

intraeritrocitaria es de 10 a 30 veces mayor que la plasmatica y en liquido

8



cefalorraquideo (LCR) la tasa de folatos es unas 3 o 4 veces superior a la tasa

plasmatica.

1.1.2.3. Eliminacion

Las vias de eliminacién de folato son la fecal y urinaria. En heces se elimina la
fraccién de folatos alimentarios que no se absorben, de la secrecién biliar y una
fraccidn sintetizada por bacterias intestinales (que también se absorbe y contribuye en
pequeiia proporcion al estatus corporal de folatos). Los productos resultantes del
metabolismo de folatos como pteridinas y acido benzoilglutdmico se eliminan por la
orina. Parte de los folatos filtrados son también reabsorbidos en los tubulos renales

(Varela Moreiras, G. y Alonso Aperte, E., 2005).

1.1.2.4. Funciones bioquimicas y actividad bioldgica

La capacidad de transporte de grupos monocarbonados activos en su estructura
confiere a los folatos crucial importancia para el organismo como son las reacciones de
metilacion a través del ciclo de los metilos, la sintesis de pirimidinas (desoxitimidilato,
dTMP), de aminoacidos y de purinas (sintesis de novo). Las reacciones que tienen lugar

estan representadas en la figura 2 y se describen a continuacion.

= Reacciones de metilacion. Ciclo de los metilos

Los folatos no participan directamente en las reacciones de metilaciéon ya que su
potencial de transferencia no es suficientemente elevado para las reacciones que
requieren la cesidon de unidades de carbono altamente reducidas como el grupo
metilo. En su lugar el dador de metilos es la S-adenosilmetionina (SAM), sintetizada
mediante la transferencia del grupo adenosilo del ATP al dtomo de azufre de la
metionina (Met). El grupo metilo de la Met resulta asi activado por efecto de la carga

positiva del &tomo de azufre adyacente, lo cual lo hace mucho mas reactivo que el 5-



metilTHF (Stryer et al., 2003). La transferencia del grupo metilo de la SAM a las
diversas reacciones biosintéticas que requieren metilos (metilacion del DNA, sintesis
de catecolaminas, etc.) genera Hcy. Para regenerar la Met gastada, el 5-metilTHF le
transfiere a la Hcy su grupo metilo. Esta transferencia esta catalizada por la Metionina
sintetasa (MTR) que usa como coenzima la metilcobalamina, derivado de la vitamina
B1,. Estas reacciones constituyen el ciclo de los metilos activados (Figura 2). A suvezla
accion de la MTR estd regulada por la MTR reductasa (MTRR) que reduce el cofactor de

la MTR (B;,, cobalamina Il a cobalamina |,) para que la MTR sea funcional.

Aunque el dador de grupos metilos es la SAM, para el correcto funcionamiento
de este ciclo es imprescindible el concurso de los folatos, particularmente del 5-
metilTHF, por lo que se puede decir que, en ultima instancia, los folatos son los
verdaderos donadores de unidades monocarbonadas, incluidas sus formas mas
reducidas. El 5,10-metilenTHF se reduce de manera irreversible a 5-metilTHF gracias a
la MTHFR, siendo la actividad de esta enzima clave para el adecuado funcionamiento

del ciclo.

= Sintesis de pirimidinas

Proceso de extraordinaria importancia en la duplicacién y reparacién del acido
desoxirribonucleico (DNA). El grupo metilo del desoxitimidilato (dTMP) procede del
5,10-metilenTHF que por accién de la timidilato-sintasa (TYMS) transfiere el grupo
metilo al desoxiuridilato (dUMP) y lo convierte asi en dTMP. El 5,10-metilenTHF cede
el fragmento monocarbonado y queda oxidado a dihidrofolato (DHF). EI THF se
regenera a partir del DHF mediante dihidrofolato reductasa (DHFR) que utiliza NADPH

como agente reductor (Stryer et al., 2003).

= Sintesis de aminoacidos

El 5,10 metilen-THF interviene en la sintesis de glicina a partir de la serina (Ser)
mediante la reaccidén reversible catalizada por la glicina/Ser hidroximetiltransferasa

(SMHT), captando el THF el grupo alcohdlico transformandose en 5,10 metilen-THF.

10



Esta reaccién es importante ya que el carbono que cede la Ser al THF puede dirigir el
grupo metilo hacia el ciclo de los metilos o hacia la sintesis de pirimidinas y de purinas

mediante la interconversidn a otras formas de folatos (Tapia, 2004).

= Sintesis de novo de purinas

Aunque en el individuo adulto la sintesis de purinas se realiza mayoritariamente
por la via de la recuperacién, la sintesis “de novo” es importante en los periodos de
desarrollo y en las estirpes celulares de alta tasa de crecimiento. El 10-formilTHF
incorpora unidades monocarbonadas en dos reacciones del proceso (Stryer et al.,

2003).

Tal como se observa en la figura 2, el 5,10-metilenTHF juega un papel clave en
las interconversiones de folatos; a partir de él se puede llegar a cualquier forma de
folato, y la mayoria de los folatos deben pasar por él para recuperar el THF. Por tanto,
la inhibicion o estimulacion de una de las vias de utilizacion del 5,10-metilenTHF,
traerd consecuencias sobre las otras vias. Por ejemplo, una actividad enzimatica
disminuida de la MTHFR, producira una menor cantidad de 5metil-THF,
comprometiéndose el ciclo de los metilos, con aumento de la Hey. El 5,10-metilenTHF
gue no puede ser utilizado por esta via, se redirigird hacia la sintesis de dTMP,

viéndose aumentada la eficacia metabdlica de la sintesis y reparacion de DNA.

1.1.3. Déficit de folato

La deficiencia de folato es de los déficits vitaminicos mas frecuentes. Puede
deberse a un aporte inadecuado, un problema en su absorcién, a un aumento de las
necesidades, a trastornos genéticos o a interacciones farmacoldgicas que afectan al

metabolismo de los folatos.
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Las consecuencias del déficit de folato se pueden agrupar en dos: las
hematoldgicas y las que afectan al sistema nervioso central (SNC). Por otro lado, el
déficit de folato se ha asociado como causa de aborto asociado

hiperhomocisteinemias moderadas.

1.1.3.1. Alteraciones hematoldgicas: Anemia megaloblastica

La patologia que se desarrolla en una deficiencia mantenida de folato es Ila
anemia megaloblastica. Se manifiesta al cabo de 4 o 5 meses de déficit que da lugar a
un fallo en la maduracién de los precursores hematopoyéticos de la médula ésea. Se
ven afectadas las tres series medulares y origina cambios morfolégicos denominados
megaloblasticos siendo mas evidentes en la serie roja. La sintesis inadecuada de DNA
por la carencia de dTMP (reaccién catalizada por la TYMS que requiere 5,10-metilen
THF, ver figura 2) hace que las células prolonguen su fase de sintesis, sean de mayor
tamano, y tarden mads en abandonar la médula porque en definitiva lo que se produce
es un asincronismo madurativo nucleo-citoplasma. En sangre periférica circulan
hematies de gran tamafio (de un volumen corpuscular medio >100fL) con tendencia a
la hemdlisis, menor vida media y formas inmaduras de la serie granulocitica
(neutrdfilos polisegmentados) (Anna Merino, 2005). La anemia megaloblastica sucede
cuando existe un déficit de folato pero también de vitamina B, y en ocasiones es dificil
distinguirlo clinicamente. De hecho la administracion Unica de folatos en estos casos
enmascara el deterioro neurolégico en pacientes con déficit de B;, que progresa hacia

una desmielinizacion irreversible (Selhub et al., 2009).

1.1.3.2. Alteraciones del Sistema Nervioso Central

El paso de folato por la barrera hematoencefélica regula la homeostasis del
folato en el SNC, que estd presente en cerebro y LCR. En LCR la concentracion de folato
es de 2 a 3 veces superior a la del plasma. El THF participa en multiples reacciones de

metilacion. A través de la SAM se produce la sintesis de colina y adrenalina entre otras
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aminas bidgenas. A partir de colina se sintetiza acetil colina, fosfolipidos y
esfingomielina. Desde que se conoce que el folato es un cofactor esencial para el

desarrollo del SNC, su déficit se ha asociado a diversos desdrdenes neurolégicos.

El deterioro cognitivo que se ha asociado a la deficiencia de folato puede ser
por un mecanismo vascular o no vascular. La eliminacion de Hcy por la via de la
transulfuracién esta inhibida a nivel cerebral por lo que su acumulacién produce no
sélo el efecto vascular propio de la Hcy (ver apartado 1.2.3.3) sino que ademads
compite con los receptores de glutamato. La Hcy presenta una afinidad mucho mayor
por estos receptores y una sobreexcitacion de estos receptores tiene un efecto

neurotoxico. Entre las afecciones del SNC debidas a un déficit de folato destacan:

> Defectos del tubo neural

El cierre del tubo neural se produce en los primeros 28 dias de la
gestacion, incluso antes de que la mujer sepa que estda embarazada. Este hecho
toma relevancia si consideramos que aproximadamente la mitad de los
embarazos no son planificados. El mayor factor de riesgo de defectos del tubo
neural (DTN) es el estatus materno de folato entre otras causas genéticas,
geograficas y socioecondmicas. El primer trabajo que sugirié la asociacion del
déficit de folato con complicaciones en el embarazo y trastornos congénitos se
public6 en 1964 (Hibbard, 1964) y a partir de éste se han sucedido diversos
estudios que han demostrado el papel del folato en prevenir el DTN (Smithells et
al., 1980; Smithells et al., 1983). El mayor estudio que confirmd esta asociacidn
fue un ensayo multicéntrico, aleatorio y doble ciego llevado a cabo por el
Vitamin Study Research Group del Medical Research Council. Este grupo
evidencio el efecto de suplementar los alimentos con acido félico reduciendo la
incidencia de DTN del 3.5% al 1% en el grupo suplementado (MRC Vitamin Study
Research Group, 1991). A partir de este hallazgo, en Estados Unidos se puso en
marcha un programa estatal de suplementacién de alimentos con folato que se
ha implementado en otros paises. El nivel de fortificacidn varia entre paises pero

en todos esta orientado en reducir la prevalencia de DTN (Ray et al., 2002). Dado
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el beneficio en reduccién de los DTN y a la vista de los resultados publicados, en
2015 la Organizacion Mundial de la Salud ha elaborado una guia en la que
recomienda tomar medidas de suplementacion con folatos o de fortificacién de
alimentos con objeto de mantener la concentracién de folato intraeritrocitario

por encima de 906 nmol/L (400ng/mL) en mujeres en edad fértil (WHO, 2015).

Enfermedad de Alzheimer y demencia senil

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo
caracterizado por el descenso cognitivo y la pérdida de memoria. Se trata de la
forma mdas comin de demencia. En los afios 90 se publicaron los primeros
trabajos que asociaban déficit de folato con EA. Numerosos estudios han

aportado evidencias epidemioldgicas a este respecto (Reay et al., 2013).

El déficit de folato puede alterar el desarrollo del DNA y los mecanismos
de reparacion neuronal. En la demencia senil y EA hay ademas un componente
vascular en el que estd implicada la Hecy y la disfuncién endotelial que ésta
genera. Se ha demostrado que la ingesta adecuada de folatos mejora la funcidn
cognitiva global (de Lau et al., 2007) y que los niveles crecientes de Hcy tiene un
efecto en la reduccion de la funcién cognitiva (Kim et al., 2007). Sobre los
mecanismos que subyacen este déficit de folato aparte de los trastornos de
absorcion y dietéticos propios de la edad avanzada se ha discutido el efecto de
variantes genéticas de las enzimas del ciclo de los folatos que exacerban el riesgo
de EA y demencia: MTHFR C677T, RFC1 A80G, DHFR 19bpdel y la TCN2 G776C
(Choi et al., 2014).

Otros desdrdenes del SNC

Se han asociado niveles bajos de folatos en gestantes a una alteracién

en el desarrollo de las células nerviosas del feto que resulta en retraso mental,

espectro autista y otros trastornos del comportamiento (Bailey, 2009).
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1.1.3.3. Déficit de folato y aborto

Thierchs, en 1952 sugirié por primera vez que los abortos espontaneos podrian
estar relacionados con la deficiencia de folatos tras lograr la induccién de abortos
terapéuticos con el 4-aminopteroilglutamico, antagonista del acido félico. Hibbard en
1964, y Martin en 1965, encuentran una asociacién entre el aborto espontdneo
habitual sin causa aparente y un déficit de folatos en la madre debido a una anomalia

en el metabolismo de los folatos.

Mas adelante, el grupo de Steegers-Theunissen observd que un 25% de las
mujeres con abortos espontdneos de repeticidon o con un abruptio placentae tenian
niveles altos de Hcy en sangre, tras descartar la existencia de una mutacién en el gen
de la cistationina-R-sintasa (CBS) (Steegers-Theunissen et al., 1992). Estos autores
sugirieron que la posible causa de la hiperhomocisteinemia podia ser una disminucién
de la remetilaciéon de la Hcy debido a una baja concentracion de las formas activas de
los folatos o de la By;, o a una deficiencia en las enzimas involucradas en la
remetilacion. También realizaron un estudio de casos y controles para conocer la
prevalencia de la hiperhomocisteinemia en las mujeres con abortos recurrentes de
causa desconocida (2 o mas abortos), observando como el 21% tenian niveles altos de
Hcy tras la prueba de carga con Metionina (Met) concluyendo que la

hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo para la pérdida gestacional recurrente.

En un estudio posterior se observé un aumento del riesgo relativo para aborto
de repeticidn en aquellas mujeres con niveles elevados de Hcy y disminuidos de folatos

(Nelen et al., 2000).

Estudios observacionales muestran que la hiperhomocisteinemia moderada vy
los niveles bajos de folatos son factores de riesgo para el aborto habitual. Para explicar
el mecanismo por el cual la elevada concentracion de Hcy plasmatica puede causar la
pérdida de la gestacidon se han formulado dos hipdtesis: que ésta interfiera en el

desarrollo embrionario normal 6 alterando la funcion vascular.
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En multiples estudios, se ha demostrado la existencia de niveles aumentados
de Hcy en mujeres con abortos espontaneos de repeticion (Laurence et al.,, 1981;
Stirrat, 1990; Steegers-Theunissen et al., 1992; Wouters et al., 1993; Preston et al.,
1996; Nelen et al., 1997; Quere et al., 1998; Obwegeser et al., 1999; Vollset et al.,
2000).

1.1.4. Necesidades y recomendaciones dietéticas para folatos

La cantidad de folato que ha sido recomendada como la idénea para asegurar
niveles adecuados ha variado en los Ultimos afios entre paises. Oscila en un rango de
200 a 400 pg/dia. Estas diferencias se derivan de la diferente base cientifica en la que
se fundamenta la recomendacidon formulada. Estados Unidos fue de los primeros
paises en emitir recomendaciones (400 pg/dia) y en tomar medidas obligatorias para la
fortificacién de alimentos (Institute of Medicine (US) Standing Committee on the
Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes and its Panel on Folate, Other B
Vitamins, and Choline, 1998) y se basaba en las concentraciones de folatos sérico e
intraeritrocitario y Hcy. Por otro lado en Reino Unido la recomendacién de 200 pg/dia
se fundamentd en la medida de folato intraeritrocitario y la concentracién de folato en
tejido hepatico (Scientific Advisory Committee on Nutrition (SACN), 1991). Estas
recomendaciones dependen de lo que se considere un nivel adecuado ya que no sdélo
debe estar basado en la ausencia de signos y sintomas del déficit de esta vitamina si no
en las concentraciones que se precisan en plasma y hematies para mantener la salud.
Es obligatorio mantener un consumo minimo pero no basta por si solo para mantener
un estatus normal de folatos (Krawinkel et al., 2014). Ademas, al estimar los
requerimientos de folato deben considerarse otros factores como la variedad de
folatos con diferente biodisponibilidad y funcionalidad y la diferenciacién entre el
acido fdlico sintético y folatos de la dieta, asi como las variantes genéticas. Entre las
variantes genéticas de las enzimas del ciclo de los folatos destaca el incremento de la

de la prevalencia del polimorfismo C677T de la MTHFR (Muifioz-Moran et al., 1998) y
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por otro lado hay descritos casos familiares con problemas de malabsorcion de folatos
debido a mutaciones en el gen que codifica el transportador acoplado a protén de la
membrana intestinal (proton-coupled folate transporter, PCTF) (Zhao et al., 2007). La
relevancia del factor genético en cuanto a las recomendaciones de ingesta de folato no

estd clara en principio y deberian definirse para cada variedad de folato.

Los requerimientos de folato y recomendaciones alimentarios se expresan como
equivalentes dietarios de folato (EDF). Tiene en cuenta la mayor disponibilidad del
folato sintético que se utiliza en los suplementos y en los alimentos fortificados de
manera que se compensa el mayor grado de absorcidn del acido félico en comparacién

con el folato que se encuentra naturalmente en los alimentos (Bailey, 1998) .

En 2014 el grupo de expertos de la Sociedad Alemana de Nutricion tras una
amplia revisidon sobre este tema concluye reducir los EDF de 400 a 300ug/dia en
poblacién general y recomienda suplementos periconcepcionales de 400ug de acido
félico en el primer trimestre, todo ello en base a mantener folatos séricos por encima
de 10nmol/L, folato intraeritrocitario 2340 nmol/L y la Hcy por debajo de 12 umol/L
(Krawinkel et al., 2014).

1.1.5. La controversia del exceso de acido félico

Desde que se adoptaron politicas de fortificacion obligatoria de alimentos en
muchos paises entre otras medidas para aumentar la ingesta de folato en la dieta no
sélo se ha conseguido reducir la incidencia de DTN y del nimero de abortos sino que
también se ha conseguido un descenso de Hcy (riesgo cardiovascular independiente) y
una mejora de los trastornos neuropsiquiatricos. Sin embargo, como esta medida ha
expuesto a toda la sociedad a mayor cantidad de folato, han comenzado a describirse
efectos adversos.

La capacidad de absorcién y biotransformacion del acido félico se satura a

partir de 400 pg/dia. Todo parece indicar que el aumento de acido fdlico sin
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metabolizar es la clave ya que modula el metabolismo de los folatos. La DHFR es la
enzima que convierte el fdlico sintético en folato reducido lo que conduce el
metabolismo celular de folatos. El cido félico para incorporarse al ciclo de los folatos
necesita reducirse a THF y lo hace en un primer paso a DHF por medio de la DHFR (con
una elevada Km) y a THF después (baja Km de la DHFR). El DHF a su vez modula
alostéricamente la MTHFR. La actividad de la DHFR tiene una elevada variacién
interindividual de hasta 5 veces. Esto es debido a los polimorfismo genéticos descritos
en el gen que la codifica DHFR: la insercién/delecion de 19pb, los polimorfismos de una
sola base (Single Nucleotide polymorphism, SNP) C238T, A458T. Por tanto, variantes de
DHFR de reducida actividad podrian no ser capaces de incorporar todo el acido félico

sintético que se ingiere y da lugar a un exceso de acido fdlico intacto, sin reducir.

1.1.5.1 Efectos adversos en SNC relacionado con el déficit de

vitamina B;,

La vitamina By, actla como coenzima en la sintesis de Met por la metionina
sintasa (MTR). Esta reaccién se ha denominado como “la trampa del folato” (ver
figura 4). En caso de déficit de By, se inhibe la reaccién y da lugar a la acumulacion
de 5-metilTHF y Hcy. Las funciones de ambas vitaminas estdn interrelacionadas a

este nivel y por eso los signos y sintomas de ambas deficiencias son iguales.

5-metilTHF THF

Hcy Met
MTR

Figura 4: Remetilacion de Hcy a Met por acciéon de la metionina sintasa (MTR)

En el SNC la metilacidn de la Hcy por la MTR es la Unica via de sintetizar Met

ya que en el tejido nervioso no esta activa la via de la betaina. La administracién
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Unica de acido félico en caso de deficiencia de B;, enmascara la sintomatologia. El
acido fdlico sintético reducido a THF hace posible la sintesis de purinas y pirimidinas
mientras que las lesiones neuroldgicas debidas a una insuficiente produccion de
Met progresan. Esto imposibilita un diagndstico temprano de la anemia
megaloblastica por déficit de B, anemia perniciosa, que deja secuelas irreversibles
debidas a desmielinizacién del SNC. La fortificacidon alimentaria obligatoria no ha
mejorado los niveles de By, por lo es recomendable monitorizar sus niveles y que

haya un balance en los aportes de folato y By, (Choi et al., 2014).

1.1.5.2. Epilepsia y exceso de acido folico

Dosis elevadas de folato tienen un potencial excitatorio. El mecanismo por el
gue sucede no estad del todo claro pero en modelos animales se han visto que
bloquea la inhibicion mediada por el GABA. No obstante la barrera
hematoencefdlica ejerce un efecto protector ya que impide que el exceso de acido
folico circulante pase al SNC (Reynolds, 2006). Por otro lado, algunos antiepilépticos
reducen el nivel de folato en sangre lo que seria un hecho a tener en cuenta en
mujeres en edad fértil en tratamiento con anticonvulsivantes (Krishnamurthy,

2012).

1.1.5.3. Cancer

Existe controversia en cuanto al efecto de los folatos en la carcinogénesis y es
determinante su origen natural o sintético.

La deficiencia de folato puede contribuir a una sintesis aberrante del DNA y a
la carcinogénesis debido a descenso en la disponibilidad de Met que interfiere en la
metilacion normal del DNA. Existen evidencias bioldgicas y observacionales que
sugieren que un aporte adecuado de folato podria prevenir el cancer en ciertas
poblaciones de riesgo (Giovannucci et al., 1995; Giovannucci et al., 1998; Lewis et

al., 2006; Larsson et al., 2007). El beneficio de suplementar con acido félico no se
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ha confirmado mediante ensayos aleatorizados pero si que se ha visto que podria
ser perjudicial en determinados tumores (Cole et al.,, 2007; Logan et al., 2008;
Ebbing et al., 2009; Zhang et al., 2008).

La suplementacién con acido félico da lugar a una mayor cantidad de éste sin
metabolizar circulando con el consecuente riesgo de degradarse en productos
genotdxicos que seria un efecto adverso en la era post-fortificacion (Choi et al.,
2014). En la reciente revisién de Choi y colaboradores de 2014 parece que hay mas
evidencias de que el folato es perjudicial para el cancer colorrectal por lo que no
seria recomendable suplementar con el Unico propdsito de disminuir el riesgo de

padecer cancer.

1.1.5.4. Eficacia de las terapias “antifolato”

Los farmacos antifolatos se utilizan en quimioterapia. Debido a su semejanza
estructural con las formas de folato ejercen su accidn inhibiendo las enzimas del
ciclo. El metotrexate por ejemplo inhibe la DHFR e interrumpe la sintesis de purinas
y dTMP por lo que actta inhibiendo la sintesis de DNA y asi frena la proliferacion
celular. La elevacion de los niveles de folato en sangre debida a
suplementacion/fortificacién con acido fdlico podria interferir en su mecanismo y

en la eficacia de la quimioterapia antifolato (Arabelovic et al., 2007).

1.1.5.5. Influencia de la elevacion materna en tejido adiposo e

insulina

Un estudio llevado a cabo en gestantes indias durante 6 afios establecié que
concentraciones elevadas de folato en la madre predecia mayor adiposidad e
insulinorresistencia en los recién nacidos. La insulinorresistencia era mayor en el

grupo de mujeres que tomaron una combinacion de folato con Bi,. Su hipétesis se
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fundamentaba en que el folato queda atrapado como 5-metilTHF e incrementaba el

metilmalonil CoA daba ligar a mayor lipogénesis (Yajnik et al., 2008).

1.1.5.6. Incremento de los embarazos gemelares

La suplementacién vitaminica periconcepcionales ha revelado en dos cohortes
suecas y hungara hasta un 40% mas de embarazos gemelares (Czeizel et al., 1994;
Ericson et al., 2001). En paises como Chile y Estados Unidos, con fortificacion
obligatoria de alimentos con 4acido fdlico, se ha incrementado la tasa de embarazo
multiple (Signore et al.,, 2005; Nazer H et al., 2006). Haggarty y colaboradores
asociaron concentraciones elevadas de folato sérico e intraeritrocitario con una
mejora el éxito de la fertilizacién in vitro (Haggarty et al., 2006). Esto es algo
controvertido ya que el embarazo multiple supone un riesgo para la morbilidad y

mortalidad materna e infantil.

1.1.5.7. Seleccion genética

Reyes-Engel y colaboradores evidenciaron cémo en los nifios nacidos Espafia
tras las medidas de suplementacion con folatos en la gestacidn se ha producido una
seleccidon genética dado el incremento de alelos mutados de los SNPs de la MTHFR
C677T y A1298C. Estas variantes se han asociado a importantes problemas de salud
como el riesgo cardiovascular lo que supone una cuestion importante desde el
punto de vista de salud publica (Mufioz-Moran et al.,, 1998; Reyes-Engel et al.,

2002).

1.1.5.8. Trastorno del Espectro autista

El efecto de los suplementos de félico en el Trastorno del Espectro autista (TEA)
se ha considerado como algo protector. De hecho, se ha evidenciado una elevacién
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plasmatica significativa de Hcy, adenosina y SAM en madre con nifios con TEA
(James et al., 2010). Estudios llevados a cabo en Estados Unidos y Noruega han
apoyado este hallazgo con un incremento del TEA del 48 y 49% respectivamente
(Schmidt et al., 2012; Surén et al., 2013). Sin embargo hay trabajos recientes que
sugieren que la mayor prevalencia de TEA que se viene observando podria estar
causada en parte por los suplementos de acido félico (Beard et al., 2011; Catherine
Desoto, 2011). Para ello se han postulado muchas teorias posibles, entre ellas que
el exceso de acido félico incrementa el niumero de nifios con el alelo mutado de la
MTHFR C677T que en el Utero tienen un nivel suficiente de folato pero que no se
mantiene tras el nacimiento. Como resultado de esto puede cambiar el patrén de
metilacion del DNA y elevar la Hcy que incrementaria la incidencia de TEA (Rogers,
2008). Estudios mas avanzados han propuesto mecanismos moleculares para este
incremento del TEA por el dcido félico como responsable de la desregulacién de la

expresion de genes implicados en el desarrollo cerebral (Junaid et al., 2011).

1.2. HOMOCISTEINA

1.2.1. Estructura quimica

La Homocisteina (Hcy) es un aminodcido azufrado no esencial (2-amino-4-
sulfamil-acido butanoico; HSCH,CH,CHNH,-COOH). No se incorpora a la sintesis de
proteinas dado que no estd codificada por ningun triplete de bases del cdédigo
genético, sino que es producto de transformaciones estructurales de las proteinas. La

Hcy es un producto intermedio del metabolismo de la Met.

La Hcy procedente del metabolismo celular cuando llega al plasma se oxida a
forma diversas especies moleculares (figura 5), de forma que solo el 1% de la misma
gueda como mondmeros en forma reducida. Aproximadamente el 20% de la Hcy, se
encuentra formando dimeros de Hcy-Cisteina y Hcy-Hcy (homocistina), unidos por

puentes disulfuro. Estos dimeros junto con la fraccidon reducida constituyen la Hcy
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libre. EI 80% de la Hcy restante constituye la Hcy ligada a proteinas, principalmente a

la albumina, mediante puentes disulfuro (Mansoor et al., 1992; Ueland, 1995).
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Figura 5: Formas plasmaticas de Hcy

La determinacion de Hcy en plasma/suero incluye el conjunto de todas las

moléculas mencionadas y su medida es de interés clinico (Refsum et al., 2004).

1.2.2. Metabolismo de la Homocisteina

La Met constituye la Unica fuente de Hcy en el organismo humano, ademas,

actia como intermediario en la biosintesis de cisteina, por la via de la cistationina.

Como hemos mencionado en el apartado 1.1.2 la Met es un aminodcido esencial que

ademads de ser un precursor y componente de péptidos y proteinas, desempefia un

papel importante en la transferencia de grupos metilo. El exceso de Met procedente

de la dieta o del recambio de las proteinas enddgenas que no se incorpora a las

proteinas es metabolizado como se describe en la Figura 6 (Cérdoba Porras, A et al.,

1998).
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Figura 6: Metabolismo de la homocisteina.

Las enzimas estan representadas con la siguiente numeracion: 1, L-metionina adenosiltransferasa;
2,metiltransferasa; 3, S-adenosilhomocisteina hidrolasa; 4, cistationinalsintasa; 5, cistationina y-liasa; 6,
metilen-tetrahidrofolato reductasa; 7, metionina sintasa; 8, betaina-homocisteina metiltransferasa;
SAM, S-adenosilmetionina; X, aceptor de metilos; SAH, S-adenosil homocisteina; THF,: tetrahidrofolato.

Existen dos reacciones sucesivas en el paso de Met a Hcy: En la primera, se
obtiene un metabolito intermedio, la S-adenosilmetionina o “Met. Activa” (SAM),
reaccién en la que intervienen la L-Metionina adenosiltransferasa como enzima

catalizadora de dicha reaccién y el ATP (Figura 7).

COO- COO- 1‘\1H2

| |
*H;N—C—H *H;N—C—H _C___N
| ‘ N C™ w
CH2 +ATP ——= P‘i + PP1 + CH2 g /CH
|
CH,
H,C—S
Metionina S-Adenosilmetionina

Figura 7. Formacion de la S-adenosil metionina
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La SAM es el principal dador de metilos del organismo, estando implicado en la
biosintesis de colina, creatinina, adrenalina, melatonina, sarcosina y también participa

en la metilacién del DNA y RNA.

Tras la demetilacién, la SAM se transforma en S-adenosilhomocisteina (SAH)
que es posteriormente hidrolizada mediante la S-adenosilhomocisteina hidrolasa

(Figura 8), siendo esta la Unica fuente de Hcy en vertebrados.

X CH_-X

1 /: SAH — Hcy

Figura 8. Segundo paso intermedio en la obtencion de Homocisteina a partir de Metionina

Met —> SAM

mediante la demetilacion de la SAM y posterior hidrdélisis de la SAH. 1: S-adenosilmetionina

metiltransferasa/hidrolasa.

Una vez que se ha formado la Hcy, ésta puede seguir tres rutas: dos vias de
remetilacion para la recuperacién de Met y una tercera via que es la de transulfuracién

para la sintesis de cisteina:

1)  Via de la Metionina sintetasa (MTR, EC 2.1.1.13).

Utiliza el acido 5-metilTHF como cosubstrato y la By, como coenzima. El 5—
metilTHF es generado por la enzima MTHFR, a partir del 5,10-metilenTHF. Cuando el
5—-metilTHF cede su grupo metilo se transforma en THF. Esta reaccidén que es esencial
para el reciclaje de los folatos desde 5—metilTHF, representa la interseccion entre el
metabolismo de los folatos y la vitamina By, (figura 2). La MTR regenera el THF para
el transporte de nuevas unidades de formilo, metileno y metilo para la sintesis de
purinas y pirimidinas. La MTHFR cataliza la reduccidn del acido 5, 10-metilenTHF a 5-
metilTHF. En condiciones fisiolégicas esta reaccion es irreversible y su actividad estd
regulada por la concentracion de SAM. El correcto funcionamiento de esta via exige
tanto un aporte suficiente de folatos y vitamina By, como una actividad adecuada de
la enzima MTHFR.
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2)  Via de la Betaina-homocisteina metiltransferasa (BHMT, EC 2.1.1.5)

Utiliza la colina como cosubstrato. La betaina es un derivado de la colina, la
cual es el componente polar del fosfolipido de membrana mas abundante, la
fosfatidil colina. La betaina proviene de la oxidacién del grupo aldehido de la colina.
Esta es la que cede su grupo metilo a la Hcy mediante la enzima BHMT,

transformdndose en dimetilglicina (Figura 9).

CH3 (:|-|3 H
H.C CH
3 \ / 3 H3C \ ‘/CHa H3C\ /CH3
N N N
| | BHMT |
H —C—H —» H __ ¢c—H /\; H— c— H
CH,OH COOH COOH
Hcy Met
Colina Betaina Dimetilglicina

Figura 9. Utilizacién de Betaina en la recuperacion de Metionina.

La BHMT es inhibida reversiblemente por los productos de la reaccién, Met,
dimetilglicina y por la SAM (Garrow, 1996). La actividad de esta enzima depende de la
edad y de factores nutricionales, es 5 a 10 veces mas activa que la MTR y presenta
dos veces mas afinidad por la Hcy que la cistationinafRsintasa (Cérdoba-Porras et al.,
1996). A pesar de todo ello, su importancia en la recuperacion de Met a partir de Hcy
es muy pequefia ya que el sustrato, la colina, no suele estar disponible porque es
fundamental para la sintesis de fosfolipidos. Ademas, esta enzima Unicamente se
encuentra en higado y rindn, mientras que la recuperacidon de Met por folatos, estd

presente en todas las células del organismo.
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3) Sintesis de Cisteina

Existe una tercera via de metabolismo de la Hcy que es la via de la
transulfuracion. En ella la Hcy se transforma en cisteina (Cys) en dos reacciones
dependientes de la vitamina Bg (Figura 10). Constituye el primer paso irreversible
para el catabolismo de la Hcy mediante la conversidn secuencial a cisteina y sulfato

inorganico.

NH,*
% \ | O
—C-H —CH, —CH, —SH + HOCH, —C —C
o7 | | ~0
H NH;*
Homocisteina Serina
1
H,0
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O —~0
NC—CH—CH,~CH,~ S — CH,~C—C_
/ ~0-
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H
q\ ‘ 0
NH,* + C— ﬁ —CH,~ CH, + HS—CH;C—C__ o
- |
°© o NH,*
o - Cetobutirato Cisteina

Figura 10. Sintesis de cisteina a partir de Hcy. 1: cistationina-R-sintasa; 2: cistationina-y-liasa

En la primera reaoﬂcetpba&atgggﬁpngnaustatlo-m a partir de Hcy y Ser en
reaccion mediada por la CBS. En la segunda reaccion, la cistationina es desaminada
por la accién de la enzima cistationina-y-liasa, obteniéndose Cys y a-cetobutirato. La
Cys es oxidada a taurina, importante aminodcido en la funcién neurotransmisora, a

sulfatos inorganicos o es excreEad por la orina. )
o, - Cetobutirato Clsteina
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1.2.2.1. Integracion del metabolismo de la homocisteina

Los tres procesos que integran el metabolismo de la Hcy (metilacién de Hcy a
Met por el ciclo de los metilos, ruta de la colina y transulfuracién) estan
interrelacionados de forma que la actividad enzimatica, el incremento en la sintesis de
uno u otro producto, la activacion o la inhibicion de una determinada via, estd

condicionada por los niveles de todos y cada uno de ellos.

Es muy importante el papel que juegan las enzimas y coenzimas involucradas
en el metabolismo de la Hcy, del mismo modo que el desempeiiado por sus efectores
(Figura 4). La CBS, en condiciones fisioldgicas, induce el equilibrio de la reaccién de
condensacion de la Hcy y la Ser hacia la formacion de cistationina. Esta reaccion

permite eliminar compuestos azufrados del ciclo Hcy-Met.

La concentracion plasmatica de Met determina si la Hcy seguird la ruta de la

transulfuracion o de la remetilacién:

» Cuando la concentracion plasmatica de la Met estda aumentada, se produce un
incremento en el flujo de la transulfuracién y una disminucidn de la tasa de la
remetilacion de la Hcy. Esto es debido al control metabdlico que ejerce el
incremento tisular de SAM, el cual simultdneamente activa la CBS e inhibe la
MTHFR hepatica (Cordoba Porras, A et al., 1998). Por lo tanto en estas
condiciones, hay un aumento de la sintesis de cistationina y en consecuencia de
Cys y una disminucién de 5-metilTHF. A largo plazo, disminuye la sintesis de
enzimas que intervienen en la remetilacién (MTHFR) y se incrementa la sintesis

de CBS, con lo cual la sintesis de Cys aumenta.

» Cuando la concentracion plasmatica de Met esta disminuida, la concentracion
de metabolitos y la actividad de las enzimas se dirige en sentido contrario. Este
mecanismo de regulacion asegura una conservacion eficiente de Met a través

de la remetilacion (Cordoba Porras, A et al., 1998).
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El aumento de la sintesis de Hcy o la disminucion de su catabolismo,
incrementa su paso hacia el espacio extracelular. La tasa de exportacién refleja el
balance entre la sintesis y la utilizacién. Por esta razén, la concentracién extracelular
de Hcy, y en particular, la del plasma, son indicadores de la actividad de las enzimas y
de la disponibilidad de coenzimas y substratos involucrados en su metabolismo
(Cérdoba Porras, A et al., 1998). La vida media de Hcy total en la sangre oscila entre 12

y 24 horas.

La BHMT cataboliza la remetilacién de la Hcy para formar Met, pero en este
caso el dador de metilo es la betaina, proveniente de la oxidacién de la colina. La
BHMT es inhibida reversiblemente por los productos de la reaccién, Met y N,N-
dimetilglicina y por la SAM (Garrow, 1996). El aumento de actividad de la BHMT en
funcién del aumento 6 disminucion de la ingesta de Met, indica que la reaccién
catabolizada por esta enzima, permite mantener las concentraciones de Met en sangre
cuando la ingesta de este aminoacido es limitada, y eliminar la Hcy cuando la ingesta

de Met es excesiva.

La Hcy es potencialmente téxica para la célula y es vertida al torrente
sanguineo manteniéndose sus concentraciones plasmaticas dentro de un rango gracias
a la remetilacién y la transulfuracion. En situaciones de exceso de Met se activa la CBS
y se inhibe la remetilacidn. Al revés sucede en situaciones de déficit de Met, en las que
se activa la remetilacién y aumenta la proporcién de Hcy reutilizada como Met. Por
tanto, los niveles de folato, vitaminas Bg y By, y la actividad de las enzimas implicadas

van a ser determinantes en la concentracidn de Hcy (Blanco Vaca, F. et al., 2002).
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1.2.3. Implicaciones clinicas de las alteraciones en el metabolismo de la
Hcy

Las alteraciones en el metabolismo de la Hcy se pueden clasificar en

homocistinurias e hiperhomocisteinemias.

1.2.3.1. Homocistinurias

Bajo este término se engloba a un conjunto enfermedades graves que son
errores congénitos del metabolismo de la Hcy. Estan caracterizados desde el punto de
vista bioquimico por una eleva concentracion de Hcy en plasma y orina consecuencia
de un defecto de actividad en alguna de las enzimas implicadas en su metabolismo
(Couce ML et al., 2007).

Las manifestaciones clinicas son diversas y afectan a nivel del sistema dseo
(osteoporosis), sistema ocular (luxacién del cristalino, miopia, glaucoma), sistema
nervioso (retraso mental, convulsiones, alteraciones psiquiatricas), y sistema vascular
(accidentes cerebrovasculares, enfermedad cardiovascular). La severidad clinica es

proporcional al nivel de Hcy acumulado (Olivar Roldan et al., 2012).

Las homocistinurias se clasifican en tipo |, Il y lll en funcién de la enzima afectada:

1) Homocistinuria tipo I: Déficit de la CBS

Es la causa mads frecuente de homocistinuria y se suele denominar
Homocistinuria clasica. La caracteristica bioquimica mas sobresaliente en esta
enfermedad es la elevacién de la concentraciéon plasmatica de Hcy y una
marcada excrecién urinaria de homocistina, homodimero de la Hcy. La
severidad de la enfermedad estd en relacion directa con la concentracién
urinaria de Hcy. La heterogeneidad genética de esta deficiencia se relaciona
con la actividad residual de la enzima, asi como por su diferente afinidad por la
Ser y el 5-fosfato de piridoxal. Se han definido hasta 30 mutaciones en el gen de

la CBS asociadas a la homocistinuria clasica (Kluijtmans et al., 1999; Maclean et
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al., 2002; Gaustadnes et al., 2002; Kruger et al., 2003). La mayor parte de las
mutaciones del gen que codifica para CBS se localizan entre los exones 2 y 12,

afectando de forma principal al 3y al 8.

2) Homocistinuria tipo Il: Déficit de la MTHFR

La hiperhomocisteinemia causada por la deficiencia grave de la MTHFR
suele ser menos severa que la presente en la homocistinuria cldsica. Sin
embargo, las alteraciones neuroldgicas incluyendo las convulsiones, neuropatia
periférica, alteraciones psiquidtricas y retardo mental, son de mads rdpida
evolucién que en la deficiencia de la CBS. Se calcula que la frecuencia de esta
deficiencia es la décima parte que la estimada para la CBS (Rosenblatt, D, 1995)
El examen post-mortem de los individuos afectados revelé trombosis e infartos
en las arterias cerebrales, coronaria o renales, ambos semejantes a los
observados en los sujetos con deficiencia de CBS. Probablemente, ésta es la
mayor causa de muerte en estos pacientes. La severidad de las manifestaciones
clinicas es paralela al grado de deficiencia enzimatica. Entre los hallazgos
bioquimicos en estos pacientes destaca el aumento de Hcy en sangre y en
orina, asi como la disminucion de Met en sangre. Esto ultimo lo diferencia de la

homocistinuria clasica.

3) Homocistinuria tipo Ill: Errores innatos en el metabolismo de la vitamina B,.

En la actualidad se han descrito diez defectos genéticos que afectan al
metabolismo de la cobalamina (Cbl), tres de ellos, afectan la absorcion y el
transporte, y los otros siete la utilizacidn celular y la formacion de las coenzimas
metilcobalamina o adenosilcobalamina (Fenton, A et al., 1995). Estas ultimas
han sido denominadas desde la A hasta la F, segln el orden cronolégico de su
descubrimiento. En las mutantes E y G hay una incapacidad para formar la
coenzima metilcobalamina y los pacientes presentan homocistinuria,
hipometioninemia, anemia megaloblastica, sin acidemia metilmaldnica. Estos

pacientes responden al tratamiento con cobalamina.
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Los mutantes C, D y F cursan con homocistinuria y acidemia
metilmaldnica debido a la incapacidad para formar ambas coenzimas. Los
individuos con la mutacidn C presentan un cuadro clinico mas severo respecto a
los individuos con las mutantes D y F. En las mutantes C, D, E, F y G hay
alteracion en la remetilacidn, y clinicamente muestran retardo psicomotor,

letargo, trastorno de la marcha, anemia megaloblastica y tromboembolismos.

1.2.3.2. Hiperhomocisteinemia

La principal implicacion clinica de la elevacién de Hcy en sangre es su
contribucién al riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular (ECV). Puede

deberse a causas genéticas o adquiridas.

»  Causas genéticas

La actividad enzimatica disminuida de la MTHFR causada por la
sustitucion de una citosina por una timina en el nucleétido 677 del gen, que
origina un cambio de alanina por valina (Frosst et al., 1995) incrementa la
susceptibilidad a desarrollar hiperhomocisteinemia moderada. La elevacion de
Hcy que se ha observado en individuos con concentracidon sérica de acido félico
se situa en el limite bajo de la normalidad, aunque no lleguen a padecer
deficiencia de esta vitamina. Estudios “in vitro” de estabilidad térmica
demostraron una sensibilidad térmica (a 462C) que la diferencia claramente de
la enzima presente en la mayoria de la poblacién y de la enzima de pacientes
con deficiencia severa. Por esta razén a ésta variante se le suele denominar

MTHFR termolabil.

El hecho que la hiperhomocisteinemia no es un hallazgo consistente en
los homocigotos para la variante termolabil sugiere que otros factores

adicionales y diferentes a los genéticos (Ej.: folatos séricos disminuido) son
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necesarios para que la concentracién de Hcy en sangre se incremente. Estamos,
por tanto, ante un claro ejemplo de interaccion genética (variante termolabil) y
ambiente (ingesta de fdlico), que influencian en la susceptibilidad a padecer

hiperhomocisteinemia y, por tanto, ECV.

Causas adquiridas

a. Déficit de vitamina By

En los pacientes con evidencia clinica de deficiencia de esta vitamina, la
concentracion basal de Hcy estd elevada en practicamente todos los casos.
Debido a que el metabolismo de la Hcy es muy sensible a la disminucion
intracelular de B, la medicion de Hcy en plasma es un buen indicador del
estatus intracelular de esta vitamina, aun en casos en los cuales las

concentraciones séricas de cobalamina estan en el intervalo de la normalidad.

b. Déficit de folato

La deficiencia de acido félico induce hiperhomocisteinemia en un
porcentaje altisimo de casos. Incluso cuando la concentracién de acido félico
esta ligeramente disminuida (deficiencia subclinica), las probabilidades de

desarrollar hiperhomocisteinemia son muy altas.

c. Déficit de vitamina Bg

La deficiencia de Bg afecta significativamente la velocidad de las
reacciones que transforman la Hcy en cisteina al disminuir la actividad de las
enzimas CBS y cistationasa-y-liasa e inducir un aumento de las concentraciones

de Hcy en sangre post-metionina.
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> Otros factores

a. Situaciones clinicas

En los pacientes con insuficiencia renal crénica, la concentracién de Hcy
en sangre se encuentra aumentada entre 1,95 y 3,6 veces respecto a los
controles (Bostom et al., 1996; Vychytil et al.,, 1998) y se ha relacionado con
mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedad vascular prematura. Sin
embargo, a diferencia de las otras causas de hiperhomocisteinemias adquiridas,
la respuesta de los pacientes con insuficiencia renal al tratamiento
polivitaminico es muy limitada (Selhub et al., 2000).

En el hipertiroidismo, aunque no hay una explicacién clara, se produce
un aumento moderado de la concentracién de Hcy. En cancer y en algunas
enfermedades inflamatorias crénicas puede existir una mayor demanda
vitaminica que conduce a la aparicion de hiperhomocisteinemia. En
enfermedades hepaticas, especialmente en la cirrosis el aumento esta

relacionado con la disminucién de la remetilaciéon.(Blanco Vaca, F. et al., 2002).

b.  Farmacos

Los farmacos como el metotrexate y sus metabolitos hepaticos, los
poliglutamatos, inhiben la enzima DHFR. Al interferir en la remetilacion de la
Hcy inducen hiperhomocisteinemia. Las fenotiazinas, los antidepresivos
triciclicos, los contraceptivos orales, los tuberculostaticos y el trimetoprim
pueden actuar por mecanismos similares.

Los farmacos antiepilépticos como la fenitoina, el fenobarbital, la
primidona, la carbamazepina y el acido valprdico también influencian
negativamente el metabolismo del acido félico, disminuyendo su absorcién
intestinal y alterando algunas de las enzimas involucradas en la transferencia de
un atomo de carbono, induciendo por ello deficiencia de folato e

hiperhomocisteinemia.
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El éxido nitroso empleado como anestésico oxida el cobalto de la By,
bloquea el transporte de grupos metilos por la cobalamina, e inactiva
irreversiblemente la MTR, por lo que induce hiperhomocisteinemia.

El azaribine (triacetato-6-azaurine) empleado en el tratamiento de la
psoriasis refractaria interfiere con la sintesis de uridina-5-monofosfato, es un
antagonista de la vitamina B6, y por ello inhibe la CBS e induce aumento de la
concentracion de Hcy en la sangre (especialmente detectado por sobrecarga de
Met). La isoniazida, cicloserina, hidralacina, carbamacepina y la teofilina

también interfieren con la funcién de la vitamina B6.

c. Habitos
El tabaquismo, consumo excesivo de café o alcohol y el sedentarismo

pueden aumentar de forma ligera las concentraciones plasmaticas de Hcy.

1.2.3.3. La homocisteina como factor de riesgo cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de trastornos del

corazon y de los vasos sanguineos. Se clasifican en:

- Hipertensién arterial

- Cardiopatia coronaria

- Enfermedad cerebrovascular

- Enfermedad vascular periférica
- Insuficiencia cardiaca

- Cardiopatia reumatica

- Cardiopatia congénita

- Miocardiopatias

(WHO, World Heart Federation, World Stroke Organization, 2011)
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Las ECV constituyen una de las causas mas importantes de discapacidad vy
muerte prematura en todo el mundo. El problema subyacente es la aterosclerosis, que
progresa a lo largo de los anos, de modo que cuando aparecen los sintomas,
generalmente a mediana edad, suele estar en una fase avanzada. Los episodios
coronarios (infarto de miocardio) y cerebrovasculares (ataque apopléjico) agudos se
producen de forma repentina y conducen a menudo a la muerte antes de que pueda

dispensarse la atencién médica requerida.

La modificacién de los factores de riesgo puede reducir los episodios
cardiovasculares y la muerte prematura tanto en las personas con ECV establecida
como en aquellas con alto riesgo cardiovascular debido a uno o mas factores de riesgo.
A pesar de los grandes progresos realizados en los Ultimos afnos sobre la prevenciéon de
la ECV, ésta sigue teniendo la morbi-mortalidad mas alta del mundo. De hecho, las
muertes por ECV afectan por igual a ambos sexos, y mds del 80% se producen en
paises con ingresos medios y bajos, principalmente porque no pueden beneficiarse de
los programas de prevencion. La causa subyacente mas frecuente es la aterosclerosis

(WHO, World Heart Federation, World Stroke Organization, 2011).

El control de los factores de riesgo (FR) que predisponen a sufrir ECV se asocia
de forma significativa a una disminucién de la morbilidad y mortalidad cardiovascular.
El riesgo cardiovascular es la probabilidad de que una persona sufra ECV en un periodo

definido en el futuro. Se denominan FR clasicos o mayores al grupo siguiente:

- Hipertensidn arterial

- Alteraciones del metabolismo lipidico

- Diabetes

- Historia familiar de enfermedad coronaria prematura

- Tabaquismo.

Muchos de estos factores con frecuencia interaccionan y actdan
sinérgicamente, siendo dificil establecer el impacto que cada factor ejerce

individualmente sobre el riesgo cardiovascular. Los FR clasicos son capaces de explicar
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aproximadamente el 80% del riesgo poblacional y su control ha demostrado disminuir
el RCV entre un 35-50% en 5 afios en poblacion de alto riesgo. No obstante, estos FR
clasicos no explican completamente la aparicion de la ECV, ya que, en torno al 20% de
los accidentes coronarios sucede en individuos en los que no se detecta ninguno de
ellos, lo que representa una importante limitacion. Para mejorar la evaluacién del
riesgo de ECV, sin menospreciar la enorme validez de los FR clasicos, emerge la
necesidad de identificar nuevos. Las recomendaciones internacionales ya consideran a
estas magnitudes y las denominan FR emergentes de ECV, existiendo para algunos de
estos factores suficientes evidencias cientificas de su contribucién a la enfermedad. Sin
embargo, solo unos pocos de estos factores han sido validados e incorporados en las
recomendaciones cientificas (FR emergentes consolidados); este es el caso de las
concentraciones plasmaticas de lipoproteina a, Hcy y de proteina C reactiva medida

con métodos de elevada sensibilidad (Assmann et al., 2005).

Los estudios que han analizado la relaciéon entre hiperhomocisteinemia y ECV
en general, y que ya incluyen mas de 80 estudios clinicos y epidemiolégicos en los que
se han estudiado mas de 10.000 personas, han demostrado de una forma bastante
consistente que un porcentaje notable de los pacientes con diferentes tipos de ECV
presentan con frecuencia hiperhomocisteinemia basal y/o post-Met (Klerk et al.,

2002).

Se considera que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo vascular
independiente, gradual (por cada incremento de 5 umol/L se calcula un incremento de

riesgo de 1,9) y causal (Boushey et al., 1995).

» Mecanismos patogénicos

Los mecanismos por los que la hiperhomocisteinemia se convierte en un factor
de riesgo cardiovascular y contribuye al proceso de la arteriosclerosis no estan del
todo claros. Estudios en modelos animales han demostrado que el aumento de las

concentraciones plasmaticas de Hcy ocasiona un incremento del estrés oxidativo, dafio
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en la funcidon endotelial e incrementa la trombogenicidad, lo que favorece la
aterosclerosis (Wierzbicki, 2007).

El mecanismo inicial postulado por el cual la hiperhomocisteinemia causa
arteriosclerosis y trombosis es una agresion a las células endoteliales provocada por las
especies reactivas de oxigeno durante la autooxidacion de la Hcy en el plasma, o bien
un efecto citotdxico directo de las mismas (Welch and Loscalzo, 1998; Derouiche et al.,
2014). La lesién endotelial disminuye la produccion de éxido nitrico y ésta, a su vez,
provoca una tendencia a la vasoconstriccién, una mayor proliferacion de células
musculares lisas de la pared arterial, alteracion de la sintesis de colageno y depdsito de
tejido fibroso y matriz glicoproteica en la pared de los vasos con destruccidn de fibras
eldsticas de la pared vascular (McCully, 2007).

Otro mecanismo que se ha implicado es el de la oxidacién de las LDL por los
productos de autooxidacion de la Hcy, homocistina y homocisteina-tiolactona, que
producen en el higado agregados de LDL-Hcy que presentan una mayor afinidad por la
fibrina cuando alcanzan el torrente sanguineo, son captados por los macréfagos de la
pared arterial que los degrada, liberando colesterol que se deposita en las arterias
formando placas de ateroma. Ademas, la homocisteina-tiolactona, también altera el
metabolismo de las células endoteliales, favoreciendo la formacién de mas radicales
libres y produciendo mas dafio endotelial (McCully, 2009).

Por otro lado, como mecanismos patogénicos de la Hcy en la ECV se han
descrito: el efecto promotor de la multiplicacién de las células musculares lisas, la
disminucién de la sintesis de DNA en las células endoteliales y el incremento de la
agregacion plaquetaria mediada por el tromboxano que contribuye a la accion

protrombdtica y a la lesion endotelial de la Hey (Seshadri and Robinson, 2000).

1.2.4. Valores de referencia

Los valores de referencia poblacionales de Hcy plasmatica, calculados

estadisticamente segln los percentiles 2,5 y 97,5, segln la mayor parte de los estudios
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realizados en los paises occidentales, se sitian entre 5y 16 pmol/L. El limite superior

para ambos sexos casi idéntico siendo mas elevado en los varones.

En la tabla 2 se recogen los limites superiores de referencia establecidos por
Refsum (Refsum et al. 2004) basandose en datos publicados por estudios
poblacionales, establece los limites superiores de referencia en individuos
presumiblemente sanos con y sin suplemento de folatos. Existe controversia acerca de
si los limites de referencia deberian basarse en la medicién de la concentracién de Hcy
en individuos de referencia o solo en aquellos con un estado vitaminico éptimo. En
este trabajo concluyen que sin suplementacién de folatos, los nifios menores de 15
afios y las mujeres embarazadas presentan el mismo limite superior de referencia (10
umol/L), los adultos un 50% mas altos (15 pmol/L) y los ancianos un 100% mas altos

(20 umol/L).

Hcy (umol/L)
Con suplementacién | Sin suplementacion
Nifios <15afios 8 10
Adultos 15-65 afios 12 15
Mayores 65 afios 16 20
Gestantes 8 10

Tabla 2: Limites de referencia superiores de Hcy en ayunas.

Se indica concentracion en (umol/L). Adaptado del Documento de consenso de la Sociedad Espafiola de
Bioguimica Clinica y Molecular 2014: Utilidad clinica y recomendaciones para la medicidon de la
concentracion de homocisteina como factor de riesgo cardiovascular (Arrobas Velilla, T. et al., 2015).

Desde un punto de vista clinico, teniendo en cuenta la implicacion de la Hcy en
el riesgo cardiovascular las guias americanas (National Cholesterol Education Program
(NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol
in Adults (Adult Treatment Panel Ill), 2002) y europeas (Perk et al., 2012), recomiendan
utilizar un valor discriminante a partir del cual existe relacion con el riesgo de padecer
ECV, siendo este valor de 12 umol/L. Sin embargo, dada la intensidad de la relacién

entre la concentracién plasmatica de Hcy y el riesgo cardiovascular, y su caracter
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gradual y continuo, la guia de practica clinica de la National Academy of Clinical
Biochemistry recomienda una concentracion deseable de Hcy no superior a 10 umol/L
en los individuos que ya han presentado manifestaciones clinicas de arteriosclerosis o
trombosis venosa. Se consideran intermedias o limites las concentraciones de Hcy
entre 10-15 umol/L, altas entre 15 y 30 umol/L y muy altas las iguales o superiores a 30

umol/L (NACB LMPG Committee Members et al., 2009).

Las diferencias entre sexos de los niveles de Hcy son conocidas y estdn
ampliamente descritas en la bibliografia (Boers et al., 1983; Blom et al., 1988; Selhub
et al., 1993; Lussier-Cacan et al., 1996; Jacques et al., 1999; Fukagawa et al., 2000;
Jacques et al., 2001; Ganiji et al., 2003; Lindeman et al., 2003; MacFarlane et al., 2011)
por lo que es conveniente manejar diferentes rangos de referencia entre sexos

(Alfthan et al., 2003).

1.3. TRATAMIENTOS CON FOLATOS

Con el objeto de aumentar y/o adecuar la ingesta de 4acido félico en la
poblacién, se han llevado a cabo tres estrategias: educacion nutricional para aportar
mas folatos a través de la dieta, suplementacién farmacoldgica; y la fortificacion de
alimentos obligatoria o voluntaria. Cada una ha sido utilizada, de forma conjunta o

individual, con mayor o menor éxito en distintos paises.

1.3.1. Formas de administracion de folatos: folatos sintéticos

El folato sintético mas utilizado en fortificacion de alimentos y en preparados
farmacoldgicos es el acido félico que para tener actividad bioldgica debe reducirse a
THF por medio de la DHFR. Se incorpora al ciclo metabdlico como THF.

El 5-formilTHF o acido folinico es un folato natural que se ha conseguido

sintetizar y se utiliza como preparado farmacolégico. A diferencia del félico, es un
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monoglutamato ya reducido por lo que no requiere reduccién previa para tener
actividad bioldgica y porta un grupo formilo. Presenta mayor estabilidad que el acido
folico y tiene mayor vida media. El isémero 6S o acido levofolinico (figura 11) tiene una
actividad superior a la del 6R. La biodisponibilidad del folinico tras su administracién
oral es del 92% (McGuire et al., 1988) y es metabolizado en su mayoria a 5-metilTHF
directamente durante la absorcion intestinal. En el trabajo de Hauser y colaboradores
la administracién de acido levofolinico intravenoso resulté ser mas eficaz que la de
acido fdlico para prevenir la hiperhomocisteinemia en pacientes sometidos a

hemodialisis (Hauser et al., 2001).

Figura 11: Levofolinato calcico

El 5-formilTHF tiene un efecto neto igual al de la forma metabdlicamente activa
de folatos, el 5-metilTHF, que también ha sido sintetizado y utilizado en preparados
farmacoldgicos (Kelly, 1998). La principal ventaja del 5-metilTHF es que precisa de la
MTR vy de la vitamina By, para ser utilizada en la remetilacién de la Hcy por lo que no
enmascararia un déficit de By,. El acido félico se incorpora al metabolismo reducido
como THF por la DHFR. El THF se dirige a la sintesis de timidilato, por lo que
eritropoyesis estaria cubierta si bien las reacciones de metilacion en caso de déficit de
B1, no lo estarian (Scott y Weir, 1981). Por otro lado, la administraciéon de acido folico
en contra de lo que sucede con las formas reducidas y metiladas de folato, deja en
sangre un remanente de acido félico sin metabolizar con los consecuentes efectos

adversos a largo plazo (ver apartado 1.1.5.). Este hecho ya lo evidenciaron en 2002
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Ghandour y colaboradores en pacientes en dialisis a los que administraron levofolinico
y félico. Hicieron una comparacién de las diferentes formas de folato circulante tras la
administracion de ambos tratamientos y observaron que en el grupo del folinico la
practica totalidad del folato estaba como 5-metilTHF mientras que en el grupo del

folico hasta el 70% era acido félico sin metabolizar (Ghandour et al., 2002).

Los estudios que se han llevado a cabo en materia de biodisponibilidad vy
seguridad del 5-metilTHF respecto al acido fdélico sintético son favorables a la
suplementacién con 5-metilTHF. Existen ademas diferencias interindividuales en la
capacidad para reducir y metilar el acido félico. Los polimorfismos de ciertos genes del
metabolismo de los folatos (MTHFR, DHFR) hacen del 5-metilTHF una mejor opcidn
para incorporar el folato. El 5 metil THF es la forma natural mayoritaria y esta lista para
su transporte y metabolismo en el organismo. Por Gltimo no existe en el 5-metilTHF un

limite maximo tolerable y si en el 4cido félico (Obeid et al., 2013).

1.3.2. Fortificacion alimentaria con acido fdlico

En 1998 Estados Unidos implantd de forma obligatoria la fortificacion con acido
félico. Consiste en la adicién de dacido fdlico, de forma obligatoria y regulada, a
productos derivados de cereales y harina que son cominmente consumidos por la
poblacién diana (mujeres en edad fértil entre 16 y 44 afos). De esta forma se ha
conseguido reducir la incidencia de DTN. Esta prdctica se ha llevado a cabo en muchos
paises. Sin embargo han emergido evidencias de efectos adversos inesperados
asociados al aumento de la ingesta de folato. De hecho, Europa es reticente a
introducir esta medida hasta una mejor evaluacion de las consecuencias de una mayor
exposicién a esta vitamina. En Espafa se fortifican los alimentos con acido félico de
forma voluntaria, lo cual supone la adicidén de la vitamina de acuerdo a los criterios de
la industria alimentaria. En los ultimos afios se ha observado en Espafia una fuerte
irrupcion de alimentos fortificados con acido félico en respuesta a la demanda del

consumidor. La necesidad de su introduccién en la alimentacion diaria es muy
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controvertida ya que, si bien su aparicion responde a las demandas del consumidor,
gue reconoce la dieta como factor determinante en la prevencién de enfermedades,
surge el interrogante acerca de los riesgos que podrian derivar del consumo de una
amplia variedad de alimentos modificados en su composicidon (Samaniego Vaesken et

al., 2009).

1.3.3. Evaluacion del tratamiento con folatos

En la literatura cientifica hay una extensa coleccidon de trabajos acerca de los
tratamientos con folatos llevados a cabo en diversas poblaciones y patologias. La
mayoria de estudios se han llevado a cabo con acido félico que es la forma folato

sintético mas utilizada.

Entre los biomarcadores cldsicos considerados como de respuesta al
tratamiento con folatos se encuentran los folatos circulantes (sérico/plasmatico) e

intraeritrocitario asi como la Hcy.

El folato sérico es el indicador mds precoz de la exposicion a folatos y refleja una
ingesta reciente del mismo (Gibson, 2005). El folato intraeritrocitario junto con el
hepatico estd considerado una medida de las reservas tisulares de folato (Wu et al.,
1975). Comparado con el sérico, el folato intraeritrocitario responde de una manera
mas lenta a la administracion de folatos y es un mejor indicador del consumo en los
ultimos 3 meses, en los que el folato se incorpora a los eritrocitos maduros (Gibson,

2005).

El metabolismo normal de la Hcy requiere un aporte adecuado de folato y la
determinacién de Hcy constituye un biomarcador funcional del estatus de folato. Sin
embargo, siendo rigurosos el descenso de Hcy no seria estrictamente un marcador de
respuesta a una dosis determinada de folato ya que depende también de los niveles de
vitamina By;, Bg, de los habitos de vida y el grado de insuficiencia renal (Refsum et al.,
2004). No obstante la evaluacién del descenso de Hcy tras tratar con folatos a
diferentes dosis ha sido el objeto de multiples trabajos por su importancia como factor

independiente de riesgo cardiovascular.
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En cuanto a la dosis utilizada se ha visto en un reciente meta-analisis que la
respuesta oscila de una manera dosis-dependiente (Duffy et al., 2014). Estos autores
llevaron a cabo la revisién de 19 trabajos en una poblacion adulta sana a los que se
administré una dosis de acido félico en un rango de 50 a 5000 pg/dia. La duracion del
tratamiento oscilé entre 2 y 156 semanas con determinaciones de folato sérico e
intraeritrocitario en el momento basal y al final del tratamiento. Salvando las
diferencias en los métodos de medida de folato, concluyeron que el predictor mas
importante en la elevacién de los biomarcadores fue la dosis. Asi, un incremento del
doble de dosis supone la variacion de folato sérico e intraeritrocitario del 63% vy 31%
respectivamente. A partir de 500 pg/dia el incremento observado fue menor en
comparaciéon con dosis mas bajas. La explicacién a este fendmeno ya la postuld
Cooperman en el afio 1970: el aumento de la ingesta de folato podria exceder la

capacidad de reabsorcidn renal y gran parte de la dosis se perderia por la orina.

La edad es un factor a tener en cuenta a la hora de evaluar un tratamiento con
folatos. Los trabajos llevados a cabo en neonatos (Hogeveen et al., 2010), adultos
jovenes y mayores de 50 afios (de Meer et al., 2005) han evidenciado diferencias en
cuanto a los biomarcadores que miden la respuesta al tratamiento. La evaluacion del
estatus de folatos y niveles de Hcy tras la fortificacién alimentaria en EEUU puede ser
el trabajo de mayor envergadura en cuanto a la evaluacién de un tratamiento con
folatos. Ganji y Kafai en 2009 tras evaluar el efecto pre/post-fortificacién del National
Health and Nutrition Examination Surveys en 16254 sujetos (Ganji and Kafai, 2009)
concluyeron que la edad es uno de los principales determinantes del descenso de Hcy
en la era postfortificacion si bien en mayores de 60 afios no lo relacionan directamente
con el estatus de folato. En esta intervencion realizada en EEUU tanto el folato sérico
como el intraeritrocitario fueron significativamente superiores en personas mayores
comparado el grupo de jévenes (Ganji and Kafai, 2006). Con la edad desciende la
actividad de las enzimas que metabolizan la Hcy (Gartler et al., 1981), empeora la
funcién renal (Norlund et al., 1998) y hay una deficiencia de vitamina By, debido a

malabsorcion intestinal asociada al envejecimiento (Asselt et al., 1998).
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Por otro lado, se ha evidenciado que ciertos polimorfismos genéticos
funcionales de las enzimas de ciclos de los metilos y del metabolismo de folatos
pueden variar la utilizacion del folato. Este aspecto lo abordaremos en el apartado 1.5.

Polimorfismos genéticos del ciclo de los metilos-folato.

1.4. DIMORFISMO SEXUAL

El dimorfismo sexual, la diferenciacion entre sexos o géneros son términos
indistintamente utilizados para designar las caracteristicas que distinguen a hombres
de mujeres. El caracter primario que distingue un género del otro son los ovarios y
testiculos y esta directamente relacionado con la reproduccién humana. Por otro lado,
los caracteres sexuales secundarios que diferencian ambos sexos son consecuencia de

la diferente produccidon hormonal masculina y femenina.

En investigacién biomédica, se ha hecho cada vez mds evidente que el género
tiene un profundo impacto sobre el metabolismo. Las diferencias de género en el
metabolismo han sido bien descritas. Las mujeres parecen oxidar mejor los hidratos de
carbono tras la ingesta y cuando la demanda energética aumenta durante la actividad
fisica, el gasto energético esta cubierto por una mayor oxidacion de grasas en la mujer.
Todos estos hallazgos inclinan el género femenino a una mayor flexibilidad metabdlica,
ya que la oxidacién de sustratos se ajusta de acuerdo a la disponibilidad de nutrientes
en situaciones determinadas. A nivel molecular, el musculo esquelético femenino
parece estar mas preparado para el almacenamiento de lipidos asi como para su
oxidacion, lo que contribuye a mantener el depdsito de triglicéridos intramiocelular
alto. Las diferencias moleculares en el metabolismo podrian reflejar una adaptacién
evolutiva en hombres y mujeres que surge de las diferentes necesidades para la
reproducciéon humana. En la gestacion y lactancia aumentan las necesidades
nutricionales lo que hace que las mujeres hayan desarrollado la capacidad de
almacenar grasa en forma depdsitos de rapida disponibilidad como el musculo

esquelético. Hoy en dia donde prevalece una abundancia alimentaria, la mayor
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capacidad de almacenamiento de grasa en las mujeres da lugar a sobrellevar mejor un
exceso de lipidos y de esta manera mejorar la tolerancia a la glucosa (Lundsgaard and

Kiens, 2014).

Se ha demostrado la importancia que el estradiol tiene en la regulaciéon del
metabolismo. El trabajo llevado a cabo por Moran y colaboradores en adolescentes
pone de manifiesto un dimorfismo sexual metabdlico tras la pubertad: en el grupo
masculino hallaron aumento de la insulinorresistencia junto con mayor concentracion
de triglicéridos y descenso en el colesterol HDL, a pesar de una reduccion de la masa
grasa mientras que ocurrid lo contrario en mujeres (Moran et al., 2008). En mujeres
menopausicas en las que se produce un descenso drastico de estradiol hay una mayor
susceptibilidad a tener desérdenes metabdlicos y desarrollar finalmente sindrome

metabdlico (Polotsky and Polotsky, 2010).

1.4.1. Dimorfismo sexual en el metabolismo de los folatos-Hcy

Si empleamos el nivel de Hcy como indicador del estatus de folatos y del
funcionamiento del ciclo de los metilos desde el punto de vista del género podemos
decir que existe dimorfismo sexual. La utilizacion de los folatos entre géneros es
diferente por la mayor concentracion de Hcy en hombres respecto de las mujeres.
Diversos autores constataron este hecho ya en los afios 80 (Boers et al., 1983; Blom et
al., 1988; Jacques et al., 1999).

Estas diferencias se observan en mujeres premenopausicas y desaparecen en el
climaterio (Brattstrom et al., 1985). La hipdtesis de que los estrégenos son
responsables bien directa 6 indirectamente del funcionamiento del ciclo de los folatos

se ha demostrado en diferentes trabajos y desde diferentes perspectivas:

e En mujeres los niveles de Hcy varian en funcidn de la fase del ciclo menstrual
siendo superiores en la fase folicular en la que el estradiol esta disminuido

respecto a la fase lutea (J. Tallova et al., 1999).
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e La gestacidon es otra situacion fisioldgica en la que los niveles de estradiol se

elevan y en la que se ha observado un descenso de Hcy (Kang et al., 1986).

e El uso de anticonceptivos orales (etinil estradiol) se ha asociado a menor
concentracion de Hcy respecto a mujeres que no los toman (Morris et al.,
2000) asi como la terapia hormonal sustitutiva en la menopausia (Friso et al.,

2007).

Otro aspecto asociado al metabolismo de los folatos es la utilizacién de la Met.
En mujeres se han descrito mayores tasas de transmetilacion de SAM y remetilacién de
Hcy, lo que indica que la utilizacién de los metabolitos de la Met y el funcionamiento
de la via metabdlica puede diferir entre sexos (Fukagawa et al., 2000). Con el fin de
establecer el mecanismo por el cual esto sucede se ha tratado de buscar una
regulacién de este metabolismo basado en las diferencias hormonales (estradiol y

testosterona) entre géneros:

» La administracion oral de estradiol en mujeres postmenopausicas en el trabajo
llevado a cabo por Smolders y colaboradores no resultd tener efecto en los
niveles de SAM y SAH y el descenso en la Hcy lo atribuyeron en parte al cambio

que los estrégenos ejercen en la albumina (Smolders et al., 2005).

» En trabajos de experimentacion animal se ha visto por un lado que la
extirpacién de la hipdfisis elimina las diferencias entre sexos en cuanto a la
expresion de la glicina-N-metiltransferasa (que regula los niveles de SAM) lo
gue sugiere un posible efecto de los andrdgenos en el ciclo de los metilos (Aida
et al.,, 1997) y en ratones hembras se ha observado mayor remetilacion de la

Hcy a Met por la via de la colina-betaina que en machos (Chew et al., 2011).

» La regulacion de la actividad de la CBS renal por la testoterona ha sido
estudiada en ratones (Vitvitsky et al., 2007) bajo la hipétesis de que la Hcy en el

género masculino es menor en esta especie debido al efecto regulador de la
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testosterona en la CBS renal. Vitvitsky y colaboradores detectaron menor
expresion y actividad de la CBS renal en ratones castrados y pero no en
hembras tras la ovarioectomia. Al contrario que en humanos, las hembras
presentan mayor concentracion de Hcy. Con ello justifican una elevacion de
Hcy debido a una menor eliminacion de la misma por la via de la
transulfuracion. Estos autores sugieren que la testosterona seria determinante
en las diferencias de género en cuanto a los niveles de Hcy en humanos debido
a la menor actividad renal de la CBS en hombres que determinan en este

mismo trabajo en muestras de tejido renal.

Estos hallazgos metabdlicos trasladados al estudio de una patologia concreta
podrian resultar en mayor riesgo para un sexo que para el otro. Por ejemplo, en el
trabajo de Shrubsole y colaboradores se asocian mayores niveles plasmaticos de SAM y
SAH con un menor riesgo de adenoma colorrectal en hombres. Sin embargo el
incremento de SAM y SAH en mujeres seria un factor de riesgo para esta patologia
(Shrubsole et al., 2014). Estos autores explican este efecto de la SAM por su efecto
inhibidor alostérico de la MTHFR. Establecen que seria posible que entre los hombres y
en el contexto de la amplia disponibilidad de SAM, la actividad de MTHFR se reduzca y
gue el folato esté mas disponible para la sintesis de nucledtidos en lugar de para
remetilacion de la Hey. En teoria, esto podria dar lugar a la disponibilidad adecuada de

sustratos importantes para la metilacién, disminuyendo el riesgo de carcinogénesis.

1.4.2. Dimorfismo sexual en polimorfismos genéticos

El comportamiento diferencial de una variante genética segun el sexo ha sido

tratado en diferentes patologias con desigual presentacién entre hombres y mujeres.

La actividad de la catecol-O-metiltranferasa (COMT), implicada en el
metabolismo de la dopamina, estd directamente relacionada con la patogénesis de la

enfermedad de Parkinson. Se trata de una enfermedad neurodegenerativa
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caracterizada por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo. EI SNP
rs4680, que origina la sustitucién de Valina (Val) por Met en posicién 158 tiene un
efecto de elevada (Val/Val), intermedia (Val/Met) y baja actividad (Met/Met) de la
COMT (Lachman et al., 1996). Existe un dimorfismo sexual en este polimorfismo
genético ya que en hombres el genotipo de baja actividad enzimdtica se ha asociado a
una aparicion mas temprana de la enfermedad de Parkinson no hallada en mujeres

(Klebe et al., 2013).

Otro ejemplo de dimorfismo sexual en un polimorfismo genético es el hallazgo
de Verma y colaboradores en trastornos del espectro autista (TEA) y el rs6323 de la
Monoamino-oxidasa A (MAOA) (Verma et al., 2014). El genotipo de baja actividad de la
MAOA de este SNP resulta en un menor metabolismo de la serotonina,
neurotransmisor implicado en el control del comportamiento, humor, memoria,
aprendizaje y con funciones endocrinas. El TEA es mas frecuente en hombres que en
mujeres en una proporcion de 4:1 y tiene una base genética no dilucidada por
completo. En el gen de la MAOA se ha descrito varios polimorfismos, y en la busqueda
de la combinacién de variantes genéticas que puedan estar implicadas en la
patogénesis de esta enfermedad, estos autores han encontrado una significaciéon

estadistica del rs6323 en hombres que no se presenta en mujeres.

1.5. POLIMORFISMOS GENETICOS RELACIONADOS CON EL TRANSPORTE,
METABOLISMO DE LOS FOLATOS Y CICLO DE LOS METILOS

Los folatos actuan como transportadores de metilos y todas las células del
organismo precisan de un adecuado nivel de folato para que sean posibles la sintesis
de pirimidinas y purinas, las reacciones de metilacién y la eliminacién de Hcy. Un
aporte adecuado de folatos es fundamental para el funcionamiento del ciclo pero hay
suficiente evidencia de que la susceptibilidad genética subyacente juega un importante
papel pudiendo causar alteraciones en la disponibilidad, metabolismo y distribucion de

intermediarios en la via metabdlica de los folatos.
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La asociacion de variantes genéticas comunes en las enzimas implicadas en el
metabolismo de los folatos y el riesgo de la enfermedad se remonta a 1995, cuando se
asocié el primer polimorfismo funcional relacionado con el folato (MTHFR C677T) al
riesgo cardiovascular. Desde entonces se han identificado numerosos polimorfismos
en los genes relacionados con el acido félico y se ha tratado de probar su
funcionalidad, bien como un modulador de los niveles de folatos, Hcy ¢ asociarlos al
riesgo de enfermedad (DTN, cancer, etc). Por otra parte, cada vez hay mas
investigacion sobre la importancia de los derivados monocarbonados de folato y las
reacciones de metilacion de DNA e histonas. Estas reacciones ejercen un control
epigenético fundamental sobre la sintesis de proteinas. Por tanto, los aspectos
genéticos del metabolismo del folato son muy variados y pueden tocar eventos tan

dispares que van desde la impronta prenatal a la susceptibilidad al cancer.

En la tabla 3 se recoge una descripcion de polimorfismos genéticos
relacionados con el transporte, metabolismo de los folatos y con el ciclo de los metilos

que van a ser estudiados en este trabajo.

1.6. POLIMORFISMOS GENETICOS DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS

A la principal funcién de los estrogenos como hormona implicada en la
reproduccién femenina se suma su contribucién a otros procesos fisioldgicos como
son el metabolismo de la glucosa, la via de sefializacién celular de la insulina, la
reparacion del tejido vascular, la homeostasis de lipidos y el remodelado 6seo. Como
hormona esteroidea, el estrogeno, mediante una uniéon de alta afinidad, activa
receptores de localizacidon nuclear. Los receptores de estrégenos (ER) regulan la
transcripciéon de genes sensibles a estrégenos. Su activacidn regula la expresidn
genética, afecta a la proliferaciéon celular y la diferenciaciéon de los tejidos diana.
Actian como factores de transcripcion activando o inhibiendo la sintesis de ARN

mensajeros (RNAm) y como consecuencia se traducen a proteinas implicadas en los
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efectos fisioldgicos estrogénicos, importantes para el desarrollo de foliculos ovaricos
normales y la fertilidad femenina. En ambos sexos los ERs se expresan en multiples
tejidos entre los que destacan el musculo liso y esquelético, tejido adiposo, hueso y
pancreas. Asi, estos receptores no sélo estdn implicados en la funcién reproductora

sino también en el sistema vascular, inmune, nervioso y en la funcién hepatica.

Debido a la diferente prevalencia de ECV entre hombres y mujeres
premenopausicas y entre pre- y postmenopadsicas, se ha sugerido que los estrégenos
jueguen un papel importante en su etiologia. La expresién de ER en tejidos no
reproductivos es similar en hombres y mujeres lo que podria elucidar la patogénesis de
la ECV. Hay evidencias de que los estrégenos (o la ausencia de éstos) ejercen una
funcion importante en trastornos fisiolégicos y metabdlicos que incrementan el riesgo
de ECV incluyendo la resistencia a la insulina, dislipemia, hipertension, exceso de
acumulacién de tejido graso. Por ello, los genes relacionados con las vias de
sefializacion celular de los estrogenos son objeto de estudio dentro del efecto que

ejerce la variabilidad genética como factor de riesgo de ECV (Casazza et al., 2010).

Hay 2 subtipos de ER: a y B, codificados por genes diferentes en cromosomas
separados. El gen del ER-a (ESR1), considerado el principal receptor en cuanto a la
actividad estrogénica, se sitla en el cromosoma 6g25.1, abarca mas de 140 kb y estd
formado por 8 exones separados por 7 intrones. La unién de los estrégenos a su
receptor origina un cambio conformacional que da lugar a la homodimerizacién del
complejo, lo que permite la unidn a regiones especificas del genoma de elementos de
respuesta a estrogenos y da lugar a la expresion de genes diana relevantes. Ademas se
sabe que este complejo, incluso en ausencia de ligando, puede influir o activar
cascadas de sefializacién celular mediadas por kinasas que resultan en la fosforilacion
y activacion de la oxido nitrico sintasa y otras proteinas O sistemas enzimaticos
relacionados con la funcién cardiovascular (Herrington, 2003). El principal
intermediario implicado en el efecto ateroprotector de los estrégenos es el ER-a
(Figtree et al., 2009) de ahi que se hayan estudiado ampliamente las variaciones

genéticas del ESR1.

Los polimorfismos genéticos del ESR1 se identificaron hace mas de 20 afios
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poco después de establecer la organizacion gendmica del cromosoma 6. En la ultima
década se han publicado multiples estudios de asociacién de polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) del ESR1 con varias enfermedades como el cancer, la osteoporosis,
enfermedades neurodegenerativas, ECV y obesidad (Casazza et al., 2010). Los dos SNPs
del ESR1 mas estudiados estan situados en el primer intron del gen, a 397 y 351 pares
de bases del exdn 2 respectivamente, se identifican también por sus endonucleasas de
restriccion Pvull y Xbal. El SNP del sitio restricciéon Xbal cambia una A por una G
(rs9340799) y en el Pvull implica un cambio de T por C (rs2234693) (ver tabla 3).
Debido a su proximidad fisica estan fuertemente asociados y en desequilibrio de
ligamiento. Se han detectado al menos 3 haplotipos: AT, GC y AC, pero la frecuencia
de algunos es muy baja (del AC), lo que indica que el desequilibrio no es completo 6
gue han tenido lugar multiples cambios en la region del haplotipo que contiene estos
dos sitios polimorficos (Gallagher et al., 2007; Koch et al., 2005; Lawlor et al. 2006). Los
estudios de asociacién de estos haplotipos con factores de riesgo de ECV no han
concluido cuales deberian usarse. Respecto al efecto que tienen estos SNPs, se ha
comprobado in vitro que el alelo C del rs2234693 produce un aumento en la
transcripcidon génica y el cambio por una G del rs9340799 produce algo similar por lo
que tendria un efecto en la expresién de genes y sus mecanismos moleculares. Una
sefializacion de los ER-a menos efectiva puede influir indirectamente en una actividad
reducida de los estrégenos sobre sus tejidos diana. En caso de los factores de riesgo de
ECV afectaria en las vias de comodulacién de factores clave como el receptor de
insulina, el factor de crecimiento tipo insulina y el receptor de proliferacién activado

de peroxisomas.

De los estudios de asociacién llevados a cabo entre los dos SNPs y factores de
riesgo de ECV (indice de masa corporal, respuesta a la insulina, adiposidad, niveles de
lipidos) revisados en el trabajo de Casazza y colaboradores (Casazza et al., 2010),
podemos deducir la necesidad de estratificar las poblaciones de estudio por sexo y
edad a la hora de valorar los efectos en ECV. En el caso de estos polimorfismos, seria
fundamental, dado que no sélo tener un alelo u otro puede estar mas o menos

relacionado con el riesgo de ECV sino también la condicidon de ser hombre o mujer,
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derivaria en un efecto u otro en funcién de los niveles de estrégenos circulantes; que

son los que al fin y al cabo activan el ER-a.
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Variacié .
Gen Nombre Enzima Locus Funcién Polimorfismo ar[a.t:lon Camblos’en Efecto Referencia
alélica la proteina
- Mayor/menor expresion
ATP- .
binding case.tFe Transportador de membrana celular rs1045642 Codon del gen, resultados (Wolking et
ABCB1 transporter subfamilia B, - 7921.12 e T o, . . ,
. acoplado ATP de xenobidticos c.3435C>T sinbnimo  contradictorios segln al.,, 2015)
miembro 1 L .
poblacidn estudiada
Modula el efecto
5-Aminoimidazol-4- catalitico del enzima por
carboxamida Cataliza los dos ultimos pasos de la un mecanismo .
ATIC ribonucleotido EC2.1.2.3 235 sintesis de novo de purinas: rs2372536 C>G Thrill6Ser desconocido (Dervieux et
. . . . €.347C>G al., 2004)
formiltransferasa/IMP transformilasa-ciclohidrolasa aumentando
hidrolasa precursores de las
purinas.
Relacionado con DTN,
Betaina-Homocisteina- Conversion de betaina Hey y de rs3733890 incremento de Hcy (Lietal.,
BHMT metiltransferasa EC2.1.15 >q14.1 dimetilglicina a Met c.716G>A G>A Arg233Gin normalizada por folato,  2008)
enzima menos eficiente
Mejor funcionamiento
de la enzima en paciente .
., . ., rs5742905 T>C 11e278Thr  con homostinuria (Shih etal.,
Transulfuracién: conjugacion de Hey y ¢.833T>C repondendores a 1995)
CBS Cistationina-B-sintasa EC4.2.1.22 21g22.3  Ser a Cistationina que se convierte en i:)idoxina
Cys y alfa cetobutirato, emplea B6 , P
Coddn de (Sebastio et
cbs844ins68 SL termina-cién Enzima no funcionante al,, 1995)
prematuro v
Bibliografia
DHFR  Dihidrofolato-reductasa ~ EC1.5.13  5ql4.1 Convierte DHF en THF 19pb del Expresion  Cambios en - contradictoria de mayor  (Kalmbach et
del gen mRNA vs menor expresion del  al., 2008)
enzima
rs9340799
Xbal ASG
Receptor de estrégenos c.453-351A>G Menor expresion del (Sunderman
ESR1 P alfa 1 & 6q24-q27 Receptor hormonal nuclear receptor netal.,
rs2234693 en haplotipo AT 2010)
Pvull T>C

€.453-397T>C

Tabla 3 (1): Seleccion de polimorfismos genéticos relacionados con el transporte, metabolismo de los folatos y ciclo de los metilos y del receptor de estrégenos ESR1
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Variacion Cambios en

Gen Nombre Enzima Locus Funcién Polimorfismo Y1 , Efecto Referencia
alélica la proteina
. . Proteina trifuncional:
Met!i:;?;:zzfr::;o'ato EC 5,10-metilenTHF deshidrogenasa,
. . ) 1.5.1.5-EC 5,10-metenilTHF ciclohidrolasa, 10 rs2236225 Menor actividad (Hol et al.
MTHFD1 loh lasa- 14924 y ! >A A | !
CIC_O |dro.asa 3.5.4.9-EC q formilTHF sintetasa. Reacciones c.1958G>A G rg653Gin sintetasa 1998)
formiltetrahidrofo- . . .
. 6.3.4.3 secuenciales de la interconversion de
latosintetasa-NADPH
formas monocarbonados de folatos
rs1801131 Menor actividad (van der Put
c.1286A>C A>C Glu429Ala enzimatica en
, . T etal., 1998)
) , Conversion de 5-10metilenTHF a 5- (A1298C) homocigosis
MTHFR 5,10-metilentetrahidro- EC 1p36.22 metilTHF, cosustrato para la ; “hi
folato-reductasa (MTHFR) ~ 1.5.120 ~P-° A P rs1801133 Enzima termolabil
remetilacién de Hcy a Met con menor (Goyette et
c.665C>T C>T Ala222Val L
(C677T) actividad-> al., 1994)
HiperHcy.
S5Metiltetrahidrofolato- confo(r:ri?cbilc?nal on (Van Der
homocisteina EC Remetilacién de Hcy a Met. Coenzima rs1805087
MTR metiltransferasa /Metionina  2.1.1.13 143 B, (cobalamina I) c.2753A>G A>G Asp919Gly la estruFtura Putetal,
. secundaria de la 1997)
Sintasa (MTR) ,
proteina
5 Metil tetra.h|dr’ofolato- Reduce el cofactor de la MTR Menor unién ‘:a la
homocisteina EC . . rs1801394 MTR de la enzima (Olteanu et
MTRR . 5p15.31 (cobalamina Il a cobalamina l) para que A>G lle22Met .
metiltransferasa 1.16.1.8 la MTR sea funcional C.66A>G variante, afecta la al., 2002)
reductasa/MTR reductasa actividad de MTR
Transportador soluble, familia ,
! Prot luble t tadorad
SLC19A1 19, miembro 1/ ) 21a22.3 ;Zlgr;i S;euulz I;acr::gerniraocriao'n € rs1051266 ASG His27Ar Transportador (Chango et
(RFC1) Transportador de folato qés. - nee c.80A>G g menos eficaz al., 2000)

reducido

intracelular de folatos

Tabla 3 (ll) Seleccion de polimorfismos genéticos relacionados con el transporte, metabolismo de los folatos y ciclo de los metilos y del receptor de estrégenos ESR1
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Cambios en la

Gen Nombre Locus Funcion Polimorfismo  Variacion alélica , Efecto Referencia
proteina
rs1979276 Region
A>G -
C.*66C>T g 3'UTR
rs1979277 Proteina modificada se
>
c.1303C>T =4l Leu474Phe acumula en citoplasma
Serina-hidroximetil . . rs643333 Regi6
Conversion de Serina y THF C>A eglon -
SHMT1 trz?msfelzr‘asa 17p11.2 a Glicina y 5,10-metilenTHF c-373C>A promotora (Wang et al., 2007)
(citosolica)
rs638416 i5
G Region )
¢.-309C>G promotora
rs3783 sa o
C*47C>G C>G Region 3'UTR -
rs9606756 Cambios en afinidad de la .
J A>G lle23Va proteina por By, (Miller et al. 2002)
i Cambios en afinidad de la .
TCN2 Transcobalamina 2 22q12.2 GIObUIm? tralf\sportadorade , (Miller et al. 2002)
Vitamina B12 1801198 proteina por B,
rs
. 776G>A C>G Pro259Arg RNAm inestable del alelo
con la delecion lo que (Kawakami et al., 1999)
desciende niveles de TYMS
Cambios er‘n afinidad de la (Miller et al. 2002)
proteina por By,
rs3a44g03p7 ~ D/1 delecidnde o ion3UTR
6bp RNAm inestable del alelo
con la delecion lo que (Kawakami et al., 1999)
. . Sintesis de dTMP a partir de desciende niveles de TYMS
TYMS Timidilato sintasa 18p11.32 dUMP y 5,10-metilenTHF
2R/3R 2 | |
rs34743033 /3R 28bp o ion S'UTR ncremento de la (Kawakami et al., 2001)
VNTR transcripcién de la enzima
rs2853542 c>G Region 5'UTR  Desciende niveles de TYMS (M.V. Mandola et al,

del VNTR 3RC/3RG

2003)

Tabla3 (lll): Seleccion de polimorfismos genéticos relacionados con el transporte, metabolismo de los folatos y ciclo de los metilos y del receptor de estrogenos ESR1
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1.

HIPOTESIS

Existe un dimorfismo sexual, de componente hormonal, del eje folatos-Hcy-

Met, que se puede evidenciar por la respuesta a un tratamiento en dosis media-alta

con acido folinico y que estd mediado por polimorfismos genéticos de genes asociados

a hormonas sexuales y al metabolismo y distribucidn de los folatos en el ser humano

2.2.

1)

2)

3)

OBIJETIVOS

Efecto del tratamiento con acido folinico en folato intraeritrocitario, folato
sérico, Hcy, y vitamina By, en una poblacién sana, joven y homogénea en
edad, y su evolucidon en el tiempo (estimacién basal inicial, durante el

tratamiento y un mes después)

Efecto diferencial, en funcion del sexo, del tratamiento con acido folinico,
sobre las variaciones de los niveles de Hcy, félico sérico, fdlico

intraeritrocitario y vitamina B,.

Variacion de la evolucion, en una poblacion dividida por sexos, de los niveles
de Hcy, del félico sérico, félico intraeritrocitario y vitamina By, en funcion de
polimorfismos genéticos seleccionados del metabolismo y distribucién de los

folatos y hormonas sexuales.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. SUIJETOS DE ESTUDIO

Los sujetos de este estudio fueron reclutados entre estudiantes universitarios
cuyas edades estaban comprendidas entre los 18 y los 25 afios que fueron invitados a
participar en dicho estudio de forma voluntaria. Tras obtener la aprobacion del comité
de Etica de la Universidad, informamos a todos los participantes de los objetivos del
estudio y solicitamos su consentimiento informado por escrito para la obtencion de
muestras de sangre. La investigacién de este estudio se realizé conforme a los

principios sefalados en la declaracion de Helsinki (World Medical Association, 2004)

3.1.1. Criterios de exclusion

Fueron rechazados del estudio todos los sujetos que demostraron haber
padecido enfermedades hepaticas, renales, gastrointestinales y cardiovasculares, asi
como los que informaron de haber recibido tratamiento en los tres meses anteriores al
estudio con folatos, vitamina By, y Bg, complejos multivitaminicos, anticonvulsivantes,

antipaludicos o anticonceptivos orales.

3.1.2 Criterios de inclusion

En cumplimiento de los criterios basicos de exclusién, fueron elegidos 25
sujetos de sexo masculino y 31 de sexo femenino para participar en el estudio.
Después del reclutamiento 2 hombres y 5 mujeres fueron excluidos por no

incorporarse al programa de extraccidén de sangre, en algiin momento del estudio.

3.2. TRATAMIENTO

El tratamiento consistié en la administracion oral de 5 mg/dia de acido
levofolinato cdlcico (Isovorin®, Pfizer, Nueva York, EE.UU.) durante 30 dias. Elegimos el

acido levofolinico é 5-formilTHF (su sal cdlcica, levofolinato calcico) en base a que la
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mayoria de las formas de folato medidas en sangre, a diferencia del acido félico, se

convierten en la forma 5-metilTHF.

3.3. TOMA DE MUESTRAS

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena antecubital entre las 8:30 y
9:30 a.m. horas tras el ayuno nocturno. Se realizaron extracciones dos dias antes del
comienzo del periodo de intervencidon (dia 0) y los dias 2, 5, 10 y 30 durante el

tratamiento y a los 30 dias (dia 60) de haber finalizado el tratamiento.

3.4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

3.4.1. Determinacion de Homocisteina plasmatica

La Hcy plasmatica se determind a los sujetos en ayunas, a partir de muestras
de sangre recogidas en tubos con EDTA. La separacion del plasma se hizo en frio en los
primeros 20 minutos desde su extraccién y tras centrifugacién a 3000 g durante 10

minutos a 4 2C. El plasma fue congelado a —80 2C hasta el analisis.

La determinacion cuantitativa de Hcy se llevd a cabo mediante
inmunonefelometria en el autoanalizador BNII® (Siemens, Deerfield,USA). Se trata de
un ensayo competitivo en el que la Hcy ligada presente en la muestra se reduce a Hcy
libre por la accién del ditiotreitol, y se convierte enzimaticamente en S-adenosil-
homocisteina (SAH) en la siguiente fase. La S-adenosilcisteina conjugada (SAC), afiadida
al comienzo de la reaccidon, compite con la SAH de la muestra por la unién a
anticuerpos anti-SAH unidos a particulas de poliestireno. En presencia de SAH, o no
hay agregacién o se produce una agregacion de particulas muy débil. En ausencia de
SAH en la muestra, se produce una agregacion de las particulas de poliestireno por la

SAC conjugada. Cuanto mayor sea el contenido de SAH de la mezcla de reaccidn,
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menor sera la sefial de luz dispersada. El resultado se evalia en comparacién con un
estandar de concentracion conocida siendo el rango de medicion de la técnica de 2,0 -

64 umol/L.

3.4.2. Determinacion de Vitamina B, y Folatos

Las muestras para la determinacion de vitamina By, y folatos séricos fueron
recogidas en tubos sin anticoagulante situadas en hielo y centrifugadas en los primeros
20 minutos tras su extraccién a 3000 X g durante 10 minutos a 42 C. El suero fue

separado y posteriormente congelado a —80 2C hasta su analisis.

Para la determinacion de folato intraeritrocitario se recogié sangre en tubos
con EDTA y se lisaron las células mediante una dilucion 1:20 con acido ascérbico al 1%
(100 pL de sangre total en 2 mL de solucién de acido ascérbico). Se mezclé en vértex
durante 10 s y se congelé inmediatamente a -80 2C. Todo el proceso asi como el

almacenamiento se realizé protegido de la luz, en tubos ambar.

Tanto la determinacion de vitamina B;; como los folatos se realizaron mediante
un equipo comercial de radioinmunoensayo (RIA) simultdneo con separacion en fase
solida sin ebullicion (Solid Phase No Boil Dualcount®, DPC, Los Angeles,CA,USA), basado
en el método de Chen (Chen et al., 1982). En resumen, se realizaron dos RIAs
competitivos en un mismo tubo, usando dos moléculas marcadas con diferentes

isétopos, el >’Co vitamina By, yel 125 4cido félico

3.5. DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS

El andlisis molecular de los polimorfismos genéticos estudiados se llevd a cabo
a partir del ADN gendmico extraido de sangre periférica de los sujetos siguiendo el

método de precipitacion salina descrito por Martinez et al. (Martinez et al., 1998)

65



Los 24 polimorfismos genéticos estudiados se agruparon en tres reacciones de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex: dos para polimorfismos de un
solo nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism) y un tercer grupo de polimorfismos

del tipo deleciones, inserciones, repeticiones en tandem (Tabla 4)

MULTIPLEX 1 MULTIPLEX 2 (lnsemt’:g":jﬁones
(SNPs) (SNPs) repeticiones'en téndem;

Gen Polimorfismo Gen  Polimorfismo Gen Polimorfismo
rs1979276 MTHER rs1801131 DHFR 19-pb insercién /delecion
rs1979277 rs1801133

SHMT rs643333 TYMS rs34489327
rs638416 MTR rs1805087 rs34743033
rs3783
ESR1 rs9340799 CBS cbs844ins68
BHMT rs3733890 rs2234693

ATIC rs2372536 ABCB1 rs1045642

RFC1 rs1051266 CBS rs5742905

MTRR rs1801394 TCN2 rs1801198
MTHFD1  rs2236225

TCN2 rs9606756

TYMS rs2853542

Tabla 4. Agrupaciéon en multiplex de los Polimorfismos genéticos seleccionados

3.5.1. SNPs

El genotipado de SNPs se llevd a cabo en dos reacciones de mini-secuenciaciéon
(del inglés minisequencing) precedidas por dos PCR multiplex de las regiones
adyacentes. El método fue descrito por Carvalho and Pena en 2005 (Carvalho y Pena,
2005). Es una reaccién similar a la de secuenciacién por el método Sanger, con la
diferencia de que utiliza entre sus reactivos Unicamente didesoxinucledtidos marcados

con una molécula fluorescente (ddNTP*s) unidos a flourocromos de 4 colores distintos
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en funcion de la base. La mini-secuenciacion consiste en la utilizacion de un cebador (6
primer) que hibrida con la secuencia inmediatamente adyacente a la posicion donde se
encuentra el SNP. Se utiliza un cebador por cada SNP a estudio disefiado en un sentido
6 en otro. El cebador se ancla al amplificado anterior y cuando actta la polimerasa
incorpora un ddNTP*. Mediante el empleo de didesoxinucledtidos marcados con una
molécula fluorescente y una DNA polimerasa, se afiade el nucledtido marcado
complementario al sitio donde se halla el SNP. Cada ddNTP (ddGTP, ddATP, ddCTP y
ddTTP) estd marcado con un fluorocromo (*). La reaccion de mini-secuenciaciéon se
realiza en todos los SNPs de la multiplex a la vez. A continuacién, mediante
electroforesis capilar se separa cada SNP por tamafio y se identifica segun la seiial de
florescencia en cada secuencia amplificada tal y cémo se ha incorporado en la mini-

secuenciacion (Figura 12)

Cebador
DNA molde

lﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬁmu
M clcPApalc Pl clc]clc]c]c JRprps

-DNA polimerasa

- Didesoxinucleotidos
marcados \} Extensiény

terminacién del cebador

cfc]c B

SNP

Cebador

DNA molde Didesoximarcado

- lﬂﬂﬂ!ﬂﬂﬂm
M c]cPApAY c P cfcfclcfclc PARTERY c P cjc]c B

Figura 12. Reaccion de minisecuenciacion
Para el disefio de los cebadores empleamos el software Oligo®7 4.0 (Molecular
Biology Insights, Cascade, CO, EE.UU.). Las secuencias de las sondas se muestran en las

tablas 5 y 6. Para verificar la validez y fiabilidad de la técnica se analizd cada

polimorfismo en una Unica reaccion antes de agruparlas.
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Orientacion del

N | i i | |
ombre dbSNP Localizacion Alelol Alelo2 Cebadores de las secuencias Sectf(’enaa de_ c':ebador ‘.je .? cebador en la
del Gen flanqueantes del SNP reaccion de minisecuenciacion . . .,
minisecuenciacion
Multiplex1
SHMT1  rs1979276 17p11.3 A G CCGGAGGACCCCCAC Forward
rs1979277 A G (T)31*-GCCAGGCAGAGGGAAGA Reverse
F:CTGGCAGGGGATAAGTACCAG N
rs643333 A C R:GTCAACAGTTCCCCTTTGGA (T)24*-ACCTGCAGAACTGACCC Reverse
rs638416 C G (T)91*-GCAGGGCCTGTTTCTCC Reverse
rs3783 C G (T)115*-GGGGTCCTCCGGCAG Reverse
TYMS rs2853542 18p11.32 C G F:GTGCCACACCCGTGGCTCC (T)84*-GGGACGGAGGCAGGC Reverse
R:GCCACAGGCATGGCGCGG
TCN2 rs9606756 22q11.2 A G F: GGAGAAGGCCCTGGTAACG (T)64*-GGCTGTCCATCTCTGGTA Reverse
R: CTTCCTTGGTCCCAGCCTG
ATIC rs2372536 2g35 C G F: CCTAGATAGCTGTAAACCAC (T)18*-CCACAGCCTCCTCAACA Reverse
R: GTAATCCCAAAACACAATC
BHMT rs3733890 5q13.1-q13.2 A G F: TGTGAACTGCCACTTTGACC ATCAGGTGAGCTTTCAGT Reverse
R: ATGGGAATTCTGGGAGATCG
MTHFD1 rs2236225 14924 C T F: CCCACTTTGAAGCAGGATTG (T)59*-AACAAGCTTGAGTGCGATC Reverse
R: CATCCCAATTCCCCTGATG
MTRR  rs1801394 5p15.3-p15.2 A G F: TTTCAGTTTCACTGTTACATGC (T)51*-ACCACAGCTTGCTCACA Reverse
R: GTAACGGCTCTAACCTTATCG
RFC1 rs1051266 21g22.3 A G F: TTCCAGGCACAGTGTCACC (T)40*-CCGGTCCTGGCGGC Forward

*Cola de poliT en el extremo 5' de cada cebador de SNP

R: CCGCGTGAAGTTCTTGTCG

Tabla 5. Secuencias de cebadores de la Multiplex 1 (F= forward primer; R= reverse primer ; PCR= polymerase chain reaction; dbSNP =database SNP)



Orientacion del

Nombre dbSNP Localizacion  Alelol Alelo2 Cebadores de las secuencias Sec%nc'a de_l c.ebador l.ie Ia cebadoren la
del Gen flanqueantes del SNP reaccion de minisecuenciacion .. .,
minisecuenciacion
Multiplex2
MTHFR  rs1801131 1p36.22 A C F: CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC (T)71*-AGGAGCTGACCAGTGAAG Forward
R: CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG
F: GTGGTCTCTTCATCCCTCG
rs1801133 C T R: GACGGTGCGGTGAGAGTG GAAGGTGTCTGCGGGAG Forward
CBS rs5742905 21g22.3 C T R: CTCCGTCTGGTTCAGCTCC (T)42*-GCGCCCTCTGCAGATCA Forward
F: GCTGAGAACATTGCCTATGG "
ABCB1 rs1045642 7q21.12 C T R: TAAGGGTGTGATTTGGTTGC (T)34*-GGTGTCACAGGAAGAGAT Forward
F: GCATTGACCATTACTACACC
MTR rs12749581 1943 A G R: TCCAAAGCCTTTTACACTCC AATATGAAGATATTAGACAGG Forward
TCN2 rs1801198 22q12.2 C G F: GGGAAAGAGACCCTGGAGC (T)58*-CCCAGTTCTGCCCCA Forward

*Cola de poliT en el extremo 5' de cada primer de SNP

R: GCTGGGAAATCATGAGAGC

Tabla 6. Secuencias de cebadores de la Multiplex 2. (F= forward primer; R= reverse primer ; PCR= polymerase chain reaction; dbSNP =database SNP)



Las reacciones multiplex de PCR se realizaron en 10 uL de volumen con:

100 ng de ADN gendmico,

- 1XAmplitaq® Buffer(Applied Biosystems),

- MgCl, 1.5mM,

- dNTPs 0.2mM,

- 1 unidad de Amplitaqg® DNA Polymerase (Applied Biosystems)

- 3uL de Ila mezcla de cebadores (con concentraciones

comprendidas entre 0.1y 0.6 uM).

Para la amplificacion utilizamos un 2720 Thermal Cycler®(Applied Biosystems) y
el ensayo consistié en una desnaturalizacién de 94°C durante 5 minutos, seguida de 35
ciclos de 30s a 94°C, 30s a 58°C, 30s a 72°C y la extensidn final en 7 min a 72°C. El
exceso de cebadores y dNTPs se retiraron del producto de PCR mediante digestidon con
2 unidades de exonucleasa | de E. coli (Exo I®, Takara) que degrada Unicamente DNA
monocatenario y 5 unidades de fosfatasa alcalina (CiAP®, Takara) que degrada los
dNTPs incubando la mezcla a 37°C durante 60 min. A continuacién y mediante calor

(80°C, 20 min) se inactivaron ambas enzimas.

Las reacciones multiplex de minisecuenciacion se realizaron en un volumen

final de 11 pL con:

-4 uL del producto de PCR purificado
- 6 uL de la mezcla de cebadores de minisecuenciacién (2 pM/uL)

-1 uL del kit SNaPshot® (Applied Biosystems)

Las condiciones de minisecuenciacion fueron: 40 ciclos a 96°C-10s, 50°C-7s,
60°C-30s. Previa a la electroforesis capilar, es necesario eliminar los ddNTP*s que no se
han unido al amplificado, para que no interfieran en la sefial. Es lo que denominamos
“purificar” la muestra con 1 unidad de fosfatasa alcalina (CiAP®, Takara) a 372C, 1lhe

inactivamos la enzima a 802C durante 20 min.
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Para llevar a cabo la electroforesis capilar utilizamos 4 uL del producto de
minisecuenciacién purificado mezclado con 10 pyL de formamida HiDi™ y 0.2 ulL de
estandar de tamafio GeneScan™120 LIZ® (Applied Biosystems) y desnaturalizamos a
95°C durante 5 min. Los productos marcados con fluorescencia se resolvieron por

electroforesis capilar en un Abi Prism® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

durante 17 min con una inyeccion de 8s.

Finalmente, la interpretacion de los electroferogramas (ver figura 13) se llevo a
cabo con ayuda del software GeneMapper™ 4.0 (Applied Biosystems).

a. Multiplex 1

.3ffittip

| ’
N e > — - - i

Imsi- -- e ven

b. Multiplex 2

TN

Figura 13: Visualizacion de los electroferogramas de las dos multiplex de minisecuenciacion de SNPs

en GeneMapper™ 4.0 (Applied Biosystems).
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3.5.2. Otros polimorfismos
Para determinar otros polimorfismos diferentes de los SNPs (deleciones,
inserciones, repeticiones en tdndem) se llevd a cabo una PCR multiplex con las

siguientes condiciones experimentales, en un volumen final de 10 pL:

- 100 ng de ADN gendmico,

- 1X GoTaq® FlexiBuffer (Promega),,

- MgCl; 1.5mM,

- dNTPs 0.2mM,

- 1 unidad of Go Tag® Flexi DNA Polymerase (Promega)
- Betaina 50mM

- 3uL de la mezcla de cebadores marcados (con concentraciones

comprendidas entre 0.1y 0.6 uM).

En la tabla 7 se muestran las secuencias de los cebadores marcados incluidos en

la multiplex 3

Multiplex3
Nombre e .
dbSNP Localizacion Alelol Alelo2 Forward Reverse
del Gen
TYMS rs34489327 3’-UTR | D PET- CAGATAAGTGGCAGTACAGA
CAAATCTGAGGGAGCTGAGT
, VIC-
rs34743033 5-UTR 2R 3R GTGCCACACCCETGGETCC GCCACAGGCATGGCGCGG
CBS cbs844ins68 INTR/EXON S L 6FAM- GTTGTCTGCTCCGTCTGGTT
GTTGTTAACGGCGGTATTGG
6FAM-
DHFR DHFR19bpdel INTRON + - ACGGTCGGGGTGGCCGACTC AAAAGGGGAATCCAGTCGG

Tabla 7. Secuencias de cebadores de la Multiplex 3. (F= forward primer; R= reverse primer; PCR=
polymerase chain reaction; dbSNP =database SNP)
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Para la amplificacion utilizamos un 2720 Thermal Cycler®(Applied Biosystems) y
el ensayo consistid en una desnaturalizacion de 94°C durante 5 minutos, seguida de 35
ciclos de 30s a 94°C, 45s a 58°C, 1 min a 72°C y la extensidn final en 7 min a 72°C.
Finalizada la PCR realizamos la electroforesis capilar del producto mezclando 4 pL con
10 pL formamida HiDi™ y 0.2 pL de estandar de tamano GeneScan™600 LIZ® (Applied
Biosystems) y desnaturalizamos a 95°C durante 5 min. Los productos marcados con
fluorescencia se resolvieron por electroforesis capilar en un Abi Prism® 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) durante 45 min con una inyeccién de 5s por muestra.
Para la discriminacién alélica de estos polimorfismos analizamos los electroferogramas

con el software GeneMapper™ 4.0 (Applied Biosystems), ver figura 14.
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Figura 14: Visualizacion de un electroferograma de las multiplex 3 de otros polimorfismos en

GeneMapper™ 4.0 (Applied Biosystems).

3.6. ANALISIS ESTADISTICOS

3.6.1. Estudio de las variables bioquimicas

Debido a la variabilidad interindividual de los datos bioquimicos se optd por
expresar la variacién porcentual de cada pardmetro respecto a su nivel basal en los

distintos dias de tratamiento en lugar de sus valores absolutos.

El andlisis de la correlacidn entre los parametros bioquimicos se llevé a cabo
mediante el calculo del coeficiente de correlacion de Spearman no paramétrico,

teniendo en cuenta el valor de r como significativa cuando p <0,05. El analisis
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estadistico de las variables de regresion se llevd a cabo utilizando el método de

minimos cuadrados.

Para detectar las diferencias significativas entre hombres y mujeres durante el
tratamiento se utilizd el andlisis de la varianza (ANOVA) con la correccion posterior a la
prueba de Bonferroni . Todos los valores de p a dos colas y la significacion estadistica

se definié como p <0,05.

Se utilizo el paquete estadistico GraphPad Prism 6®

3.6.2. Anadlisis estadistico de los genotipos

Para el tratamiento estadistico de los genotipos en primer lugar verificd el
cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg mediante un analisis de frecuencia x°.
El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben
observarse en la poblacién para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los
alelos. En condiciones habituales, si la transmision de los alelos de los progenitores a
los descendientes es independiente y no ocurren fendmenos distorsionadores, como la
aparicién frecuente de nuevas mutaciones o la seleccidn de alelos, la probabilidad de
observar una combinacion de alelos concreta (un genotipo) depende del producto de
las probabilidades (frecuencias) de cada alelo. Dicho equilibrio establece que en una
poblacién las frecuencias relativas de cada uno de los tres genotipos de un
polimorfismo (homocigéticos salvajes, heterocigdticos y homocigdticos mutados)
deben permanecer constantes y seguir un modelo de distribucién estadistica. Es decir,
las frecuencias de los genotipos de un locus individual se fijaran en un valor de
equilibrio particular. Estas frecuencias de equilibrio se pueden representar como una
funcién sencilla de las frecuencias alélicas en ese locus. En el caso mas sencillo, con un
locus con dos alelos A y a, con frecuencias alélicas de p y q respectivamente, el
equilibrio de Hardy-Weinberg predice que la frecuencia genotipica para el homocigoto

salvaje AA es pz, la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto mutado aa, es qz. El
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principio de Hardy-Weinberg es una expresion de la nocidn de una poblacién que esta

en "equilibrio genético", y es un principio basico de la genética de poblaciones.

Para realizar la asociacién entre los genotipos de los polimorfismos estudiados
y las variables de respuesta (parametros bioquimicos) previamente elegimos un
modelo de genotipo (codominante, dominante, recesivo..). Segun el modelo
dominante comparamos la respuesta de los individuos que tiene uno 6 dos alelos
variantes frente a los que tiene el genotipo salvaje. EIl modelo recesivo compara los
homocigotos mutados frente a los que no tienen el alelo variante junto con los
heterocigotos. La eleccién del modelo de comparacion estuvo determinada por el

modelo que presentara menor valor del criterio de informacion de Akaike (AIC):

AIC ==2log[L] + #parametros,

donde L es la verosimilitud del modelo. Este criterio pondera el ajuste del modelo (—

2logl) con la complejidad (nimero de pardmetros) (Iniesta et al., 2005)

En los polimorfismos estudiados en un mismo gen que ha sido conjuntamente
estudiados en diversos trabajos, los del ESR1 y MTHFR, (Ogino and Wilson, 2003;
Deroo and Korach, 2006) se llevé a cabo un andlisis de los haplotipos. Para el analisis
de frecuencias haplotipicas se empled el método de estimacidn estadistica mediante el
algoritmo esperanza-maximizacion (EM). Este algoritmo itera repetidamente entre 2
pasos hasta conseguir convergencia. En primer lugar, se usan unas frecuencias
iniciales, no necesariamente correctas, para cada posible haplotipo. En el supuesto de
gue esas frecuencias fuesen correctas, y asumiendo que hay equilibrio de Hardy-
Weinberg, se podria calcular la frecuencia esperada de cada combinacién de genotipos
con incertidumbre (paso E). Con las frecuencias de cada combinacién de genotipos se
pueden obtener las frecuencias de cada haplotipo maximizando la funcién de
verosimilitud de los haplotipos (paso M). Este paso consiste en contar los haplotipos
compatibles con cada combinacidon de genotipos. El algoritmo converge a valores

estables de frecuencia de combinaciones de genotipos con incertidumbre y de
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frecuencia de haplotipos, que es nuestro objetivo. Para los individuos con
incertidumbre, a cada pareja de haplotipos posible se le puede calcular una

probabilidad.

El desequilibrio de ligamiento (Linkage disequilibrium, LD) se refiere a la
asociacién ente alelos de diferentes loci en uno de los cromosomas homodlogos
(haplotipos). LD hace referencia a la disposicién no casual de alelos en dos loci, de
modo que estos alelos serdn heredados conjuntamente a lo largo de multiples
generaciones. Para determinar el LD empleamos el estadistico D, que es la desviacién
entre la frecuencia esperada del haplotipo (bajo el supuesto de no asociacion) y la
frecuencia observada. Si p; y p> son las probabilidades de cada alelo y py; la

probabilidad de |a pareja, D seria:

D=p12-p1p2

Calculamos ademads el estadistico D’, que es el mismo D escalado en un rango
(-1,1) y el coeficiente de correlaciéon entre los alelos (r), asi como su nivel de

significacién (p).

En el analisis estadistico de los genotipos se utilizd el programa SNPstats

(http://bioinfo.iconcologia.net/index.php?module=Snpstats)

3.6.3. Andlisis estadistico de los parametros bioquimicos durante

el tratamiento segun genotipo y sexo

Para el estudio de las variaciones porcentuales respecto del nivel basal de los
parametros bioquimicos durante el tratamiento en funcién del genotipo de cada
polimorfismo estudiado (siguiendo el modelo definido dominante 6 recesivo) en cada
sexo se utilizé el analisis de la varianza con la correccién posterior a la prueba de
Bonferroni . Todos los valores de p fueron calculados a dos colas y la significacion

estadistica se definid como p <0,05.
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Se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism 6®

3.6.4. Andlisis de asociacion entre haplotipos del ESR1 de los

parametros bioquimicos durante el tratamiento

Para evaluar la posible asociacidn haplotipica de los SNPs estudiados del ESR1
se empled un modelo de regresién logistica. Calculamos el riesgo relativo (odds ratio)
de los diferentes haplotipos y el intervalo de confianza de la variacién porcentual de

los parametros bioquimicos en los diferentes dias de tratamiento

Este andlisis se llevd a cabo mediante el programa estadistico SNPstats

(http://bioinfo.iconcologia.net/index.php?module=Snpstats)

3.6.5. Analisis de asociacion del niumero de mutaciones de los SNPs

de la MTHFR y los parametros bioquimicos

Para llevar a cabo este andlisis en primer lugar agrupamos los individuos por
sexos en funcién de los genotipos dobles de los dos SNPs de la MTHFR segun fueran
portadores de 0, 1 6 2 mutaciones. Para evaluar la posible asociacion entre el nimero
de mutaciones en este gen y la respuesta al tratamiento como variacién porcentual de
los parametros bioquimicos respecto del nivel basal se utilizé el andlisis de la varianza
con la correccion post test de Bonferroni. Todos los valores de p fueron calculados a

dos colas y la significacidn estadistica se definié como p <0,05.

Se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism 6®
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4. RESULTADOS
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4.1. FOLATO INTRAERITROCITARIO

4.1.1. Estadistica descriptiva de niveles de folato intraeritrocitario

Las concentraciones de folato intraeritrocitario determinadas en nuestro grupo

de estudio en el momento basal, a los 2, 5, 10 y 30 dias del tratamiento asi como al

mes de haberlo iniciado se representan en la tabla 9. Las concentraciones ascienden

progresivamente hasta el ultimo dia en el que se administra el acido fdlinico y

descienden al mes de finalizado el tratamiento (dia 60).

Total Hombres Mujeres
Dias de Media DE Media DE Media DE
intervencion | (nmol/L)  (nmol/L) (nmol/L)  (nmol/L) (nmol/L)  (nmol/L)
0 671,75 220,76 48 631,69 137,59 21 702,91 266,90 27
2 1168,05 476,97 48| 1156,42 471,46 21| 1177,10 489,97 27
5 1820,86 473,74 44| 1673,47 404,91 20| 1943,69 499,51 24
10 2334,35 561,53 40| 2149,26 488,01 18| 2485,78 582,58 22
30 3425,60 870,30 44| 2915,16 582,13 17| 3746,99 875,49 27
60 1714,08 544,44 28| 153551 413,34 8 1785,51 582,65 20

Tabla 9: Concentraciones de Folato intraeritrocitario en el grupo de estudio y segin el sexo

4.1.2. Estadistica inferencial de folato intraeritrocitario

Con objeto de restar el efecto de los niveles basales (variable no controlada), a

partir del dia 2 de tratamiento, calculamos la variacién en porcentaje del ascenso de

folato intraeritrocitario respecto al dia 0. En el segundo dia de tratamiento se detectan

7 sujetos en los que no hubo incremento del folato intraeritrocitario. En los dias

sucesivos observamos variaciones positivas respecto del nivel basal (Figura 14).
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Figura 14. Variacion porcentual de folato intraeritrocitario respecto del nivel basal en la

poblacion total

La comparacion del porcentaje de aumento de folato intraeritrocitario respecto

del nivel basal no mostré diferencias estadisticamente significativas entre sexos hasta

el dia 30, en el que las mujeres alcanzaron mayor variacién porcentual respecto de

nivel basal de folato intraeritrocitario que los hombres (ver tabla 10).

Dias de Hombres Mujeres . .
intervencion | (Media + DE%) (MediaJ + DE%) Diferencia 1C95% t P
2 78,24166,20 80,21+66,00 -1,968 -82,02-85,96 | 0,06 > 0,05
5 169,60+72,07 186,85+76,90 -17,25 -70,26 -104,8 | 0,51 | >0,05
10 253,96+100,55 | 262,50+107,26 -8,544 -83,26-100,3 | 0,24 >0,05
30 384,22+155,79 | 485,161196,81 -100,9 12,03-189,8 | 2,95 | <0,05*
60 117,11+65,11 161,89+89,67 -44,78 -76,51-166,1 | 0,96 | >0,05

Tabla 10: Comparacion por dia de tratamiento entre hombres y mujeres del porcentaje de

folato intraeritrocitario respecto del nivel basal.
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4.2. FOLATO SERICO

4.2.1. Estadistica descriptiva de niveles de folato sérico

Las concentraciones de folato sérico determinadas en nuestro grupo de estudio

en el momento basal, a los 2, 5, 10 y 30 dias del tratamiento asi como al mes de

haberlo finalizado se indican en tabla 11. La concentracion de folato sérico en hombres

alcanzé el maximo en el Ultimo dia del tratamiento (dia 30) y en mujeres se produjo

antes, en el décimo dia de tratamiento (Tabla 11).

Total Hombres Mujeres
Dias de Media DE Media DE Media DE
intervencion | (hmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)
0 19,39 9,23 34| 17,50 7,41 22| 21,00 10,40 26
2 40,34 18,31 47| 34,09 19,04 21| 45,38 16,36 26
5 72,00 30,29 39| 58,33 21,58 18| 83,71 32,17 21
10 83,98 38,35 44| 69,87 33,03 20| 95,74 39,13 24
30 86,61 20,83 45| 83,64 27,53 19| 88,79 14,37 26
60 19,56 4,98 38| 17,70 3,69 18| 21,23 5,46 20

Tabla 11: Concentraciones de Folato sérico en el grupo de estudio y por sexos

4.2.2. Estadistica inferencial de folato sérico

A partir del dia 2 de tratamiento calculamos la variacién en porcentaje del

ascenso de folato sérico respecto al dia 0. A excepcién de 4 sujetos que en el dia 2 no

presentaron un incremento de folato sérico, todos los individuos mostraron un

incremento porcentual del mismo respecto del nivel basal desde el segundo dia hasta

finalizar el tratamiento. En dia 60, el 37.5% (n=18) de la poblacién mostré un descenso

de los niveles de folato sérico respecto al inicio de la intervencidn, el resto mantuvo

niveles superiores al basal (Figura 15).
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Figura 15. Variacién porcentual de folato sérico respecto del nivel basal en la poblacion total

La comparacién entre sexos del porcentaje de aumento de folato sérico
respecto del nivel basal no mostré diferencias estadisticamente significativas a lo largo

del tratamiento ni al mes de finalizarlo (Tabla 12)

Dias de Hombres Mujeres . .
Dif | 9
intervencion | (Media £+ DE%) | (Media + DE%) trerencia € 95% t P
2 109,53+88,22 | 153,71+108,12 -44,19 | -209,70-298,10|0,45| >0,05
5 286,20+167,78 | 379,09+370,66 -92,89 |-185,10-370,80|0,87 | >0,05
10 363,48+262,59 | 510,79+520,98 | -147,30 |-114,70-409,30|1,46| >0,05
30 450,59+307,85 | 501,00+607,64 -50,40 |-210,80-311,60|0,50| >0,05
60 23,96176,44 28,06+107,00 -4,10 -277,00 - 285,20 | 0,04 | > 0,05
Tabla 12. Comparacion por dia de tratamiento entre hombres y mujeres del % del  Folato

sérico respecto del nivel basal.

En el dia 10 las mujeres alcanzaron el maximo de incremento porcentual de
folato sérico respecto del basal llegando a un dintel maximo que se mantiene hasta el
dia 30, sin embargo en los hombres el folato sérico sigue aumentando hasta el ultimo

dia de tratamiento (Figura 16)
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Figura 16: Representacion grafica de la evolucion media del porcentaje de folato sérico

respecto del nivel basal en hombres y en mujeres

4.3. HOMOCISTEINA PLASMATICA

4.3.1. Estadistica descriptiva de niveles de homocisteina plasmatica

Los niveles de Hcy cuantificados en nuestro grupo de estudio en el momento

basal, a los 2, 5, 10 y 30 dias del tratamiento asi como al mes de haberlo iniciado se

representan en la tabla 13

Total Hombres Mujeres
Dias de Media DE Media DE Media DE
intervencion (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L)
0 10,33 306 48| 11,33 2,87 22 9,48 301 26
2 7,46 2,15 48 8,69 2,16 22 6,42 1,53 26
5 6,75 1,47 44 7,68 1,29 21 5,90 1,06 23
10 5,91 1,18 45 6,58 1,12 21 5,33 0,90 24
30 5,43 1,19 45 6,20 1,08 19 4,86 0,93 26
60 7,11 1,90 38 8,30 1,51 18 6,04 1,56 20

Tabla 13. Concentraciones de Hcy en el grupo de estudio y por sexos
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4.3.2. Estadistica inferencial de Hcy plasmatica

A partir del dia 2 de tratamiento calculamos la variacion en porcentaje de
descenso de Hcy plasmatica respecto al dia 0. Todos los individuos mostraron
concentraciones de Hcy inferiores desde el segundo dia de tratamiento en adelante y
al mes de haber finalizado, sélo un individuo mostré una concentracién Hcy

plasmatica superior a la basal (Figura 17)

Dias de tratamiento

2 5 10 30 60
0 I I I I
-10 4
220 4
-30 4
-40 A

Figura 17. Variacion porcentual de Hcy respecto del nivel basal en la poblacion total

% Hcy basal

El descenso de Hcy plasmatica en porcentaje no presentd diferencias

estadisticamente significativas entre géneros como se muestra en la tabla 14.

Dias de Hombres Mujeres . .
intervencion (Media + DE%) (Media + DE%) Diferencia IC95% t P
2 -22,88+10,46 -30,21+13,37 7,33 -18,81 - 4,15 1,66 >0,05
5 -30,64+14,54 -34,33+17,02 3,69 -15,65 - 8,27 0,80 >0,05
10 -39,44+16,27 -40,88+14,22 1,44 -13,28 -10,40 0,32 > 0,05
30 -43,97+15,44 -45,51+15,34 1,54 -13,50-10,42 0,33 > 0,05
60 -25,54+17,89 -33,11+17,61 7,57 -20,44 - 5,31 1,53 > 0,05

Tabla 14. Comparacién por dia de tratamiento entre hombres y mujeres del % de Hcy plasmatica

respecto del nivel basal.
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4.4. VITAMINA B,, SERICA

4.4.1. Estadistica descriptiva de niveles de vitamina B, sérica

Los niveles de vitamina B, cuantificados en nuestro grupo de estudio en el
momento basal, alos 2, 5, 10 y 30 dias del tratamiento asi como al mes de haberlo

iniciado se representan en la tabla 15

Total Hombres Mujeres
Dias de Media DE Media DE Media DE
intervencion (pmol/L) (pmol/L) n (pmol/L) (pmol/L) n | (pmol/L) (pmol/L) n
0 364,74 164,24 48 322,67 105,29 22| 400,33 196,27 26
2 323,89 180,90 45 327,75 239,51 19| 321,07 127,55 26
5 327,93 105,05 29 354,60 147,80 8 320,97 94,00 23
10 305,05 121,03 42 255,02 82,43 18 | 342,57 132,89 24
30 295,16 142,54 45 257,05 133,10 19| 323,02 145,24 26
60 308,07 108,55 38 273,50 84,80 18| 339,19 119,83 20

Tabla 15: Concentraciones de vitamina B,, en el grupo de estudio y por sexos

Los niveles de vitamina By, no presentaron cambios significativos en nuestra
intervencién entre los diferentes dias por lo que no evaluamos la evolucién en

porcentaje respecto del nivel basal.
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4.5. EVOLUCION DE LOS DATOS BIOQUIMICOS EN AMBOS SEXOS

En la figura 18 se muestra como evolucionaron las magnitudes bioquimicas en

la poblacién diferenciada por sexos

a. Hombres
600 -0
500
- -10
400
© 300 - -20
b
D 700 Fol Ser
X
L 30 —&— Fol Intra
100 —@— Hcy
0
- -40
-100
-200 - -50
Dias de tratamiento
b. Mujeres
600 m -0
500
- -10
400
B 300 L 20
©
§ 200 Fol Ser
xX == Fol Intra
100 r-30
—i—Hcy
0
- -40
-100
-200 ’ - -50
Dias de tratamiento

Figura 18. Representacion grafica de la variacidn porcentual respecto del nivel basal (%Basal)
de las 3 magnitudes bioquimicas durante el tratamiento (30 dias) y al mes de haberlo

finalizado (dia 60) en el grupo de hombres (a.) y mujeres (b.)
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4.5.1. Correlacion de los niveles de Hcy y folatos

A continuacién representamos en las figuras 19 y 20 el ajuste de regresion de
Hcy y folatos sérico e intraeritrocitario en la poblacién dividida por sexos. La ecuacién
de regresidon que mejor se ajusta a nuestros datos es la potencial (y=a-b*). La mayor

contribucién al descenso de Hcy fue la llevada a cabo por el folato intraeritrocitario

n
20 - Hombres
A y = 16.63x0-206
. r=-0.600, p<0.01
A
15 -
Mujeres
= TN y = 13,756x0:213
B A A
= £ r=-0.546, p<0.01
3
> 10 -
O
I
A
] \* [] H b
5 n ..ll.A.: u l‘-'ﬁ;-l.‘-lhA q—'._l.,‘ ombres
p "h . W M, - " Mujeres = = =
O T T T 1
0 50 100 150 200
Folato sérico (hnmol/L)
Figura 19. Concentracion de Hcy frente a folato sérico, curva y de regresion, coeficiente de

correlacién y valor de p
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Figura 20. Concentracion de Hcy frente a folato sérico, curva de regresion, coeficiente de correlaciony

valor de p

4.5.2. Ratios Folatos/Hcy

Los resultados obtenidos establecieron diferencias significativas en la evolucion
de la concentracion de folatos y Hey en los distintos compartimentos fisioldgicos. Entre
sexos no hubo diferencias significativas en cuanto a la razén de folatos entre

compartimentos (Tabla 16).
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Folato intraeritrocitario/sérico

(nmol/nmol)
Hombres Mujeres
trag;?:nto Media DE n |Media DE n | Dif t p
0 44,20 25,46 22 | 42,16 27,81 26| -2,04 0,32 >0,05
2 42,44 29,03 21| 28,98 14,17 26 | -13,46 2,10 >0,05
5 35,24 22,65 18 | 26,19 980 21| -9,05 1,29 >0,05
10 37,63 20,19 18 | 29,08 12,99 21| -855 1,22 >0,05
30 38,35 15,82 18 | 43,26 11,38 26 4,91 0,73 >0,05
60 85,03 51,69 9 | 8,79 19,81 20| -0,24 0,03 >0,05

Tabla 16: Ratios Folato intraeritrocitario/sérico en ambos sexos

La ratio de folatos tanto sérico como intraeritrocitario y Hcy presentd una

evolucién fuertemente significativa entre géneros a partir del dia 5 hasta el dia 30

(Tablas 17 y 18)

Folato intraeritrocitario/Hcy

(nmol/umol)
Hombres Mujeres
tratDz;irm?:nto Media DE n Media DE n Dif. t p
0 60,47 22,50 22 81,03 39,47 26 | 20,56 0,56 >0,05
2 139,81 77,53 22| 203,37 102,26 26 | 63,56 1,75 >0,05
5 223,11 61,42 21| 349,45 131,18 23 | 126,3 3,32 <0,01
10 335,17 88,94 19| 494,56 142,40 21 | 159,4 3,99 <0,001
30 497,59 146,86 18 | 808,88 244,51 26 | 311,3 8,06 <0,001
60 212,39 90,90 8 323,42 153,65 20 111 2,11 >0,05

Tabla 17: Ratios Folato intraeritrocitario/Hcy en ambos sexos
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Folato sérico/Hcy

(nmol/umol)
Hombres Mujeres
tratDaI?n(ij:nto Media DE n Media DE n Dif. t p
0 1,66 0,85 22 2,46 146 26| -081 0,57 >0,05
2 4,26 2,58 21 7,61 353 26| -336 234 >0,05
5 7,74 3,04 18 | 14,65 7,00 21| -691 4,40 <0,001
10 11,04 5,76 20 | 18,55 883 24| -7,50 5,07 <0,001
30 14,22 6,54 19| 19,30 6,53 26| -5,08 3,45 <0,01
60 2,23 0,73 18 3,69 1,16 20| -1,46 092 >0,05

Tabla 18. Ratios Folato sérico/Hcy en ambos sexos

4.6. ANALISIS POBLACIONAL DE LOS POLIMORFISMOS ESTUDIADOS

En la tabla 19 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas de todos los

polimorfismos estudiados en nuestra poblacién. Todos los polimorfismos se hallaron

en equilibrio de Hardy-Weinberg excepto el TYMS rs34489327.
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l:zr‘g’:r: Referencia Alelo Genotipo Poblacién
Al A2 G1 G2 G3 G1 G2 G3 Al A2 HW Modelo
SHMT1 rs1979276 A G A/A A/G G/G 1(0,02) 8(0,18) 36(0,80) 10(0,11) 80(0,89) 0,43 Dominante
rs1979277 A G A/A A/G G/G 2(0,05) 19(0,43) 23(0,52) 23(0,26) 65(0,74) 0,70 Dominante
rs643333 A C A/A A/C c/C 1(0,02) 15(0,33) 30(0,65) 17(0,18) 75(0,829 1,00 Dominante
rs638416 C G c/c C/G G/G 11(0,24) 18(0,39) 17(0,37) 40(0,43) 52(0,57) 0,23 Recesivo
rs3783 C G c/C c/G G/G 1(0,02) 20(0,44) 24(0,53) 22(0,24) 68(0,76) 0,25 Dominante
TYMS rs2853542 C G c/c C/G G/G 30(0,65) 16(0,35) 0(0) 76(0,83) 16(0,17) 0,32 -
rs34489327 | DD DI Il 1(0,02) 26(0,6) 16(0,37) 28(0,33) 58(0,67) 0,02* -
rs34743033 2R 3R 2R2R 2R3R 3R3R 10(0,24) 17(0,41) 14(0,34) 37(0,45) 45(0,55) 0,35 Recesivo
TCN2 rs9606756 A G A/A A/G G/G 33(0,77) 9(0,21) 1(0,02) 75(0,87) 11(0,13) 0,52 Dominante
rs1801198 C G c/c c/G G/G 12(0,26) 25(0,54) 9(0,2) 49(0,53) 43(0,47) 0,77 Recesivo
MTHFR | rs1801131 A C A/A A/C c/c 27(0,61) 17(0,39) 0(0) 71(0,81) 17(0,19) 0,32 -
rs1801133 C T c/c c/T T/T 15(0,32) 22(0,47) 10(0,21) 52(0,55) 42(0,45) 0,77 Dominante
CBS rs5742905 C T c/c c/T T/T 2(0,05) 11(0,26) 29(0,69) 15(0,18) 69(0,82) 0,59 Dominante
cbs844ins68 S L SS SL LL 28(0,78) 8(0,22) 0(0) 64(0,89) 8(0,11) 1,00 -
ABCB1 | rs1045642 C T c/c c/T T/T 13(0,2) 24(0,52) 9(0,20) 50(0,54) 42(0,46) 1,00 Dominante
ATIC rs2372536 C G c/c C/G G/G 20(0,53) 11(0,29) 7(0,18) 51(0,67) 25(0,33) 0,06 Dominante
BHMT | rs3733890 A G A/A A/G G/G 15(0,33) 21(0,46) 10(0,22) 51(0,55) 41(0,45) 0,76 Dominante
DHFR DHFR19del + - ++ -+ - 17(0,41) 20(0,49) 4(0,10) 54(0,66) 28(0,349 0,74 Dominante
MTHFD1 | rs2236225 C T c/c c/T T/T 9(0,22) 18(0,44) 14(0,34) 36(0,44) 46(0,56) 0,53 Recesivo
MTR rs1805087 A G A/A A/G G/G 30(0,67) 14(0,31) 1(0,02) 74(0,82) 16(0,18) 1,00 Dominante
MTRR rs1801394 A G A/A A/G G/G 10(0,24) 21(0,51) 10(0,24) 41(0,50) 41(0,50) 1,00 Recesivo
RFC1 rs1051266 A G A/A A/G G/G 13(0,28) 25(0,54) 8(0,17) 51(0,55) 41(0,45) 0,57 Dominante
ESR1 rs9340799 A G A/A A/G G/G 18(0,41) 22(0,5) 4(0,09) 58(0,64) 30(0,36) 0,74 Recesivo
rs2234693 C T c/c c/T T/T 8(0,17) 24(0,54) 12(0,18) 48(0,55) 40(0,45) 0,76 Recesivo

Tabla 19: Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos estudiados en nuestra poblacidn. Se representa numero de sujetos y entre paréntesis la frecuencia.

Abreviaturas: Al: alelo

1, A2: alelo2,

G1: genotipo

1, G2

genotipo2, G3:

genotipo

3, HW:

p equilibrio

de Hardy

Weinberg
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4.7. ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS SEGUN EL
GENOTIPO

A continuacién se muestra el analisis estadistico de la variacién porcentual
respecto del nivel basal de los pardmetros bioquimicos en funcién de los genotipos de
aquellos polimorfismos estudiados que mostraron significacién estadistica en alguno

de los parametros bioquimicos en los diferentes dias del tratamiento.

4.7.1. ATICrs2372536 (c.347C>G)

En el dia 30 de tratamiento los individuos GG mostraron un incremento
significativamente mayor de folato intraeritrocitario respecto del nivel basal (Tabla 20).
Aunque este aumento se observé también en los folatos séricos, éste no fue
significativo. En el resto de parametros no obtuvimos diferencias significativas entre

los genotipos Tampoco hubo diferencias para este genotipo al distribuir a la poblacién

por sexos.
a.Total
CC-CG GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 70,56 67,16 30| 105,55 63,27 7 -3499 0,75 >0,05
5 157,25 71,45 29| 238,15 33,89 5 -80,9 1,49 >0,05
10 234,92 72,07 27| 341,39 171,57 4 -106,5 1,78 >0,05
30 408,06 163,33 28| 586,62 302,83 6 -178,6 3,55 <0,01*
60 151,74 75,91 19| 207,9 148,27 3 -56,16 0,81 >0,05
sFol
2 137,39 98,72 30| 181,6 113,31 6 -44,21 0,27 >0,05
5 380,52 358,94 24| 256,64 153,71 5 123,9 0,69 >0,05
10 485,25 487,55 28| 472,36 369,74 6 12,88 0,08 >0,05
30 437,47 260,72 29| 794,01 123094 6 -356,5 2,18 >0,05
60 20,1 60,45 24| 108,33 223,29 4 -88,23 0,45 >0,05
Hcy
2 -28,65 10,96 30| -23,07 12,85 7 5,58 0,86 >0,05
5 -34,71 16,35 29| -28,93 1896 5 5,78 0,77 >0,05
10 -40,79 15,02 29| -41,4 15,34 6 -0,6 0,09 >0,05
30 -43,26 16,11 29| -48,81 16,63 6 -5,55 0,8 >0,05
60 -31,25 17,28 24| -27,65 22,68 4 3,6 0,43 >0,05

Tabla 20 (continta en la siguiente pdgina)
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b. Hombres

CC-CG GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 70,28 64,95 14| 92,62 94,83 2 -22,34 0,32 >0,05
5 140,1 44,93 14| 224,72 44,14 2 -84,62 1,23 >0,05
10 218,18 63,32 12| 417,08 0 1 -198,9 2,1 >0,05
30 347,43 159,19 12| 446,41 0 1 -98,98 1,04 >0,05
60 122,38 72,3 6
sFol 2 113,37 92,88 14| 69,06 0 1 44,31 0,2 >0,05
5 268,85 183,7 11| 289,6 262,97 2 -20,75 0,13 >0,05
10 425,26 293 12| 290,7 268,57 2 134,6 0,83 >0,05
30 446,19 292,02 13| 171,54 0 1 274,7 1,25 >0,05
60 31,56 71,66 11| -45,89 0 1 77,45 0,35 >0,05
Hcy 2 -23,31 8,56 14| -21,54 4,15 2 1,78 0,15 >0,05
5 -34,3 14,39 14| -14,29 13,36 2 20,02 1,74 >0,05
10 -40,41 16,82 13| -39,98 2,66 2 0,43 0,04 >0,05
30 -41,43 17,49 13| -53,83 0 1 -12,4 0,79 >0,05
60 -26,43 19 11| -7,59 0 1 18,84 1,19 >0,05
¢. Mujeres
CC-CG GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 70,82 71,16 16| 110,73 60,33 5 -39,91 0,63 >0,05
5 173,26 88,13 15| 247,1 31,96 3 -73,84 0,95 >0,05
10 248,33 77,86 15| 316,15 200,83 3 -67,83 0,87 >0,05
30 453,53 155,84 16| 614,66 329,75 5 -161,1 2,55 >0,05
60 165,29 76,4 13| 207,9 148,27 3 -42,61 0,54 >0,05
sFol 2 158,4 101,76 16| 204,11 110,67 5 -45,7 0,2 >0,05
5 475 444,65 13| 234,67 104,25 3 240,3 0,84 >0,05
10 530,24 599,9 16| 563,2 413,28 4  -32,96 0,13 >0,05
30 430,39 241,97 16| 918,5 1333,33 5 -488,1 2,14 >0,05
60 10,4 50,02 13| 159,74 242,76 3 -149,3 0,52 >0,05
Hcy 2 -33,33 10,9 16| -23,69 15,55 5 9,64 1,21 >0,05
5 -35,08 18,5 15| -38,69 16,5 3 -3,61 0,37 >0,05
10 -41,1 13,94 16| -42,1 19,7 4 -1,01 0,12 >0,05
30 -44,75 15,31 16| -47,81 18,39 5 -3,06 0,38 >0,05
60 -35,33 15,24 13| -34,33 22,44 3 1 0,1 >0,05

Tabla 20. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcién del polimorfismo ATIC rs2372536,

347C>G en el grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario;

sFol, folato sérico; Hcy: Homocisteina

95



4.7.2. BMHT rs3733890 (c.716G>A)

En el grupo no se observé diferente comportamiento de los parametros

bioquimicos segun el genotipo de este polimorfismo de la BMHT. Sin embargo, cuando

dividimos la poblacion estudiada por sexo, en los hombres AA la Hcy plasmatica fue

significativamente menor en el dia 5 que en los AG-GG. En el grupo de mujeres ni

folato sérico e intraeritrocitario ni Hcy mostraron un comportamiento diferente en los

genotipos de la BHMT estudiados (Tabla 21).

a.Total
AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia P
iFol 2 96,59 57,96 15| 73,41 68,41 30 -23,18 0,64 >0,05
5 167,91 53,04 14| 183,29 84,37 28 15,38 0,41 >0,05
10 237,39 108,96 12| 264,13 100,1 25 26,74 0,67 >0,05
30 500,45 237,59 15| 419,65 156,35 26 -80,8 2,18 >0,05
60 171,07 105,95 8 | 143,75 77,93 18 -27,32 0,56 > 0,05
sFol
2 157,15 85,96 14| 125,36 107,88 30 -31,79 0,29 >0,05
5 223,56 122,12 11| 379,22 342,63 26 155,7 1,28 >0,05
10 398,79 303,36 14| 477,04 493,46 27 78,25 0,7 >0,05
30 567,97 786,23 15| 407,31 244,35 27 -160,7 1,48 >0,05
60 48,27 125,99 13| 8,91 60,29 22 -39,36 0,33 >0,05
Hcy
2 -27,49 9,99 15| -27,18 13,54 30 0,32 0,06 >0,05
5 -37,89 15,72 14| -30,44 15,97 28 7,44 1,46 >0,05
10 -44,81 14,05 14| -37,88 16,03 28 6,93 1,36 >0,05
30 -47,65 13,4 15| -43,27 16,98 27 4,38 0,87 >0,05
60 -32,49 14,29 13| -29,44 20,51 22 3,06 0,56 >0,05

Tabla 21. (continta en la siguiente pdgina)
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b. Hombres

AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE : (%basal) DE n Diferencia P
iFol 2 92,65 70,02 8| 76,33 63 12 -16,31 0,35 >0,05
5 155,29 42,64 8 | 182,19 88,56 12 26,91 0,57 > 0,05
10 218,45 83,41 7 | 285,02 115,35 10 66,57 1,31 > 0,05
30 425,85 148,22 8 | 355,29 182,39 8 -70,56 1,37 >0,05
60 162,86 56,2 2| 109,54 69,2 5 -53,32 0,62 >0,05
sFol 2 126,96 71,73 7| 9503 93,57 12 -31,93 0,35 >0,05
5 204,73 102,96 5| 300,55 177,15 12 95,82 0,94 >0,05
10 408,85 258,77 8 | 349,54 275,25 10 -59,31 0,65 >0,05
30 436,34 270,85 8 | 382,76 276,25 9 -53,58 0,57 >0,05
60 22,38 61,15 7 13,86 69,18 9 -8,52 0,09 >0,05
Hcy 2 -27,08 11,32 10| -24,34 11,35 12 2,74 0,43 >0,05
5 -41,63 11,63 10| -24,62 13,41 12 17 2,69 <0,05*
10 -46,79 13,25 9| -34,55 18,14 11 12,24 1,84 >0,05
30 -51,13 11,01 10| -37,71 17,83 9 13,41 1,98 >0,05
60 -31,19 13,28 9| -24,41 233 9 6,78 0,97 >0,05
¢. Mujeres
AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) n Diferencia  t P
iFol 2 101,09 45,53 7 71,46 73,53 18 -29,64 0,56 > 0,05
5 184,74 64,61 6 | 184,11 84,03 16 -0,63 0,01 >0,05
10 263,91 143,89 5| 250,19 90,02 15 -13,71 0,22 >0,05
30 585,71 300,3 7| 448,26 139,41 18 -1375 2,58 >0,05
60 173,81 122,67 6 | 156,91 79,57 13 -16,9 0,29 >0,05
sFol 2 187,34 93,46 7 | 145,59 114,48 18 -41,76 0,22 >0,05
5 239,25 143,87 6 | 446,65 434,27 14 207,4 1,01 >0,05
10 385,36 380,97 6 | 552,04 580,47 17 166,7 0,84 >0,05
30 718,4 1143,4 7 | 419,59 234,36 18 -298,8 1,6 >0,05
60 78,47 177,71 6 5,48 56,02 13 -72,99 0,35 >0,05
Hcy 2 -28,32 7,72 5| -29,07 14,83 18 -0,74 0,09 >0,05
5 -28,53 22,38 4| -34,81 16,73 16 -6,28 0,69 >0,05
10 -41,26 16,29 5| -40,04 14,67 17 1,23 0,15 >0,05
30 -40,68 16,27 5| -46,04 16,33 18 -5,36 0,66 >0,05
60 -35,43 18,16 4 | -32,91 18,49 13 2,51 0,27 > 0,05

Tabla 21. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcién del polimorfismo BMHT rs3733890,

716G>A en el grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario;

sFol, folato sérico; Hcy: Homocisteina, *p<0.05
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4.7.3. ESR1

En nuestro estudio hayamos un desequilibrio de ligamiento casi completo entre
los polimorfismos rs9340799 y rs2234693 del gen ESR1, como ya ha sido descrito
previamente por multiples autores (Sundermann et al., 2010) (Fox et al., 2005)(Bos et
al., 2008). La frecuencia haplotipica que observamos se asemeja a la publicada en otras

poblaciones, representado en la tabla 22.

rs9340799  rs2234693 ((?::)40) H&Tg’g‘;s '\Z':i‘;f)s
A T 0,55 0,60 0,50
G C 0,34 0,33 0,35
A C 0,11 0,08 0,15
G T 0 0 0

Tabla 22. Frecuencia de haplotipos en la poblacion de estudio

El andlisis del desequilibrio de ligamiento en nuestra poblacién mostré un desequilibrio

casi completo: D’=0.9997, p<0.001.

4.7.3.1. ESR1 rs2234693 (Pvull, c.453-397 T>C)

No se observaron diferencias significativas en el folato intraeritrocitario y Hcy
plasmdtica al comparar los sujetos CC (genotipo homocigoto mutado) en los
diferentes dias de tratamiento. En cambio, el folato sérico el dia 30 en los individuos
CC presentdé un incremento porcentual significativamente mayor respecto del nivel

basal respecto de los CT-TT (Tabla 23).

Al dividir la poblacién por sexos, en los hombres no se observaron diferencias
entre los genotipos en los 3 parametros bioquimicos estudiados durante todo el
tratamiento y al mes de finalizarlo. Sin embargo en las mujeres, el genotipo CC es el
gue muestra un incremento porcentual significativamente mayor respecto del nivel
basal tanto en folato intraeritrocitario como en el sérico el dia 30 como se muestra en
la tabla 23.

98



a.Total

CcC CT-TT
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 138,24 38,79 8| 68,08 63,19 37 70,16 1,57 >0,05
5 200,91 62,9 5| 175,59 77,81 36 25,32 0,46 >0,05
10 261,95 56,92 6] 253,27 109,81 31 8,68 0,17 >0,05
30 513,78 301,67 7| 436,59 163,07 34 77,2 1,62 >0,05
60 163,42 130,76 6| 142,44 74,07 20 -0,98 0,39 >0,05
sFol 2 119,76 125,63 8| 134,57 98,44 36 -1481 0,11 >0,05
5 209,25 93,75 5] 354,97 323,54 31 -145,7 0,9 >0,05
10 337,37 370,22 7| 460,35 449,25 35 -123 0,89 >0,05
30 773,65 1126,02 7| 408,54 243,81 35 -365,1 2,63 <0,05*
60 44,49 162,57 8| 15,59 60,18 27 -28,89 0,21 >0,05
Hcy
2 -29,14 12,47 8| -27,46 12,06 37 1,68 0,28 >0,05
5 -34,52 20,44 5| -33,16 15,74 36 1,36 0,18 >0,05
10 -37,42 24,52 7| -41,15 13,25 35 -3,73 0,58 >0,05
30 -50,32 19,86 7| -44,14 14,8 35 6,19 0,96 >0,05
60 -31,88 22,89 8| -29,28 16,93 27 2,61 0,42 >0,05
b. Hombres
CC CT-TT
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) n Diferencia t P
iFol 2 120,53 29,89 5| 68,55 67,69 15 51,98 0,95 >0,05
5 196,11 71,56 4| 165,81 77,46 15 30,3 0,51 >0,05
10 241,94 32,37 5| 261,74 126,38 12 -19,8 0,35 >0,05
30 367,92 205,57 4| 400,02 157,82 12 -32,09 0,53 >0,05
60 81,39 51,18 3| 125,63 70,67 4 -44,24 0,55 >0,05
sFol 2 5541 51,81 5| 113,82 90,48 14 -58,41 0,59 >0,05
5 191,85 98,49 4| 299,53 179,93 12 -107,7 0,98 >0,05
10 204,89 137,62 5| 4109 285,61 14 -206 2,08 >0,05
30 368,46 219,2 4| 435,33 281,4 13 -66,87 0,61 >0,05
60 -12,08 3459 5| 26,8 74,32 11 -3893 0,38 >0,05
Hcy 2 -24,43 12,68 5| -24,79 8,02 15 0,37 0,05 >0,05
5 -30,85 21,62 4| -31,7 13,64 15 0,85 0,1 >0,05
10 -32,84 27,84 5| -42,75 10,88 14 9,91 1,24 >0,05
30 -43,99 25,69 4| -44,84 13,44 13 0,85 0,1 > 0,05
60 -25,42 25,29 5| -24,55 15,3 11 -0,86 0,1 >0,05

Tabla 23. (continda en la siguiente pdgina)
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c. Mujeres

CcC CT-TT
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 167,75 37,25 3| 67,76 61,56 22 100 1,42 >0,05
5 220,11 84,3 2| 18258 79,2 21 -37,53 0,32 >0,05
10 361,98 108,12 2| 247,92 101,28 19 -114,1 0,97 >0,05
30 708,26 332,17 3| 456,53 166,01 22 -251,7 3,58 <0,01*
60 245,45 141,21 3| 146,64 76,52 16 -98,81 1,37 >0,05
sFol 2 227,01 149,22 3| 147,77 103,02 22 -79,24 0,32 >0,05
5 278,86 263 2| 389,99 389,02 19 111,1 0,27 >0,05
10 668,57 662,91 2| 493,32 53593 21 -175,3 0,59 >0,05
30 1313,9 1722,08 3| 392,71 224,25 22 -921,2 3,74 <0,01*
60 138,77 262,25 3| 7,86 49,39 16 -130,9 0,52 >0,05
Hcy 2 -36,98 8,68 3| -29,28 14,07 22 7,71 0,8 >0,05
5 -49,19 0 1| -342 17,33 21 1499 094 >0,05
10 -48,87 11,89 2| -40,08 14,77 21 8,79 0,76 >0,05
30 -58,77 2,38 3| -43,72 15,85 22 15,04 1,57 >0,05
60 -42,66 16,6 3| -32,52 17,69 16 10,13 1,03 >0,05

Tabla 23. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcion del polimorfismo ESR1 rs2234693,
Pvull, T>C en el grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato

intraeritrocitario; sFol, folato sérico; Hcy: Homocisteina, *p<0.05

4.7.3.2.  ESR1rs9340799 (Xbal, c.453-351 A>G)

No se observan diferencias significativas en ninguno de los parametros
estudiados al comparar los sujetos AA con los que muestran uno o dos alelos variantes
(AG-GG) en los diferentes dias de tratamiento. Tampoco existe diferencia en este SNP

cuando dividimos la poblacién por género (Tabla 24).
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a.Total

AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 47,06 59,62 18| 102,88 59,67 27 -55,82 1,6 >0,05
5 147,45 57,34 18| 203,11 80,72 23 -55,66 1,54 >0,05
10 238,17 62,62 12| 262,6 117,32 25 -2443 0,61 >0,05
30 432,79 153,68 16| 460,63 213,73 25 -27,85 0,76 >0,05
60 147,48 86,58 9 | 147,18 90,76 17 0,3 0,01 >0,05
sFol 2 145,94 107,6 17| 123,02 100,07 27 22,93 0,22 >0,05
5 451,86 414,81 16| 241,03 123,74 20 210,8 1,87 >0,05
10 553,8 606,16 16| 369,73 277,53 26 184,1 1,72 >0,05
30 495,33 292,41 17| 451,75 613,02 25 43,58 0,41 >0,05
60 34,43 74,36 13| 14,97 101,15 22 19,47 0,17 >0,05
Hcy 2 -29,69 12,95 18| -26,46 11,4 27 -3,23 0,68 >0,05
5 -32,75 16,51 18| -33,77 16,1 23 1,01 0,21 >0,05
10 -42,53 13,81 16| -39,29 16,36 26 -3,23 0,65 >0,05
30 -4489 16,06 17| -4536 15,69 25 0,47 0,1 >0,05
60 -28,95 20,79 13| -30,41 16,84 22 1,46 0,27 >0,05
b. Hombres
AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) n Diferencia t P
iFol 2 53,04 59,44 10| 110,05 57,55 10 57,01 1,24 >0,05
5 135,86 49,92 10| 212,55 80,6 9 76,7 1,63 >0,05
10 231,17 55,84 7| 273,24 131,35 10 42,07 0,83 >0,05
30 373,32 142,24 8 | 410,67 191,48 8 37,35 0,73 >0,05
60 125,63 70,67 4| 81,39 51,18 3  -4424 0,56 >0,05
sFol 2 105,23 96,32 9| 92,34 77,97 10 -12,89 0,14 >0,05
5 284,15 202,59 8 | 261,07 136,57 8 -23,08 0,24 >0,05
10 370,82 330,64 9 | 343,96 214,63 10 -26,86 0,3 >0,05
30 486,69 327,68 9 | 3441 152,57 8 -142,6 1,51 >0,05
60 40,85 84,01 8| -11,49 2638 8 -52,33 0,54 >0,05
Hcy 2 -26,35 8,78 10| -23,06 9,4 10 3,29 0,48 >0,05
5 -32,97 13,45 10| -29,91 17,09 9 3,06 0,43 >0,05
10 -44 11,41 9| -36,68 20,3 10 7,32 1,04 >0,05
30 -449 15,81 9| -4435 17,52 8 0,56 0,07 >0,05
60 -22,41 16,58 8| -27,24 20,3 8 -4,83 0,63 >0,05

Tabla 24. (contintua en la siguiente pdgina)
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c. Mujeres

AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 39,58 63,04 8| 9866 62,23 17 59,08 1,12 >0,05
5 161,95 6594 8 | 197,05 83,24 14 35,1 0,64 >0,05
10 247,98 76,81 5| 2555 111,22 15 7,53 0,12 >0,05
30 492,26 149,31 8 | 484,15 225,04 17 -811 0,15 >0,05
60 164,95 101,91 5| 161,28 92,32 14 -3,67 0,06 >0,05
sFol 2 191,74 106,44 8 | 141,06 109,18 17 -50,68 0,29 >0,05
5 619,57 513,2 8| 227,67 118,71 12 -391,9 2,09 >0,05
10 789,06 811,18 7 | 385,84 316,24 16 -403,2 2,17 >0,05
30 505,05 269,3 8 | 502,41 738,23 17 -2,64 0,02 >0,05
60 24,17 63,43 5| 30,09 124,41 14 5,91 0,03 >0,05
Hcy 2 -33,88 16,49 8 | -28,47 12,25 17 5,41 0,79 >0,05
5 -32,49 20,71 8| -36,24 15,55 14 -3,76 0,53 >0,05
10 -40,64 17,21 7| -40,93 13,83 16 -0,29 0,04 >0,05
30 -4488 17,44 8| -4584 1531 17 -096 0,14 >0,05
60 -39,43 24,35 5| -32,23 15,04 14 7,21 0,87 >0,05

Tabla 24. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcion del polimorfismo ESR1 rs9340799,
Xbal, A>G en el grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato

intraeritrocitario; sFol, folato sérico; Hcy: Homocisteina

4.7.3.3. Anadlisis de los haplotipos

En los sujetos que portan el alelo G apreciamos una tendencia los dias 2, 5Y 10
a introducir mas folato dentro del hematie ya que las variaciones porcentuales del
folato intraeritrocitario fueron superiores respecto a los que son AA y el incremento
sérico fue menor. Esta misma apreciacion se produjo también al dividir la poblacién
por sexos. Para evaluar este efecto del alelo G analizamos la asociaciéon de los
haplotipos con los parametros bioquimicos como respuesta al tratamiento. La
significacién estadistica que hallamos en el haplotipo GC sucedié en el dia 2 de
tratamiento en el que los sujetos que son GC presentaron mas folato intraeritrocitario

que los AT y los AC como se puede ver en la tabla 25.
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rs9340799 rs2234693 Frecuencia Diferencia ¢]
A T 0.55 0.00 -
G C 0.34 46.48 (17.48 - 75.49) 0.0026*
A C 0.11 17.23 (-26.48 - 60.94) 0.44

Tabla 25. Asociacion de los haplotipos de los SNPs del ESR1 con la diferencia del porcentaje de folato

intraeritrocitario el segundo dia de tratamiento en la poblacién de estudio. *p<0.05

Al estudiar los haplotipos por sexo en el segundo dia de tratamiento, esta

diferencia en el grupo no se observé en los hombres pero si en las mujeres (Tabla 26).

rs9340799 rs2234693 Frecuencia Diferencia p
A T 0.50 0.00 -
G C 0.35 74.85 (22.9 - 126.79) 0.0079*
A C 0.15 52.46 (-9.08 - 114) 0.1

Tabla 26. Asociacion de los haplotipos de los SNPs del ESR1 con la diferencia el porcentaje de folato

intraeritrocitario el segundo dia de tratamiento en mujeres. *p<0.05

Basandonos en el trabajo de Schuit y cols. (Schuit et al., 2005) que hallaron
menor concentracion de estradiol en un grupo de mujeres postmenopausicas asociado
al haplotipo AT, analizamos el efecto de este haplotipo en el metabolismo de los
folatos dividiendo los sujetos por sexo y en funcién de la duplicidad o no del haplotipo

AT de la siguiente manera segun los dos SNPs estudiados en el ESR1:
» Grupo 0: genotipo AG-CT
» Grupo 1: sujetos AA-CT

» Grupo 2: portadores de dos copias del haplotipo AA-TT
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En la tabla 27 se muestra la descriptiva de los parametros bioquimicos en

funcion de los genotipos de ambos polimorfismos en el grupo de mujeres. En la

estadistica inferencial comparamos los grupos 0-1, 0-2 y 1-2 con el test de ANOVA y

correccion post test de Bonferroni. Las diferencias encontradas se describen a

continuacion en funcién del parametro estudiado:

a.

Folato intraeritrocitario: En mujeres, la comparacién 0-1, 1-2 y 0-2 no
mostro diferencias significativas, pero si una tendencia a la baja en el dia 2
ya que las del grupo O presentaron una mayor variacion de folato
intraeritrocitario respecto del nivel que los grupos 1 y 2. Esta misma
apreciacion no la pudimos hacer en el grupo de hombres, ya que la n fue

muy reducida (datos no mostrados).

Folato sérico: en el grupo 0 de mujeres la variacion de folato sérico respecto
del nivel basal fue menor siendo estadisticamente significativa al 52 dia
frente al grupo 2 y los dias 5 y 10 frente al grupo 1. Tampoco hicimos
apreciacion alguna en el grupo masculino por el bajo tamafio muestral.

(datos no mostrados).

Homocisteina: no hallamos diferencias significativas ni observamos

tendencia en funciéon del haplotipo AT entre los grupos en ambos sexos.
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Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2

(AG-CT) (AA-CT) (AA-TT)

Dia de Media DE Media DE Media DE
tratamiento | (%) % " (% % | (%) %) "
iFol 2 80,21 57,28 13| 43,53 65,13 5| 32,98 72,96 3
5 193,30 89,89 12| 136,76 65,50 5| 203,93 49,09 3
10 249,15 115,74 13| 240,83 106,75 3| 258,70 20,65 2
30 430,76 182,90 13| 505,46 182,46 5| 470,25 101,39 3
60 139,63 69,65 10| 137,17 93,29 4| 276,07 0,00 1
sFol 2 116,89 97,15 13| 167,26 127,78 5| 232,55 54,81 3
5 227,74*§ 128,97 10 | 696,48* 652,01 5 491,39§ 179,28 3
10 329,75* 263,49 13| 808,77* 965,46 5| 739,79 461,33 2
30 321,79 178,30 13| 530,96 336,62 5| 461,86 150,79 3
60 0,82 45,39 10 28,20 72,51 4 8,08 0,00 1
Hcy 2 -27,45 12,48 13| -41,32 989 5| -21,49 19,69 3
5 -36,43 15,80 12| -39,06 2405 5| -21,53 753 3
10 -40,81 14,14 13| -40,72 20,56 5| -40,42 9,29 2
30 -42,23 15,82 13| -50,23 18,82 5| -35,96 12,85 3
60 -30,26 14,50 10| -40,38 28,01 4| -35,64 0,00 1

Tabla 27: Descriptiva de los parametros bioquimicos en funcion del haplotipo AT en el grupo

de mujeres. *p<0.05 al comparar grupo 0 vs 1; *p<0.05 al comprar grupo 0 vs grupo 2

Al incluir en el grupo 0 las no portadoras del haplotipos AT (AGCC+GGCC) la
descriptiva incrementa en 3 el nimero de mujeres de la clasificacion inicial de grupo 0.
Esta combinacion hace que se pierda la significacion con la clasificacion inicial tal y

como describe Schuit, que considera el haplotipo AT el “haplotipo de riesgo”.

4.7.4. MTHFD1 rs2236225 (c. 1958G>A)

No obtuvimos diferencias significativas al comparar en nuestro grupo los
genotipos AG-GG con los AA en folatos intraeritrocitario y sérico y Hcy durante los
diferentes dias de tratamiento y al mes de acabar el mismo. Tampoco se obtuvieron en
el grupo de hombres, como se muestra en las tabla 28. En el quinto dia de tratamiento,
en las mujeres AA el folato sérico fue significativamente superior respecto al basal que
en las AG-GG, aunque dicha tendencia se manifiesta durante todo el periodo de

tratamiento.

105



a.Total

AG-GG AA
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia  t P
iFol 2 79,99 57,7 27 91,46 80,13 13 -11,48 0,3 >0,05
5 191,7 71,17 25| 148,92 5535 12 42,78 1,09 >0,05
10 264,56 99,29 21| 232,98 71,75 12 31,59 0,78 >0,05
30 479,3 217,35 24| 39544 130,12 13 83,86 2,18 >0,05
60 138,02 93,54 16| 207,91 45,16 7 -69,89 1,38 >0,05
sFol 2 113,25 96,03 26| 164,93 114,58 13 -51,68 0,44 >0,05
5 266,38 149,85 24| 513,32 557,46 8 -246,9 1,73 >0,05
10 384,15 281,61 25| 549,07 677,26 12 -164,9 1,35 >0,05
30 490,78 620,12 25| 408,07 261,74 13 82,71 0,69 >0,05
60 28,99 105,94 20| 12,26 56,44 11 16,73 0,13 >0,05
Hcy 2 -25,63 11,23 27| -29,46 14,53 13 3,83 0,72 >0,05
5 -30,57 17,9 25| -37,29 13,25 12 6,72 1,22 >0,05
10 -39,58 17,54 25| -40,77 12,41 13 1,19 0,22 >0,05
30 -43,85 17,25 25| -44,7 11,73 13 0,85 0,16 >0,05
60 -26,01 18,32 20| -36,59 17 11 10,58 1,8 >0,05
b. Hombres
AG-GG AA
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia  t P
iFol 2 94,9 55,73 10 81,68 71,93 7 1,31 0,03 >0,05
5 189,59 53,46 10| 143,99 39,39 7 7,05 0,18 >0,05
10 279,78 67,62 8 | 198,59 64,24 7 28,49 0,71 >0,05
30 414,98 174,34 7 345,33 126,44 7 26,87 0,66 >0,05
60 103,94 81,6 4 156,63 47,38 2 -35,13 0,5 >0,05
sFol 2 55,9 55,41 9| 131,39 8459 7 -75,5 0,94 >0,05
5 226,11 121,23 9 213,51 111,56 5 12,59 0,14 >0,05
10 327,91 195,37 10| 343,55 256,67 6 -1564 0,19 >0,05
30 444,54 306,7 8 295,41 89,3 7 149,1 1,81 >0,05
60 15,1 62,77 8 -2,2 31,71 6 17,29 0,2 >0,05
Hey 2 2326 9,52 10| -21,91 1097 7 -1,35 0,17 >0,05
5 -30 19,41 10| -30,74 9,94 7 0,74 0,09 >0,05
10 -40,03 21,7 10| -37,38 10,76 7 -2,66 0,33 >0,05
30 -48,67 21,79 8| -39,47 485 7 -9,2 1,08 >0,05
60 -23,64 23,13 8| -27,82 1542 6 4,18 0,47 >0,05

Tabla 28. (continta en la siguiente pdgina)
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c. Mujeres

AG-GG AA
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia  t P
iFol 2 71,21 58,67 17| 102,88 944 6 -31,67 0,53 >0,05
5 193,1 82,71 15| 155,82 77,42 5 37,29 0,58 >0,05
10 255,2 116,26 13| 281,13 54,77 5 -2593 0,39 >0,05
30 505,79 232,28 17| 453,91 1176 6 51,88 0,87 >0,05
60 149,38 97,73 12| 228,42 2563 5 -79,05 1,18 >0,05
sFol 2 143,61 100,23 17| 204,05 13968 6 -60,44 0,3 >0,05
5 290,54 163,79 15| 101299 680,84 3 -722,5 2,69 <0,05*
10 421,64 328,09 15| 754,59 917,52 6 -332,9 1,62 >0,05
30 512,55 730,82 17| 539,52 341,1 6 -26,97 0,13 >0,05
60 38,25 129,01 12| 29,61 77,57 5 8,64 0,04 >0,05
Hey 2 27,03 12,18 17| -38,27 13,75 6 11,24 1,61 >0,05
5 -30,95 17,51 15| -46,47 12,42 5 1552 2,05 >0,05
10 -39,28 14,97 15| -44,74 14 6 5,46 0,77 >0,05
30 -41,58 14,88 17| -50,8 14,81 6 9,22 1,32 >0,05
60 -27,59 15,23 12| -47,11 13,12 5 19,52 2,5 >0,05

Tabla 28. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcién del MTHFD1 rs2236225 1958G>A en
el grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario; sFol, folato

sérico; Hey: Homocisteina, *p<0.05

4.7.5. MTHFR

4.7.5.1. rs1801131 (1298 A>C)

No se detectaron en la poblacién sujetos homocigdticos para el alelo menos
frecuente (CC). En los sujetos heterocigoticos (AC) se observd un incremento
significativo del folato intraeritrocitario respecto del nivel basal en el dltimo dia de
tratamiento respecto a los AA. La comparacién de folato sérico y Hcy entre los sujetos
AA y AC no mostré diferencias significativas. Al dividir la poblacidn por género no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre hombres en folato
intraeritrocitario y Hcy pero si en el porcentaje folato sérico el décimo dia de
tratamiento respecto del nivel basal, siendo significativamente superior en los
hombres con el genotipo salvaje de este polimorfismo. Ademds se aprecia que en

todos los dias de tratamiento los hombres AC mostraron menor folato sérico que los
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AA. En las mujeres no hubo diferencias significativas entre los genotipos del SNP
A1298C de la MTHFR (Tabla 29).
a.Total
AA AC
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 64,65 66,99 27| 111,09 49,49 17 46,44 1,33 >0,05
5 179,44 86,72 26| 183,67 51,22 14 4,23 0,11 >0,05
10 249,64 111,47 23| 270,24 88,37 13 20,6 0,53 >0,05
30 419,78 171,89 25| 516,16 206,98 15 96,37 2,61 <0,05
60 130,84 81,87 13| 167,11 96,53 12 36,27 0,8 >0,05
sFol 2 140 104,44 26| 117,27 103,58 17 -22,73 0,21 >0,05
5 407,66 359,97 23| 205,71 80,34 13 -201,9 1,71 >0,05
10 506,8 507,97 25| 351,29 291,69 16 -155,5 1,43 >0,05
30 439,94 265,44 25| 531,23 755,79 16 91,29 0,84 >0,05
60 19,79 63,88 20| 27,32 125,81 14 7,53 0,06 >0,05
Hey 2 27,55 11,91 27| -28,29 12,85 17 -0,74 0,15 >0,05
5 -33,26 17,1 26| -33,68 15,26 14 -0,42 0,08 >0,05
10 -40,84 15,44 25| -39,91 16,17 16 0,93 0,18 >0,05
30 -44,02 18,18 25| -47,48 11,32 16 -3,46 0,69 >0,05
60 -30,11 19,76 20| -29,68 16,95 14 0,42 0,08 >0,05
b. Hombres
AA AC
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) n Diferencia  t P
iFol 2 91,12 67,47 13| 75,97 52,09 6 -15,15 0,27 >0,05
5 180,37 84,55 13| 167,56 46,28 5 -12,8 0,21 >0,05
10 274,86 127,77 11| 231,79 29,34 5 -43,08 0,7 >0,05
30 396,5 175,09 11| 426,73 137,49 4 30,23 0,46 >0,05
60 129,56 81,51 3 78,3 54,93 3 -51,26 0,55 >0,05
sFol 2 114,74 91,08 12| 54,14 60,93 6 -60,6 0,64 >0,05
5 290,83 198,83 11| 232,51 56,92 5 -58,32 0,57 >0,05
10 452,34 285,6 12| 194,31 139,45 6 -258 2,72 <0,05*
30 446,27 298,95 11| 401,58 202,17 5 -44,69 0,44 >0,05
60 33,97 75,47 10| -20,68 30,59 5 -54,65 0,53 >0,05
Hcy 2 -23,33 6,59 13| -27,72 13,73 6 -0,88 0,12 >0,05
5 -33,49 13,97 13| -26,72 19,36 5 -10,83 1,35 >0,05
10 -41,53 15,67 12| -36,96 21,03 6 -4,71 0,63 >0,05
30 -45,27 17,73 11| -44,79 15,36 5 -3,92 0,5 >0,05
60 -27,26 19,54 10| -19,34 17,65 5 -16,08 2 >0,05

Tabla 29. (continua en la siguiente pdgina)
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c. Mujeres

AA AC
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 40,08 58,51 14| 130,25 37,66 11 90,18 1,91 >0,05
5 178,52 92,28 13| 192,62 54,23 9 14,1 0,28 >0,05
10 226,52 93,76 12| 294,28 105,74 8 67,75 1,27 >0,05
30 438,08 173,63 14| 548,68 223,48 11 110,6 2,35 >0,05
60 131,22 86,37 10| 196,72 90,09 9 65,5 1,22 >0,05
sFol 2 161,66 113,42 14| 151,71 107,78 11 -995 0,06 >0,05
5 514,75 443,92 12| 188,96 91,55 8  -325,8 1,7 >0,05
10 557,07 660 13| 445,48 323,59 10 -111,6 0,63 >0,05
30 434,97 247,52 14| 590,16 910,09 11  155,2 0,92 >0,05
60 5,61 49,72 10| 53,99 151,69 9 48,38 0,25 >0,05
Hcy 2 -31,46 14,46 14| -28,6 13,02 11 2,86 0,45 >0,05
5 -33,03 20,34 13| -37,55 11,98 9 -4,52 0,66 >0,05
10 -40,2 15,82 13| -41,68 13,46 10 -1,48 0,22 >0,05
30 -43,04 19,13 14| -48,7 962 11 -567 0,88 >0,05
60 -32,95 20,6 10| -3543 1439 9 -2,48 0,34 >0,05

Tabla 29. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcion del MTHFR rs1801131, 1298 A>C en
el grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario; sFol, folato

sérico; Hey: Homocisteina, *p<0.05

4.7.5.2.rs1801133 (677C>T)

Encontramos diferencias significativas en el grupo de hombres, en Hcy el dia 5
y 60y en Fol ser en el dia 30: en el grupo de los CT-TT fue mayor el descenso de la Hcy
en porcentaje respecto del nivel basal y el aumento de folato sérico
significativamente mayor en el Ultimo dia de tratamiento (dia 30). Otra apreciacién a la
vista de los resultados es que en los hombres CT-TT el aumento de folato
intraeritrocitario fue menor que en los que tienen el genotipo CC hasta el dia 30, en el
gue esta tendencia se invierte. Esto en mujeres no sucedié asi, ya que las CT-TT
mantuvieron folato intraeritrocitario con un aumento en porcentaje del nivel basal por
encima durante todo el tratamiento y al mes del mismo. Las diferencias halladas al
dividir la poblacidén por sexos no se aprecian al comparar los genotipos en el grupo

(Tabla 30).
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a.Total

CC CT-TT
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 92,42 61,47 15| 72,78 68,16 32 -19,65 0,55 >0,05
5 190,94 57,68 15| 169,7 82,1 28 -21,24 0,58 >0,05
10 260,59 107,63 11| 251,11 98,59 28 -9,48 0,23 >0,05
30 429,34 181,17 12| 449,43 193,63 31 20,09 0,52 >0,05
60 119,34 88,13 9| 163,63 83,88 18 44,29 095 >0,05
sFol 2 130,75 115,22 14| 135,34 96,47 33 4,58 0,04 >0,05
5 260,46 126 14| 378,64 352,27 25 1182 1,08 >0,05
10 297,36 235,94 13| 505,25 473,49 31 2079 1,93 >0,05
30 293,41 147,12 13| 555,4 569,95 32 262 2,44 >0,05
60 -11,07 27,28 12| 43,28 106,69 26 54,35 0,48 >0,05
Hey 2 26,71 14,14 15| -26,81 12,17 32 -0,1 0,02 >0,05
5 -26,02 16,75 15| -36,45 14,47 28 -10,43 2,16 >0,05
10 -34,93 17,07 13| -42,37 14,09 31 -7,44 1,49 >0,05
30 -39,79 18,64 13| -46,98 13,61 31 -7,19 1,45 >0,05
60 -21,57 19,74 12| -33,97 1593 25 -12,4 2,34 >0,05
b. Hombres
CC CT-TT
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 107,4 5262 7| 6463 69,03 15 -42,77 093 >0,05
5 197,53 59,12 7| 155,63 75,81 14 -41,9 0,9 >0,05
10 288,15 74,62 5| 241,75 108,06 14 -46,4 0,89 >0,05
30 372,57 185,57 4 | 387,55 154,06 14 1498 0,26 >0,05
60 71,05 59,15 3 | 144,74 55,88 5 73,69 1,01 >0,05
sFol 2 55,75 60,29 6 | 131,04 89,91 15 7529 0,83 >0,05
5 221,42 137,13 7 | 327,42 17823 11 106 1,16 >0,05
10 235,42 149,32 7 | 432,44 288,64 13 197 2,23 >0,05
30 203,5 126,84 5 | 538,84 307,25 14 3353 3,41 <0,01*
60 -2446 27,05 6| 48,17 82,34 12 72,63 0,77 >0,05
Hcy 2 -25,33 12,55 7| -23,66 6,16 10 1,67 0,25 >0,05
5 -18,41 12,27 7 | -38,77 9,15 10 -20,36 3,02 <0,05*
10 -29,98 18,554 7 | -46,74 11,47 9 -16,76 2,43 >0,05
30 -36,23 22,02 5 -47,7 13,44 9 -11,48 1,5 > 0,05
60 -12,21 22,63 6 | -33,14 9,43 7 -20,93 2,75 <0,05%*

Tabla 30. (continua en la siguiente pdgina)
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c. Mujeres

CC CT-TT
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 79,32 69,01 8| 7996 68,66 17 0,65 0,01 >0,05
5 185,18 59,80 8 | 183,77 88,46 14 -1,4 0,03 >0,05
10 237,62 131,62 6 | 260,48 91,22 14 22,86 0,38 >0,05
30 457,73 184,55 8 | 500,39 2119 17 4266 0,81 >0,05
60 143,49 9449 6| 1709 93,39 13 27,41 045 >0,05
sFol 2 187,01 116,71 8 | 143,29 105,55 17 -43,71 0,24 >0,05
5 299,51 109,7 7 | 430,16 464,21 13 130,7 0,66 >0,05
10 369,63 308,56 6 | 557,59 591,99 17 188 0,94 >0,05
30 349,6 136,12 8 | 575,56 742,46 17 226 1,25 >0,05
60 2,33 21,78 6| 40,62 131,98 13 38,3 0,18 >0,05
Hcy 2 -27,91 16,16 8 | -31,23 12,31 18 -3,32 0,5 >0,05
5 -32,68 17,99 8| -3521 17,06 15 -2,53 0,37 >0,05
10 -40,71 14,58 6| -40,94 14,52 18 -0,23 0,03 >0,05
30 -42,02 17,43 8 | -47,06 1458 18 -505 0,75 >0,05
60 -30,93 11,63 6| -3404 199 14 -3,11 0,41 >0,05

Tabla 30. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcion del MTHFR rs1801133, 677C>Ten el
grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario; sFol, folato

sérico; Hey: Homocisteina, *p<0.05

4.7.5.3. Estudio de Haplotipos y genotipos dobles del rs1801133
(677C>T) y rs1801131 (1298 A>C)

Los dos SNPs que estudiamos en la MTHFR deben ser evaluados en su conjunto
ya que por su proximidad en el gen y como ha sido publicado en diversos trabajos
existe un desequilibrio de ligamiento completo o casi completo entre ambos (Ogino
and Wilson, 2003). De hecho en nuestra poblacién no encontramos ningun sujeto con
un posible haplotipo TC (CT-CC, TT-AC ni TT-CC) como se refleja en la tabla 31 de

genotipos dobles.
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Grupo Hombres Mujeres
Genotipo doble | n  Frecuencia | n Frecuencia n Frecuencia

CC-AA 10 0,23 4 0,21 6 0,24
CC-AC 5 0,11 3 0,16 2 0,08
CT-AA 7 0,16 4 0,21 3 0,12
CT-AC 12 0,27 3 0,16 9 0,36
TT-AA 10 0,23 5 0,26 5 0,20
Total 44 1 19 1 25 1

Tabla 31: Genotipos de la MTHFR para los SNPs: rs1801133 y rs1801131

No tienen representaciéon en nuestra poblacién individuos con 3 ni 4

mutaciones.

Por otro lado, la frecuencia de haplotipos que hayamos en nuestro grupo de
estudio se asemeja a los publicado en el meta-analisis de Ogino y Wilson (Ogino and

Wilson, 2003).

Grupo Hombres Mujeres
rs1801133 rs1801131 (n=44) (n=19) (n=25)
T A 0,45 0,45 0,44
C A 0,36 0,39 0,34
C C 0,19 0,16 0,22
T C 0 0 0

Tabla 32. Frecuencia de haplotipos para los SNPs de la MTHFR, rs1801133 y rs1801131

El andlisis del equilibrio de ligamiento en nuestra poblacion mostré un

desequilibrio de ligamiento: D’= 0.9995, p<0.001.

En la tabla 33 se muestra una descriptiva de los parametros bioquimicos de la
poblacién dividida por género y en funcion de los genotipos para las mutaciones en

posicion 1298 y 677 de la MTHFR.
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a. Hombres AA-CC AC-CC AA-CT AC-CT AA-TT
Dia de Media Media Media Media Media

tratamiento | (%basal) DE n (%basal) DE n (%basal) DE n (%basal) DE n (%basal) DE n
iFol 2 116,14 62,14 4 95,75 46,44 3 91,61 47,64 4 56,19 58,75 3 70,7 88,95 5
5 217,44 60,71 4 171 55,75 3 214,22 106,43 4 162,41 47,56 2| 123,63 60,37 5
10 307,99 95,75 3 258,39 31,35 2 315,74 191,98 4 214,06 7,13 3| 209,14 48,6 4
30 330,77 202,91 3 497,95 0 1 474,43 208,18 4 402,99 158,03 3| 367,87 133,76 4
60 41,64 0 1 85,75 75,5 2 202,6 0 1 63,4 0 1| 144,45 0 1
sFol 2 37,74 46,98 3 73,76 76,86 3 164,41 60,59 4 34,52 47,08 3| 121,21 109,51 5
214,51 185,94 4 230,63 65,79 3 318,28 69,3 3 235,34 65,38 2| 346,58 285,2 4
10 248,27 163,96 4 218,3 160,61 3 592,79 210,5 4 170,32 145,25 3| 515,95 375,04 4
30 210,7 175,36 3 192,7 49,67 2 417,99 130,55 4 540,83 88,31 3| 651,21 384,46 4
60 -25,65 35,45 3 -23,28 23,85 3 15,11 51,46 4 -16,79 50,54 2| 118,74 59,84 3
Hcy -23,88 6,39 4 -27,27 20,04 3 -18,65 4,12 4 -28,16 8,33 3| -26,65 7,14 5
21,58 1535 4 | -1419 7,17 3 36,84 10,82 4 | -4552 14,78 2| -4034 10,45 5
10 -34,91 19,53 4 -23,41 18,6 3 -43,49 10,81 4 -50,52 14,43 3 -46,2 17,6 4
30 -40,36 29,22 3 -30,03 10,13 2 -48,02 10,65 4 -54,63 7,57 3 -46,2 18,16 4
60 -14,13 32,74 3 -10,3 14,07 3 -32,23 10,46 4 -32,91 15,4 2| -33,76 10,55 3

b. Mujeres AA-CC AC-CC AA-CT AC-CT AA-TT

Dia de Media Media Media Media Media

tratamiento | (%basal) DE n (%basal) DE n (%basal) DE n (%basal) DE n (%basal) DE n
iFol 2 60,4 70,34 6 136,06 4,12 2 25,54 40,37 3 128,96 4195 9 24,41 55,14 5
5 170,42 62,66 6 229,46 13,22 2 170,3 12,95 3 182,09 57,54 7| 196,83 163,6 4
10 187,12 50,29 5 490,11 0 1 240,83 106,75 3 266,3 75,76 7| 265,04 128,42 4
30 402,99 137,84 6 621,95 267,41 2 532,46 217,17 3 532,4 227,71 9| 423,55 204,59 5
60 153,08 102,33 5 95,54 0 1 61,29 54,37 2 209,36 87,35 8| 141,41 70,05 3
sFol 2 173,94 124,19 6 226,21 118,91 2 197,62 137,3 3 135,15 105,15 9| 125,34 101,29 5
340,42 86,02 5 197,23 115,44 2 647,66 747,05 3 186,2 95,03 6| 632,98 503,67 4
10 401,12 334,03 5 212,15 0 1 1012,49 1298,79 3 471,41 332,02 9| 439,77 385,53 5
30 364,63 144,25 6 304,52 142,3 2 580,83 448,15 3 653,64 1003,93 9| 431,86 222,02 5
60 -0,21 23,35 5 15 0 1 -18,7 60,82 2 58,87 161,41 8 31,52 80,65 3
Hey -26,81 16,13 6 -31,23 22,32 2 -42,26 7,49 3 -28,02 12,15 9| -30,55 14,35 5
-27,51 18,01 6 -48,2 1,4 2 -31,78 28,82 3 -34,51 11,94 7| -42,26 19,59 4
10 -37,28 13,34 5 -57,82 0 1 -37,91 17,64 3 -39,88 12,94 9| -44,49 19,5 5
30 -37,38 17,88 6 -55,94 3,39 2 -48,82 21,63 3 -47,1 9,91 9| -46,35 21,67 5
60 -31,83 12,77 5 -26,46 0 1 -38,52 31,89 2 -36,55 1496 8| -31,11 32,18 3

Tabla 33: Parametros bioquimicos en hombres (a.) y mujeres (b.) segun los genotipos dobles de la MTHFR, rs1801133 y rs1801131
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4.7.5.4. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcion

del numero de mutaciones

En hombres se observéd una mayor velocidad de entrada de folato
intraeritrocitario en el dia 2 en funcion del nUmero de mutaciones, siendo los de
mayor velocidad los de cero mutaciones que disminuyen progresivamente respecto
alos de 1y 2 mutaciones. En cuanto a la evolucidn del tratamiento ese efecto inicial
se vio amortiguado al final del tratamiento no observandose diferencias el dia 30.
En el sentido contrario sucede con el folato sérico ya que los hombres sin
mutaciones presentaron menor respuesta al tratamiento en el dia 2, frente a los de
1 y 2 mutaciones, quizds debido a que en ese periodo inicial entra mas folato al
interior del hematie. Como efecto significativo de estas tendencias se da un
aumento estadisticamente significativo de folato sérico el dia 30 en sujetos con 2
mutaciones respecto a los de 0 mutaciones. En la Hcy se observa mayor respuesta
de descenso de la misma en los sujetos con mas mutaciones aunque no llegamos a

alcanzar significacidn estadistica, 1 vs 2 mutaciones (Tabla 34).
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0 mutaciones (AA/CC) vs 1-2 Mutaciones (AA/CT + AC/CC + AC/CT + AA/TT)

Hombres

Dia (.je Diferencia IC 95% t p
tratamiento
iFol 2 37,76 -191,8-116,3 0,65 > 0,05
5 52,23 -207,4-102,9 0,89 > 0,05
10 57,34 -232,7-118,0 0,87 > 0,05
30 -92,23 -84,45 - 268,9 1,39 > 0,05
60 -74,75 -225,1-374,6 0,66 > 0,05
sFol 2 -68,16 -250,3 - 386,6 0,57 >0,05
5 -77,47 -213,2-368,1 0,70 > 0,05
10 -151,80 -133,7-437,2 1,41 > 0,05
30 -272,70 -49,75 - 595,2 2,24 > 0,05
60 51,75 -273,2 -376,7 0,42 > 0,05
Hcy 2 1,07 -24,19 - 22,05 0,12 > 0,05
5 12,90 -36,19-10,39 1,46 > 0,05
10 6,55 -29,85-16,74 0,74 > 0,05
30 5,86 -32,17 - 20,46 0,59 > 0,05
60 13,12 -39,64 - 13,40 1,31 > 0,05
0 mutaciones (AA/CC) vs 1 mutacién(CT/AA + CC/AC)
Dia de . .
tratamiento Diferencia IC 95% t p
iFol 2 22,75 -220,4-174,9 0,31 > 0,05
5 21,74 -219,4-175,9 0,30 > 0,05
10 11,37 -234,3-211,6 0,14 > 0,05
30 -148,40 -81,89 - 378,6 1,76 > 0,05
60 -83,06 -281,0-447,1 0,62 > 0,05
sFol 2 -87,82 -188,6-364,2 0,86 >0,05
5 -59,95 -198,6 - 318,5 0,63 > 0,05
10 -184,00 -67,02 -435,1 1,98 > 0,05
30 -132,20 -151,0-415,4 1,26 > 0,05
60 -24,31 -252,1-300,7 0,24 > 0,05
Hcy 2 -1,53 -27,41 - 30,47 0,14 > 0,05
5 5,55 -34,49 - 23,38 0,52 > 0,05
10 -0,03 -28,91 - 28,97 0,00 > 0,05
30 -1,66 -34,30 - 30,99 0,14 > 0,05
60 8,71 -40,56 - 23,15 0,74 > 0,05

Tabla 34. (continua en la siguiente pagina)

115



0 mutaciones (AA/CC) vs 2 mutaciones (AC/CT + AA/TT)

Dia de

tratamiento Diferencia IC 95% t p
iFol 2 50,88 -202,3-100,5 0,91 > 0,05
5 82,72 -237,7-72,23 1,45 > 0,05
10 96,75 -267,3-73,85 1,54 > 0,05
30 -52,15 -118,5-222,7 0,83 > 0,05
60 -62,29 -240,5 - 365,1 0,56 > 0,05
sFol 2 -50,96 -333,6 -435,5 0,36 > 0,05
5 -94,99 -271,7 -461,7 0,70 > 0,05
10 -119,60 -236,5-475,6 0,91 >0,05
30 -393,20 1,213 -785,2 2,71 <0,05*
60 -90,18 -324,7 - 505,0 0,59 > 0,05
Hcy 2 3,34 -28,74 - 22,07 0,35 > 0,05
5 20,25 -46,25 - 5,755 2,10 > 0,05
10 13,14 -39,14 - 12,87 1,36 > 0,05
30 9,45 -38,08 - 19,17 0,89 > 0,05
60 19,30 -49,59-11,00 1,72 > 0,05
1 mutacién (AA/CT + AC/CC) vs 2 mutaciones (AC/CT + AA/TT)
Dia (.je Diferencia IC 95% t p
tratamiento
iFol 2 28,13 -166,8 - 110,6 0,54 > 0,05
5 60,98 -204,2-82,26 1,14 >0,05
10 85,38 -234,5-63,71 1,54 >0,05
30 96,22 -253,1-60,69 1,64 > 0,05
60 20,78 -265,4 -223,9 0,23 > 0,05
sFol 2 36,86 -306,4 - 232,7 0,36 > 0,05
5 -35,04 -265,7 - 335,7 0,31 > 0,05
10 64,47 -342,9-213,9 0,62 > 0,05
30 -261,00 -28,75 -550,8 2,40 > 0,05
60 -65,87 -239,1-370,8 0,58 > 0,05
Hcy 2 4,87 -23,48 - 13,75 0,70 > 0,05
5 14,69 -33,92-4,530 2,04 > 0,05
10 13,16 -32,39- 6,060 1,82 > 0,05
30 7,80 -27,81-12,21 1,04 > 0,05
60 10,59 -31,65-10,47 1,34 > 0,05

Tabla 34. (continua en la siguiente pagina)
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1 mutacién (AA/CT + AC/CC)

Dia de . .
tratamiento Diferencia IC 95% t p
iFol 2 -4,14 -287,3-279,0 0,04 > 0,05
5 -43,22 -239,9-326,4 0,44 > 0,05
10 57,36 -263,7-378,4 0,51 > 0,05
30 -23,52 -438,0-391,0 0,16 >0,05
60 116,90 -337,2-570,9 0,74 > 0,05
sFol 2 90,64 -149,4 - 330,7 1,06 > 0,05
5 87,65 -169,0 - 344,3 0,96 > 0,05
10 374,50 134,4 - 614,5 4,38 <0,01*
30 225,30 -46,91 - 497,5 2,32 > 0,05
60 38,38 -201,7 - 278,4 0,45 >0,05
Hcy 2 -8,62 -17,24 - 34,49 0,93 > 0,05
5 22,65 -48,51 - 3,214 2,45 > 0,05
10 20,09 -45,95 - 5,777 2,17 > 0,05
30 17,99 -47,32-11,34 1,72 > 0,05
60 21,94 -47,80 - 3,927 2,37 > 0,05
2 mutaciones: AC/CT vs AA/TT
Dia (.je Diferencia IC 95% t p
tratamiento
iFol 2 -14,51 -169,4 - 198,5 0,22 > 0,05
5 38,78 -249,5-172,0 0,52 > 0,05
10 4,92 -197,3-187,5 0,07 > 0,05
30 35,12 -227,5-157,3 0,52 > 0,05
60 81,05 -275,2-437,3 0,64 > 0,05
sFol 2 -86,69 -388,1-561,5 0,51 > 0,05
5 -111,20 -451,8 -674,3 0,55 > 0,05
10 -345,60 -150,9 - 842,2 1,95 > 0,05
30 -110,40 -386,2 - 606,9 0,62 > 0,05
60 -135,50 -458,0-729,0 0,64 >0,05
Hcy 2 -1,51 -24,55-27,58 0,16 > 0,05
5 -5,18 -24,68 - 35,03 0,48 > 0,05
10 -4,32 -22,94 - 31,58 0,44 > 0,05
30 -8,43 -18,82 - 35,69 0,87 > 0,05
60 0,85 -33,43-31,73 0,07 > 0,05

Tabla 34: Comparacion de los parametros bioquimicos en funcidon del nimero de mutaciones en

hombres

Las comparaciones llevadas a cabo de los parametros bioquimicos en mujeres
segin el numero de mutaciones de la MTHFR no mostraron diferencias

estadisticamente significativas (datos no mostrados). Las tendencias que observamos
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en el grupo masculino en las mujeres no existen e incluso parecen estar invertidas. Por

tanto podemos decir que observamos un dimorfismo sexual en la respuesta al

tratamiento con folatos entre hombres y mujeres siendo el hombre mads sensible a los

cambios. Este efecto puede estar mediado por el sugerido efecto estrogénico sobre el

metabolismo de los folatos principalmente en mujeres.

4.7.6. MTRR rs1801394 (c.66A>G)

menor incremento porcentual de folato

ultimo dia de tratamiento. Esta diferencia

Los sujetos de genotipo homocigoto salvaje presentaron significativamente

intraeritrocitario respecto del nivel basal el

no se obtuvo entre los géneros (Tabla 35)

a.Total
AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE : (%basal) DE n Diferencia  t P
iFol 2 84,14 63,23 10| 85,55 67,67 30 -1,41 0,03 >0,05
5 172,18 48,59 10| 189,92 83,02 27 -17,75 043 >0,05
10 217,35 55,7 9 285,01 107,92 24 -67,65 1,55 >0,05
30 362,87 89,3 10| 50592 206,4 27 -143 3,45 <0,01*
60 165,17 83,65 6 150,63 88,71 17 14,54 0,27 >0,05
sFol 2 131,42 1209 9 136,08 99,18 30 -4,65 0,04 >0,05
5 239,55 135,14 8 354,74 352,88 24 -115,2 0,81 >0,05
10 326,25 279,69 9 | 476,28 475,98 28 -150 1,13 >0,05
30 32393 173,34 10| 521,95 591,11 28 -198 1,55 >0,05
60 -1,74 32,17 9 35,56 103,53 22  -37,3 0,27 >0,05
Hcy 2 -24,55 11,2 10 -27,15 12,52 30 2,6 0,45 >0,05
5 -32,33 10,17 10| -32,15 18,5 27 0,18 0,03 >0,05
10 -41,96 9,53 10| -39,63 17,93 28 -2,34 0,4 >0,05
30 -43,13 12,74 10| -45,91 16,33 28 2,79 0,48 >0,05
60 -29,03 16,11 9 -30 19,69 22 0,97 0,15 >0,05

Tabla 35. (continda en la siguiente pagina)
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b. Hombres

AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia  t P
iFol 2 74,78 69,21 5 99,53 60,94 12 -24,75 0,46 >0,05
5 167,56 31,45 5 192,51 80,05 12 -2495 046 >0,05
10 236,28 39,57 4 286,46 114,86 11 -50,18 0,85 >0,05
30 343,35 76,79 5 452,5 188,89 9 -109,2 1,94 >0,05
60 190,13 0 1 107,77 71,19 82,36 0,75 >0,05
sFol 2 111,84 125,52 4 81,13 59,98 12 30,71 0,35 >0,05
5 184,06 105,52 4 235,63 117,44 10 -51,57 0,57 >0,05
10 270,85 149,7 4 318,83 183,91 12 -4798 0,55 >0,05
30 365,65 170,77 5 377,26 273,57 10 -1161 0,14 >0,05
60 -2,56 43,66 4 12,59 54,78 10 -15,15 0,17 >0,05
Hcy 2 -16,34 463 5 -26,14 98 12 -9,8 1,11 >0,05
5 -29,95 937 5 -31,01 18,14 12 1,06 0,12 >0,05
10 -42,91 11,91 5 -39,43 20,21 12 -3,48 0,39 >0,05
30 -45,05 9,76 5 -45,54 19,62 10 0,48 0,05 >0,05
60 -29,27 18,21 4 -25,66 21,79 10 -3,62 0,37 >0,05
¢. Mujeres
AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 93,51 63,13 5 76,23 71,97 18 17,28 0,28 >0,05
5 176,79 65,34 5 187,86 88,05 15 -11,06 0,18 >0,05
10 202,21 66,22 5 283,77 106,42 13 -81,56 1,28 >0,05
30 382,4 105,33 5 532,63 214,7 18 -150,2 2,45 >0,05
60 160,18 92,52 5 168,49 91,76 12 -8,31 0,13 >0,05
sFol 2 147,09 129,33 5 172,71 104,41 18 -25,62 0,12 >0,05
5 295,03 152,53 4 | 439,82 438,24 14 -1448 0,59 >0,05
10 370,56 366,22 5 594,36 590,17 16 -223,8 1,01 >0,05
30 282,21 184,63 5 602,33 704,39 18 -320,1 1,46 >0,05
60 -1,09 25,26 5 54,7 130,87 12 -55,79 0,24 >0,05
Hcy 2 -32,77 9,6 5 -27,82 14,28 18 -4,95 0,62 >0,05
5 -34,7 11,44 5 -33,06 19,37 15 -1,64 0,2 >0,05
10 -41,02 7,77 5 -39,78 16,7 16 -1,24 0,15 >0,05
30 -41,2 16,14 5 -46,12 14,82 18 4,92 0,62 >0,05
60 -28,84 16,44 5 -33,62 17,9 12 4,78 0,57 >0,05

Tabla 35. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcién del rs1801394, 66A>G de la MTRR

en el grupo total (a.) en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario; sFol,

folato sérico; Hcy: Homocisteina, *p<0.05
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4.7.7. RFC1 rs1051266 (c.80A>G)

Los individuos portadores de uno 6 dos alelos variantes mostraron un
porcentaje de folato intraeritrocitario respecto del nivel basal significativamente
mayor que homocigotos salvajes. Esta diferencia se observé el dia 30 del tratamiento

en el grupo y al dividir la poblacidén por sexos, en los hombres.

a.Total
AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia  t P
iFol 2 84,95 76,12 13 79,58 61,78 32 -5,36 0,14 >0,05
5 182,57 60,87 12 176,4 80,92 30 -6,17 0,16 >0,05
10 243,15 101,53 12 261,36 104,24 25 18,21 0,46 >0,05
30 374,66 161,86 12 480,06 196,49 29 105,4 2,7 <0,05*%
60 132,52 112,11 6 158,05 79,5 20 25,53 0,48 >0,05
sFol 2 116,26 91,12 13 143,54 105,95 31 27,28 0,25 >0,05
5 284,39 201,79 11 353,48 336,28 26 69,1 0,57 >0,05
10 395,77 298,07 12 472,89 483,89 29 77,12 0,67 >0,05
30 295,93 158,81 12 532,19 578,33 30 236,33 2,05 >0,05
60 -17,4 38,96 8 35,65 98,35 27 53,05 0,39 >0,05
Hcy 2 -24,01 12,55 13 -28,62 12,21 32 -4,61 0,9 >0,05
5 -26,57 13,03 12 -35,46 16,69 30 -8,89 1,67 >0,05
10 -37,66 12,48 12 -41,2 16,74 30 -3,54 0,67 >0,05
30 -41,46 16,53 12 -46,18 15,53 30 -4,713 0,89 >0,05
60 -28,52 23,17 8 -31,18 17,05 27 -2,664 0,42 >0,05

Tabla 36. (continla en la siguiente pagina)
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b. Hombres

AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 87,29 77,92 6 80,96 61,22 14 -6,34 0,14 >0,05
5 156,73 63,04 6 177,73 78,81 14 21 0,45 >0,05
10 212,88 11091 6 282,01 99,85 11 69,13 1,42 >0,05
30 259,22 153,32 5 450,27 136,78 11 191 3,7 <0,01%*
60 82,38 57,62 2 141,74 67,13 5 59,36 0,74 >0,05
sFol 2 82,77 64,35 6 117,88 93,96 13 3511 0,38 >0,05
5 222,48 185,67 5 293,15 155,06 12 70,66 0,71 >0,05
10 362,83 241,71 6 382,44 281,65 12 19,62 0,21 >0,05
30 257,07 14494 5 470,86 284,59 12 213,8 2,13 >0,05
60 -0,4 43,31 4 23,58 69,84 12 23,99 0,22 >0,05
Hcy 2 -21,8 485 6 -24,42 11,16 14 -2,62 0,35 >0,05
5 -26,88 14,74 6 -32,44 15,2 14 -5558 0,74 >0,05
10 -33,81 15,56 6 -41,99 17,78 13 -8,178 1,07 >0,05
30 -35,02 16,23 5 -47,46 15,61 12 -12,44 1,51 >0,05
60 -20,26 24,46 4 -28,38 17,41 12 -8,118 0,91 >0,05
c. Mujeres
AA AG-GG
Dia de Media Media . .
tratamiento  (%basal) DE n (%basal) DE n Diferencia t P
iFol 2 82,93 80,74 7 78,52 63,96 18 -4,42 0,08 >0,05
5 208,41 50,74 6 175,24 85,29 16 -33,17 0,56 >0,05
10 273,42 90,45 6 245,14 108,39 14 -28,28 0,47 >0,05
30 457,11 115,44 7 498,27 227,29 18 41,15 0,75 >0,05
60 157,59 131,63 4 163,49 84,64 15 59 0,09 >0,05
sFol 2 144,96 105,23 7 157,28 108,78 25 12,32 0,07 >0,05
5 335,97 216,41 6 384,43 379,46 20 48,46 0,27 >0,05
10 428,71 366,65 6 508,56 532,57 23 79,84 0,45 >0,05
30 323,69 173,41 7 503,25 620,06 25 179,6 1,08 >0,05
60 -34,39 29,92 4 28,53 109,91 19 62,92 0,29 >0,05
Hcy 2 -25,89 16,92 7 -31,88 12,29 18 -5,98 0,85 >0,05
5 -26,26 12,48 6 -38,11 17,94 16 -11,85 1,57 >0,05
10 -41,52 805 6 -40,6 16,43 17 0,91 0,12 >0,05
30 -46,07 16,32 7 -45,32 15,87 18 0,75 0,11 >0,05
60 -36,77 21,74 4 -33,42 17,01 15 3,35 0,38 >0,05

Tabla 36. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcién del rs1051266, 80G>A, del RFC1 en

el grupo total (a.), en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario; sFol,

folato sérico; Hcy: Homocisteina, *p<0.05
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4.7.8. TCN2 rs1801198 (c.776C>G)

Los hombres homocigotos para el alelo mutado presentan significativamente

menor porcentaje de folato sérico respecto del nivel basal (Tabla 37).

a.Total
CC-CG GG
tratDaIra"n(ijeento (beea(i'aan DE n (ijead;: y DB n Diferencia t  p

iFol 2 75,54 66,04 36| 100,58 60,72 9 25,04 0,58 >0,05
5 177,62 82,48 32 182,45 49,31 9 4,84 0,11 >0,05

10 258,95 100,04 29| 239,19 116,87 8 -19,76 0,43 >0,05

30 458,3 189,02 33| 414,55 207,87 8 -43,76 0,96 >0,05

60 162,63 81,24 20 96,12 95,85 6 -66,52 1,24 >0,05

sFol 137,58 106,42 35 109,71 86,96 9 -27,87 0,22 >0,05
5 379,14 328,95 28| 179,31 117,68 8 -199,8 1,49 >0,05

10 475,28 481,9 33| 309,96 136,07 9 -165,3 1,32 >0,05

30 533,38 549,91 33| 234,75 111,11 9 -298,6 2,38 >0,05

60 33,3 98,65 28 -22,2 26,81 7 -55,5 0,39 >0,05

Hcy -28 12,3 36 -26,76 11,38 9 -1,25 0,22 >0,05
5 -33,49 16,63 32| -32,72 14,87 9 -0,77 0,13 >0,05

10 -41,51 15,41 33 -36,92 15,44 9 -4,59 0,79 >0,05

30 -46,82 14,15 33| -39,13 20,06 9 -7,69 1,33 >0,05

60 -31,81 16,15 28 -22,13 24,46 7 -9,68 1,48 >0,05

b. Hombres
CC-CG GG
tratDaI ?n?eento (",/\ZlbeaclI: ) DE n (",Zlbei: ) DE n Diferencia t P

iFol 2 73,31 60,36 16 114,46 77 4 41,15 0,7 >0,05
5 173,8 84,08 15 166,12 32,14 4 -7,69 0,13 >0,05

10 261,14 115,11 14| 231,53 58,51 3 -29,61 0,44 >0,05

30 405,14 158,22 13| 335,01 213,88 3  -70,13 1,05 >0,05

60 134,54 49,86 5 37 6,56 2 97,54 1,11 >0,05

sFol 103,68 78,78 15 78,83 116,73 4 24,86 0,24 >0,05
307,86 165,33 13 119,83 53,84 3 188 1,59 >0,05

10 377,17 293,77 15| 279,88 134,74 4 97,29 0,93 >0,05

30 486,8 259,41 13| 201,17 130,3 4 285,6 2,7 <0,05%

60 25,82 68,4 13 -33,6 15,63 3 59,42 0,5 >0,05

Hcy -24,62 9,39 16 -25,02 8,56 4 04 0,05 >0,05
5 -32,71 14,87 15 -27,05 16,46 4 -5,66 0,72 >0,05

10 -42,76 16,17 15 -30,35 16,88 4 -12,41 1,58 >0,05

30 -49,59 12,53 13 -28,55 17,43 4 -21,04 2,63 >0,05

60 -30 14,13 13 -2,37 17,99 3 -27,63 3,09 <0,05

Tabla 37. (continta en la siguiente pagina)
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c. Mujeres

CC-CG GG
tra?aI ?n(ijeento ("D:lbeac:: ) DE n ("D:lbeadsI: ) DE n Diferencia t P

iFol 2 77,32 71,77 20| 89,48 50,8 5 12,15 0,2 >0,05
5 180,98 83,49 17| 195,52 60,07 5 1454 0,23 >0,05

10 256,9 87,78 15| 243,79 148,72 5 -13,12 0,21 >0,05

30 492,86 202,92 20| 462,27 212,5 5 -30,59 0,5 >0,05

60 172 88,72 15| 125,68 108,64 4 -46,32 0,67 >0,05

sFol 2 163 118,76 20| 134,41 56,47 5 28,59 0,14 >0,05
5 440,91 420,06 15 215 136,17 5 2259 1,04 >0,05

10 557,04 592,02 18| 334,03 1476 5 223 1,05 >0,05

30 563,66 681,44 20| 261,62 99,64 5 302 1,44 >0,05

60 39,78 121,09 15| -13,66 32,36 4 53,44 0,23 >0,05

Hcy 2 -30,71 13,85 20| -28,15 14,09 5 -2,56 0,32 >0,05
-34,18 18,47 17| -37,26 13,46 5 3,08 0,38 >0,05

10 -40,47 15,14 18 -42,19 13,6 5 1,72 0,21 >0,05

30 -45,01 15,14 20| -47,59 19,37 5 2,58 0,32 >0,05

60 -33,37 18,07 15| -36,95 17,24 4 3,58 0,4 >0,05

Tabla 37. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcion del rs1801198 (776C>G), de la TCN2
en el grupo total (a.), en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol, folato intraeritrocitario; sFol,

folato sérico; Hcy: Homocisteina, *p<0.05

4.7.9. TYMS rs2853542 (C>G, 28bp VNTR 3R)

El alelo G de este polimorfismo mostré un efecto contrario entre sexos que se
diluye al valorar el grupo en su conjunto. Por un lado en los hombres portadores del
alelo variante G el porcentaje de folato intraeritrocitario fue significativamente menor
que los CC en el dltimo dia de tratamiento. Lo contrario sucedié en mujeres en las que

en las CG el folato intraeritrocitario fue significativamente mayor (Tabla 38)
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a.Total

CC CG
tral:)aI ?n?eento ("D:IbeadsI: ) DE n ("D:IbeadsI: ) DE n Diferencia t P
iFol 2 71,16 64,91 29 99,21 64,32 16 28,05 0,78 >0,05
5 176,75 85,39 27| 180,71 54,28 15 3,95 0,11 >0,05
10 243,87 102,39 25| 279,58 102,21 12 35,7 0,88 >0,05
30 429,29 139,99 26| 483,73 259,87 15 54,44 1,46 >0,05
60 153,28 81,51 15| 150,62 96,37 11 -2,66 0,06 >0,05
sFol 2 131,25 102,67 29| 143,65 102,31 15 12,39 0,11 >0,05
378,39 357,02 23| 258,28 162,1 14 -120,1 1,05 >0,05
10 441,3 485,18 27 467,7 334,78 14 26,4 0,24 >0,05
30 418,94 241,14 27| 547,04 792,16 15 128,1 1,17 >0,05
60 7,92 50,41 23 53,45 137,25 12 45,53 0,38 >0,05
Hcy 2 -28,74 13,39 29| -24,64 10,05 16 4,1 0,86 >0,05
-35,36 14,59 27| -28,54 18,19 15 6,81 1,37 >0,05
10 -43,14 15,32 27| -34,88 15,08 15 8,26 1,67 >0,05
30 -47,1 15,18 27| -40,75 16,5 15 6,35 1,28 >0,05
60 -33,65 17,61 23| -24,68 18,84 12 8,97 1,64 >0,05
b. Hombres
CC CG
tra’lc)z;?n?eento (';fbeaifl) DEn (‘;o/lbeail:I) DE n Diferencia t  p
iFol 2 74,53 57,42 12 95,35 76,45 8 34,28 0,72 >0,05
5 172,43 86,47 12| 169,93 53,71 8 12,81 0,25 >0,05
10 262,12 119,62 10| 251,17 91,71 7 87,63 1,53 >0,05
30 426,4 153,14 9 344,5 179,13 7 174,7 3,67 <0,01*
60 85,75 75,5 2 140,39 64,05 5 -4,525 0,08 >0,05
sFol 2 94,8 84,52 12| 127,34 89,84 7 32,54 0,36 >0,05
269,07 121,22 10| 277,07 218,9 7 7,994 0,08 >0,05
10 337,88 196,24 11| 435,65 351,25 7 97,76 1,05 >0,05
30 443,57 230,76 10| 357,12 323,06 7 -86,45 0,91 >0,05
60 11,17 47,71 10 28,28 88,79 6 17,11 0,17 >0,05
Hcy 2 -25,44 11,3 12| -20,94 6,14 8 4,495 0,64 >0,05
-31,9 14,26 12| -29,08 16,67 8 2,823 0,4 >0,05
10 -44,62 18,78 11| -32,23 12,2 8 12,39 1,74 >0,05
30 -48,43 14,12 10| -37,19 18,09 7 11,24 1,49 >0,05
60 -29,46 17,05 10| -21,17 22,15 6 8,289 1,05 >0,05

Tabla 38. (continua en la siguiente pdgina)
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c. Mujeres

cC CG
tral:)aI ?n?eento ("D:lbeadsI: ) DE n ("D:IbeadsI: ) DE n Diferencia t P

iFol 2 68,79 71,36 17| 103,07 54,66 8 34,28 0,69 >0,05
5 180,21 87,4 15| 193,02 56,36 7 12,81 0,24 >0,05

10 231,71 91,53 15| 319,35 112,79 5 87,63 1,47 >0,05

30 430,82 137,42 17| 605,57 266,85 8 174,7 3,53 <0,01*

60 163,67 79,99 13| 159,15 122,89 6 -4,53 0,08 >0,05

sFol 2 163,37 109,02 16| 157,91 116,26 8 -5,46 0,03 >0,05
5 462,48 452,81 13| 239,49 90,5 7 -223 1,12 >0,05

10 533,24 622,93 15| 499,76 342,14 7  -33,48 0,17 >0,05

30 414,94 257,31 16| 713,21 1047,84 8 298,3 1,62 >0,05

60 9,09 54,88 12| 78,61 179 6 69,52 0,33 >0,05

Hcy -31,08 14,56 17| -28,34 12,14 8 2,74 0,41 >0,05
-38,12 14,74 15| -27,93 21,15 7 10,19 1,42 >0,05

10 -42,12 13,01 16| -37,91 18,36 7 4,22 0,59 >0,05

30 -46,31 16,15 17| -43,86 1549 8 2,45 0,36 >0,05

60 -36,87 18,01 13| -28,18 16,13 6 8,69 1,12 >0,05

Tabla 38. Comparacion de los parametros bioquimicos en funcion del rs2853542 (VNTR

3RC>G) de la TYMSen el grupo total (a.), en hombres (b.) y mujeres (c.). Abreviaturas: iFol,

folato intraeritrocitario; sFol, folato sérico; Hcy: Homocisteina, *p<0.05
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El presente trabajo consiste en un estudio sobre el efecto del tratamiento en el
metabolismo de los folatos de dos grupos de jévenes de distinto sexo, homogéneos en
edad con una dosis media-alta de folatos. Se pretende, en primer lugar, observar la
respuesta al tratamiento con folinico de toda la poblaciéon en conjunto; en segundo
lugar, detectar el comportamiento diferencial del metabolismo de los folatos entre
géneros; en tercer lugar, valorar la respuesta al tratamiento de distintos polimorfismos
funcionales seleccionados de los genes implicados en el metabolismo de los folatos y
en cuarto lugar observar si existe una respuesta diferencial en funcidon del sexo en
relacion con los mencionados polimorfismos. Todo ello bajo la hipdtesis principal de
que existe un dimorfismo sexual en el metabolismo de los folatos que se evidencia
ante una respuesta diferencial al tratamiento con folatos y que esta respuesta
diferencial puede estar modulada por una distinta gestion hormonal-metabdlica,

determinada por el sexo y los genes implicados en el eje.

El tratamiento con acido folinico busca distinguir tres aspectos basicos:

1. La respuesta inmediata entre los dias 2 y 5 después de comenzado el

tratamiento.

2. Una perspectiva de la evolucién del tratamiento durante los 30 dias y 30

dias después de haber finalizado.

3. El estado final del metabolismo de los folatos valorado en sus distintos
analitos para establecer la influencia de los polimorfismos en un sistema

donde se ha eliminado el factor dietético por saturacion de folatos.

En resumen, este trabajo trata de obviar la edad y los factores de la dieta como
coadyuvantes de las variaciones en los niveles de Hcy y folatos, y de esta forma
estudiar las diferentes respuestas al tratamiento con acido folinico entre los dos
grupos de jovenes diferenciados por sexos y el papel de polimorfismos funcionales en

el equilibrio final del sistema
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5.1. Sobre el grupo de estudio

Es bien conocido el efecto de la edad aparte de la dieta sobre los niveles de
Hcy, calculandose un incremento de 1umol/L por cada 25 afios de edad (Reyes-Engel
et al., 2002). La poblacién de estudio seleccionada fue homogénea en edad y sin

patologia que pueda introducir un sesgo en nuestro trabajo.

5.2. Sobre el efecto del tratamiento

Los resultados de las concentraciones basales de los parametros bioquimicos
muestran unas desviaciones y unas concentraciones muy semejantes a las que se han
estudiado en poblaciones similares. Sélo se diferencian en que en nuestra poblacién
no se observa una carencia de folatos intraeritrocitario en mujeres jévenes, como
concluyen otros estudios en poblaciones europeas (Kluijtmans et al., 2003; Al-Tahan et
al., 2006). Por otro lado, cabe mencionar cdmo las desviaciones estandar en la Hcy van
disminuyendo a medida que el tratamiento va desarrollandose, al contrario de los
valores de folatos sérico e intraeritrocitario cuyas desviaciones se hacen mayores. Este
hecho abunda en calificar a la Hcy como el marcador funcional del equilibrio del
sistema. Estos resultados nos llevan a establecer una buena instalacién del

tratamiento.

A diferencia de la mayoria de trabajos publicados sobre tratamientos con
folatos hemos empleado la variacidon en porcentaje respecto del nivel basal. De esta
manera hemos reducido la variabilidad interindividual e igualado a los sujetos ya que

no hemos controlado la ingesta de folatos antes del tratamiento.

5.3. Influencia del tratamiento en los niveles sérico e intraeritrocitario de

folato

En primer lugar se discutiran los resultados obtenidos en los niveles de folato
sérico e intraeritrocitario tanto en el conjunto de la poblacién como en la poblacién

dividida por sexos y la relacion a los diferentes polimorfismos de los genes estudiados
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5.3.1. Poblacidon de estudio

En todos los sujetos se observé, como cabia esperar, un incremento del folato
sérico durante los dias de intervencidn que se estabilizd en el 102 dia de tratamiento y
gue retornd a niveles basales treinta dias después de finalizado el mismo. Sin embargo,
cuando se estudian los niveles de folato intraeritrocitario en toda la poblacion, se
observa que dichos niveles aumentan progresivamente durante todo el tratamiento y
se mantienen aumentados treinta dias después de finalizar el mismo. Ya que el folato
intraeritrocitario es considerado el depdsito de esta vitamina (Lucock et al., 1996;
Smulders et al., 2007) y un indicador de las reservas tisulares (Institute of Medicine
(US) Standing Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes and
its Panel on Folate, Other B Vitamins, and Choline, 1998), parece ser que el dintel
sérico mencionado seria consecuencia de una limitacién en la liberacion de folatos a la
circulacién por parte de la célula, mas que un problema de absorcién o de eliminacién
metabdlica de folatos. En los tejidos periféricos, el 5-metilTHF penetra en el interior de
la célula gracias a un sistema de transporte especifico. Alli pierde su grupo metilo al
cederlo a la Hcy, reaccién catalizada por la MTR, enzima que también requiere de la
vitamina By, para su actividad. EI THF formado es el sustrato preferente en las
reacciones de poliglutamilacion en las que la folilpoliglutamato sintasa vuelve a afiadir
los residuos glutdmicos y los folatos quedan retenidos en el interior de la célula, ya que
s6lo pueden abandonarla si se transforman nuevamente en derivados monoglutamicos

(Varela Moreiras, G y Alonso Aperte, E, 2005).

Cabe pensar, si bien no disponemos de argumentos suficientes para
confirmarlo, que estos niveles maximos de folatos séricos se corresponderian con los
valores Optimos para la correcta utilizacion de los mismos por parte del resto de
estirpes celulares, puesto que las concentraciones intraeritrocitarias no dejan de
elevarse durante el periodo de tratamiento y sin embargo los valores de los folatos

séricos no sobrepasan el dintel determinado a partir del 102 dia de tratamiento.

Las concentraciones de folato intraeritrocitario ascienden progresivamente

hasta el ultimo dia en el que se administra el dcido folinico y descienden al mes de
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finalizado el tratamiento. Este comportamiento nos lleva a deducir que la capacidad de
almacenamiento de folatos intracelular supera la capacidad de saturacién de la dosis
de tratamiento estudiada de 5 mg de 4acido folinico. Esta capacidad de
almacenamiento se podria explicar desde un punto de vista evolutivo como un
mecanismo adaptativo de defensa ante la incapacidad de sintesis de folatos de novo
de nuestro organismo y por la abundancia relativa o circunstancial de folatos que el ser
humano ha tenido a su disposicidn a lo largo de la historia. Hay que tener presente que

incluso hoy representa la carencia vitaminica mas frecuente en la humanidad.

5.3.2. Influencia del sexo

La evolucién de los folatos sérico e intraeritrocitario en mujeres presenta distintos
patrones: el folato sérico alcanza un plateau en el décimo dia de tratamiento mientras
gue el folato intraeritrocitario asciende hasta el ultimo dia. No obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas en folato sérico entre sexos probablemente debido al
bajo numero de sujetos pero vemos un patron diferente, como se explica mas
adelante. Se hallé un efecto similar en el primer estudio realizado sobre la cinética del
folato (Heseker and Schmitt, 1987), aunque este trabajo no diferenciaba por sexo la
poblacién. Respecto al plateau de folato sérico estd descrito en la bibliografia y la
mayoria de los trabajos consultados se han realizado en mujeres en edad reproductiva
en las que se ha ensayado el efecto de las diferentes pautas de suplementacion en la
prevencion del DTN. Ademas ocurre de una manera dosis-dependiente aunque en
diferentes momentos durante el tratamiento (Lamers et al., 2006; Hao et al., 2008).
Venn y colaboradores no alcanzaron el plateau de folato sérico probablemente debido

a la baja dosis empleada (100ug/dia) (B J Venn et al., 2002) .

El porcentaje de folato sérico alcanzado respecto del nivel basal se estabiliza en
mujeres al décimo dia de tratamiento, mientras que en los varones no podemos decir
qgue se llega a un maximo pero si que se aproxima al nivel alcanzado en mujeres
aungue mas tarde. Las diferencias de folatos séricos tenderian a igualarse entre sexos

al final del tratamiento, como si hubiera un dintel sérico diferente de folatos para
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ambos. La diferencia entre sexos corresponde al tiempo en el que se alcanza el dintel,
y ademas el descenso de folatos séricos después del tratamiento, es idéntica en ambos
Sexos.

A medida que avanza el tratamiento, las mujeres presentan mayor porcentaje
de folato intraeritrocitario respecto del nivel basal que los hombres al final del
tratamiento. Se parte de diferencias no significativas que van incrementdndose
conforme avanza el tratamiento hasta alcanzar su maxima diferencia al final del
mismo. En este estudio no hemos podido alcanzar su punto de almacenamiento
maximo ni en hombres ni en mujeres. En el caso de los folatos séricos la regulacidon
debe estar relacionada con la capacidad de almacenamiento tisular y de la liberacidon

intracelular.

El folato intraeritrocitario se utiliza en la practica clinica como marcador del
estatus intracelular de folatos. En la bibliografia esta aceptado el almacén de folatos
en los hematies como un indicador de reserva tisular (Lucock et al., 1996; Institute of
Medicine (US) Standing Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Reference
Intakes and its Panel on Folate, Other B Vitamins, and Choline, 1998; Smulders et al.
2007). Hay escasa bibliografia sobre la correlacion de los marcadores sanguineos con
los niveles tisulares. Un trabajo que data de 1975 compara folato sérico e
intraeritrocitario con los niveles de folato en higado (Wu et al., 1975), el principal lugar
de almacenamiento en el organismo (Shenkin A et al., 2006). En el trabajo de Wu y
colaboradores directamente midieron folato en biopsia de higado de pacientes
alcohdlicos. Tanto el folato sérico como el intraeritrocitario correlacionaron bien con el
folato hepatico, si bien el intraeritrocitario presentd mejor rendimiento en cuanto a
sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y positivo. No obstante, se llevo a
cabo en un reducido numero de sujetos. Muchos autores coinciden en el uso del folato
intraeritrocitario como marcador del status de folatos aunque los expertos reconocen
no tener el total conocimiento de si es preferible a usar el folato sérico (Yetley et al.,

2011).

La rapida consecucion del plateau de folato sérico en mujeres puede ser debido

a la necesidad fisiolégica aguda de folatos durante el embarazo, que, en una escala
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menor, coincide con la rapida reduccion de Hcy entre las fases lutea y folicular del ciclo

menstrual (J. Tallova et al., 1999).

En el trabajo liderado por Winkels en 2008 se atribuye al menor
almacenamiento de folatos intraeritrocitarios en hombres a su mayor masa muscular,
por tanto, a un mayor consumo (Winkels et al., 2008). No compartimos este
argumento y nos inclinamos por los mayores requerimientos de la mujer para cumplir

su funcién reproductiva.

En definitiva, en ambos sexos no se presenta el mismo comportamiento, no
hemos encontrado en la bibliografia este patréon de comportamiento diferencial de los

folatos séricos en hombres.

Respecto a la posibilidad de alcanzar un plateau de folatos en el hematie, el
grupo de Lamers no lo consigue tras 24 semanas de tratamiento. Estos autores
postulan que a los 120 dias de suplementacion con folatos los hematies se regenerany
el contenido de folato intraeritrocitario se incorpora en la siguiente generacion de
células recién formadas. En los 120 dias sucesivos la segunda generacién de hematies
se beneficia tanto del suplemento (en su caso el tratamiento duré 168 dias) como del
folato disponible liberado de la generacién anterior (Lamers et al., 2006). Desde el
punto de vista farmacocinético se ha visto que el folato intraeritrocitario aumenta
lentamente desde que comienza el aporte de folato y podria no alcanzar los niveles de

estado estacionario hasta las 35 semanas (Farrell et al., 2013).

Por otro lado al mes de haber finalizado el tratamiento, el folato
intraeritrocitario permanece por encima del basal al igual que lo hallado por otros
autores (Lamers et al., 2006; Hao et al., 2008) que ademds han comprobado que la
tasa de descenso es también dosis dependiente. Es decir, mayor descenso a mayor

dosis administrada.
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5.3.3. Efecto de los polimorfismos genéticos en los niveles de folatos

5.3.3.1. ATIC rs2372536 (c.347C>G)

La ATIC cataliza los dos ultimos pasos de la sintesis de novo de purinas, tiene
doble actividad transformilasa-ciclohidrolasa que utiliza 10-formilTHF. El polimorfismo
rs2372536 (347C>G) da lugar a un cambio de serina por treonina en posiciéon 116. No
se conoce con exactitud el mecanismo por el que actua el polimorfismo, por el que se
ha observado un descenso en su actividad catalitica de manera que aumenta los
precursores de las purinas (Dervieux et al., 2004). Se ha relacionado con mas
efectividad de metotrexate en monoterapia de artritis reumatoide asi como de mayor
toxicidad gastrointestinal del farmaco que inhibe la DHFR y la TYMS, disminuyendo la
produccién de THF (Weisman et al., 2006). En el presente trabajo se observé que los
individuos GG, en el uUltimo dia de tratamiento, mostraron un incremento mayor de
folato intraeritrocitario respecto del nivel basal. En el resto de parametros no
obtuvimos diferencias significativas entre los genotipos. Tampoco hubo diferencias
para este genotipo al distribuir a la poblacién por sexos. Estos resultados corroboran
los referidos anteriormente en los trabajos de Dervieux y Weisman por los que fue
seleccionado este polimorfismo bajo la hipdtesis de que acumulan mas folato
intraeritrocitario los GG porque utilizan menos folato para la sintesis de novo de

purinas.

5.3.3.2. ESR1: rs9340799 y rs2234693

Este gen codificante del ESRa presenta multiples polimorfismos de los que
hemos seleccionado dos SNPs intrénicos: el rs9340799 reconocido por la endonucleasa
de restriccién Xbal que resulta de una sustitucion A>G y el rs2234693, reconocido por
la enzima Pvull, T>C; ambos en desequilibrio de ligamiento. Se han relacionado con
mayor actividad estrogénica debido a una mayor transcripcién del gen del ESR1 ya que
actuan a nivel union de los factores de transcripcion (Herrington et al., 2002; Schuit et
al., 2005). La hipdtesis que planteamos en el estudio de este receptor es la relacién de
la actividad estrogénica con el metabolismo de los folatos. Se ha evidenciado en

multiples trabajos que relacionan los niveles de Hcy con los diferentes niveles de
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estrogenos en el ciclo menstrual (Tallova et al., 1999), tras la menopausia (Mijatovic
and van der Mooren, 2001) y en transexuales (Giltay et al., 2013). En este mismo
sentido, se han publicado trabajos que asocian un aumento de la actividad estrogénica
con una disminucidn de los niveles de receptores de folatos (receptor a) en tejidos
especificos provenientes de canceres mamarios (Kelley et al., 2003; O’Shannessy et al.,

2012).

Dada la naturaleza esteroidea del estradiol, su mecanismo de accion se debe ala
union a receptores nucleares y modula de esta manera la expresion génica. Uno de los
genes que regula es el de la aromatasa (CYP19). La aromatasa cataliza la conversion de
esteroides de 19 carbonos a estrégenos y es esencial para la sintesis de estradiol. A
través del ESR1 el estradiol puede modular a su vez la expresion del gen de CYP19
como demostraron Kinoshita y Chen en una linea celular de cancer de mama (Kinoshita

and Chen, 2003).

Estos dos polimorfismos se estudian clasicamente de forma individual y por sus
reconocidos haplotipos. En trabajos recientes también se han estudiado en funcién del
numero de copias AT relacionadas con menor actividad estrogénica (Schuit et al.,

2005).

Sobre el polimorfismo rs9340799 no se observan diferencias significativas en
ninguno de los parametros estudiados al comparar los sujetos AA con los que
muestran uno o dos alelos variantes (AG-GG) en los diferentes dias de tratamiento.
Tampoco existe diferencia en este SNP cuando dividimos la poblacién por género. En
los sujetos que portan el alelo G apreciamos una tendencia no significativa en todos los
dias del tratamiento a introducir mas folato dentro del hematie ya que las variaciones
porcentuales del folato intraeritrocitario fueron superiores respecto a los que son AAy
el incremento sérico fue menor. El alelo G esta relacionado con un aumento de la

actividad del ESR1 (Herrington et al., 2002; Schuit et al., 2005).

El folato sérico el dia 30 en los individuos CC del polimorfismo rs2234693

presentaba un mayor incremento porcentual respecto del nivel basal frente a los CT-
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TT. Al dividir la poblacidn por sexos, en los hombres no se observaron diferencias entre
los genotipos en los 3 pardmetros bioquimicos estudiados. En las mujeres, el genotipo
CC (homocigoto mutado) es el que muestra mayor incremento porcentual respecto del
nivel basal tanto en folato intraeritrocitario como en el sérico el dia 30. El genotipo CC
esta asociado a un incremento de la actividad estrogénica por un aumento de la
transcripcién del receptor (Herrington et al., 2002; Schuit et al., 2005). Este resultado

diferencial entre sexos abunda en la relacién estrégenos y folatos propuesta.

En este trabajo se observdo que en el haplotipo GC, el dia 2 de tratamiento
presentaron un incremento significativo de folato intraeritrocitario sobre los
haplotipos AT y los AC. Al estudiar los haplotipos por sexo esta significacidn
desaparecio en hombres incrementandose en mujeres (las GC presentaron un mayor
incremento de folato intraeritrocitario). Como hemos referido en el analisis de los
genotipos individuales, los resultados de los haplotipos confirman y superan los niveles

de significacion de los obtenidos para el genotipo CC.

Las diferencias obtenidas en este trabajo entre sexos se refieren a un aumento
del folato intraeritrocitario en las mujeres en el genotipo CC del rs2234693 y en el
haplotipo GC en el segundo dia de tratamiento. Estos resultados avalan la hipdtesis de
una relacién entre la actividad estrogénica y el flujo de folatos al compartimento
intracelular. Este flujo podria estar mediado por una regulacién transcripcional de los
estrogenos sobre los canales o receptores de folatos (Nilsson et al., 2012) por lo que
podriamos concluir que los estrégenos tienen un efecto de regulacion positiva en el
metabolismo de los folatos. Una mayor actividad estrogénica del receptor en el
genotipo CC o en el haplotipo GC seria concordante con que las mujeres acumulen mas

folato intraeritrocitario .

Dado que el estudio de haplotipos representa un orden de interpretacion
superior para los estudios de asociacion de polimorfismos, decidimos ampliar la
valoracion de los haplotipos a otra propuesta de distribucidn haplotipica de los grupos.
Basandonos en el trabajo de Schuit y colaboradores (Schuit et al., 2005) que hallaron

menor concentracion de estradiol en un grupo de mujeres postmenopausicas asociado
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al haplotipo AT, analizamos el efecto que este haplotipo puede tener en el
metabolismo de los folatos. Dividimos los sujetos por sexo y en funcién de la
duplicidad o no del haplotipo AT. En mujeres el andlisis se realizé de dos maneras:
excluyendo el genotipo GGCC como lo propone Schuit o incluyendo el mencionado
genotipo. Los resultados obtenidos sin incluir GG/CC fueron: grupo 0 (AG/CT)
presentaron una mayor elevacion de folato sérico e intraeritrocitario los dias 2 y 5
respectivamente respecto del nivel basal que los grupos 1(AA/CT) y 2(AA/TT). Esta
misma distribucién no la pudimos hacer en el grupo de hombres, ya que la n fue muy

reducida.

La distribucidon de estos haplotipos se fundamenta en los niveles de estradiol
asociados a los mismos segun Schuit que observa que las mujeres con haplotipo 0
presentan mayores niveles de estradiol. Nuestros resultados respecto al metabolismo
de folatos de forma indirecta confirman una relaciéon de la distribucidon de folatos
positiva en suero y eritrocitos que vendria a avalar la hipdtesis de asociaciéon de
actividad estrogénica con mayor eficiencia en el metabolismo de los folatos. Dado que
la distribucién de los grupos propuesta por Schuit nos resultaba un tanto sesgada
debido a la omision de los genotipos GG/CC que también se podrian considerar como
grupo 0 por la ausencia de AT realizamos el anadlisis de los grupos incluyéndolos. El
analisis realizado produjo la pérdida de significacién de la distribucion propuesta por
Schuit. No tenemos una explicacion plausible de tal resultado al igual que el trabajo de

Schuit, que tampoco especifica el porqué de la exclusion.

Los mencionados resultados a la espera de ser confirmados en otros estudios,
nos parecen una via interesante para ayudar a dilucidar las diferencias ya asumidas en
los niveles de Hcy entre hombres y mujeres, asi como su papel en el riesgo
cardiovascular diferencial entre sexos. Hasta la fecha no existen resultados que hayan

asociado estos polimorfismos con los niveles de Hecy y pool de folatos.
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5.3.3.3. MTHFD1 rs2236225 (c.1958G>A)

La MTHFD1 es una enzima trifuncional con actividad 5,10-metilenTHF
deshidrogenasa, 5,10-metenilTHF ciclohidrolasa y 10-formilTHF sintetasa. Cataliza las
reacciones secuenciales de la interconversion de formas monocarbonadas de folatos.
El polimorfismo que hemos escogido para nuestro trabajo se trata de un SNP en el que
el cambio de G>A en posicidn 1958 origina un cambio de aminodcido en la proteina
Arg653GIn (Hol et al., 1998). Este polimorfismo se ha asociado a riesgo de DTN en
diferentes poblaciones (Jiang et al., 2014) y pérdidas fetales entre otras alteraciones
del embarazo (Parle-McDermott et al., 2005). Se sabe poco acerca del fenotipo de esta
enzima variante, pero por la naturaleza deletérea de este polimorfismo se ha podido
comprobar en ratones sin el dominio sintetasa que no sobreviven al periodo
embrionario(MacFarlane et al., 2009). La disminucion de la disponibilidad de folatos
causada por la MTHFD1 variante para la sintesis de pirimidinas y para la remetilacién
de Hcy resultaria en una incorporacion andmala de dUMP en el DNA asi como una
metilacion andmala del mismo. Ambos efectos son dos factores asociados a DTN

(Meng et al., 2015).

A nivel metabdlico, hemos encontrado en el grupo de mujeres homocigotas
para el alelo mutado un incremento de folato sérico en el quinto dia de tratamiento
respecto del nivel basal superior a las AG-GG. A la vista de lo publicado hasta ahora
justificamos este resultado debido a una disfuncion enzimatica de la MTHFD1 que
utiliza menor cantidad de folato dirigida a la sintesis de pirimidinas 6 la remetilacion de

Hcy a Met.

5.3.3.4. MTHFR

La MTHFR cataliza la reduccion irreversible del acido 5, 10-metilenTHF a 5-
metilTHF, en la que participa el NADPH como coenzima dador de electrones (Goyette
et al., 1994). El correcto funcionamiento de esta via exige un aporte suficiente de
folatos y vitamina B, asi como una actividad adecuada de la enzima. La MTHFR es

clave en el metabolismo de los folatos ya que una actividad reducida de la misma
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disminuye la formacién de 5-metilTHF y condiciona el funcionamiento del ciclo de los
metilos. Hay descritos mas de 12 variantes alélicas del gen que codifica esta enzima
(“OMIM  Entry - * 607093 - 5,10-METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE;
MTHFR,” n.d.). En nuestro trabajo hemos seleccionado los dos SNPs mas relevantes
con mayor repercusion en riesgo cardiovascular, cancer, DTN, aborto, entre otras
patologias: rs1801133, 677C>T y rs1801131, 1298 A->C. A continuacién discutiremos
las diferencias halladas tras el tratamiento en los tres metabolitos estudiados en

conjunto.

> rs1801133 (677C>T)

La sustitucidon de una citosina por una timina en el nucledtido 677 del gen, que
origina un cambio de alanina por valina da lugar a una enzima de menor actividad

(Frosst et al., 1995) y se ha asociado a hiperhomocisteinemia.

En este polimorfismo se hallaron diferencias significativas en varones en un
menor descenso de la Hcy el dia 5, un aumento del félico sérico del dia 30 y una
tendencia a disminuir del félico intra hasta el dia 30, todo ello asociado al alelo T en la
comparacion CT-TT vs CC. En mujeres no sucedié asi, no hubo diferencias significativas
entre los genotipos. Destacar en el grupo femenino que las CT-TT mantuvieron folato
intraeritrocitario con un aumento en porcentaje del nivel basal por encima durante
todo el tratamiento y al mes del mismo. Las diferencias halladas al dividir la poblacién

por sexos no se aprecian al comparar los genotipos en el grupo.

Estas variaciones en la distribucidon de folatos puede estar relacionada con la
actividad de la MTHFR por una concentracién diferencial de especies de folatos que
podria influir en su acimulo o en la poliglutamilacién previa a su salida al
compartimento extracelular, ya que para un flujo de folatos intra y extra celular los
folatos tienen que estar en forma de THF (Varela Moreiras, G y Alonso Aperte, E,
2005). Por otro lado la menor eficiencia en descender la Hcy en varones puede estar
relacionada con la menor concentracién de folatos intraeritrocitarios mediada por el

alelo T. El hecho de que no se dé en mujeres puede que esté relacionado con el efecto
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estrogénico sobre el eje de folatos-Hcy que enmascara el papel de estos
polimorfismos. Esta posibilidad se apoya en la temprana consecucion del plateau de
folato sérico en las mujeres en comparacion con los hombres que observamos en

nuestro estudio.

> rs1801131 (A1298C)

La sustitucion de adenina por citosina la posicion 1298 resulta en un cambio en
la secuencia de aminodacidos de la proteina de glutamina por alanina (posicion 429).
Este cambio, en el sitio regulador de la enzima, resulta en una MTHFR de menor
actividad, mas pronunciada en estado homocigoto. Ni el genotipo AC ni el CC se ha
relacionado con hiperhomocisteinemia ni con niveles de folato mas bajos de una
manera aislada como sucede con el polimorfismo C677T. Sin embargo la combinacién
de ambos estados heterocigdticos para los dos polimorfismos se han asociado a una
actividad reducida de la MTHFR, Hcy mds elevada y un descenso en los niveles de

folato sérico (van der Put et al., 1998).

En nuestra poblacién, en los sujetos heterocigéticos (AC) se observd un
incremento significativo del folato intraeritrocitario respecto del nivel basal en el
ultimo dia de tratamiento respecto a los AA. Al dividir la poblacién por género no se
observaron diferencias entre hombres en folato intraeritrocitario pero si en el
porcentaje folato sérico el décimo dia de tratamiento respecto del nivel basal, siendo
superior en los hombres que no presentaban mutacién (AA) de este polimorfismo. En
mujeres no hubo ninguna diferencia en el comportamiento de los pardmetros
estudiados entre genotipos. El estudio individual de este polimorfismo pensamos que
no aporta asociaciones contrastables sino se tiene en cuenta su dependencia
haplotipica con el otro polimorfismo cercano del mismo gen MTHFR que es el C677T.
De hecho, los resultados que se obtienen se pueden correlacionar con la existencia o
no del alelo T del C677T que tiene una funcionalidad enzimatica disminuida. Los
resultados obtenidos en el genotipo AC, consideramos que estan condicionados en una

poblacién ACCT y ACCC con ausencia obligada del ACTT. Como anteriormente hemos
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observado el alelo T del C677T presenta una disminucién del folato intraeritrocitario y

una tendencia al aumento del sérico.

Los dos SNPs que estudiamos en la MTHFR deben ser evaluados en su conjunto
ya que por su proximidad en el gen y como ha sido publicado en diversos trabajos
existe un desequilibrio de ligamiento completo o casi completo entre ambos (Ogino
and Wilson, 2003). De hecho en nuestra poblacidn no encontramos ningun sujeto con
un posible haplotipo TC (CT-CC, TT-AC ni TT-CC). Por otro lado, la frecuencia de
haplotipos que hayamos en nuestro grupo de estudio se asemeja a lo publicado en el

meta-andlisis de Ogino y Wilson (Ogino and Wilson, 2003).

Al agrupar los individuos segin el nimero de mutaciones, en hombres sin
alelos variantes se observé una mayor velocidad de entrada de folato intraeritrocitario
en el dia 2, y disminuye progresivamente en los de 1 y 2 mutaciones. Respecto a la
evolucién del tratamiento ese efecto inicial se vio amortiguado al final del tratamiento
no observandose diferencias el dia 30. En el sentido contrario sucede con el folato
sérico ya que los hombres con 0 mutaciones presentaron menor respuesta al
tratamiento en el dia 2, frente a los de 1y 2 mutaciones, quizds debido a que en ese
periodo inicial entra mas folato al interior del hematie. Como efecto significativo de
estas tendencias se da un aumento significativo de folato sérico el dia 30 en sujetos

con 2 mutaciones respecto a los de 0 mutaciones.

Las tendencias que observamos en el grupo masculino no existen e incluso
parecen estar invertidas en las mujeres. Este efecto puede estar mediado por la
conocida influencia del factor estrogénico sobre el metabolismo de los folatos
principalmente en mujeres.

Por tanto podemos decir que observamos un dimorfismo sexual en la respuesta
al tratamiento con folatos entre hombres y mujeres desde el punto de vista del n2 de

mutaciones de la MTHFR siendo el hombre mas sensible a los cambios.
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5.3.3.5. MTRR rs1801394 (c.66A>G)

La 5 Metil tetrahidrofolato-homocisteina metiltransferasa reductasa 6 MTR
reductasa reduce el cofactor de la metionina sintasa 6 MTR (cobalamina Il a
cobalamina 1) para que la MTR sea funcional y pueda llevar a cabo la remetilacion de
Hcy a Met. La sustitucidn de lle por Met en posicién 22 en la proteina variante del
polimorfismo MTRR A66G interfiere en la unién de la MTRR a la MTR. Se ha visto que
requiere hasta cuatro veces mas cantidad de MTRR para activar la MTR. (Olteanu et al.,
2002). Por tanto una menor actividad en la remetilacion de Hcy a Met afecta a la
disponibilidad de folatos para la sintesis de purinas y de timidina (menos conversion de
5-metilTHF a THF) y en definitiva para la sintesis de DNA. Este polimorfismo se ha
asociado a mayor riesgo de DTN pero su influencia viene determinada también por los
niveles de vitamina By, (Linden et al., 2006).

En nuestro trabajo, los sujetos de genotipo homocigoto salvaje presentaron
menor incremento porcentual de folato intraeritrocitario respecto del nivel basal el
ultimo dia de tratamiento. Este polimorfismo no presenta dimorfismo de género ya
gue soélo se observa en la poblacidn total perdiéndose la significacién cuando dividimos
la poblacidon por sexos, aunque en las mujeres la significacidén estadistica no se alcanzo
por muy poco (t=2.45). Nuestros resultados detectan un aumento del folato
intraeritrocitario asociado al alelo mutado, este aumento puede relacionarse con un
aumento de la concentracion de 5-metilTHF, quizdas referido a la renombrada trampa
de folatos, ya que el paso de Hcy a Met se ve frenado por la disminucion de la

actividad de la MTR mediada por la MTRR.

5.3.3.6. RFC1 rs1051266 (c.80A>G)

El gen RFC1 codifica el transportador de folato reducido (reduced folate carrier
1), también denominado SCL19A1, del inglés solute carrier family 19 member Al.
Como su propio nombre indica se trata de una proteina soluble transportadora de

folato reducido (5-metilTHF) y regula la concentracién intracelular de folatos.
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El SNP rs1051266, c.80A>G, denominado en algunas publicaciones 80G>A,
origina un cambio en la proteina del aminoacido histidina por arginina en posicion 27.
Su relacién con el metabolismo de folatos-Hcy no estd clara ni el efecto concreto en la
actividad del transportador. Este polimorfismo ha sido estudiado en relaciéon a la
concentracion de folato sérico, intraeritrocitario y Hcy buscando una posible
implicacién en la patogénesis de enfermedades asociadas con déficit de folato. Los
resultados publicados por diversos autores han sido contradictorios. Por un lado hay
diversos autores que no han hallado asociacidn alguna con la concentracion de folato
intraeritrocitario (Chango et al., 2000; Vesela et al., 2005), folato plasmatico (Chango
et al., 2000; Devlin et al., 2006) ni con Hcy (Devlin et al., 2006). Sin embargo otros
autores han descrito tendencias no significativas entre el alelo G y una menor
concentracion de folato intraeritrocitario (Morin et al., 2003; Yates and Lucock, 2005).
El mayor estudio llevado a cabo hasta la fecha con mas de 10000 participantes
(Fredriksen et al.,, 2007) encontré un descenso de folato sérico en individuos

portadores del alelo A pero no documentaron los niveles de folato intraeritrocitario.

En nuestra poblacién los individuos AG y GG mostraron un aumento
significativo, respecto al homocigético silvestre (AA), en el porcentaje de folato
intraeritrocitario respecto del nivel basal. Esta diferencia se observd el ultimo dia de
tratamiento en todo el grupo vy al dividir la poblacién por sexos, solo en los hombres.
Nuestros resultados no pueden compararse con los trabajos mencionados
anteriormente puesto que en ellos no existe un tratamiento con folatos. Lo que
postulan, los resultados obtenidos en este trabajo, es un aumento del porcentaje de
variacion, que podria estar de acuerdo con una menor cantidad no significativa de
folato intraeritrocitario basal y no con una aumento del transporte neto de folatos
correspondiente al alelo G. Esto estaria de acuerdo con los resultados obtenidos por
Morin y colaboradores y el grupo de Yates y Lucock, aunque como hemos expresado
antes son ensayos distintos. Por otro lado no hallamos disminucién del folato sérico
hallado por Stanistawska-Sachadyn (Stanistawska-Sachadyn et al., 2009) aunque en
nuestro caso el folato sérico mostraba unos niveles de saturacion que correspondian al
“plateau” que produce el tratamiento. Este ultimo grupo en una poblacion de la misma

edad puso de manifiesto un dimorfismo sexual en este polimorfismo. Encontraron en
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las mujeres AA y AG una mayor concentracion de folato intraeritrocitario y asi
postularon que las mujeres homocigotas para el alelo G podrian tener mas riesgo de
tener un hijo afecto de DTN y de desarrollar patologias asociadas al déficit de folato
como las ECV. Este mismo grupo de autores en un trabajo anterior establecieron una
posible implicacion hormonal en las diferencias de género halladas en las
concentraciones de Hcy (Stanistawska-Sachadyn et al., 2008). La regulacién de la
expresion del RFC1 no ha sido caracterizada por completo, pero el hecho de que este
polimorfismo muestre diferencias en los mismos genotipos en un género sugiere que
los estrogenos pudieran afectar la expresién del RFC1. Esta idea se apoya en el hecho
de que hay otro transportador celular de folatos que actla por endocitosis, el Folrl, no
estudiado en este trabajo, esta regulado por la concentracién de folatos extracelular,
el incremento de Hcy, la concentracion de esteroides como el 17Restradiol (Rochman

et al., 1985; Kelley et al., 2003).

La principal diferencia y dificultad que hemos tenido al buscar una explicacién a
nuestros resultados compardndonos con otros estudios es que en la bibliografia
consultada los genotipos se asocian a concentraciones (y no a variaciones
porcentuales), sin tener en cuenta el aporte de folato. Hasta la fecha sélo hemos
encontrado una publicacion que haya estudiado este polimorfismo tras
suplementacion con acido félico (Cabo et al., 2015). La dosis de folato empleada fue
mucho menor (0.8mg/dia), con una duracién del tratamiento de la mitad del tiempo
(14 dias), con 2 determinaciones de concentracion de folatos y Hcy, basales y tras el
tratamiento; en una poblacién de mayor edad que la nuestra (53.5 +7 afios).

Por otro lado es interesante el estudio conjunto con otros polimorfismo del eje
y concreto con el de MTHFR 677 C>T que el grupo de Cabo y de otros autores han
llevado a cabo. En el trabajo de Cabo y colaboradores tras la suplementacién con
folato hallaron mayor incremento del folato sérico en el grupo AG-CC (RFC1 A80G-
MTHFR C677T) que en los GG-CT/TT. En nuestro caso el reducido nimero de sujetos no
nos permitio el analisis conjunto de ambos polimorfismos en la poblacién dividida por
Sexos. Consideramos nuestros resultados en cuanto la diferente utilizacion de los

hombres portadores del alelo G del RFC1 c. 80 A>G una aportacidon novedosa respecto
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a lo publicado por otros grupos y que el dimorfismo sexual puede ser un enfoque

interesante para investigar en el transporte celular de folatos.

5.3.3.7. TCN2776 rs1801198 (c.776G>A)

La transcobalamina 2 es una globulina transportadora de vitamina By,. Se han
descrito varios polimorfismos en el gen que codifica esta enzima, nosotros estudiamos
dos SNPs (rs9606756 y rs1801198) en los que el alelo mutado origina el cambio de un
aminodcido en la secuencia de la proteina (ver tabla 3). El genotipo homocigoto
mutado se ha asociado a menor transcripcion del gen de la transcobalamina y a
cambios conformacionales en la proteina que parecen afectar su afinidad por el
receptor del complejo transcobalamina-vitamina B, en lugar de la By, (Namour et al.,

1998; Namour et al., 2001).

El efecto del rs1801198 en las reacciones en las que esta implicada la By, ha sido
contradictorio. En general, los trabajos publicados al respecto coinciden en que las
variantes de esta proteina transportadora de cobalamina pueden afectar a la afinidad
por el receptor y en consecuencia pueden verse comprometidas las reacciones en las
gue estd implicada la vitamina By, como cofactor: recuperacién de Met por parte de la
MTR vy en la reaccidn catalizada por la metil malonil coA mutasa en la oxidacién de
acidos grasos. De este modo puede tener lugar un elevacién de los sustratos de estas
reacciones: Hcy y Metil malonil CoA (MMA). En el caso de la ruta metabdlica que nos
ocupa y la implicacién de este polimorfismo en el metabolismo de los folatos, algunos
autores han hallado niveles de Hcy mas altos en individuos GG (Castel-Dunwoody et
al., 2005; Aléssio et al., 2007) y otros no encontraron asociacion alguna (Miller et al.,
2002; Afman et al., 2002). Estas diferencias posiblemente puedan ser atribuidas al
disefio del estudio, poblacién, edad, etc. En lo que convergen a la hora de asociarlo con
la clinica es que dicho cambio se pondria de manifiesto ante un déficit de vitamina By,

(Riedel et al., 2011).
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En nuestro caso los sujetos no presentan déficit de vitamina By, y nuestro
hallazgo en los hombres GG con un menor porcentaje de folato sérico al final del
tratamiento. Consideramos que al no haber deficiencia de vitamina B, los resultados

de asociacion de este polimorfismo resultan poco relevantes.

5.3.3.8. TYMS rs2853542 (C>G, 28bp VNTR 3R)

La TYMS es una proteina clave para la division celular ya que participa en el paso
limitante de la sintesis de novo de pirimidinas, esencial para la sintesis de DNA. En
concreto cataliza la sintesis de dTMP a partir de dUMP y 5,10-metilenTHF. En la
bibliografia hay descritos 3 polimorfismos en las regiones no codificantes (del inglés
untranslated regions, UTR) que han demostrado alterar la actividad enzimatica de la
TYMS vy la estabilidad del RNAm. Dos de ellos en la regién 5’UTR: el rs34743033 que
consiste en 2 (2R) o 3 (3R) repeticiones en tandem de un fragmento de 28pb en la zona
promotora y el rs2853542, un SNP G>C dentro del genotipo 3R del polimorfismo
anterior. El tercero es una delecién de 6pb, rs34489327, de la regién 3’ UTR. (Michael
V. Mandola et al., 2003; Mandola et al., 2004). La TYMS utiliza el mismo sustrato que la
MTHFR, por lo que se ha postulado que un incremento de la actividad de la TYMS
atribuida a estos polimorfismos podria elevar los niveles de Hcy ya que el 5, 10-
metilenTHF es dirigido hacia la sintesis de dTMP en vez de a la remetilacién de la Hcy a

Met, acumulando Hcy en plasma (Trinh et al., 2002; Brown et al., 2004).

La TYMS es una enzima sensible a la concentracion de folato intracelular, en un
modelo publicado en 2011 obtuvieron que su actividad enzimdatica se incrementa en

situaciones de menor concentracion de folato intracelular (Neuhouser et al., 2011).

En nuestro trabajo el alelo variante G del rs2853542 mostré un efecto contrario
entre sexos que se diluye al valorar el grupo en su conjunto. Por un lado en los
hombres portadores del alelo variante G el porcentaje de folato intraeritrocitario fue

significativamente menor que los CC en el ultimo dia de tratamiento. Lo contrario
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sucedido en mujeres en las que en las CG el folato intraeritrocitario fue
significativamente mayor.

En el trabajo de Ho, Massey y King se evalian los polimorfismos de la TYMS y
su efecto en las concentraciones de Hcy, clasifica los individuos en funcion del
genotipo de la TYMS como de baja actividad o alta actividad. Los que portan el G estan
dentro de los de alta actividad (Ho et al., 2010). Por tanto una enzima que en teoria
seria de alta actividad y que haria que la TYMS utilizara mds 5,10-metilenTHF en un
sexo acumula menos folato intraeritrocitario (hombres) que en el otro. Este efecto es
compatible con un dimorfismo de género en la regulacion de la actividad de la TYMS

hasta ahora no descrita.

5.4. Influencia del tratamiento en los niveles de homocisteina

5.4.1. Poblacion de estudio

El tratamiento con folinico produjo una disminucién de la concentracién de Hey
plasmatica en todos los sujetos tratados, este descenso se observé desde el 22 dia de
tratamiento y se estabilizé al 102 dia. Incluso al mes de haber finalizado, los valores de
Hcy se mantuvieron significativamente por debajo del valor basal. Sélo un individuo

mostrd una concentracidn Hcy plasmatica superior en el dia 60.

Es bien conocida esta disminucién de Hcy en plasma tras la administraciéon de
folatos (Wald et al., 2001; Ashfield-Watt et al., 2002; Rader, 2002; Venn et al., 2003).
El descenso de Hcy plasmatica en la bibliografia consultada se lleva a cabo a partir del
52 dia de tratamiento a dosis semejantes, y no se han hecho determinaciones antes del
52 dia (B. J. Venn et al., 2002; Alfthan et al., 2003) a diferencia del nuestro. En un
estudio realizado en pacientes sometidos a hemodialisis, la administracién de acido
levofolinico intravenoso, parece ser mas eficaz que la de acido félico para prevenir la
hiperhomocisteinemia (Hauser et al., 2001). Trabajos posteriores no han hallado
diferencias significativas en la reduccion de Hcy en pacientes de dialisis cuando se
compara félico vs folinico (Armada et al., 2003; Soleimani et al., 2011). En el presente

trabajo, la administracion de Isovorin® parece disminuir la concentracién de Hcy en un
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porcentaje mayor (> 40%) si bien estamos ante una poblacién sana en la que el

aclaramiento de Hcy no esta afectado por la insuficiencia renal.

El 4cido folinico (5-formilTHF) ha sido elegido debido a que practicamente la
totalidad de los folatos se encuentran como 5-metilTHF que presentan una
biodisponibilidad muy similar al 5-formilTHF. Las diferencias en porcentajes y la
velocidad en el descenso de Hcy que distingue este estudio de otros en los que se
utilizé el acido félico puede ser debido a la mejor biodisponibilidad del 5-formilTHF

respecto de otras especies de THF.

La evolucidn de los niveles de Hcy presentd un plateau hacia el décimo dia de
tratamiento. Esta estabilidad es coincidente con el plateau observado para el folato
sérico. Este plateau se puede reflejar cuantitativamente calculando la ratio fdlico

sérico/Hcy que proponemos en este trabajo

5.4.2. Influencia del sexo

Las diferencias entre sexos de los niveles de Hcy son conocidas y estan
ampliamente descritas (Lussier-Cacan et al., 1996; Fukagawa et al., 2000; Jacques et
al., 2001; Ganiji et al., 2003; Lindeman et al., 2003; Ganji and Kafai, 2006; MacFarlane
et al., 2011). A diferencia de otros trabajos hemos realizado determinaciones mas
tempranas desde el comienzo del tratamiento para detectar la inmediatez del efecto
de la administracién de folato en los niveles de Hcy. La mayor velocidad de descenso
de Hcy sucedid en el segundo dia. Sin embargo este hecho podria atribuirse a la
administracién de 5- formilTHF que rapidamente se convierte en 5-metilTHF a

diferencia del acido félico (Ghandour et al., 2002).

A diferencia de otros estudios sobre suplementaciéon con acido folinico (50-
80ug) en hombres y mujeres (Winkels et al., 2008) hemos utilizado una dosis alta
(5mg) y analizado variaciones, no las concentraciones (Lussier-Cacan et al., 1996). Con
estas dosis quisimos alcanzar un efecto de saturacion metabdlica y los resultados

muestran que lo conseguimos, dado que los plateaus de folato sérico y Hcy. Con esta
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saturacidon podemos descartar que el factor dietético tan influyente en las diferencias
de género, dejando el estado hormonal y genético como el principal factor que

condiciona el funcionamiento del ciclo.

Hallamos una diferencia en la velocidad de asimilacion de folatos entre sexos,
gue nos lleva a relacionar el papel hormonal sobre el metabolismo de los mismos. En
nifos los niveles de Hcy aumentan con la edad, y las diferencias entre sexos se
instauran en la pubertad cuando la produccién hormonal es diferente entre sexos
(Must et al., 2003). Es conocido que los estrogenos influyen en los niveles de Hcy y que
cuando se restauran en la mujer menopausica con terapia hormonal sustitutiva los
niveles de Hcy descienden (Mijatovic and van der Mooren, 2001). En el propio ciclo
menstrual se han hallado diferentes niveles de Hcy entre las fases folicular y luteinica

(J. Tallova et al., 1999).

El papel de control de las hormonas sexuales sobre los niveles de Hcy en
humanos se ha descrito también en un estudio clinico realizado sobre transexuales a
los que se le administraron hormonas durante el proceso de cambio de sexo (Giltay et
al., 2003). Estos autores atribuyen el descenso de Hcy en el grupo de transexuales de
hombre a mujer en primer lugar a los estrégenos (etinil estradiol), a los cambios en la
masa muscular, a la reduccion de albamina y al efecto anabolizante de los andrdgenos
en la eritropoyesis si bien este ultimo efecto no pudieron corroborarlo ya que no

obtuvieron diferencias en el nivel de hemoglobina y el hematocrito.

Con el disefio de nuestro estudio, por la homogeneidad en edad de los
participantes y la alta dosis de folato, podemos suponer que el estradiol marca las
diferencias entre géneros. Estudios in vitro en tumores han mostrado el efecto de los
estrogenos en la expresion de receptores y transportadores de folatos (Kelley et al.,
2003; O’Shannessy et al., 2012) lo que sugiere que seria el mecanismo por el que los
hombres metabolizan el folato de una manera diferente y las mujeres acumulan mas

folato y presentan una menor Hcy basal que los hombres.

Otros estudios previos obtuvieron conclusiones similares ya en los 90
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(Jacobsen et al., 1994; Lussier-Cacan et al., 1996). Lo que no queda claro es sobre qué
parte del sistema actuan las hormonas, sistema enzimatico de donantes de metilos,
sistema de transporte de folatos o ambos. Con nuestro planteamiento hemos hallado
un dimorfismo sexual tanto a nivel bioquimico como genético y proponemos posibles
mecanismos candidatos para explicar el mencionado dimorfismo, basandonos sobre
todo en la influencia hormonal distintiva sobre regulacién de la expresién enzimatica y

mecanismos de transporte del sistema.

5.4.3. Contribucion de los folatos al descenso de Hcy

Nuestros datos muestran una correlacidn inversa significativa entre la Hcy y
folatos sérico e intraeritrocitario, tanto en hombres como en mujeres, con mas
impacto (r mayor) en el folato intraeritrocitario. Podemos decir por tanto que la mayor
contribucién al descenso de Hcy fue la llevada a cabo por el folato intraeritrocitario.
Nuestros hallazgos experimentales coinciden con el reciente modelo publicado con el
gue se simula la relacién entre los niveles plasmaticos de folato y los metabolitos del

ciclo de la Met (Duncan et al., 2012).

Entre los dos folatos, el intraeritrocitario correlaciona mejor con la Hcy lo que
concuerda con el hecho de que el folato intraeritrocitario representa mejor que el
sérico las reservas intracelulares de folato. Tras la revision de 14 trabajos en los que
estudian el coeficiente de correlacion Hcy-folatos, Farrel, Kirsch y Herrmann
determinaron que el grado de correlacién es similar y que no hay claramente un

marcador superior (Farrell et al., 2013)

Dado el comportamiento de los folatos en los distintos compartimentos y la
evolucidn de los niveles de Hcy a lo largo del tratamiento se observa que la evolucién
de la Hcy y folato sérico presenta mayor paralelismo que la correlacidon Hcy-folato
intraeritrocitario; a pesar de que en el rango de medida la correlacion estadistica sea
algo mayor, como ya hemos expuesto. Este hecho nos podria indicar que la valoracién
funcional del eje puede estar determinada por folatos séricos y Hcy (Marouf et al.,
2007; Cheng et al., 2009), mas que lo propuesto por otros autores en los folatos

intraeritrocitarios (Chadefaux et al., 1994). Se podria fundamentar desde el punto de
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vista funcional otorgandole a la Hcy el papel central o pardmetro de referencia de la
funcionalidad del sistema. Por tanto, cuando el descenso de Hcy se hace
independiente del aporte de folatos se puede decir que el organismo no necesita mas
folatos. Como el plateau de Hcy coincide con el de folatos séricos se podria proponer
que cuando se adquiere una ratio maxima de folato sérico/Hcy el sistema esta

funcionalmente saturado.

Los resultados obtenidos establecieron diferencias significativas en la evolucion
de la concentracion de folatos y Hey en los distintos compartimentos fisioldgicos. Estas
ratios marcan el equilibrio de flujo entre los folatos en los compartimientos intra y

extracelular, en ambos géneros.

La evolucidbn de las ratios folato intraeritrocitario/sérico y folato
intraeritrocitario/Hcy y folato sérico/Hcy permiten establecer un indice funcional del

eje siendo los tres parametros son interdependientes.

Entre sexos no hubo diferencias significativas en cuanto a la razén de folatos
entre compartimentos. La ratio de folatos tanto sérico como intraeritrocitario y Hcy
presentd una evolucién fuertemente significativa entre géneros a partir del dia 5 hasta

el dia 30.

El que tiene una correlacién visual y de saturacion mas clara es la relacion
folato sérico/Hcy. La ratio folato sérico/Hcy presenta un rango de 7.74 -14.22 en
hombres y de 14.65 a 19.33 en mujeres entre los dias 5 y 30 en los que la ratio es
significativamente diferente entre sexos. Si los dinteles son éptimos o no desde el
punto de vista fisiolégico no lo podemos establecer. Cuando se alcanza ese dintel,
desde la perspectiva del funcionamiento del eje, podria ser una medida a tener en
cuenta mas que los valores estdndares que presentan a nivel basal ratios de 1,66 en

hombres y 2,46 en mujeres.
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Las mujeres muestran una mayor relacion de folato sérico e
intraeritrocitario/Hcy por lo que tendrian un metabolismo mas eficiente que los

hombres en el manejo de la misma dosis que se traduce en una Hcy mas baja.

En resumen, teniendo en cuenta que la Hcy plasmatica es un reflejo del
metabolismo del eje folatos-Met intracelular, la marcada diferencia de
comportamiento nos da a entender una mayor capacidad de reserva de folato
intraeritrocitario en mujeres que se refleja en menor concentracién de Hcy plasmatica.
Corroboramos lo ya publicado al observar una ratio en la mujer favorable desde el

punto de vista de la hiperhomocisteinemia.

5.4.4. Influencia de los polimorfismos genéticos en Hcy

5.4.4.1. BMHT rs3733890, c.716G>A

La BHMT se encarga de la conversidén de betaina Hcy y de dimetilglicina a Met.
En el polimorfismo estudiado, el alelo mutado se ha asociado a DTN, en dietas con bajo
consumo de folatos y B6 a mayor riesgo ECV. En modelos animales se ha visto este
polimorfismos que aumenta la Hcy hasta 6 veces y por ello este polimorfismo se ha
incluido entre los predictores de los niveles de Hcy plasmatica normalizada por el

folato intraeritrocitario (Clifford et al., 2012)

La regulacién de la BHMT ha sido estudiada con resultados contradictorios. El
grupo de Ou publicé que la SAM inhibe la accién del enzima (Ou et al.,, 2007) vy sin
embargo un estudio anterior habia evidenciado lo contrario (Park and Garrow, 1999).
Una dieta baja en Met y folatos parecen aumentar la expresion de BHMT (Pajares and
Pérez-Sala, 2006), esto ultimo concuerda con los resultados obtenidos ya que una
enzima regulada a la baja por un gran aporte de folatos disminuiria su capacidad de
evacuar Hcy. En nuestro trabajo, en los hombres AA la Hcy plasmatica descendid en
mayor medida en el dia 5 que en los AG-GG. En el grupo de mujeres ni folato sérico e

intraeritrocitario ni Hcy mostraron un comportamiento diferente en los genotipos de la
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BHMT estudiados. El hecho de que sélo se observe en varones puede estribar también
en que su mayor nivel de Hcy permita que estas variaciones en funcién de los distintos
genotipos sean detectables estadisticamente al disminuir las desviaciones estandar de

los valores en poblaciones sin diferenciar por sexos.
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6. CONCLUSIONES
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1.- La administracion diaria de una dosis media-alta de acido folinico durante un mes

ha puesto de manifiesto un dimorfismo sexual en el metabolismo de los folatos.

a. Las mujeres alcanzan un incremento maximo de folato circulante antes que

los hombres y describen un patrdn diferente

b. El almacenamiento intraeritrocitario es significativamente superior en

mujeres al final del tratamiento

c. Con 5 mg/dia de acido levofolinico, no hemos alcanzado la saturacién de

folato intraeritrocitario, al final del tratamiento, en ninguno de los sexos.

2.- El folato intraeritrocitario presenta una mayor correlacién con el descenso de Hcy

que el folato sérico

3.- La ratio folato sérico/ Hcy puede ser considerada como el indice funcional del eje

de los folatos-Hcy

4.- Existe un dimorfismo sexual en los polimorfismos estudiados de la BHMT, MTHFR,

RFC1y TYMS, observado en funcidn de la respuesta al tratamiento

5.- En el haplotipo GC, asociado a una mayor actividad estrogénica, de los dos
polimorfismos estudiados del ESR1 hemos hallado un incremento de folato
intraeritrocitario en las mujeres. Lo cual avala el papel de los estrogenos en el

metabolismo de la Hcy.

6.- Otros polimorfismos estudiado de enzimas del eje de los folatos (ATIC, MTHFD1, y
MTRR) sin presentar dimorfismo sexual, han mostrado resultados coherentes con su

grado de implicacién funcional en el metabolismo de los folatos
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