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Resumen

RESUMEN

Introduccion

El acido fdlico es un compuesto fotosensible que se degrada por accion de la luz solar,
sobre todo radiacion ultravioleta. En estudios en piel, se ha observado una disminucion de
los niveles de acido fdlico de la piel tras exposicion a radiacion ultravioleta (UV) y por
tanto se podria considerar que la variacion estacional de incidencia de radiacién solar se
vea reflejada en cambios estacionales en la concentracion de acido fdlico en sangre. Pocos
estudios analizan dicha cuestion por lo que el objetivo principal de esta tesis fue estudiar
la variacion anual de los niveles séricos de acido félico y su implicacion en la prevalencia
de anemia macrocitica correlacionandolo con la incidencia de radiacidn ultravioleta solar
en la zona de estudio durante el mismo periodo de seguimiento. Ademas, también se
traté de encontrar un punto de corte para verano y otro para invierno que indicase los

sujetos en riesgo de déficit de acido fdlico.

Materiales y métodos

Para ello, se llevaron a cabo varios estudios en el Servicio de Analisis Clinicos del Hospital
Universitario Virgen de la Victoria de Malaga. Inicialmente, se realizé un estudio
transversal observacional analitico retrospectivo con los resultados de las peticiones de
acido fdlico solicitadas desde Enero de 2010 a Diciembre de 2014 realizandose la
segmentacion de los niveles de acido félico en términos de meses y por estaciones del
afio. Paralelamente se analizé la variacion temporal de incidencia de radiacion UV solar en
Malaga durante el mismo periodo de estudio. Por otro lado, se realizé un estudio de
seguimiento retrospectivo de los sujetos con dos determinaciones de acido fdélico con una
diferencia temporal entre ellas de 2 a 9 meses y realizadas en verano o invierno. Asi, los
sujetos con la primera determinacién en invierno y la segunda en verano se consideraron
expuestos y el grupo de no expuestos estuvo compuesto de sujetos con la primera

determinacion en verano y la segunda en invierno.
Resultados

Las medias de acido félico en verano eran significativamente mas bajas que en invierno
(p<0.001) y la prevalencia de déficit de acido fdlico era 1.37 veces mayor en verano que en

invierno (IC 95%: 1.29 a 1.46) (p<0.001). De la misma forma, la prevalencia de anemia
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macrocitica junto con el déficit de acido félico era 1.74 veces mayor en verano que en
invierno (IC 95%: 1.27 a 2.38) (p=0.039). En el estudio de cohortes retrospectivo, la
disminucion de los niveles de acido félico era 1.35 veces superior en los expuestos que en
los no expuestos (IC 95%: 1.22 a 1.50) (p<0.001). El riesgo de déficit de acido félico era
3.32 veces superior en los expuestos que en los no expuestos (IC 95%: 1.55 a 7.11)
(p<0.001). La prevalencia de anemia macrocitica en los expuestos era 2.94 veces superior
a la de los no expuestos (IC 95%: 1.20 a 7.17) (p=0.022). Se establecié un punto de corte
para invierno y otro para verano para estimar el riesgo de sufrir déficit de acido félico en
los siguientes 3 a 9 meses. Asi, para las determinaciones realizadas en invierno se propuso

un punto de corte de 5.77 ng/mL y para el verano 4.64 ng/mL.
Conclusiones

En los meses con mayor incidencia de radiacién ultravioleta se observan niveles de acido
folico mas bajos que en los meses con menor incidencia. Los pacientes que presentan
valores de dacido folico cercanos a valores relacionados con deficiencia se encuentran en
riesgo de presentar niveles de acido félico bajos en los meses de verano. De forma que
seria recomendable que los sujetos con una determinacién de acido fdlico en invierno
inferior a 5.77 ng/mL incorporasen en su dieta alimentos ricos en acido fdlico al tener mas
riesgo de déficit en verano, mientras que los sujetos con una determinacidon de acido
folico en verano inferior a 4.64 ng/mL deberian tomar medidas dietéticas para mejorar su

estatus de acido fdlico.
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SAC: S-adenosilcisteina conjugada
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Antecedentes

INTRODUCCION

El folato, también denominado folacina, acido pteroil-L-glutamico o vitamina B9 es una
vitamina hidrosoluble del complejo vitaminico B, necesaria para la formacidn de proteinas
y para la division celular. El término folato es genérico e incluye mas de 150 derivados,
aunque soélo 50 se presentan en animales y plantas, mientras que el término acido fdlico
se refiere a la forma sintética. El folato se sintetiza en muchos vegetales y bacterias,

siendo las frutas y verduras la principal fuente alimentaria de esta vitamina (Stover, 2009).

Estructuralmente, los folatos estan constituidos por un esqueleto de acido pteroico
formado por un anillo de pteridina unido a p-aminobenzoato (PABA) que se conjuga con
restos de L-acido glutdmico. Las variaciones en esta estructura base generan las diferentes
formas de folato. De esta manera, cuando el anillo de pteridina estd completamente
reducido, se denominan tetrahidrofolatos (THF), si estda parcialmente reducido son los
dihidrofolatos (DHF) y si esta completamente oxidado se trata del acido félico. Los folatos
también pueden diferenciarse en los sustituyentes de la posicion N-5 y N-10 del anillo de
pteridina (R1), que pueden ser hidrégeno (-H), metilo (-CH3), formilo (-HCO), formimino
(-NHCH), metenilo (-CH) o grupo metileno (-CH2). El nimero de unidades de L-glutamato
conjugados a la estructura y unidos entre si por un enlace y con el grupo carboxilo permite
diferenciar los diglutamatos y triglutamatos, seglin el nimero de residuos (R2). Los folatos
presentes en los alimentos se encuentran en forma de poliglutamatos a diferencia del
acido fdlico sintético que sdlo tiene un residuo de acido glutdmico (Romero Braquehais,

2008) (llustracién 1.1).

0]
Ry JIg
(0]
L A
HN N
H
HaN N N 1 ,
R;:, C Acido p-aminobenzoico

2-Amino-4-hidroxi-6-metilpteridina

llustracién 1.1. Representacidon quimica de la estructura del grupo de folatos. Los
diferentes tipos de folato se generan por sustitucion de los radicales R1,
R2y/oR3.
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METABOLISMO DE LOS FOLATOS

> Absorcion

Los folatos en forma de poliglutamatos de la dieta se convierten en mono- o diglutamatos
por las conjugasas (y glutamil carboxipeptidasas) para facilitar su absorcién en el yeyuno
proximal a través de los transportadores de folato (Borradale, 2013) y, en el caso de altas
dosis también por difusion pasiva (Ohrvik & Witthoft, 2011). Esta transformacién depende
de factores como la edad, el metabolismo, la genética, la fibra dietética y algunos acidos
organicos presentes en algunos alimentos como las naranjas o el tomate que pueden
inhibir la desconjugacién de poliglutamatos. En algunos alimentos como la leche la
biodisponibilidad es mayor porque el folato estd unido a una proteina y el complejo
proteina-folato se absorbe intacto en el ileon por transporte activo (Suitor & Bailey, 2000).
Una vez absorbido y dentro de la célula entérica, el acido pteroilglutamico se transforma
en THF, gracias a la dihidrofolato reductasa, metildandose posteriormente y originando 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF) que pasa al torrente sanguineo (Suh, Herbig, & Stover,
2001).

El acido fdlico sintético no necesita ser hidrolizado y su biodisponibilidad es mayor que la
de los productos fortificados y la forma natural de los alimentos (Tabla 1.1) (Winkels,

Brouwer, Siebelink, Katan, & Verhoef, 2007).

Tabla 1.1. Biodisponibilidad del folato.

ug folato equi\‘:glzzlta:c(,EDF) Biodisponibilidad
1pg folato alimento 1.0 pg 50-80%
1 pg folato (fortificacion) 1.7 ug 85%
1 pg folato (suplementacion) 2.0 ug 100%

EDF: Equivalente Dietético de Folato.

» Distribucion y eliminacion

Los monoglutamatos absorbidos se transforman en el higado en poliglutamatos y en la
forma predominante en el organismo, el 5-metil-tetrahidrofolato (5-MTHF). Desde ahi se
distribuyen a otros tejidos a través de la sangre o se almacenan en higado vy eritrocitos
principalmente. En humanos el contenido total de folatos es de 5-10 mg, de los cuales la

mitad residen en el higado. El depdsito de acido félico puede durar 2 o 3 meses (Halsted,
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2003; Herbert, 1962) aunque tras las medidas de fortificacion puede prolongarse hasta 15
meses (Chakrabarti, 2015). Un marcador bioquimico de estas reservas es el acido félico

intraeritrocitario (Suh et al., 2001).

Aunque teniendo mucho menos folato que en el higado, la piel puede ser importante para
el mantenimiento de los niveles de acido félico y como lugar de almacenamiento en los
casos en los que el estatus de folatos sea bajo. La reserva total de folato en la piel es
aproximadamente de 0.97 umoles del total del organismo (5-10% del total). La cantidad
de 5-MTHF en la epidermis es relativamente superior al encontrado en la dermis (Hasoun,
Bailey, Outlaw, & Ayling, 2013), posiblemente debido a su funcidn en la conversién de la
homocisteina a metionina y la participacién de ésta en reacciones de metilacién
dependientes de S-adenosilmetionina que regulan la proliferacién. Ademas, la abundancia
de 5-MTHF en piel puede ser debido a la habilidad para retirar singletes de oxigeno vy
estabilizar los fotosensibilizadores excitados con radiacion UV (Branda & Eaton, 1978;
Hasoun et al., 2013; Jablonski & Chaplin, 2000). Los folatos se filtran en el glomérulo y la

mayoria son reabsorbidos en el tubulo renal proximal. Se estima que al dia se pierden 50

Hg.

FOLATOS Y ALIMENTOS

» Fuentes de folato y acido félico

Las necesidades minimas diarias de esta vitamina son de unos 50 pg (Herbert, 1962), pero
son necesarias mayores cantidades en circunstancias que aumentan las demandas
metabdlicas como el embarazo (Carmel, Green, Rosenblatt, & Watkins, 2003). En Espafia
se recomienda una ingesta de 400 pg/dia de acido fdlico. Este valor es superior a los 200
ug/dia recomendados para evitar la presencia de anemia megaloblastica porque se
pretende conseguir otros efectos como la disminucion del riesgo de evento trombético
y/o cardiovascular por la reduccion de los niveles de homocisteina (valores recomendados
350 ug/dia) (de Bree, van Dusseldorp, Brouwer, van het Hof, & Steegers-Theunissen,
1997). No obstante, existe controversia sobre esta medida, pues algunos estudios no
demuestran este beneficio (Albert et al., 2008; J. Li, Li, Qi, & Shen, 2015), mientras que
otros si lo muestran (Garcia Closas et al., 2016; Huo Y, Li J, Qin X, & et al, 2015; Santilli,
Davi, & Patrono, 2016) (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Necesidades minimas recomendadas de nutrientes

Necesidades Necesidades minimas
recomendadas diarias  diarias de vitamina
de félico (pg/dia) B12 (pg/dia)
Adultos 330 4.0
Nifos 250 2.0
Ancianos 330 4.0
Embarazadas 600 4.5

La ingesta media de acido félico en Europa es de 200 a 350 pg/dia en hombres y 200 a 300
ug/dia en mujeres, procediendo principalmente de cereales, frutas, frutos secos vy
semillas, zumo natural, potajes y vegetales crudos y cocinados (Monteagudo et al., 2013).
La fuente principal de acido félico en los paises del Sur de Europa, entre ellos Espaia, son
las hortalizas y los vegetales de hoja verde, mientras que en los paises del norte son las
coles y los tubérculos. Los principales grupos de alimentos consumidos en el sur de Espafia

se recogen en la Figura 1.1 (Park et al., 2012).

Bebidasno  Otros Alcohol _Dulces
alcohdlicas 2% 2% 1%

3% o

-_—

3%  Huevos
4%

Pescado

Vegetales
Carnes 26%
6%

Tubérculos
7%

Lacteos
8%

Cereales
14%

Legumbres Frutasy
11% frutos secos
13%

Figura 1.1. Principales alimentos ingeridos en el sur de Espafia como fuente de acido
félico. Fuente: Estudio EPIC (Park et al., 2012)
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La ingesta de acido fdlico aumenta con la edad, observandose ingestas mayores en
mujeres de edad mas avanzada en comparacion con mujeres embarazadas y adolescentes
(Monteagudo et al., 2013). Los nifios y adolescentes no ingieren una cantidad adecuada de
folatos debido a un bajo consumo de frutas y verduras, asi como los ancianos (Samaniego
Vaesken, Alonso-Aperte, & Varela-Moreiras, 2009). Los hombres ingieren mayor cantidad
de acido fdlico que las mujeres, por su tamafio corporal y por un mayor consumo de

alimentos (Park et al., 2012).

También se han observado diferencias estacionales en la ingesta de acido félico en paises
mediterraneos como Espafia, Grecia e Italia, donde la ingesta de acido folico es mayor en
primavera e invierno y menor en verano y otofio debido a que los vegetales de hoja verde
son mas frecuentes a principios de primavera y finales de otofio que el resto de las
temporadas (Park et al, 2012). Sin embargo, otro estudio realizado en mujeres
postmenopadusicas indica que el consumo medio de acido fdélico es mayor en verano,

otofio e invierno respecto a la primavera (Mansour, Ahadi, Qorbani, & Hosseini, 2014).
» Fortificacion

Algunos paises como EEUU y Canadd siguen una estrategia de fortificacién obligatoria
desde 1998, que conlleva la adicidn obligatoria y regulada de acido fdlico a los productos
derivados de cereales y harinas para alcanzar los 400 pg/dia recomendados ya que con la
dieta sdlo se consigue unos 250 pg/dia. Sin embargo, en Espaia, sblo se fortifican los
alimentos con acido félico de forma voluntaria, es decir siguiendo criterios de la industria
alimentaria. Generalmente, se ha considerado una vitamina segura y carente de efectos

téxicos (Samaniego-Vaesken, Alonso-Aperte, & Varela-Moreiras, 2016).
> Determinacion de los niveles de acido félico

La determinacion de los niveles de acido félico se puede realizar en suero o plasma (acido
folico sérico o plasmatico) o en sangre completa (acido félico intraeritrocitario). El acido
félico intraeritrocitario refleja las reservas de folato del cuerpo porque mide el estatus de
acido félico en el momento en el que se produjo la poblacién eritrocitaria (con una vida
media de 120 dias). En cambio, el acido fdlico sérico o plasmatico es una medida reciente

del folato ingerido, mostrando variaciones diurnas y prandiales (Pathy & Newcombe,
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1980), por lo que se recomienda realizar medidas repetidas a lo largo del tiempo que

reflejan mejor la tendencia de los cambios en el estatus de folato (Green, 2008).

Los niveles de acido félico plasmaticos se han determinado utilizando diferentes
metodologias. El primer ensayo disefiado con este fin fue un ensayo microbiolégico con
Lactobacillus casei. Sin embargo, fue reemplazado por otros que necesitaban menos
tiempo de ensayo y eran mas sencillos de realizar como los basados en radioisétopos, en
enzimas o en quimioluminiscencia. No obstante, a estos métodos les falta exactitud y

precision.

La mayoria de los laboratorios determinan los niveles de acido félico en suero mediante
ensayos inmunoquimicos quimioluminiscentes. Estos ensayos se basan en la afinidad de
los anticuerpos a sus antigenos, lo que marca la especificidad. La interaccion se favorece
uniendo el antigeno o el anticuerpo a una fase sélida, generalmente una particula sintética
de poliestireno, celulosa o latex que genera un microambiente ordenado que favorece la
interaccion entre el antigeno y el anticuerpo, lo que permite la deteccién de
concentraciones muy bajas. La interaccion entre ambos se detecta mediante
quimioluminiscencia que es la emision de radiacion electromagnética al pasar un electrén
de un estado excitado al fundamental durante una reaccién quimica. Normalmente, la
radiacion emitida corresponde a la regién visible o del infrarrojo cercano (Garcia-
Campafia, Baeyens, Zhang, Alés, & Gamiz, 2001). Su utilidad analitica se debe a que la
intensidad de la emisién depende de la concentracién de las especies quimicas implicadas
en la reacciéon quimioluminiscente. Los instrumentos basados en esta técnica no requieren
sistema Optico de excitacién, lo que permite reducir el ruido de fondo y mejorar los limites
de deteccion. Uno de los principales factores a controlar es el tiempo de medida, pues la
emision quimioluminiscente varia con el tiempo. Algunos sistemas basados en este
fenédmeno son el luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona), la lofina (2,4,5-
trifenilimidazol), la lucigenina (nitrato de 10,10’-dimetil-9.9’- biacridinio) y el tris(2,2’-

bipiridina) rutenio (lll).

El sistema LOCI® (Luminescent oxygen channelling assay) es un tipo de inmunoensayo
quimioluminiscente homogéneo que se utiliza para determinar de forma rapida y
cuantitativa los niveles de acido félico (entre otros analitos). En este ensayo, una particula

contiene un reactivo fotosensible y otra particula contiene un reactivo
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quimioluminiscente. La irradiacion genera un singlete de oxigeno, que migra a una
particula unida y activa al reactivo quimioluminiscente, inicidndose asi la luminiscencia. La
particula que contiene el reactivo fotosensible convierte al oxigeno en oxigeno singlete en
presencia de luz. La particula con el reactivo quimioluminiscente reacciona con una
molécula de oxigeno singlete para formar un dioxetano que al descomponerse emite luz.
Esta reaccion ocurre sélo si las dos particulas estan muy préximas y el oxigeno singlete
puede difundir eficientemente desde la particula con el reactivo fotosensible a la particula
con el reactivo quimioluminiscente. El oxigeno singlete no reacciona con el reactivo
quimioluminiscente que no esté unido a la particula con el reactivo fotosensible porque la
vida media de estas especies transitorias en un medio acuoso es corta (Emerson & Lai,

2013; Ismail, 2005; Kricka, 2000; Marks, 2002; Tate & Ward, 2004; Ullman et al., 1996).

La principal limitacién de estos inmunoensayos es que pueden dar resultados falsamente
elevados o disminuidos al interferir con anticuerpos heterdéfilos de la muestra. Los
anticuerpos heterdfilos son un grupo de anticuerpos frente a antigenos especificos entre
especies, originados por la exposicidon a proteinas de origen animal que interfiere con el
anticuerpo utilizado en el inmunoensayo. La hemdlisis interfiere incrementando los
niveles de acido félico séricos. Ademas, algunos farmacos como el metotrexato y el acido
folinico (Leucovorina) presentan una reaccion cruzada por similitud estructural con la

proteina de unién a folato del ensayo (Emerson & Lai, 2013).

FOLATOS Y ENFERMEDAD

Importancia bioldgica de los folatos

El acido fdlico, junto con otras vitaminas como la vitamina B2 (riboflavina), la vitamina B6
(piridoxina) y la vitamina B12 (cobalamina), juega un papel importante en el metabolismo
monocarbonado, participando en la sintesis y metilacion de los acido nucleicos, en la
conversion de homocisteina a metionina y en el metabolismo de algunos farmacos como

los anticonvulsivantes (Berg, 1999).

Existe una relacion muy estrecha entre el folato y la vitamina B12 que se puede explicar
por la hipotesis de |la trampa de folato que indica que la deficiencia de vitamina B12 puede
disminuir la actividad de metionina sintetasa, que conlleva una alteracion de la

funcionalidad del folato que queda atrapado en 5-MTHF. El 5-MTHF es un sustrato pobre
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para la folipoliglutamato sintetasa, disminuyendo la sintesis de folipoliglutamatos vy
disminuyendo la retencion de folatos por los tejidos (Shane & Stokstad, 1985; Wilson &
Horne, 1986) (llustracion 1.2).

FOLATO

SAM «——— Metionina
‘r

Senna“?\
Hcy / ) ) Glici dUMP

5,10-metilenTHF ADN

-CH, 812 \/

dTMP > > dTTP

ADN L Nucledtidos
5-MetilTHE ) . 5,10-metilenTHF purines
Proteinas ARN l f
Fosfolipidos 10-formilTHF
ViA DE METILACION ViA DE REPLICACION CELULAR

llustracion 1.2. Papel del folato en la sintesis de ADN y de S-Adenosilmetionina (SAM).
Hcy: Homocisteina; DHF: Dihidrofolato; THF: Tetrahidrofolato; dTMP: desoxitimidilato;
dTTP: desoxitimidina trifosfato; dUMP: desoxiuracilo; ARN: Acido ribonucleico ADN:
Acido desoxirribonucleico (Dennis et al., 2011).

Deficiencia de acido fdlico

La deficiencia bioquimica de acido fdlico se define como la concentracién de folato sérico
o plasmatico inferior a 3.0 ng/mL (6.8 nmol/L), pues niveles por debajo de esa cifra
mantenidos durante semanas o meses se manifiestan en forma de cambios
megaloblasticos en sangre y médula dsea (anemia megaloblastica), enfermedades
neuropsiquiatricas, defectos en el tubo neural o enfermedades cardiovasculares (Green,
2008). También se han observado niveles bajos de acido félico tras intoxicacién grave de
alcohol. Su papel en el cancer es bivalente, pues, por un lado el déficit de acido fdlico se
relaciona con un incremento del riesgo de desarrollar canceres como el colorrectal debido
a una inadecuada sintesis, reparacién y metilacién del ADN, mientras que un exceso de
acido félico en los primeros estadios de la enfermedad favorece la proliferacion de células

tumorales (Tavares, Moreira, & Amaral, 2012).
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Principales causas de carencia de acido félico

Las principales causas de deficiencia de acido folico son debidas a un aporte nutricional
insuficiente como la malabsorcién, a un aumento de las necesidades, alteracion de su
metabolismo o a enfermedades hematolégicas, insuficiencia hepatica o cardiaca (Tabla

1.3).

Tabla 1.3. Principales causas de deficiencia de acido félico.

Aporte . - Alcohdlicos, adolescentes, algunos
j .. Dieta desequilibrada o .
insuficiente nifnos, Kwashiorkor y escorbuto
Aumento catabolismo en los tejidos
Embarazo
nuevos
Lactancia
Aumento de

Neoplasias malignas

Aumento de la hematopoyesis ~ Anemias hemoliticas crénicas
Procesos exfoliativos crénicos de la piel

Hemodialisis

necesidades

Esprue tropical *Barbituricos, fenitoina,
Malabsorcion Enfermedad celiaca carbamazepina, etanol, colestiramina,
Farmacos* (Berg, 1999) salazopirina
. Inhibidores de la dihidrofolato Metotrexato,pirimetamina,triamtereno,
Alteraciones L . )
del reductasa: pentamidina, trimetroprima
e
. Alcohol
metabolismo P L T
Déficit enzimaticos Dihidrofolato reductasa y otros

Prematuridad
Anemia hemolitica, mielofibrosis,
debido al incremento en la reposicion
celular (Rampersaud, Kauwell, & Bailey,
2003)
Tuberculosis, la artritis reumatoide, la
enfermedad de Crohn, psoriasis,
Otros Inflamacidn dermatitis exfoliativa, endocarditis
bacteriana, infecciones bacterianas
cronicas
Incremento en la conversion de
homocisteina a metionina

Enfermedades hematoldgicas

Homocistinuria

Insuficiencia hepatica e
insuficiencia cardiaca
congestiva

Liberacidn de folato de células
hepaticas dafiadas
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Enfermedades relacionadas con la deficiencia de folatos

La deficiencia de folato esta relaciona con defectos en el nacimiento, complicaciones del
embarazo, infertilidad masculina, enfermedad cardiovascular e incluso en la evolucién del

color de la piel humana (Juzeniene, Thu Tam, lani, & Moan, 2009).
Enfermedades cardiovasculares

Los niveles de acido fdlico bajos (<10 nmol/L o 4.4 ng/mL) se asocian con niveles de
homocisteina significativamente mas altos, que se relaciona con un incremento de riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Green, 2008; Samaniego Vaesken et al., 2009). Los
niveles de homocisteina plasmaticos descienden al aumentar la ingesta de folatos. Asi, un
descenso de 5 pumol/I en los niveles de homocisteina de sujetos con niveles inicialmente
altos de homocisteina (>16 umol/l) puede resultar en una disminucion del 40% en el
riesgo de enfermedades cardiovasculares. En sujetos con niveles de homocisteina
normales, una ingesta adicional de 250 pg acido fdélico/dia puede resultar en una

disminucion del 10% en el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Santilli et al., 2016).
Defectos del tubo neural y complicaciones en el embarazo

Durante el desarrollo embrionario se produce el cierre del tubo neural en torno a las 6
semanas tras la concepcion. Los llamados defectos del tubo neural (DTN) se producen
como consecuencia de alteraciones en el cierre del mismo, y pueden tener lugar a dos
niveles: cerebro y columna vertebral. Este defecto a nivel del cerebro origina anencefalia y
encefalocele, y a nivel de la columna vertebral constituye la espina bifida. Los
suplementos con 400 pg de acido félico en el momento de la concepcidn y en las primeras
12 semanas de embarazo reducen un 70% la incidencia de defecto del tubo neural en el
feto (K. Li, Wahlqvist, & Li, 2016; Pitkin, 2007; Romero Braguehais, 2008). También se ha
observado una mayor frecuencia de autoanticuerpos frente al receptor de folato en
mujeres embarazadas con fetos con defectos en el tubo neural (Sequeira, Ramaekers, &
Quadros, 2013). Ademas de estar implicadas en los defectos del tubo neural, la deficiencia
de acido folico y también de cobalamina se relaciona con pérdida fetal recurrente, con
prematuridad e incluso en ocasiones con infertilidad masculina y femenina (Greenberg,

Bell, Guan, & Yu, 2011).
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Enfermedades neurodegenerativas y manifestaciones neuroldgicas

El acido félico junto con otras vitaminas del grupo B como la vitamina B12 o B6 son muy
importantes a nivel cerebral al actuar como coenzimas en un amplio rango de reacciones
enzimaticas anabdlicas y catabdlicas relacionadas con la sintesis, reparacion del ADN/ARN,
metilacion gendmica y no gendmica y la sintesis de neurotransmisores y sefiales
moleculares. Ademas, estas vitaminas estdn relacionadas con el metabolismo de Ia
homocisteina, cuyo aumento se ha relacionado con demencia y enfermedad de Alzheimer

(Kennedy, 2016; Malouf, Grimley, & Areosa, 2003).

Igualmente, se han relacionado algunos fenotipos neuropsiquiatricos con la deficiencia
sistémica de folato. En algunos casos, incluso con niveles normales séricos se produce lo
qgue se llama deficiencia cerebral de folato por problemas en el transporte de folato al
cerebro o presencia de anticuerpo frente a receptores alfa del folato. Estos trastornos
incluyen autismo infantil con o sin déficit neuroldgicos, ataxia espastica y algunos tipos de
epilepsia, esquizofrenia refractaria en adolescentes y depresion mayor resistente a

tratamiento en adultos (Ramaekers, Sequeira, & Quadros, 2016).
Cancer

El 4cido félico es esencial en la sintesis y reparacidén del ADN, asi como para la division y
crecimiento celular. En las células tumorales los farmacos antifolato reducen el
crecimiento del tumor por lo que una vez que el tumor se desarrolla la presencia de folato
favorece la progresion. No obstante, el potencial de proteccion de los folatos se ha
demostrado a través de estudios epidemioldgicos y nutricionales a gran escala, los cuales
demuestran que el descenso de los niveles de folato incrementan el riesgo de diferentes
tipos de cancer (Williams et al., 2012) debido principalmente a fallos en la reparacion de
ADN, roturas de cromosomas y anormalidades de los centrosomas (Heath 1966; Chen et
al. 1989). La ingesta de acido félico protege frente al desarrollo de tumores aumentando
la estabilidad del ADN y disminuyendo las mutaciones (Smith et al., 2008; Williams et al.,
2012), el cual es conocido como uno de los eventos tempranos en el proceso del cancer
cutaneo dando lugar al incremento del potencial metastasico de las células de melanoma.
Por tanto, la deficiencia crénica de acido félico favoreceria la generacién y progresion del

cancer cutaneo.
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Epitelio

En la deficiencia de folato, los tejidos mas perjudicados, tras la afectacién de la médula
dsea, son la mucosa oral, la del estdmago, la del intestino delgado, la del respiratorio, la
del tracto urinario y la del genital femenino. Las células muestran macrocitosis, con

incremento en el nUmero de células multinucleadas y muertas (Kim et al., 2001).
Piel

En algunas patologias dermatolégicas como psoriasis, dermatitis exfoliativa o eczema se
ha observado una disminucion de los niveles séricos de acido fdlico, a veces incluso
asociadas con deficiencia (Hild, 1969; Shuster, Marks, & Chanarin, 1967). Recientemente,
se ha renovado el interés del acido fdlico en estas patologias por su asociacién con la
hiperhomocisteinemia y han confirmado los resultados de estudios anteriores (Malerba et
al., 2006; Vanizor Kural et al., 2003). El mecanismo mas probable es por un aumento de la
utilizacién del folato por las células de la epidermis para hacer frente al recambio celular,
al igual que ocurre en la anemia hemolitica (Fry, Macdonald, Almeyda, Griffin, &

Hoffbrand, 1971).

Ademas la deficiencia extrema de acido fdlico y vitamina B12 produce hiperpigmentacion,
sobre todo en los pliegues de las manos, debido a que se disminuyen el potencial redox
intracelular y se reducen los niveles de glutation, que en estas circunstancias no inhiben la
tirosinasa, enzima importante en la produccién de melanina. También puede ser por un
defecto en la transferencia de melanina entre los melanocitos y queratinocitos, resultando

en una incontinencia pigmentaria (Chakrabarti, 2015).

Anemia megaloblastica

La anemia megaloblastica es una alteracién sanguinea caracterizada por la presencia de
megaloblastos en médula ésea y macrocitos en sangre periférica, lo cual puede venir
acompafiado de una o mas citopenias. Segun la clasificacion basada en el volumen
corpuscular medio, se corresponde a una anemia macrocitica (Kujovich, 2016). La
macrocitosis se define como volumen corpuscular medio superior a 100 fL y es
caracteristico de las deficiencias de acido fdlico y vitamina B12. Aunque también es
frecuente en el alcoholismo, hipotiroidismo, enfermedad hepatica, hemdlisis in vivo y

displasia primaria de médula désea (incluyendo mielodisplasia y sindrome
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mieloproliferativo) (Kaferle & Strzoda, 2009). La macrocitosis es menos intensa si coincide
con una carencia de hierro o una talasemia. El recuento de reticulocitos es bajo y también

puede haber cifras bajas de leucocitos y plaquetas (Chakrabarti, 2015).

La megaloblastosis es la consecuencia morfoldgica de alteraciones quimicas que provocan
el enlentecimiento de la sintesis del ADN, con una sintesis relativamente normal del ARN.
Esto es debido a la deficiencia absoluta o relativa de sustancias necesarias para la
hematopoyesis normal como la vitamina B12 y/o el folato. Estos sintomas también
pueden aparecer como consecuencia de leucemias agudas y debido a la accién de agentes

mielodisplasicos (Kujovich, 2016).
Causas de anemia megaloblastica

La anemia megaloblastica puede deberse a un déficit de folatos y/o de vitamina B12, por
lo tanto las causas de déficit de acido fdlico y vitamina B12 causan este tipo de anemia
(Tabla 1.4). Entre las principales causas esta el aporte insuficiente de estos nutrientes
como en el consumo cronico de alcohol, en la malnutriciéon o en vegetarianos (déficit de
vitamina B12). Otra causa frecuente es la malabsorcion intestinal en enfermedades como
la celiaquia, la enfermedad de Crohn, enfermedad de Whipple, esclerodermia, amiloidosis,
diverticulitis del intestino delgado o reseccidon quirdrgica del estomago (Chakrabarti,
2015). El déficit de vitamina B12 como consecuencia de la deficiencia en el factor
intrinseco causa también anemia macrocitica. Los ancianos presentan una capacidad
reducida de absorber vitamina B12 y consumen menos verduras frescas por problemas en
la masticacién. También puede aparecer anemia en situaciones que incrementen los
requerimientos de folato como en el embarazo, los primeros meses de vida o durante los

estirones en los nifios y adolescentes (Aslinia, Mazza, & Yale, 2006).
Exceso de acido félico

En ocasiones, ingestas elevadas de acido fdlico pueden enmascarar el diagndstico de
deficiencia en vitamina B12, pues se corrige la anemia por deficiencia de vitamina B12
pero no se evitan las alteraciones de la funcién cognitiva (Malouf et al., 2003). De hecho,
se recomienda que sujetos con tratamiento prolongado de acido fdlico ingieran también
suplementos de vitamina B12 para evitarlo (Reynolds, 2016). Algunos estudios relacionan

altas concentraciones de acido félico en suero con una disminucién de la citotoxicidad de
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los linfocitos NK (natural killer), de la reduccién de la eficacia de muchos farmacos
antifolato o aumento de la resistencia a insulina y obesidad en nifios de madres con
niveles altos. En el cancer su efecto es dual, y aunque protege al inicio del cancer, puede
facilitar su progresidon y crecimiento en estados mds avanzados (Smith et al., 2008).
Ademas, tras la fortificacion obligatoria en algunos paises se desconoce si el consumo

excesivo de 4cido fdlico a largo plazo tendra efectos adversos (Samaniego Vaesken et al.,

2009).

CAUSAS DE DEFICIT DE COBALAMINA

Aporte
insuficiente

Malabsorcion

Otros

Tabla 1.4. Causas de déficit de vitamina B12.

Vegetarianos

Liberacion defectuosa de vitamina de
vitamina B12 de los alimentos

Produccion insuficiente del factor

intrinseco (Fl)

Enfermedades del ileon terminal

Factores que compiten con la

cobalamina

Farmacos

Oxido nitroso
Déficit de transcobalamina Il

Defectos enzimaticos congénitos
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Aclorhidria gastrica
Gastrectomia parcial
Antiacidos

Anemia perniciosa
Gastrectomia total
Alteracion funcional de FI
Esprue tropical
Enfermedad celiaca
Enteritis regional
Reseccion intestinal
Neoplasia y procesos
granulomatosos
Sindrome de Imerslund
Dyphyllobothrium latum
Bacterias (sindrome del asa
ciega)

Acido p-aminosalicilico,
colchicina, neomicina
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FOLATOS Y RADIACION ULTRAVIOLETA

Introduccion

El acido fdlico en solucion acuosa y presencia de oxigeno se fotodegrada con radiacion
ultravioleta UVA y UVB a 6-formilpterina (FPT) y a p-aminobenzoil-L-glutdmico (PABA-Glu).
Esta degradaciéon aumenta al aumentar el tiempo de irradiaciéon y es dependiente de
oxigeno y de la longitud de onda de la radiacion (Dantola et al., 2010; Juzeniene, Thu Tam,
lani, & Moan, 2013; Off et al., 2005). La aminopterina se fotodegrada en el enlace C9-N10
metilen-anilino en una reaccion andloga a la fotolisis del acido félico (Akhtar, Ataullah
Khan, & Ahmad, 2003; King, Bencsath, Lam, & Fehlner, 1987). Ademas, el proceso de
fotodegradacién de acido folico se acelera en presencia de otras moléculas como la
riboflavina (Akhtar, Khan, & Ahmad, 1997; Scurachio, Skibsted, Metzker, & Cardoso,
2011). Sin embargo, algunos autores consideran que la degradacion in vivo es poco
probable porque principalmente el acido félico absorbe y se degrada por radiacion UVB y
UVC, que penetran poco por la atmosfera terrestre y la cantidad que alcanza la piel
humana es menor que con otros tipos de radiacion como la UVA (Steindal, Juzeniene,

Johnsson, & Moan, 2006).
Fotodegradacion del acido félico y otros componentes de la sangre
Radiacidn solar

La radiacion solar que alcanza la superficie de la Tierra es un espectro de radiacion
electromagnético continuo entre 290 y 3000 nm que incluye radiacion ultravioleta (UV)
(290-400 nm), radiacién visible (400-760 nm) e infrarrojo cercano (760-3000 nm). El 6.8%
de la radiacion solar que llega a la superficie terrestre corresponde a la region UV (0.5%
UVB vy 6.3% UVA), el 38.9% a la visible (VIS), y el 54.3% a la regién del infrarrojo
cercano(IR) (IRA: 760-1440 nm, IRB: 1440-3000 nm) (Akhalaya, Maksimov, Rubin,
Lademann, & Darvin, 2014; Matsumura & Ananthaswamy, 2004). La radiacidn visible roja
(630-670 nm) penetra en la piel y reflecta a menor profundidad que la verde (530-570 nm)
o la azul (430-470 nm) (llustracién 1.3) (Hirayama & Nakamura, 2015; Holick, 2016). La
radiacion visible y la infrarroja se han asociado con dafo oxidativo. En el caso de la

radiacion infrarroja, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la piel
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(Akhalaya et al., 2014) se produce en respuesta al calor (Cho et al., 2009; Dupont, Gomez,
& Bilodeau, 2013; Lee, Roh, & Lee, 2006).

UVC UVB UvA Luz Infrarrojos
visible
20% 35%
Estratocorneo ;40 159 80% 90% 40-70%
Epidermis
70-80% | 30-60%
Dermis 10-20%
Subcutaneo

llustracidn 1.3. Efecto de las radiaciones en la piel (Honeyman, 2002).

El rango de la radiacién ultravioleta (UV) es el mas significativo porque es el que se asocia
con el fotoenvejecimiento y el cancer de piel. Esta parte del espectro se divide en tres
regiones: ultravioleta A (UVA con longitudes de onda entre 320-400 nm), ultravioleta B
(UVB; 280-320 nm) y ultravioleta C (UVC; 100-280 nm) (Diffey, 2002). El 90-99% de la
radiacién ultravioleta solar que llega a la superficie de la Tierra es UVA 'y del 1-10% es UVB

(Narayanan, Saladi, & Fox, 2010).

La radiacion UV que llega a la superficie de la Tierra se afecta por numerosos factores
como la latitud, la altitud, la estacién, la humedad, las nubes o la profundidad de la capa
de ozono. Las longitudes de onda corta de UV (UVC 100-280 nm) son completamente
bloqueadas o absorbidas por el oxigeno atmosférico y el ozono. Las longitudes de onda en
rango UVB (280-320 nm) son parcialmente absorbidas por ozono y son facilmente
transmitidas a través de la atmdsfera. A latitudes mas alejadas del ecuador, el angulo de
elevaciéon del sol disminuye y el grosor de la capa atmosférica y de ozono aumenta,
resultando en una atenuacion de los niveles de radiacion UV (Stanger, 2011). La intensidad

de la radiacion UV es mayor desde las 10 am a las 4 pm, durante la estacion estival y
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aumenta 10-12% por cada 1000 metros de altura. La nubosidad, la niebla, la calina, la
contaminacién o la sombra reducen sus niveles, mientras que el agua del mar puede
reflejar hasta el 15% y la nieve, la arena y el metal pueden reflejar hasta 90% de la

radiacion UV (Narayanan et al., 2010).

Segun las propiedades fisicas de la radiacion UVB, de menor longitud que la UVA, deberia
poder penetrar mas profundamente en la piel humana de lo que lo hace. La razén
principal a este hecho es que la piel contiene una variedad de macromoléculas capaces de
absorber radiacion UVB como la melanina, el ARN, ADN y proteinas y por eso la mayor
parte se absorbe en la epidermis (An et al.,, 2001), aunque si existen heridas en la piel
puede alcanzar la capa dérmica (Hirayama & Nakamura, 2015). En cambio, estas
macromoléculas son menos efectivas absorbiendo radiacion UVA y por eso este tipo de
radiacidon penetra en capas mas profundas de la piel. Lo mismo ocurre con la radiacion
visible e infrarroja que casi no se absorben en la epidermis ni en la dermis y pueden

penetrar a érganos internos (Holick, 2016; Misra, Ray, & Hans, 2005).

Por lo tanto, los croméforos de la epidermis y del estrato corneo como la melanina actian
como protectores naturales frente a la radiacion UV (An et al., 2001). La melanina se
sintetiza a partir de la tirosina en los melanosomas y se distribuye por los melanocitos,
que son las unidades funcionales de queratinocitos. Actua como un filtro fisico y quimico
gue absorbe fotones de longitud de onda entre 280 y 320 nm (mismo rango que absorbe
el ADN) vy los disipa como calor (Greaves, 2014). La melanina de las personas negras
absorbe y dispersa mas radiacién que la de las personas blancas (Narayanan et al., 2010).
Otros cromoforos como la hemoglobina o la bilirrubina también participan en la absorcion

dérmica de longitudes de onda superiores a 320 nm (Anderson & Parrish, 1981).

Los principales efectos negativos de la radiacién UV se deben a un efecto directo sobre el
ADN (formaciéon de dimeros de pirimidina y mutaciones) e indirecto a través de la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas carbonilo (RCS) por
reacciones de fotooxidacion y fotosensibilizacién que alteran la estructura del ADN
(Guercio-Hauer, Macfarlane, & Deleo, 1994; Matsumura & Ananthaswamy, 2004). Ademas
la radiacién UV produce inmunosupresion y respuesta inflamatoria y se asocia con el
desarrollo de cancer de piel, sobre todo la radiacion UVB (Duthie, Kimber, & Norval, 1999).

Uno de los principales érganos afectados por la radiaciéon UV es la piel. La radiacion UVB,
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gue penetra en la epidermis, es responsable de las quemaduras y de la mayoria de los
dafios directos sobre el ADN, mientras que la radiacion UVA, que penetra en la dermis,
induce reacciones de oxidacién que afectan al ADN, proteinas y lipidos (Dupont et al.,

2013; Narayanan et al., 2010; Stanger, 2011).

Para neutralizar y combatir las especies reactivas de oxigeno generadas por la radiacion
UV, las células presentan un sistema enzimdtico (superdxido dismutasa, catalasa, y
glutation peroxidasa), asi como sistema antioxidantes endégenos como glutatidn,
ubiquinoles, acido urico y exdégenos como la vitamina C y E, acido lipoico, selenio,
riboflavina, zinc y carotenoides. Ademas, en la piel, la melanina también actia como

antioxidante y eliminador de radicales libres (Holick, 2016).

Aunque a la radiacién solar se le ha atribuido efectos indeseados, su exposicién es
fundamental y beneficiosa. El incremento en la producciéon de B-endorfinas (péptido
opioide enddgeno) tras la exposicion a radiacidn solar ha demostrado mejorar el estado
de 4nimo, aliviar el dolor y relajar. La privacién de la exposicion a radiacion solar se
relaciona con depresién e incrementa el riesgo de varias enfermedades crdnicas,
enfermedades infecciosas y mortalidad. La luz visible (azul) regula nuestro ritmo
circadiano a través de la interaccion con fotorreceptores en el ojo que disminuyen la
produccién de melatonina. Ademas, las células expresan genes que marcan el tiempo
celular, denominados genes reloj o temporales que podrian regularse por la radiacion
solar o la temperatura y participan entre otras cosas en la regulacion circanual de la
respuesta inflamatoria (De Jong et al., 2014; Dopico et al., 2015). Otro hecho importante
es su participacion en la sintesis de vitamina D que es fundamental en el metabolismo

fosfocalcico y se cree que tiene otros funciones (Holick, 2016).

Fotodegradacion del acido folico
» Estudios in vitro

El acido fdlico es un compuesto fotosensible que se degrada en solucidén acuosa por accion
de la luz solar, la radiacion ultravioleta y visible (Akhtar et al., 2003). Ademas, es |abil al
calor, pH acido y oxigeno (Mansour et al., 2014) (Akhtar, Khan, & Ahmad, 1999) y es capaz
de absorber radiacion UV con picos de absorcién a 280 y 350 nm y con picos mas

pequefios a 300 y 370 nm (Off et al., 2005). Cuando una solucién acuosa de acido félico se
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irradia con radiacién ultravioleta se fotodegrada por rotura del enlace C9 y N10 a acido p-
aminobenzoil-L-glutamico (PABA-Glu) y a 2-amino-4-hidroxi-6-formilpteridina (pterina-6-
carboxaldehido,  6-formilpterina) (FPT), o dihidro-2-amino-4-hidroxipteridina-6-
carboxialdehido y estos dos, a su vez se degradan al derivado acido pterin-6-carboxilico
correspondiente (6-carboxipterina) (PCA) (llustracion 1.4) (Dantola et al., 2010; Akhtar et
al., 2003; Juzeniene et al., 2013; King et al., 1987; Lowry, Bessey, & Crawfobd, 1949; Off et
al., 2005). El proceso de degradacion del acido fdlico se divide en tres fases. La primera
fase es independiente de la concentracidn y corresponde a la formacién de acido p-amino-
benzoil-L-glutdmico (PABA-Glu) y 6-formilpterina (FPT). La segunda fase es dependiente de
la concentracion y se acelera la fotodegradacién de acido félico por la presencia de
fotoproductos como 6-formilpterina (FPT) y 6-carboxipterina (PCA). Estos productos
cuando se excitan por radiacion UV transfieren un electrén al oxigeno generando oxigeno
singlete que favorece la degradacién (Thomas, Suarez, Cabrerizo, Martino, & Capparelli,
2000). La tercera fase también depende de la concentracién y domina la degradacién de
6-formilpterina (FPT) a 6-carboxipterina (PCA) (Dantola et al., 2010; Juzeniene et al.,
2013).
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Acido félico 6-Formilpterina Acido pterin-6-carboxilico

llustracién 1.4. La degradacion de acido folico por radiacion UV en presencia de oxigeno
afecta al enlace de la posicion C9 y N10, a través de la formacion de una
enamina, que se hidroliza en presencia de acido. Y genera PABA-Glu y 6-
formilpterina. Cuando la irradiacion continda el derivado 6-
formilpteridina se degrada a acido pterin-6-carboxilico.

Esta degradacién depende de diferentes factores como el oxigeno, la longitud de onda de
la radiaciéon o el tiempo de irradiaciéon (Dantola et al., 2010; Juzeniene et al., 2013)
(Hustracién 1.4). También se afecta por luz del dia, pH acido y el calor, mientras que a pH
de 7.6 es mas estable (Akhtar et al., 1999). Ademas, la fotodegradacion se acelera con la

presencia de moléculas endégenas fotosensibilizadoras que inducen dafio oxidativo en los
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tejidos expuestos a la radiacion solar (UV, visible o infrarroja) como la riboflavina, vitamina
B, y flavinas (Akhtar et al., 1997; Scurachio et al., 2011). Los polifenoles de la dieta como
los flavonoides son importantes para protegerlo frente a la fotooxidacion y los carotenos
lo protegen eliminando radicales libres (Cardoso, Libardi, & Skibsted, 2012), al igual que
los residuos de triptofano de la albumina sérica disminuyen su fotodegradacién. De hecho,
en presencia de albumina, los productos de la fotodegradacién del acido félico actdan
principalmente dafiando a la albumina sérica (Dantola et al., 2010; Vorobey, Steindal, Off,

Vorobey, & Moan, 2006).

La mayoria de los estudios realizados in vitro se han llevado a cabo con acido félico, que es
la forma sintética, pero in vivo los folatos se encuentran en la forma reducida como el
tetrahidrofolato, dihidrofolato y 5-metiltetrahidrofoalato (5-MTHF). En el plasma la
principal forma de folato es el 5-MTHF y el 30-40% va unido a proteinas,
fundamentalmente albumina (Vorobey et al., 2006). El 5-MTHF absorbe radiacion UV,
principalmente en la region UVB (Steindal et al., 2006) y tras la irradiacion se reduce a 5-
metildihidrofolato (5-MDHF), que posteriormente se rompe en p-amino-benzoil-L-
glutdmico (PABA-GIu) y a un derivado reducido de pterina (Steindal et al., 2006). El 5-
MTHF es mas estable frente a la luz visible y a la radiacion UVA que el acido félico, aunque
se fotooxida rapidamente por esta radiacion en presencia de fotosensibilizadores como las
flavinas (riboflavina) o porfirinas (uroporfirina) y se enlentece en presencia de bilirrubina

(bilirrubina conjugada) (Juzeniene et al., 2009).

Esta fotooxidacidén puede tener un gran impacto sobre la integridad del ADN, de hecho,
uno de los productos de la fotodegradacion del acido félico, el 6-carboxipterina (PCA)
causa dafio sobre el ADN por un mecanismo de transferencia de electrones (Hirakawa,
Suzuki, Oikawa, & Kawanishi, 2003). Sin embargo, el 5-MTHF a baja concentracién inhibe
la rotura de la cadena de ADN al tener una gran capacidad antioxidante participando en la
eliminacion de moléculas de oxigeno singlete y estabilizando los fotosensibilizadores
excitados. Ambos mecanismos provocan la descomposicién de 5-MTHF y sélo la
participaciéon de otros antioxidantes como el acido ascorbico pueden evitar su pérdida

(Offer et al., 2007).

Segun estos estudios, el impacto fisioldgico de la radiaciéon UVA o UVB sobre los niveles de

5-MTHF o acido félico en ausencia de fotosensibilizadores es débil, ya que su
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concentracion en sangre no es lo suficientemente alta para alcanzar la fase de aceleracion
observada a elevadas concentraciones y porque su fotodegradacion es menor en
presencia de albumina sérica o acido ascérbico, por lo que la sangre deberia exponerse a
altas cantidades de UV para degradar el folato (Off et al., 2005). Se ha sugerido que el
mecanismo mas probable para que 5-MTHF se oxide es el producido como consecuencia
de la generacion de especies reactivas de oxigeno por fotosensibilizantes naturales como
flavinas o porfirinas tras la exposicion a UVA o UV cercano. En esta hipotesis el 5-MTHF o
el acido fdlico se consumiria por su accion antioxidante (Juzeniene et al., 2013; Steindal et
al., 2006). La Tabla 1.5 resume los principales estudios realizados sobre la fotodegradacién

in vitro del acido félico.
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Tabla 1.5. Estudios sobre degradacion de acido félico in vitro.

Tratamiento/
Radiacion

Autor (Pais/Afio)

Tiempo Muestra Resultados

Maruyama, Shiota, &

Krumdieck, 1978
(EEUU)

Branda & Eaton, 1978

(EEUU)

King et al., 1987
(EEUU)

Akhtar et al., 1999
(Pakistan)

Akhtar et al., 2003
(Pakistan)

Hirakawa et al., 2003

(Japon)

Off et al., 2005
(Noruega)

Permanganato

UVA/Plasmido

20 min

1lh

6h

3-8h

3-8h

2h

20-60 min

Sin
informacion

9.5 J/cm?

Sin

informacion

30 W

30 W

10w

1 mW/cm?

Solucién acuosa
acido fdlico

Plasma

Solucion acuosa
acido fdlico,
aminopterinay
PABA

Solucién acuosa
acido fdlico

Solucién acuosa
acido fdélico, PABA-
Gluy FPT

Solucién acuosa
acido fdlico

Solucién acuosa
acido félico, PABA-
Gluy FPT

Espectrometro
Radioensayo

Radioensayo,
Lactobacillus casei
Espectrometro
luminiscente,
espectrometria de
masas

HPLC
Detector UV-Vis

HPLC
Detector UV-Vis

HPLC
Detector UV-Vis

Espectrometro
luminiscente

La oxidacion del acido félico
genera PABA-Glu y FPT

40% descenso tras la
exposicion

La aminopterina se
fotodegrada 2,4-diamino-6-
carboxipteridina

Degradacién con cinética de
orden uno y mas rapida en
medio basico.

El acido félico se degrada a
FPT y PABA-Glu en medio
acuoso acido y basico
(enamina intermedia)

La irradiacién de acido félico
con UV induce dafio en el
ADN

El acido félico se degrada a
PABA-Glu y FPT al aplicar UVA
FPT se transforma en PCA con
UVA

PABA-Glu: Acido p-aminobenzoilglutdmico, FPT: Formilpterina, PCA: Acido pterin-6-carboxilico, SMTHF: 5-Metiltetrahidrofolato, PABA: Acido p-
aminobenzoico, UV: Radiacidn ultravioleta, UVB: Radiacidn ultravioleta B, UVA: Radiacion ultravioleta A, ADN: Acido desoxirribonucleico.
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Autor (Pais/Afio)

Tratamiento/

Muestra

Método

Antecedentes

Resultados

Vorobey et al., 2006
(Noruega)

Steindal et al., 2006
(Noruega)

Offer et al., 2007
(EEUU)

Dantola et al., 2010
(Argentina)

Juzeniene et al., 2013

(Noruega)

Radiacion

Triptéfano y
Albumina/UVA

uvB

Plasmido ADN,
acido ascoérbico
(UVA/UVB)

UVA

UVA/UVB

0,28y48
min

Sin
informacion

40-80 min

14 min

Sin
informacion

1.2 mW/cm?

2.15
mW/cm?

8.2 mW/cm?

Sin
informacion

2J/em?

Solucién acuosa
acido fdlico

Solucién acuosa 5-
MTHF y acido félico

Solucién acuosa 5-
MTHF, acido fdlico y
FPT

Solucion acuosa
acido folico, PABA-
Glu, FPT, 6-
metilpterina y PCA

Solucidn acuosa
acido félico y PABA-
Glu

Espectrometro
luminiscente

Espectrémetro
luminiscente

Espectrometro
luminiscente

Espectrometro
luminiscente

Espectrometro
luminiscente

La presencia de albumina o
triptofano reduce la
fotodegradacién de acido
folico en solucién acuosa
Acido félico absorbe mas UVA
que 5-MTHF

El 5-MTHF tarda el doble de
tiempo que el acido félico en
fotodegradarse con radiacién
UVA/UVB.

La estabilidad de 5-MTHF
aumenta con acido ascérbico.
El 5-MTHF no se fotodegrada
significativamente en
ausencia de
fotosensibilizadores y no
induce dafio en plasmido ADN
Acido félico y PABA-Glu son
fotoestables en ausencia de
oxigeno.

En el mecanismo de
fotodegradacién intervienen
radicales libres

La radiacion UVB degrada
mas el acido félico que la UVA
Maxima degradacién UVB a
267 nmy UVA a 350 nm

PABA-Glu: Acido p-aminobenzoilglutdmico, FPT: Formilpterina, PCA: Acido pterin-6-carboxilico, 5-MTHF: 5-Metiltetrahidrofolato, PABA: Acido p-
aminobenzoico, UV: Radiacién ultravioleta, UVB: Radiacién ultravioleta B, UVA: Radiacidn ultravioleta A, ADN: Acido desoxirribonucleico
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e Degradacién indirecta

La absorcidn de un fotdon de radiacion visible o ultravioleta por una molécula aumenta el
nivel electronico de excitacion de la molécula haciéndola mas reactiva. La energia
absorbida se puede transferir de una molécula a otra molécula fotosensibilizandola y
generando radicales libres (Daniels, 1965). La radiacion UVA se ha identificado como una
fuente abundante de estos radicales libres en la piel (Wondrak, Jacobson, & Jacobson,
2006). El 5-MTHF es capaz de degradarse en presencia de fotosensibilizadores como el

oxigeno singlete o ADN dafiado por radiacién UVA (Hasoun et al., 2013).

> Piel

Los niveles de acido fdlico de la piel se correlacionan linealmente con los niveles séricos,
aunque su contenido en la epidermis y en la dermis es inferior al presente en otros tejidos
(estimado en 0.97 umoles del total de todo el cuerpo, lo que supone entre el 5y el 10%)
(Hasoun et al., 2013). A pesar de ello, presenta un papel importante como regulador de
los niveles de folato del organismo y como almacén en los casos con estatus de folato bajo
(Hasoun, Bailey, Outlaw, & Ayling, 2015). La principal forma de folato encontrada en la piel
es el 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) y su contenido en la epidermis es relativamente
superior al encontrado en la dermis (65% del total de folato frente al 39%,
respectivamente), siendo la diferencia mas acusada en pacientes con niveles bajos de
acido félico. Esta desigualdad también se ha observado en otros nutrientes como el acido
ascoérbico y podria ser debida a una regeneracién continua de la piel de las células del
estrato basal o a una degradacién de estos compuestos por fotooxidacion (Hasoun et al.,

2013).

Segun los estudios realizados in vitro las reservas de folato del organismo pueden ser
vulnerables a disminuir por exposicién a radiacién UV. La piel es uno de los 6rganos mas
afectados por esta radiacidon que se asocia con envejecimiento por afectar al ADN e inducir
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), radicales libres y otros fotoproductos
toéxicos para la piel (Wondrak et al., 2006). Algunos estudios han evaluado el impacto de
este tipo de radiacién sobre el acido félico en la piel debido al papel de éste en la

reparacion del ADN y a que la piel nos protege de la radiacién solar.
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En una investigacion dirigida por Knott et al., el folato total de la piel disminuye un 28%
tras una dosis de radiacién UVA de 187 J/cm? (similar a la maxima del ecuador) (Knott et
al., 2007), lo que supone una cantidad pequenia de folato del total del organismo, de
forma que una dosis Unica de radiacion UVA no es capaz de producir cambios grandes en
el estatus de folato del organismo. Sin embargo, esta pérdida podria ser significativa para
personas expuesta regularmente a radiacion solar o con mayores necesidades de folato,
como en el embarazo. El 5-MTHF epidérmico se reduce mas que otras formas de folato
epidérmico (Hasoun et al., 2015), debido a la reducida concentracién agentes protectores
frente a su fotooxidacion como el acido ascérbico (Branda & Eaton, 1978; Hasoun et al.,
2013; Jablonski & Chaplin, 2000). De todas formas, no se conoce lo rapido que se
restablece la homeostasis del folato en la piel tras la exposicién a radiacién UV. En
ratones, se ha hallado que el 50% de la vitamina deplecionada en la epidermis se repone
pasado un dia desde la exposiciéon (Hasoun et al., 2015). De hecho, los fibroblastos de la
epidermis y de la dermis aumentan los requerimientos de acido félico tras la exposicién a
radiacion UV (Williams et al., 2012). Para ello incrementan la expresién del transportador
de folatos RFC-1 (Reduced folate carrier-1) (Knott et al., 2007). La Tabla 1.6 expone los

principales estudios realizados sobre la fotodegradacién de acido fdlico en piel.
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Tabla 1.6. Estudios sobre fotodegradacion de acido félico en piel.

Tratamiento/

Muestra

Resultados

Autor (Pais/Afo) Radiacién Dosis
Keyse, Applegate,
Tromvoukis, & UVA 0-50 J/cm®

Tyrrell, 1990 (Suiza)

Knott et al., 2007 Radiacidén 135
(Alemania) similar a la solar mJ/cm?
Knott et 'al., 2007 R.adilauon UVI > 2
(Alemania) similar a solar

(Hasoun et al., 2015)

UVA 187 J/cm®
(Alabama) /em
Juzeniene,
Grigalavicius, Ma, & UVA 60 J/cmz

Juraleviciute, 2016
(Noruega)

Fibroblastos FEK4
Vida media de RNAm y
hemooxigenasa

Fibroblastos dermis
humanos a partir de biopsia
(HDF)

N=8 sujetos

Biopsia de sujetos
expuestos 24 horas antes a
radiacidn similar a solar

Biopsia de piel

Células carcinoma
epidermoide humano linea
A431, células melanoma
primario humano linea
WM115

Linea queratinocitos
humanos inmortales HaCaT

Aumento de la transcripcién de hemooxigenasa en respuesta
al estrés oxidativo, lo que parece tener un papel protector

Los HDF aumentan sus niveles intracelulares de folato cuando
se exponen a radiacién UV.

RFC-1 es el principal transportador de folatos en mamiferos y

permite mantener los niveles suficientes de folato intracelular

La expresién de RFC-1 aumenta en la piel irradiada.
La captacion de folato aumenta tras la irradiacion.

El folato disminuye 28% tras UVA (210 pmol/g de tejido) una
disminucion de 120 nmol total de la piel del cuerpo.
Pequeiia proporcion en piel de todo el folato del organismo
(60-225 umoles)

Dosis UVA >60 J/cm? fotoinactivan 90% de las células A431,
WM115 y HaCaT en presencia de 10 uM FA, FPT y PCA

La presencia de 1 uM de FA en A431 células durante
exposicion a UVA aumenta dos veces los niveles ROS, la
presencia de 1 uM FPT y PCA aumenta 6 veces tras la
exposicion a 12 J/cm?

1 uM FA, FPT y PCA no inactivan células

UVA: Radiacién ultravioleta A, UVB: Radiacién ultravioleta B, UVI: indice de radiacién ultravioleta, HDF: Fibroblastos dermis humanos, RFC-1: transportador
de folato-1, FA: Acido félico, FPT: Formilpterina, PCA: Acido pterin-6-carboxilico, ROS: Especies reactivas de oxigeno.
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> Estudios in vivo

Aunque diversos estudios han demostrado que la radiacion UVA destruye el folato in vitro
y en piel, no se tienen conclusiones definitivas sobre su degradacién in vivo, siendo un
tema de debate, ya que algunos autores consideran que la degradacién in vivo es poco
probable porque el principal derivado folato de la sangre, el 5-metiltetrahidrofolato, se
degrada poco por la radiacién que mas penetra en la piel, la radiacién UVA (Steindal et al.,
2006), mientras que otros consideran que una exposicion cronica es capaz de provocar la
fotodegradacién directa del acido félico. Ademas, otros estudios indican que es posible
una degradacion indirecta por especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por UVA, lo

que ha renovado el interés en este campo (Borradale & Kimlin, 2012).

Uno de los primeros estudios sobre este tema fue el realizado por Branda y Eaton en
1978. En este trabajo, los pacientes con patologia dermatoldgica expuestos a radiacion
UVA durante un periodo de 3 a 13 meses para el tratamiento de su enfermedad
presentaban niveles de acido félico mas bajos que los no expuestos a esta terapia. Uno de
los principales inconvenientes de este estudio es que no recogia los valores basales

anteriores a la exposicién (Branda & Eaton, 1978).

También otros trabajos se basan en la exposicion a radiacion UV artificial, como el
realizado por Gambichler et al., cuyos resultados indican que una exposicidén a radiacion
UVA en dosis Unica o acumulada un maximo de tres semanas no influye significativamente
en los niveles de acido félico in vivo. Sin embargo, no se puede excluir que una dosis Unica
mas alta o acumulada que la utilizada en este estudio o la radiacion UVB induzca
fotodegradacion de acido félico (Gambichler, Bader, Sauermann, Altmeyer, & Hoffmann,
2001). Para comprobar si con exposiciones mas prolongadas se consigue disminuir los
niveles de acido félico en sangre, Shaheen et al expusieron a pacientes con vitiligo a
sesiones con radiacién UV de banda estrecha durante tres meses. Los resultados
derivados de este estudio muestran que los niveles de acido félico disminuyen tras ese
periodo de tiempo, indicando que las dosis acumuladas de UVB pueden inducir la
fotodegradacién de acido fdlico y reducir los niveles de acido félico en pacientes con
vitiligo en fototerapia expuestos durante tres meses (M. Shaheen, Abdel Fattah, & El-

Borhamy, 2006).
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Ademas, muchos estudios han evaluado el impacto de la radiacién UV sobre pacientes con
patologia dermatoldgica en tratamiento con fototerapia. Uno de ellos fue el dirigido por
Rose et al. en pacientes con psoriasis que concluyd que una exposicion a radiacion UVB de
banda estrecha durante tres semanas no era suficiente para disminuir los niveles de acido
folico (Rose, Batchelor, Turner, & Goulden, 2009). Cicarma et al. tampoco encontraron
alteracion de los niveles séricos de acido félico en un estudio realizado en pacientes con
psoriasis expuestos a radiacién UVB de banda estrecha durante tres o cinco semanas
(Cicarma et al., 2010) asi como tampoco Atas et al. detectaron ningun cambio en los
niveles de acido félico en pacientes con vitiligo tratados con radiacién UVB de banda
estrecha durante un maximo de tres meses (80 sesiones) (Atas, Cemil, Gonul, Bastirk, &
Cicek, 2015). No obstante, algunos estudios muestran una reduccidn no significativa de los
niveles de acido fdlico séricos tras la exposicion a radiaciéon UVB y UVA, como el realizado
por Juzeniene et al. (Juzeniene, Stokke, Thune, & Moan, 2010) y el de Lajevardi et al.
(Lajevardi et al., 2015) sobre pacientes con patologia dermatoldgica. En el primero la

exposicién a radiacion UVB fue en 22 sesiones y en el segundo, 73 sesiones.

Ademas de estos estudios que utilizan fuentes de radiacién artificial, se han realizado
estudios con fuente de radiacion solar natural como el de Juzeniene et al. o el de
Jablonsky et al. En el estudio de Juzeniene et al. llevado a cabo en pacientes con psoriasis
no se encontrd ningun efecto en los niveles de acido félico tras la exposicién durante los
tres meses de verano (Juzeniene et al., 2010). Jablonsky et al. han publicado que tras una
exposiciéon de 17 semanas a radiacidon solar los niveles de acido fdlico intraeritrocitario

disminuyen (Lucock et al., 2016).

También se ha estudiado el papel de la radiacion solar sobre sujetos en tratamiento con
suplementos, entre ellos se encuentra el de Fukuwatari et al. que sugiere que sdlo los
sujetos en tratamiento con suplementos de dacido fdlico expuestos a radiacién solar
reducen sus niveles de acido félico tras una exposicion de dos dias (Fukuwatari, Fujita, &
Shibata, 2009). Otro estudio desarrollado por Borradale et al. asocia unos niveles de acido
folico menores con una mayor exposicion solar personal durante tres semanas (Borradale,
Isenring, Hacker, & Kimlin, 2014). Otros estudios, observan que tras una exposicion
extracorporal del plasma a UVA el acido félico se fotodegrada (Der-Petrossian, Fodinger,
Knobler, Honigsmann, & Trautinger, 2007). La Tabla 1.7 resume los diferentes estudios

realizados sobre la fotodegradacién de acido fdlico in vivo.

52



Antecedentes

Tabla 1.7. Estudios de fotodegradacidon de acido félico in vivo.

Autor Tratamiento, Ny A -
(Pais/Afio) Radiacién Exposicion N2 Participantes Muestra Resultados
30-60 min
Branda & No expuestos: 7.0
-MTHF 102 4.5-9.
Eaton, 1978 > ! L@ 2 e > 925 10 participantes Suero Radioensayo Expuestos: 4.0
UVA semanas durante J/cm L,
(EEUU) Disminucidn: 40%
3-13.5 meses)
ichl N :10.1 £3.1
Gambichler et UVA, 2 veces/ semana 2 n=24 sanos 0 expuestos:10.1 £3
al., 2001 96 J/cm Suero Inmunoensayo Expuestos: 10.4+3.0
. metoxaleno  durante 2 semanas n= 8 expuestos . . C
(Alemania) Diferencias no significativas
Region sur:
Hao et al., Marzo 2545 participantes: (F?rticr)r:l:\;era- gi
2002 Solar oy 1226 (primavera) Sangre total  Microbioensayo . o
(China) Septiembre 1190 (otofio) Region norte:
Otofio: 4.2
Primavera: 3.1
M. Shaheen UVB banda 36 exposiciones :f;g V;E“iode No expuestos: 8.1+2.6
etal., 2006 durante 12 76 J/cm2 - g P Suero Inmunoensayo Expuestos: 59+15
(Egipto) estrecha semanas estudio Disminucién: 27%
gip n= 20 grupo control nerP
. ) :16.8 3.
AL Acido félico, 2 h/dia durante UVA 12 N=7 mujeres . . No expuestos: 16.8 +3.2
al., 2009 , 2 . Sangre total  Microbioensayo Expuestos: 12.4+2.0
, Solar 2 dias de verano J/cm estudiantes .,
(Japon) Disminucién: 26%

5MTHF: 5-Metiltetrahidrofolato, UV: Radiacién ultravioleta, UVA: Radiacion ultravioleta A, UVB: Radiacidn ultravioleta B. Resultados de acido félico en ng/mL.
Factor de Conversion: 1 ng/mL=2.266 nmol/L.
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Tratamiento,
Radiacion

Autor

Exposicion

N2 Participantes

Muestra

Método

Resultados

(Pais/Afio)

Diferencias no significativas
Suero

Rose et al., UVB de Minimo 18 N=35 pacientes Suero No expuestos: 6.3 +3.6
2009 banda exposiciones (3 2.3)/cm’ 7 p. o Inmunoensayo Expuestos: 6.4+33
. . psoriasis eritrocito . .
(Reino Unido) estrecha veces/ semana) Eritrocito
No expuestos: 410 +175
Expuestos: 423 £170
UVB de
i l. -1 i . No expuestos: 6.7 +1.8
Cicarma et al., banda 9-15 tratamientos 2.35-13.4 N=19 pacientes Suero, P
2010 (2-3 veces/ 2 . . . Inmunoensayo Expuestos: 6.9+2.1
estrecha J/cm dermatoldgicos eritrocito . . e
(Noruega) semana) Diferencias no significativas
No efecto estadisticamente
Mayo-Agosto significativo en exposicion solar
Estudio 1: (psoriasis) N=17 (4 psoriasis y Suero, 8 . P .
. . . Inmunoensayo o artificial UV en los 4 estudios.
Solar Junio- Agosto 13 sanos) eritrocito . .
Ligera reduccidn en folato de
(sanos) . L
pacientes con psoriasis
. . 4 sesiones de (2 de . P
Juzeniene et Estudio 2: . Suero, No diferencias significativas en
10 min y otras 2 de N=6 sanos hombres o Inmunoensayo . 0 - L
al., 2010 uv 20 min) eritrocito acido félico sérico ni eritrocitario
N
(Noruega) UVA 0.18-
Estudio 3: Una exposicion 0.46J/cm®  N=9 pacientes suero, Inmunoensayo Disminucién no significativa: 9%
uvB P UVA 0.04- psoriasis eritrocito y g I
0.46 J/cm?
el 7-22 exposiciones 15-220 N=10 pacientes suero, Inmunoensayo No diferencias significativas
UVB P J/cm2 psoriasis eritrocito Y g
Romanietal., )
2012 Enero 20102 Mayo  UVB §egun 50 pacientes Suero Inmunoensayo No diferencias significativas
(Espafia) 2011 fototipo

5MTHF: 5-Metiltetrahidrofolato, UV: Radiacidn ultravioleta, UVA: Radiacion ultravioleta A, UVB: Radiacidn ultravioleta B. Resultados de acido félico en ng/mL.
Factor de Conversion: 1 ng/mL=2.266 nmol/L.
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Autor

Tratamiento,

Exposicion

N2 Participantes

Muestra

Método

Antecedentes

Resultados

(Pais/Afio)
Krajcovicova-
Kudlackova,
Valachovicov

Radiacion

Un grupo en
Marzo, otro en

127 (Marzo)

Marzo: 5.6 £0.2

4, & Blazicek, Solar T ey 125 (MayF)-Junio) Suero Inmunoensayo Mayf)/Junio.: 7.4+0.3
2013 ST 114 (Septiembre) Septiembre: 9.9 +0.3
(Eslovaquia)
Disminucién significativa
Borradal p . <2001 . .
(et‘:ﬂ.,agglil) Acido félico/ 1 semana ——————— 45 mujeres Su.ero,. Inmunoensayo D!ferenc!a: 0>
(Australia) Solar 1 200-599J eritrocito Diferencia: -8.1
>600 J Diferencia: -10.2
Psoriasis:

. . 20 pacientes (6 con No ex!oc??icién: 101£15
Lajevardi et UVB banda " Exposicion: 83+1.3
al., 2015) 73123 sesiones 15.2) T, Suero Inmunoensayo Vitiligo:

. estrecha dermatitis atépica 'y .

(Iran) 7 vitfligo) No exposicion: 10.4 + 2.9
Exposicion: 9.8+1.0
Diferencias no significativas
Lucock et al.,
20.16 Solar 17 semanas Segun’z.ona 632 sujetos Su'ero/' Inmunoensayo Disminu'cic’m signific'ati\'/a en
(Diferentes geografica Eritrocito suero e intraeritrocitario

paises)

S5MTHF: 5-Metiltetrahidrofolato, UV: Radiacién ultravioleta, UVA: Radiacion ultravioleta A, UVB: Radiacidn ultravioleta B. Resultados de acido félico en ng/mL.

Factor de Conversién: 1 ng/mL=2.266 nmol/L.
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Variacion estacional

Un numero limitado de estudios han investigado la variacion estacional de los niveles de
acido fdlico. Entre ellos, uno realizado en dos regiones de China que indica que los niveles
de 4acido fdlico de la poblacién mas al sur son significativamente superiores a los de la
poblacién del norte, encontrandose niveles mas bajos en verano y otofio en comparacion
con invierno y primavera. En este estudio las diferencias estacionales se relacionaron con
los diferentes patrones alimentarios que presentaban las dos poblaciones y la dificultad de
acceso a alimentos frescos en las zonas mas al sur, sobre todo en verano (Hao et al., 2002;
Hao et al., 2003). Sin embargo, otra investigacion realizada en Eslovaquia concluyd que en
las medias de acido félico en verano son superiores a las de invierno, aumentado la
proporcién de deficiencia en marzo (Krajcovicova-Kudlackova et al., 2013). Ademas de
estos estudios que evallan el estatus de acido fdlico en distintas estaciones, se ha
investigado la estacionalidad de patologias relacionadas con los niveles de acido fdélico

como la espina bifida, o la anemia megaloblastica.
» Defectos en el tubo neural

Diferente estudios han evaluado la asociacién entre variacién estacional con la frecuencia
de anomalias congénitas como los defectos en el tubo neural (NTD). Uno de los primeros
fue el de Laurence et al. que detectd una mayor prematuridad en el nacimiento y en la
frecuencia de defectos en el tubo neural en nifos concebidos en verano y lo relacionan
con los cambios estacionales de los niveles de acido félico (Laurence, Carter, & David,
1968). Sin embargo, este tema esta sujeto a debate, pues algunos estudios mas recientes
no encuentran una asociacion significativa (Beyer, Diedrich, Weichert, Kavallaris, & Amari,
2011), mientras que otros realizados en la zona del Mediterraneo observaron mas fetos
con NTD concebidos al final del verano y comienzo del otofio (Giardini, Russo, Ornaghi,

Todyrenchuk, & Vergani, 2013; Obeidat & Amarin, 2010).
» Anemia macrocitica

La anemia megaloblastica también se ha relacionado con un patrén estacional. Diversos
estudios analizan la variacion estacional de hemoglobina y anemia macrocitica en las
diferentes estaciones. En un estudio realizado en Malawi, la incidencia de megaloblastosis

aumentaba al final de la estacidon seca. En este pais, la megaloblastosis es producida
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principalmente por falta de aporte vitaminico (acido félico y vitamina B12, siendo la
anemia perniciosa muy rara). La explicacion dada para esta variacion era que los alimentos
de hoja verde eran menos disponibles a la vez que avanzaba la estacidén seca (Paul, 1980).
En Etiopia, el efecto de la estacién sobre la anemia macrocitica era mas pronunciado en la
poblacién con mayor prevalencia de anemia y malnutricién (Roba, O’Connor, Belachew, &
O’Brien, 2015). En Nepal, el riesgo de anemia se asocié con la estacién de lluvias y la
temperatura (Bondevik, Lie, Ulstein, & Kvale, 2000). Otro estudio observé que la
prevalencia de anemia megaloblastica aumenta en los meses de julio a noviembre

comparados con los de diciembre a mayo (De Jong et al., 2014).
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Objetivos

General

El objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar la variacién temporal de los niveles

séricos de acido fdlico y su implicacién en la prevalencia de anemia macrocitica y la

posible relacidn de estas variaciones con los niveles de incidencia de radiacidn UV solar en

nuestra zona geografica.

Especificos

A continuacion se desarrollan los objetivos especificos:

Estimar la prevalencia de déficit bioquimico de acido félico en las solicitudes

procesadas.

Estudiar la variacion estacional en la incidencia de radiacidn ultravioleta en la
provincia de Malaga durante el periodo de estudio y su correlacién sobre los

niveles séricos de acido fdlico a nivel poblacional.

Estudiar la correlacion entre la variacién temporal en la incidencia de radiacion
ultravioleta y los cambios estacionales en la prevalencia de macrocitosis y anemia

macrocitica a nivel poblacional.

Estudiar la correlacién entre la variacion temporal en la incidencia de radiaciéon
ultravioleta y los cambios estacionales de los niveles de acido fdlico y la anemia

macrocitica a nivel individual.

Establecer un punto de corte en los niveles de acido fdlico para cada solsticio que

detecte a los sujetos en riesgo de desarrollar déficit bioquimico de acido félico.
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Materiales y métodos

Para conseguir responder a los objetivos propuestos se disefiaron dos estudios, el primero
de ellos era un estudio transversal observacional analitico retrospectivo (estudio 1) que
incluia 119363 sujetos. Con este estudio se pretendia conocer en la poblacién de estudio
la distribucién de las medias de acido félico, hemoglobina y volumen corpuscular medio
(VCM) en las diferentes estaciones y meses del aifio y determinar la prevalencia de déficit
de acido fdélico y anemia macrocitica en cada estacién. El estudio 2 era un estudio
observacional de cohortes con 1597 sujetos para estudiar las diferencias entre los niveles
de acido félico en verano y en invierno en una cohorte expuesta y en otra no expuesta y

determinar un punto de corte de riesgo de déficit de acido fdlico.

Diseiio del estudio

e Estudio 1: Estudio transversal exploratorio para estimar la distribucion (media y
desviacion tipica) de las variables de interés y analitico para estudiar la asociacion

entre la deficiencia de acido félico, anemia macrocitica y la estacidn estival.

e Estudio 2: Estudio de cohortes retrospectivo o cohortes histéricas que comenzo

una vez sucedio el efecto y los datos se recogieron después del evento.
Poblacion de estudio

Las peticiones fueron procesadas en el Laboratorio del Hospital Universitario Virgen de la
Victoria de Malaga. Incluia sujetos de los pueblos de Malaga Occidental y de Malaga
capital (latitud 36°N y longitud 4°W). El estudio empezd en enero de 2015, con la recogida
de los datos y su procesamiento. Los datos correspondian a sujetos con un andlisis de
acido fdlico en su analitica entre Enero de 2010 hasta Diciembre de 2014, un total de 5

anos.

La poblacion de base, eran sujetos que acudian a su médico para un examen de salud y se
le solicitaba una determinacion de la concentracion de acido félico por sospecha de

anemia, déficit o simplemente de control de salud.
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Seleccion de los sujetos
» Estudio 1

La seleccion de los pacientes se baso en solicitudes con acido félico durante el periodo de
enero de 2010 a diciembre de 2014 y que tuviesen datos de sexo y edad, mientras que la
exclusién se baso en no incluir a los sujetos con valores desconocidos de sexo y edad o con
valores de edad superiores a 110 afios (relacionado con una asignacion automatica del

sistema informatico a individuos sin edad). Se seleccionaron un total de 119363 sujetos.

> Estudio 2

Se incluyeron a los sujetos de la base de datos del estudio 1 que tenian dos
determinaciones de acido félico consecutivas con una diferencia minima de 2 meses y
maxima de 9 meses durante el periodo de enero de 2010 a diciembre de 2014. Una de las
determinaciones tenia que ser en invierno (enero, febrero y marzo) y la otra en verano
(julio, agosto y septiembre) con los valores demograficos de sexo y edad. Se eliminaron los
sujetos que presentaban valores de acido félico inferiores a 3 ng/mL (casos con deficiencia

de 4cido félico) en la primera determinacion.

Recogida de datos

Para la recogida de datos se utilizd la aplicacion Servolab ® (Siemens, Grunewald,
Alemania) y Excel ® (Microsoft, Redmond, Estados Unidos) y para el analisis de datos y

fusion de archivos se utilizo Stata 13 ® (Texas, Estados Unidos).

Servolab ® (Siemens, Grunewald, Alemania) es un Sistema de Informacion de Laboratorio
(SIL) que incluye tanto el hardware como el software que soporta la actividad del
laboratorio clinico, permitiendo una mejor automatizacion y trazabilidad del proceso. Esto
se consigue mandando la orden de solicitud analitica y comunicando los resultados desde
el analizador a la peticidén solicitante que incluye los datos demograficos del paciente,
fecha de solicitud, tipo de muestra (sangre completa, suero, orina o liquido

cefalorraquideo), pruebas, resultados con sus unidades e intervalos de referencia.

Los volantes de peticidn con la solicitud de las pruebas se registraron con un nimero de
identificacion en el sistema informatico que se comunicaba con los autoanalizadores que

recibian la orden de las pruebas que tenian que realizar a los tubos con ese niumero de
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muestra y comunicaban los resultados a la aplicacién informatica. Al final se elaboraba un
informe que era validado por un facultativo que comprobaba que la informacién
proporcionada era correcta e interpretable. Todos los resultados se almacenaban en una
base de datos del laboratorio que permitia la comparacién de los resultados con los
previos. De esta base de datos del laboratorio se obtuvo un archivo de hojas de calculos
Excel® (Microsoft, Redmond, Estados Unidos) con las variables de estudio en columnas y

las peticiones en las filas.
Variables analizadas

El laboratorio del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Victoria se encontraba
acreditado por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) desde 2012 hasta 2014 por la
UNE-EN ISO 15189:2007 “Laboratorios clinicos: Requisitos particulares relativos a la
calidad y competencia”, que incluia tanto requisitos técnicos de la fase analitica, pre y

postanalitica como requisitos de gestion.

Todas las determinaciones se hicieron con las correctas calibraciones y control de calidad
realizados como forma para garantizar unos resultados fiables y comparables. El control
de calidad interno suministrado por BioRad ® (Berkeley, California) se pasaba dos veces al
dia, en cada turno y era revisado antes del procesamiento de las muestras. Los datos se
enviaban a través del SIL a una base de datos y se gestionaban a través del programa Unity

Real Time ® (BioRad, Berkeley, California).

Las variables registradas fueron numero de peticidon, nimero de identificacién del sujeto,
edad (afios), sexo, servicio solicitante, fecha de analisis, acido félico, vitamina B12,
hemoglobina, volumen corpuscular medio (VCM), aspartato aminotransferasa (AST),
filtracion glomerular estimada MDRD-4, filtracion glomerular CKD-EPI, albumina,
linfocitos, alanina aminotransferasa (ALT), colesterol, leucocitos, gamma glutamil
transpeptidasa (GGT), proteina C reactiva (PCR), tirotropina u hormona estimulante de la
tiroides (TSH), ferritina, transferrina, vitamina D, homocisteina, hierro y el indice de

saturacioén de transferrina.
» Pruebas bioquimicas
Las muestras se recogieron mediante venopuncién en tubos sin anticoagulante con

activador de la coagulacion (Z serum sep clot activator, de Vacuette, Greiner Bio-One,
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Kremsmunster, Austria) para la determinacién de las pruebas séricas utilizando el
DIMENSION VISTA® (Siemens, Grunewald, Alemania) (acido fdlico, AST, albimina, ALT,
colesterol, GGT, PCR, TSH), ADVIA Centaur ® (Siemens, Grunewald, Alemania) (vitamina
B12) y MODULAR E170 ® (Roche, Rotkreuz Suiza) (vitamina D). Los valores superiores al

rango de ensayo se diluian con el diluyente adecuado para cada prueba.
o Acido félico

La determinacion de acido félico se realizé en muestras de suero por un inmunoensayo
enzimatico competitivo de quimioluminiscencia basado en la tecnologia LOCI ®, en el
autoanalizador DIMENSION VISTA ® (Siemens, Grunewald, Alemania). La muestra se
trataba previamente con hidréxido de sodio y ditioeritritol para liberar el folato sérico de
las proteinas de unidn endégenas y mantener el 5-metiltetrahidrofolato reducido.
Posteriormente se adicionaba unas microesferas recubiertas con un derivado de acido
folico y una sustancia quimioluminiscente y un reactivo fijador del folato marcado, de
forma que competia con el folato de la muestra. Después, se adicionaban otras
microesferas recubiertas con estreptavidina y un colorante fotosensible que se unia a la
parte biotinilada de las proteinas de unién a folato marcadas y formaban
inmunocomplejos de pares de miniesferas. La iluminacién del complejo con luz a 680 nm
generaba un oxigeno singlete en el colorante fotosensible que difundia a la sustancia
qguimioluminiscente de la otra microesfera del complejo desencadenando una reaccién
quimioluminiscente. De forma que la senal se midi6 a 612 nm y se relacionaba
inversamente con la concentracién de folato de la muestra. Rango de ensayo 0.5 a 20

ng/mL.
o Proteina C Reactiva

La proteina C reactiva (PCR) es un parametro util para evaluar la inflamacién. La PCR se
midié por nefelometria mediante la interaccidon con anticuerpos monoclonales frente a
PCR humana unidos a particulas de poliestireno capaces de dispersar la luz, siendo la
intensidad de la luz dispersada proporcional a la concentracién de PCR de la muestra. El

rango de ensayo era 3.0 a 190 mg/L.
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o Albumina

La reduccién de los niveles de albumina se asocia con enfermedad hepatica, enfermedad
renal o desnutricidn. Su determinacién se basd en la fijacion del colorante purpura de
bromocresol (BCP). En presencia de un agente de solubilizacién (surfactante) el BCP se
fijaba a la albumina a pH 4.9 (tampdn de acetato). El complejo absorbia a 600 nm vy se
midié mediante una técnica de punto final policromatico (600, 540, 700 nm) de forma que
la absorbancia era proporcional a la concentracién de albumina. El rango de ensayo era de

0.0 2 8.0 g/dL.
o Colesterol

La disminucion de los niveles de colesterol se asocia con desnutricion lipidica. La
determinacion requeria un pretratamiento con colesterol esterasa para hidrolizar los
esteres de colesterol y generar colesterol libre que se oxidaba por la colesterol oxidasa
para formar colest-4-ene-3-ona y peréxido de hidrégeno, que en presencia de peroxidasa
de rabano oxidaba a la N,N-dietilanilina-HCl/4-aminoantipirina y producia un croméforo
que absorbia a 540 nm (medida mediante técnica de punto final policromatico 540, 452,
700 nm), siendo la absorbancia proporcional a la concentracion de colesterol. El rango de

ensayo era 50 a 600 mg/dL.
o AST

La determinacién de la actividad de aspartato aminotransferasa (AST) sirve para evaluar la
funcién hepatica. La AST de la muestra catalizaba la reaccion de transaminacién de L-
aspartato a a-cetoglutarato para formar L-glutamato y oxalacetato que se reducia a
malato por la malato deshidrogenasa con oxidacion de NADH (nicotinamida adenina
dinucledtido reducido) a NAD, midiéndose la variacion de absorbancia (técnica de indice

bicromatico 340, 700 nm). El rango de ensayo era de 3 a 1000 U/L.
o ALT

La alanina aminotransferasa (ALT) sirve para valorar la funcién hepatica. Este enzima
catalizaba la transaminaciéon de L-alanina a a-cetoglutarato que formaba L-glutamato y
piruvato que se reducia a lactato por la lactato deshidrogenasa (LDH) con oxidacién de

NADH a NAD, el cambio de absorbancia era directamente proporcional a la actividad de
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ALT y se media mediante una técnica bicromatica (340, 700 nm). El rango de ensayo era

de 6 a 1000 U/L.
o GGT

La y-glutamil transferasa (GGT) sirve para valorar la funcidon hepatica. Este enzima se midio
utilizando su actividad catalitica de transferencia de un grupo glutamil de la y-glutamil-3-
carboxi-4-nitroanilida a glicilglicina, liberando 5-amino-2-nitrobenzoato que absorbia a
405 nm. Esta variacion era proporcional a la actividad de GGT y se midid mediante una

técnica de cinética bicromatica (405, 600 nm). El rango de ensayo era de 3 a 800 U/L.
o TSH

La tirotropina (TSH) sirve para valorar la funcién tiroidea. EIl método TSH utilizado era un
inmunoensayo quimioluminiscente sandwich homogéneo basado en la tecnologia LOCI®
(mismo fundamento del procedimiento que el del acido félico). El rango de ensayo era de

0.005 a 100 plU/mL.
o Vitamina B12

La determinacion de vitamina B12 se realizé en ADVIA Centaur® (Siemens, Grunewald,
Alemania) basado en un inmunoensayo quimioluminiscente competitivo en el que la
vitamina B12 de la muestra competia con una vitamina B12 unida al éster de acridinio por
una cantidad limitada de factor intrinseco purificado unido covalentemente a particulas
de fase solidas paramagnéticas. Previamente se tratd con hidroxido de sodio y DTT para
liberar la vitamina B12 de la unién con proteinas de la muestra y cobinamida para evitar la

union a las proteinas tras la unién a la fase sélido. El rango de ensayo era de 45 a 2000

pg/mL.

o Vitamina D

La 25-hidroxivitamina D se determind en MODULAR E170 ® (Roche, Rotkreuz Suiza) por
electroquimioluminiscencia (ECLIA). Primero se incubaba la muestra con un reactivo de
pretratamiento durante 9 minutos. Las proteinas de unién a vitamina D naturales se
desnaturalizaban y liberaban la 25-hidroxivitamina D. Después se incubaba con una
proteina de union a vitamina D rutenilada recombinante para formar un complejo con

vitamina D al que se le adicionaba vitamina D biotinilada que se unia a las proteinas de
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union a vitamina D libres formando un complejo que se unia a una fase sdlida por
interaccidn biotina-estreptavidina, que era capturada sobre un electrodo. Se retiraba lo
gue no estaba unido al electrodo y se aplicaba voltaje para inducir quimioluminiscencia

que se media por un fotomultiplicador. Rango de ensayo: 3-70 ng/mlL.
o Filtracion glomerular estimada

La estimacion de la filtracidon glomerular se obtuvo a partir de la determinacion de
creatinina (basado en la reaccién de Jaffé) y aplicando la formula CDK-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology) y la MDRD-4 (Modification of Diet in Renal Disease). Estas
ecuaciones estiman el filtrado glomerular a partir de la concentracion de creatinina sérica
y de algunas variables demograficas y antropométricas (edad, sexo o raza). Para
estandarizar las medidas de creatinina se utilizaron calibradores con trazabilidad al
método de referencia IDMS (Isotopic Dilution Mass Spectrometry). El 21 de octubre de
2014 se cambid a creatinina con trazabilidad IDMS como recomendaban las guias y se
sustituyo la ecuacion MDRD-4 por la ecuaciéon CDK-EPI que utilizaba esta creatinina en su
formula y presentaba un mejor comportamiento en valores superiores a 60 mL/min/1.73
mz). Una filtracion glomerular estimada superior a 60 mL/min/1.73 m’ se consideré

normal.
> Homocisteina

Los niveles de marcadores bioquimicos que reflejan la funcidn metabdlica de las vitaminas
pueden ser usados, principalmente homocisteina, para la deteccién de deficiencia de
vitamina B12 y/o folato y acido metilmaldnico para la deteccion de la deficiencia de

vitamina B12 (Green, 2008).

La homocisteina plasmatica se determind en tubos con EDTA tripotdsico (Vacuette,
Greiner Bio-One, Kremsmunster, Austria) a partir de muestras recogidas mediante
venopuncién en la Sala de Extracciones del Hospital. El transporte de la muestra se realizo
en frio y la separacion del plasma se hizo en los primeros 20 minutos de la extraccién por
centrifugacién a 3000 rpm durante 10 minutos a 42C. Posteriormente se congeld el plasma
a -202C hasta su analisis. Los niveles de homocisteina se determinaron de forma
cuantitativa mediante inmunonefelometria en el autoanalizador BN ProSpec System ©

(Siemens, Grunewald, Alemania). Este ensayo se basaba en un ensayo competitivo en el
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gue la homocisteina se reducia con ditiotreitol a homocisteina libre y se transformaba en
S-adenosilhomocisteina (SAH) que competia con una S-adenosilcisteina conjugada (SAC)
gue se adiciona a la reaccion y competia con la S-adenosilhomocisteina de la muestra por
la unidén a anticuerpos anti-S-adenosilhomocisteina unidos a poliestireno. En ausencia de
SAH en la muestra se producia una agregacion de las particulas de poliestireno por la S-
adenosilcisteina conjugada. Cuanta mas cantidad de homocisteina en la muestra menor

era la sefial. El rango de ensayo era 2.0-64.0 umol/L.
» Hemoglobina, VCM, linfocitos, leucocitos

La muestra de hemograma se obtuvo mediante venopuncidon en tubos con EDTA
tripotasico (Vacuette, Greiner Bio-One, Kremsmunster, Austria) y el recuento de linfocitos
se baso en la medicién de citometria de flujo, citoquimica e impedancia en un contador de
hematologia ABX Pentra ® (HORIBA, Kyoto, Japdn). La determinacion de hemoglobina se
realizd en los mismos contadores, pero con medicion de la absorbancia. El VCM se

determind mediante un calculo a partir del hematocrito y el recuento de eritrocitos.
Procesamiento y analisis de datos

Los datos se analizaron utilizando Stata 13 (Texas, Estados Unidos). En la base de datos
obtenida no teniamos acceso al nombre del paciente para salvaguardar su identidad

aungue teniamos un numero individual para cada sujeto (numero de historia).
Tratamiento y codificacion de las variables

A partir de las variables obtenidas de la base de datos del laboratorio se crearon

diferentes variables.
Estudio 1
> Acido félico

Los niveles de dacido félico se clasificaron en nivel bajo, medio y alto de acuerdo a los
valores recomendados en la bibliografia (3.0 a 18.0 ng/mL) (de Benoist, 2008). Valores de
acido fdlico inferiores a 3.0 ng/mL fueron considerados déficit bioquimico y superiores a

18.0 ng/mL se asociaron a niveles suprafisioldgicos.
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> Vitamina B12

La vitamina B12 se considerd baja si el valor era inferior a 160 pg/mL, normal-aceptable

con valores entre 160 y 981 pg/mL y alta si el valor era superior a 981 pg/mL.
» Edad

A la edad registrada se le sumad 0.5 afios para corregir el hecho de haber registrado la edad
en afios cumplidos en lugar de calcularla a partir de la fecha de nacimiento y se categorizé
en <12 aios, de 12 a 20 afos, de 21 a 44 afios, de 45 a 54 afios, de 55 a 74 afos y 275

anos.
> VCM

El VCM se clasificé en microcitico si era inferior a 80 fL, normocitico si estaba entre 80 y

100 fL y macrocitico si era mayor de 100 fL.
» Anemia

La variable anemia se cred a partir de la variable hemoglobina. Se consider6 anemia
cuando la concentracion de hemoglobina era inferior a 12 g/dL en mujeres e inferior a 13
g/dL en hombres. La anemia se clasificé en anemia microcitica si la anemia se acompafiaba
de un VCM inferior a 80 fL, normocitica si el VCM estaba entre 80 y 100 fL o macrocitica si

el VCM era superior a 100 fL.
» Vitamina D

La variable vitamina D se categorizd en déficit si era menor de 30 ng/mL, niveles

adecuados entre 30 y 150 ng/mL y superiores a 150 ng/mL se consideraron toxicos.
> Funcion tiroidea

La TSH se categorizd en eutiroideo si tomaba valores entre 0.4 y 4 pU/mL, hipertiroideo
con valores inferiores a 0.4 uU/mL, hipotiroidismo subclinico si estaba entre 4 y 10 pU/mL

y superior a 10 pU/mL se consideraba hipotiroidismo.
» Inflamacion

Una PCR superior a 5 mg/dL se considerd inflamacién e inferior o igual a 5 mg/dL se

categorizé como no inflamacién.
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> Funcion renal

La funcion renal se evalud con la filtracion glomerular estimada. Una filtracion glomerular
estimada superior o igual a 60 mL/min/1.73 m?, independientemente de la formula
empleada para su calculo, se considerd funcién renal normal e inferior a ese valor funcién

renal alterada.
» Funcion hepatica

La funcidon hepatica se valoré utilizando el indice AST/ALT. Un indice superior a 2 indicaba
alteracion de la funcion hepatica y un indice inferior o igual a 2 indicaba funcion hepatica

normal.
> Desnutricién

La desnutricion se valord analizando los valores de albumina, colesterol y recuento
linfocitario. Un valor de albumina entre 3.5 y 5 g/dL (0 puntos), entre 2.8 y 3.4 g/dL (2
puntos), entre 2.1 y 2.7 g/dL (4 puntos) y menor de 2.1 g/dL (6 puntos). Colesterol
superior o igual a 180 mg/dL (0 puntos), entre 140 y 179 mg/dL (1 punto), entre 100y 139
mg/dL (2 puntos) e inferior a 100 mg/dL (3 puntos). Un recuento leucocitario superior a
1600 células/mm? (0 puntos), entre 1200 y 1600 linfocitos/mm? (1 punto), entre 800 y
1200 linfocitos/mm? (2 puntos) e inferior a 800 linfocitos/mm? (3 puntos). Una suma de
las puntuaciones de la albumina, colesterol y linfocitos con un valor entre 0 y 1 puntos
indicaba no desnutricion, entre 2 y 4 puntos, desnutricion leve, entre 5 y 8 puntos,

desnutricion moderada y mas de 8 puntos desnutricidon severa (Ulibarri Pérez et al., 2002).
Estudio 2

Ademas de las variables anteriores, se crearon las diferencias entre la segunda
determinacion y la primera determinacion de las variables fecha, acido félico, VCM vy

vitamina D.
» Tiempo de estudio

La diferencia entre la fecha de la segunda determinacion y la primera en meses. Ademas,

esta variable se categorizé en menos de 4 meses, 4-6 meses y mayor de 6 meses.
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> Diferencia de acido félico

La diferencia entre los niveles de acido félico de la segunda determinacion y la primera
determinacidén dieron lugar a una nueva variable. Esta variable se categorizé en funcion de
si los valores de la diferencia tomaban valores superiores a cero (positivos) que indicaban
gue los niveles de acido félico aumentaban de una determinacién a otra y los valores

inferiores a cero (negativos) que indicaban que los niveles de acido félico disminuian.
> Diferencia VCM

La diferencia entre los valores de VCM de la segunda determinacion y la primera
determinacién dieron lugar a la variable diferencia de VCM. Si la segunda determinacion
era mayor que la primera la diferencia era superior a 0 y si era menor era inferior a cero.
Se categorizé en menor de -5fL, de-5a 0flL, de 0 a5 fL y superior a 5 fL porque valores

superiores a 5 fL se consideran cambios clinicamente significativos.
» Diferencia vitamina D

La diferencia entre la vitamina D de la segunda determinacién y la primera dio lugar a la
variable diferencia de vitamina D. Si el valor de vitamina D de la segunda determinacion
era mayor que el de la primera, la diferencia era positiva e indicaba aumento vy si era

negativa indicaba reduccion.
» Datos meteoroldgicos

Este apartado se realizd gracias a la informacion suministrada por la Agencia Estatal de
Meteorologia del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente del Estado
Espafiol (AEMT). Las medidas se tomaron en la estacién meteoroldgica de la AEMT
localizada en el Aeropuerto de Malaga (Latitud: 36° 41' 6.8872"; Longitud: 4° 30' 0.6405").
Se obtuvieron los datos de temperatura, insolacion, radiacion global y difusa
(pirandmetros termoeléctricos), radiacién solar directa (pirhelidmetros), radiacion
infrarroja (pirgedmetros), radiacién ultravioleta (pirandmetros de banda ancha). Todos los
equipos se calibraban bianualmente por el Centro Radiométrico Nacional de la Agencia

Estatal de Meteorologia.
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Analisis estadistico

Los datos han sido analizados mediante el programa informatico Stata version 13.0 (Texas,
Estados Unidos). Los resultados se expresaron como media (desviacion estandar),
asumiendo un error alfa del 5%. Se asumid que la variable acido fdlico seguia una ley
Normal porque la muestra era muy grande, de forma que se aplicd la estadistica
paramétrica. Las variables cuantitativas fueron estudiadas mediante la prueba de la t de
Student para muestras independientes. Para relacionar dos variables numéricas se utilizd

la regresion lineal.

Para la representacion grafica de variables cuantitativas se utilizd el diagrama de cajas que
permitia estudiar la tendencia central, la dispersion, la asimetria y los valores anédmalos.
En este tipo de gréficos, la mediana se representaba como una linea en el interior de una
caja delimitada por los percentiles 25 y 75. Las lineas perpendiculares que salian de la caja
indicaban los valores adyacentes al valor maximo y minimo de los considerados alejados,
mientras que los valores alejados se encontraban representados por puntos. Las
concentraciones de acido fdlico superiores a 20 ng/mL y los valores de vitamina B12
superior a 2000 pg/mL se eliminaron de la figuras para una mejor visualizacién, pero se

tuvieron en cuenta para el célculo de las medias y el andlisis estadistico.

Para la representacién grafica de variables categodricas se utilizdé un diagrama de barras en
el que el eje de abscisas se colocaba las categorias de la distribucidn a representar y sobre
cada categoria se construia un rectadngulo de altura igual a la frecuencia relativa
(porcentaje) de la categoria. En muchos graficos se colocd una Unica barra delimitada por
lineas horizontales que delimitan el porcentaje que representaba esa variable.

(Doménech, 2014a)
> Estudio 1

La relacion entre la concentracion de acido félico y las estaciones se realizé con un modelo
de regresiéon multiple ajustando por edad y sexo. La contribuciéon de las variables
independientes (estacidn, sexo y edad) sobre los niveles de acido fdlico séricos se indico
con los coeficientes beta. El coeficiente de determinacién r® se usé para describir la
proporciéon de la variacion total explicada por la recta de regresion, tomando valor de 1

cuando el ajuste era perfecto y valor de cero cuando el ajuste era nulo y se realizd una
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prueba de significacion global mediante un analisis de la variancia de la regresion. Se
utilizé una prueba bilateral y se considerd un valor estadisticamente significativo si valor p

era <0.05.

Para comparar la prevalencia de déficit de acido félico o anemia macrocitica se utilizo la
estimacion del riesgo de prevalencia y el intervalo de confianza se calculd por el método
de Wilson. Para comparar medias se utilizd una prueba t teniendo en cuenta que no se

cumplia el supuesto de igualdad de variancias.
» Estudio 2

La medida de asociacién se realizd mediante riesgo relativo para indicar el nimero de
veces que un fendmeno era mas frecuente en un grupo con relacién a otro. Un riesgo
relativo superior a uno indicaba asociacidn positiva, indicando que la proporcién de casos
en los expuestos era mayor que en los no expuestos, mientras que un riesgo relativo igual
a uno indicaba ausencia de asociacién y menor de uno indicaba asociacion negativa, es
decir que la proporcién de casos en los expuestos era menor que en los no expuestos.
Cuando los riesgos relativos eran inferiores a uno se optd por expresarlo en sentido de
riesgo dividiendo uno entre el valor de riesgo relativo para obtener su inverso. El intervalo
de confianza del riesgo se determind por el método 10 de Newcombe. La prueba de
significacion de los riesgos, prevalencias y odds se realizd con una prueba

matematicamente equivalente a la prueba de Mantel-Haenszel (Doménech, 2014b).
» Analisis de tendencia

Cuando la exposicién tenia mds de dos categorias (por ejemplo la variable tiempo de
estudio divida en tres periodos) se utilizd un analisis de tendencia respecto a una
categoria de referencia para calcular las medidas de asociacién (riesgo relativo) para cada
nivel de exposicidn con su intervalo de confianza y su valor de p. Se utilizé la prueba x* de
Mantel-Haenszel para comprobar si existia una tendencia creciente o decreciente y si se
cumplia el gradiente de a mayor exposicion mayor respuesta (gradiente dosis-respuesta)

de los criterios de causalidad.
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» Estudio de pruebas diagndsticas

La determinacion del punto de corte dptimo se basé en la elaboracién de la curva ROC
eligiendo el punto de la curva mas proximo al angulo superior izquierdo donde la
sensibilidad y especificidad se acercan a uno. Este punto de corte supone la igualdad de
costes para falsos positivos y negativos. Se determiné el punto de corte global y para cada
estacion (invierno o verano) y para estimar la probabilidad de acierto de cada punto de
corte se determind la sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razones de
verosimilitud. El estudio de la calidad diagndstica de los diferentes puntos de corte se

realizé mediante el uso de curvas ROC.
» Tamano muestral

Para el estudio 2 se determind el tamafio muestral. Para su calculo se utilizaron las
mismas formulas que para los estudios experimentales pero indicando el grupo de
expuestos y no expuestos. La frecuencia de déficit de acido félico en no expuestos era de
5.28% y se queria comprobar si en el periodo de invierno a verano se multiplicaba por 2 el
riesgo de déficit de acido folico considerando que la frecuencia de exposicion (peticiones
realizadas en invierno y en verano) era de 55%. Para ello, se aplicé una prueba bilateral
con riesgo a del 5% y potencia del 90%. Utilizando el método de la normal corregida se
obtuvo que eran necesarios 1193 sujetos (537 no expuestos y 656 expuestos). Con los
sujetos utilizados en el estudio se determind la potencia del estudio, asumiendo un riesgo

alfa de 0.05.
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Resultados

Variacion estacional de los niveles de acido fdlico séricos

Descripcidon de las caracteristicas demograficas

La muestra estudiada estaba compuesta por un total de 119363 sujetos, representada por
56.69% de mujeres y 43.31% de hombres de rango de edad entre 0 y 104 afios (media de
58.77 afios). En general, la media de acido fdlico era de 10.17 ng/mL (IC 95%: 10.12 a
10.23 ng/mL) y la prevalencia general de déficit de acido fdlico fue de un 6.27% (IC 95%:
6.13 a 6.41%). Los valores superiores a 18 ng/mL supusieron el 11.70% del total de las
peticiones (IC 95%: 11.52 a 11.89%). La Tabla 4.1 resume los valores medios de acido

félico por las diferentes variables estudiadas.
> Sexo

En la muestra estudiada el porcentaje de mujeres era 56.69% y el de hombres 43.31%. El
tramo de edad que presentd mayor diferencia en la proporciéon entre mujeres y hombres

fue el de 20 a 45 afios (64.13% y 35.87% respectivamente).

Los hombres presentaban una media de acido félico de 9.36 ng/mL y las mujeres de 10.79
ng/mL (Tabla 4.1). La Figura 4.1 muestra un diagrama de cajas con los valores de la
mediana de cada sexo en cada afio. La prevalencia de déficit de acido félico en hombres
fue del 7.79% (IC 95%: 7.56 a 8.03%) y en mujeres del 5.10% (IC 95%: 4.93 a 5.27%). La
proporcion de valores elevados fue 13.78% (IC 95%: 13.52 a 14.04%) en mujeres y 8.98%
en hombres (IC 95%: 8.74 2 9.23%).

> Edad

Los niveles de acido fdlico aumentaban un promedio de 0.071 ng/mL por cada afio que se
incrementaba la edad (IC 95%: 0.068 a 0.074 ng/mL) en el modelo de regresién lineal.
Aunque esto se observaba a partir de los 12 anos, pues en nifios menores de esa edad, la
media era 11.90 ng/mL (IC 95%: 10.73 a 13.07) y en mayores de 75 afios era de 11.61
ng/mL (IC 95%: 11.47 a 11.23 ng/mL), mientras que en adolescentes era 7.02 ng/mL (IC
95%: 6.79 a 7.24 ng/mL) (Figura 4.1).
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Tabla 4.1. Niveles medios de acido félico sérico en funcion de la edad y el sexo.

Ac(f:/::'L')m N (%) Media (SD) IC 95%
Total 119363 10.17 (9.80) 10.12-10.23
Edad (afios)

<12 165 (0.14) 11.90 (7.61) 10.73 - 13.07
12-20 3427 (2.87) 7.02 (6.74) 6.79 - 7.24
21-44 25851 (21.66) 8.51 (7.93) 8.42 - 8.61
45-54 18399 (15.41) 9.34 (7.65) 9.23 - 945
55-74 43400 (36.36) 10.82 (9.66) 10.73-10.91
>75 28121 (23.56) 11.61 (12.45) 11.47 - 10.23
Sexo

Masculino 51701 (43.31) 9.36 (9.44) 9.28 - 9.44
Femenino 67662 (56.69) 10.79 (10.03) 10.72 - 10.87
Hombres

<50 afios 14537 (28.12) 7.47 (6.92) 7.36 - 7.58
250 afios 37164 (71.88) 10.10 (10.16) 10.00-10.20
Mujeres

<50 afios 23812 (35.19) 9.17 (8.17) 9.07 - 9.27
>50 afios 48850 (64.81)  11.67(10.80) 11.57 - 11.77
Niveles séricos

Bajo 7482 ( 6.27) 2.86 (0.56) 2.45 - 2.47
Normal 97912 (82.03) 8.15 (3.69) 8.01 - 8.06
Alto 13969 (11.70) 30.82 (18.63) 29.01 - 29.57
Hombres

Bajo 4030 ( 7.79) 2.43 (0.43) 2.42 - 2.45
Normal 43026 (83.22) 7.72 (3.76) 7.68- 7.75
Alto 4645 ( 8.98) 30.59 (18.54) 30.06-31.12
Mujeres

Bajo 3452 ( 5.10) 2.49 (0.42) 2.47- 2.50
Normal 54886 (81.12) 8.28 (3.98) 8.25- 8.31
Alto 9324 (13.78) 28.64 (15.98) 28.31- 28.96

N: Numero total de sujetos; %: Porcentaje de sujetos en cada grupo. SD:
Desviacion estandar; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%. Niveles bajos
de acido fdlico: <3.0 ng/mL; normales: 3.0-18.0 ng/mL y altos: >18 ng/mlL.

Con el fin de estudiar si los cambios hormonales de la mujer afectaban a los niveles de
acido félico se dividid la muestra en mayores y menores de 50 afos. La media de acido
félico en mujeres mayores de 50 afios fue 11.67 ng/mL, mientras que en hombres fue de
10.10 ng/mL (Tabla 4.1). La diferencia en los niveles séricos de acido fdlico de mujeres
mayores de 50 afios y hombres del mismo grupo de edad fue de 1.57 ng/mL (IC 95%: 1.43
a 1.72 ng/mL), mientras que entre los menores de 50 afios fue 1.70 ng/mL (IC 95%: 1.54 a
1.86 ng/mL).
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Figura 4.1. Diagrama de cajas de los niveles de acido félico por sexo y edad.

> Servicios

La Tabla 4.2 resume el niumero de peticiones y las medias de acido de cada servicio
solicitante. Los servicios con mayor numero de peticiones fueron Medicina Interna
(21.52%), los Centros de Salud (14.91%) y Nefrologia (10.31%). Las medias mas bajas de
acido fdlico se registraron en los servicios de Psiquiatria (6.97 ng/mL), Medicina Intensiva-
Urgencias (8.08 ng/mL) y Dermatologia (8.48 ng/mL). Las medias mas altas correspondian
a los servicios de Hematologia (12.43 ng/mL), Ginecologia (11.33 ng/mL) y los Centros de
Salud (10.86 ng/mL). Los servicios con mayor prevalencia de déficit bioquimico fueron
Psiquiatria con un 16.88%, Medicina Intensiva-Urgencias (14.35%), Cirugia (9.54%),
Digestivo (8.87%) y Dermatologia (8.70%). Los servicios con mayor prevalencia de valores
suprafisiolégicos fueron Ginecologia (20.21%), Hematologia (17.47%) y los Centros de

Salud (14.34%).
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Tabla 4.2. Medias de acido félico séricos y prevalencia de valores bajos y altos de acido
félico por servicio.

Déficit acido  Niveles

Servicio Media (SD) félico (%) altos (%)
Medicina Interna 25460 9.99( 9.61) 6.68 11.03
Centros de salud 17635 10.86 (10.53) 6.19 14.34
Nefrologia 12194 10.83 (10.74) 3.23 12.58
Neurologia 11511 8.94 ( 7.89) 6.96 8.34
No indicado 9762 9.87 ( 9.06) 6.17 10.49
Hematologia 9615 12.43 (13.22) 4,18 17.47
Consultas médicas 9345 10.36( 8.72) 4.31 11.84
Digestivo 8209 9.21( 8.56) 8.87 9.56
Endocrino 4904 9.96 ( 8.51) 5.65 10.95
Oncologia 2625 10.34( 9.51) 5.68 11.85
Psiquiatria 2446 6.97 ( 6.13) 16.88 5.60
Cirugia 1656  8.97( 9.70) 9.54 9.00
Urgencias-Intensivo 1038 8.08 ( 7.74) 14.35 7.51
Consultas quirurgicas 965 9.76 ( 9.99) 6.63 10.57
Dermatologia 529 8.48 ( 6.20) 8.70 6.43
Ginecologia 386 11.33( 9.18) 5.18 20.21

N: Numero total de sujetos; SD: Desviacion estandar; Déficit de acido
folico: <3.0 ng/mLy valores altos:> 18.0 ng/mL

Estacionalidad de los niveles de acido fdlico

Los resultados del estudio de la variable acido félico en las distintas estaciones del afio se
resumen en la Tabla 4.3. La diferencia encontrada entre las medias de acido folico en
primavera e invierno fue de -0.34 ng/mL (-0.49 a -0.18 ng/mL), en verano y en invierno fue
de -0.86 ng/mL (-1.02 a -0.70 ng/mL) y de -0.55 ng/mL (-0.71 a -0.40 ng/mL) en otofo e
invierno. La Figura 4.2 representa un diagrama de cajas con los niveles séricos de acido

félico en cada estacién y aino del estudio.

También se estudié la variacién mensual de los valores de acido félico. Generalmente, las
medianas mas bajas correspondian a los meses de junio, julio, agosto y septiembre y las
medianas mas altas correspondian a meses de noviembre, diciembre, enero y marzo

(Figura 4.3).
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Figura 4.2. Variacion estacional y anual de las medianas de acido félico
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Figura 4.3. Evolucion mensual de los niveles de acido félico séricos
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La prevalencia de déficit bioquimico de acido félico (<3.0 ng/mL) era 5.28% en invierno,
6.14% en primavera, 7.25% en verano y 6.55% en otofio. La prevalencia de déficit de acido

folico era 1.37 veces mayor en verano que en invierno (IC 95%: 1.29 a 1.46) (Tabla 4.3).

La Figura 4.4 muestra los porcentajes de déficit bioquimico de acido folico en cada mes de
cada uno de los cinco afios estudiados y el porcentaje de sujetos con valores
comprendidos entre 3.00 y 4.00 ng/mL, que segun la OMS son valores de riesgo de déficit
(de Benoist, 2008) («Nutritional anaemias. Report of a WHO scientific group», 1968). El
10.30% de sujetos se encontraban en riesgo de desarrollar deficiencia, es decir con valores
entre 3 y 4 ng/mL. En invierno esta proporcién era de 9.43%, en primavera 9.80%, en

verano 11.55% y en otofio 10.63% (Tabla 4.3).
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Figura 4.4. Prevalencia mensual y anual del déficit bioquimico y del riesgo de déficit de
acido félico
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Tabla 4.3. Descripcion estacional y mensual de los niveles de acido y de la prevalencia de déficit bioquimico de acido félico (<3.0 ng/mL) y
riesgo de déficit de acido folico (3.0 a 4.0 ng/mL).

Riesgo relativo de déficit de acido

Peticiones Acido félico (ng/mL) Déficit de acido félico " Riesgo
: : : el déficit
N (%) Media (SD) IC 95% (%) IC 95% RP IC 95% (%)

Total 119363 (100.0) 6.27 6.13-6.41 10.30
Invierno 30796 (25.80)  10.60 (10.08)  10.49-10.72 5.28 5.03-5.53 1.00 9.43
Primavera 31290 (26.21)  10.25 (9.62) 10.15-10.36 6.14 5.87-6.40 1.16 1.09-1.24  <0.001 9.80
Verano 26326 (22.05) 9.72 (9.68) 9.60-9.84 7.25 6.93-7.56 1.37 1.29-1.46  <0.001 11.55
Otoiio 30951 (25.93) 10.04 (9.80) 9.93-10.15 6.55 6.28-6.83 1.24 1.16-1.32  <0.001 10.63
Enero 10983 (9.20) 10.49(10.10) 10.30-10.68 5.88 5.44-6.32 1.00 9.71
Febrero 9444 (7.91) 10.43 (9.64) 10.23-10.62 5.08 4.64-5.53 0.86 0.77-0.97 0.013 9.90
Marzo 10369 (8.69) 10.88(10.43) 10.68-11.08 4.82 4.41-5.23 0.82 0.73-0.92 0.001 8.70
Abril 10143 (8.50) 10.45 (9.58) 10.26-10.64 5.67 5.22-6.12 0.96 0.86-1.07 0.508 8.92
Mayo 11051 (9.26) 10.36 (9.60) 10.19-10.54 5.95 5.51-6.40 1.01 0.91-1.12 0.820 9.73
Junio 10096 (8.46) 9.94 (9.67) 9.75-10.13 6.80 6.31-7.30 1.16 1.04-1.28 0.006 10.76
Julio 8193 (6.86) 9.68 (9.15) 9.48 - 9.88 6.77 6.23-7.32 1.15 1.03-1.29 0.012 11.17
Agosto 7458 (6.25) 9.69 (10.01) 9.46 - 9.91 7.51 6.91-8.11 1.28 1.14-1.42 <0.001 11.99
Septiembre 10675 (8.94) 9.78 (9.85) 9.59 - 9.97 7.43 6.93-7.93 1.26 1.14-1.40 <0.001 11.53
Octubre 11906 (9.97) 9.78 (9.52) 9.60 - 9.94 6.76 6.31-7.21 1.15 1.04-1.27 0.006 10.79
Noviembre 11173 (9.36) 10.19 (9.78) 10.01-10.38 6.21 5.76-6.66 1.06 0.95-1.17 0.304 10.27
Diciembre 7872 (6.60) 10.23(10.19) 10.01-10.46 6.72 6.17-7.27 1.14 1.02-1.28 0.019 10.90

N: Ndmero total de sujetos; %: Porcentaje de sujetos en cada grupo. SD: Desviacion estdndar; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%, RP:
Riesgo de prevalencia; p: grado de significacién (Prueba de Wald).
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Por edad, en el grupo de 21 a 44 afos los niveles medios de acido félico mas altos se
registraron en el mes de marzo, 9.05 ng/mL (IC 95%: 8.70 a 9.41 ng/mL), y los menores en
agosto, 7.91 ng/mL (IC 95%: 7.51 a 8.31 ng/mL). En el grupo de 45 a 54 afios de edad, la
media mas alta se registré en el mes de marzo, 9.84 ng/mL (IC 95%: 9.45 a 10.23 ng/mL) y
la mas baja en julio, 8.85 ng/mL (IC 95%: 8.45 a 9.23 ng/mL). En el grupo de 55 a 74 afios,
la media mas alta fue en marzo, 11.69 ng/mL (IC 95%: 11.36 a 12.02 ng/mL) y la mas baja
en agosto, 10.07 ng/mL (IC 95%: 9.71 a 10.43 ng/mL) y en el grupo de mayores de 75 afios
la media mas alta se registré en marzo, 12.32 ng/mL (IC 95%: 11.80 a 12.83 ng/mL) y la
mas baja en julio, 10.71 ng/mL (IC 95%: 10.23 a 11.19 ng/mlL).

En las mujeres, la media mas alta correspondidé al mes de marzo, 11.59 ng/mL (IC 95%:
11.32 a 11.87 ng/mL) y la mas baja se registré en octubre, 10.19 ng/mL (IC 95%: 9.96 a
10.42 ng/mL). En los hombres, la media mas alta fue en marzo, 9.62 ng/mL (IC 95%; 9.62 a
10.21 ng/mL) y la mas baja en julio, 8.74 ng/mL (IC 95%: 8.47 a 9.01 ng/mL).

El estudio estacional de la prevalencia de déficit de acido félico por servicio se indica en la

Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Prevalencia de déficit de acido félico (%) por servicio solicitante y estacion.

M. Interna C::Itl:'gs Nefrologia Neurologia in d'::: do
Invierno 5.45 5.55 2.52 6.61 4.83
Primavera 6.35 6.62 3.12 6.76 6.01
Verano 8.14 6.65 3.92 7.67 7.01
Otoiio 7.15 5.96 3.41 6.97 6.84

Hematologia Coqsm-nltas Digestivo Endocrino Oncologia

médicas

Invierno 3.60 3.74 7.55 4.37 4.23
Primavera 4.26 3.66 8.85 541 4.80
Verano 491 5.09 9.99 6.71 6.99
Otoiio 4.05 4.88 9.18 6.28 6.74
Psiquiatria Cirugia l:;f:::;::- Dermatologia Ginecologia
Invierno 11.82 8.75 11.93 7.24 1.63
Primavera 17.17 9.11 15.00 7.53 7.55
Verano 20.49 9.41 15.54 10.23 5.71
Otoiio 17.88 10.98 15.27 10.49 6.90
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Relacidn entre los niveles de acido félico y otras variables del estudio

En este apartado se relaciona los niveles de acido félico con otras variables como vitamina
D, albumina, vitamina B12 y homocisteina. En la Tabla 4.5 se resumen los valores de
distribucién de las variables estudiadas en este apartado.

Tabla 4.5. Distribucion de las variables vitamina D, albumina, vitamina B12 y
homocisteina.

N Media (SD) IC 95%
VitaminaD  (ng/mL) 12735 24.77 (24.22)  24.35- 25.19
Albumina  (g/dL) 45931 3.59  (0.75) 3.58 - 3.59
Vitamina B12 (pg/mL) 109386 553.05 (1404.60) 544.73-561.38
Homocisteina (umol/L) 1222 10.81  (8.83) 10.31- 11.31

Acido félico (ng/mL) 119363  10.17 (9.80)  10.16-10.23

N: Namero total de sujetos; SD: Desviacion estandar; IC 95%: Intervalo de
confianza al 95%.

> Vitamina D

La variable vitamina D se estudid6 como medida indirecta de exposicion solar y se
estudiaron 6117 sujetos con valores de vitamina D y acido fdlico en invierno o verano. Se
cred una variable que indicase los sujetos con valores de vitamina D superiores a la media
(24.77 ng/mL). El porcentaje de sujetos con valores de vitamina D superiores a la media
era 1.48 veces mas frecuente en verano que en invierno (p<0.001). Para comprobar si
existia alguna relacion entre la exposicién y los niveles de vitamina D superiores a la media
y valores de acido fdlico inferiores a la media se cred otra variable. Se encontrd que el
porcentaje de sujetos con niveles de vitamina D superiores a la media (24.77 ng/mL) y con
niveles de acido félico inferiores a la media (10.17 ng/mL) era 1.75 veces mayor en verano

que en invierno (p<0.001) (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Asociacion entre la exposicion y los niveles de vitamina D (VitD) inferiores a la
media y los niveles de acido félico (Fol) inferiores a la media.

EXPOSICION [\ Prev RP IC 95% p
Invierno 3116 34.37
VitD > Medi 1.48 1.39-1.57 0.001
' edia Verano 3001  50.85 <
VitD > Media y Invierno 3116 19.03

. 1.75 1.60-1.91 <0.001
Fol<Media Verano 3001 33.26

N: Numero total de sujetos; Prev: Prevalencia; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%, RP:
Riesgo de prevalencia; p: grado de significacién (Prueba xz).
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> Albumina

Algunos estudios indican que la albumina tiene un papel protector sobre el acido fdlico.
Para analizar esto se cred una variable que indicase los valores que estuviesen por debajo
de la media de albumina y relacionarlo con los niveles de acido félico inferiores a la media.
Esto también se hizo teniendo en cuenta la desnutricién biogquimica con un marcador que
incluia el recuento de linfocitos, la concentracion de colesterol y albumina. Presentar una
albumina inferior a la media (3.59 g/dL) y unos niveles de acido fdlico inferiores a la media
(10.17 ng/mL) era 1.28 veces mayor en verano que en invierno (IC 95%: 1.23 a 1.33)

(p<0.001). Los resultados obtenidos se describen en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Asociacion entre la exposicion y los niveles de albumina (Alb) inferiores a la
media y los niveles de acido félico (Fol) inferiores a la media.

Invierno 30381 32.75

Desnutricion 1.10 1.08-1.13 <0.001
atria Verano 25889  36.15
Invierno 12861 36.56

Alb < Medi 1.21 1.17-1.25 <0.001
edia Verano 10066  44.20
Alb < Mediay Invierno 12861 25.52

. 1.28 1.23-1.33 <0.001
Fol<Media Verano 10066 32.59
Invi .57

No HEESES >966 35 138 1.14-1.68  0.001
desnutricion  Verano 3785 4,94
Desnutricion Invierno 3383 35.03

1.13 1.06-1.20 <0.001
- Leve Verano 2974 39.44
2 © Desnutricion Invierno 1394 70.16

T T 1.07 1.02-1.12 0.005
§ g Moderada Verano 1320 75.00
¥ Y Desnutricion Invierno 313 78.91

o]

= 0 1.01 0.93-1.09 0.908

< & Severa Verano 309 79.61

N: Numero total de sujetos; Prev: Prevalencia; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%, RP:
Riesgo de prevalencia; p: grado de significaciéon (Prueba xz).

> Homocisteina

La prevalencia de homocisteina superiores a la media fue 24.92% en invierno-primavera
(no expuestos) y 33.85% en verano-otofio (expuestos), presentando los sujetos expuestos
un riesgo de presentar valores superiores a la media (10.81 umol/L) 1.36 veces superiores
a los sujetos no expuestos (IC 95%: 1.14 a 1.62) (p<0.001). La asociacidén entre los valores
de 4cido fdlico inferiores a la media (10.17 ng/mL) y los valores de homocisteina
superiores a la media (10.81 umol/L) fueron 1.79 veces mayor en verano que en invierno

con diferencias significativas (IC 95%: 1.26 a 2.54) (p=0.001) (Tabla 4.8).
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Tabla 4.8. Asociacidon entre la exposicion y los niveles de homocisteina (Homocys)
superiores a la media y los niveles de acido félico inferiores a la media.

EXPOSICION [\ Prev RP IC 95% p
Invierno 323 17.96
H > Medi 2.02 1.52-2. <0.001
omocys edia Verano 537 36.29 0 5 69 0.00
Homocys> Mediay Invierno 323 13.93
. 1.79 1.26-2.54 0.001
Fol<Media Verano 237 24.89

N: Numero total de sujetos; Prev: Prevalencia; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%, RP:
Riesgo de prevalencia; p: grado de significacion (Prueba x°).

» Vitamina B12
La prevalencia de vitamina B12 inferior a la media (553 pmol/L) fue 1.10 veces mayor en

verano que en invierno (p<0.001). La prevalencia de niveles de vitamina B12 y 4cido félico

inferiores a la media era 1.18 veces mayor en verano que en invierno (p<0.001) (Tabla 4.9)

Tabla 4.9. Asociacidn entre la exposicion y los niveles de vitamina B12 y acido fdlico
inferiores a la media.

EXPOSICION N Prev RP IC 95% p
Invi 2827 )

B12 < Media nvierno 8278  68.08 110 1.09-1.11 <0.001
Verano 24409 74.93

B12< Mediay Invierno 28278 45.53

1.1 1.16-1.2 <0.001
Fol<Media Verano 24409 53.76 8 6 0 0.00

N: Numero total de sujetos; Prev: Prevalencia; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%, RP:
Riesgo de prevalencia; p: grado de significacion (Prueba x°).

> Funcién renal

El riesgo relativo de presentar una funcién renal alterada en verano respecto a invierno no
mostro resultados significativos (RP: 1.02; IC 95%: 0.99 a 1.06; p=0.152). Las medias de

acido fdlico disminuian en los meses de verano independientemente de la funcion renal.
» Inflamacion

La prevalencia de inflamacion segun los valores de proteina C reactiva (PCR>5 mg/dL) era
1.02 veces mayor en invierno que en verano (IC 95%: 0.99 a 1.05) (p=0.134). Las medias de

acido félico disminuian los meses de verano independientemente de la inflamacion.
Modelo de regresion lineal

Se elabord un modelo de regresion lineal para explicar las variaciones estacionales de

acido fdlico ajustadas por edad y sexo. Este modelo explicaba el 2.43% de las variaciones
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de 4cido fdlico. Por cada afio de edad que aumentaba se incrementaban los niveles de
acido félico 0.071 ng/mL (IC 95%: 0.068 a 0.074 ng/mL). En los hombres los niveles de
acido folico eran de media 1.57 ng/dL mas bajos que en las mujeres (IC 95%: -1.68 a -1.46
ng/mL). Los niveles de acido fdlico eran 0.34 ng/mL menores en primavera que en invierno
(IC 95%: -0.49 a -0.18 ng/mL), y 0.86 ng/mL menor en verano que en invierno (-1.02 a -
0.70 ng/mL), y en otofio 0.55 ng/mL menos que en invierno (IC 95%: -0.71 a -0.40 ng/mL).

Los parametros obtenidos con el modelo se especifican en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Modelo de regresion lineal que estudia el cambio en los niveles de acido
félico (ng/mL) por sexo, edad y estacion (N=119363).

Coeficientes

Variables independientes B m IC 95% n

Constante 7.12 0.110 6.91 a 7.32 <0.001
Sexo (Referencia femenino) -1.57 0.057 -1.68 a-1.45 <0.001
Edad (afios) 0.07 0.002 0.07 a 0.07 <0.001
Estacion (Referencia invierno)
o Primavera -0.34 0.078 -0.49 a-0.18 <0.001
e Verano -0.86 0.081 -1.02 a-0.70 <0.001
e Otoiio -0.55 0.078 -0.71 a-0.40 <0.001
Significancia del modelo (ANOVA) <0.001
R2 Ajustado 0.024

N: Numero total de sujetos; B: pendiente de la recta de regresidén; SEB: Error
estandar de la pendiente B; Intervalo de confianza al 95%; p: grado de
significacion (prueba t); R2: Coeficiente de determinacion.

Condiciones meteoroldgicas durante el periodo de estudio

El analisis de las variables relacionadas con las condiciones meteoroldgicas analizadas
fueron el numero de horas de sol (insolacién), la radiacién global y la radiacién UV. Los
meses con mayor numero de horas de sol fueron junio, julio y agosto y los que
presentaron menor numero de horas de sol fueron noviembre, diciembre y enero. En
cuanto a la radiacién ultravioleta, las medias maximas se encontraron en mayo, julio y

agosto y las minimas en diciembre, enero y febrero (Tabla 4.11).

La Figura 4.5 muestra las variaciones mensuales de la insolacién solar y la temperatura
maxima. La Figura 4.6 representa la variacion mensual de la radiacion solar global y la
Figura 4.7 la variacion mensual de la radiacién ultravioleta en los diferentes afios de

estudio.

94



Resultados

Tabla 4.11. Medias y desviaciones estandar de la insolacion, radiacién global y radiacion

ultravioleta.
TR £ Radiacion global Radiacion UV
(K)/m?) (KJ/m?)
Enero 5.85 (3.00) 180.08 (77.92) 0.86 (0.32)
Febrero 6.89 (3.29) 186.44 (77.38) 1.38(0.34)
Marzo 6.92 (3.87) 188.55 (77.81) 2.12 (0.36)
Abril 7.82 (3.85) 180.76 (76.73) 3.18 (0.31)
Mayo 9.95 (3.45) 174.34 (86.31) 4.25 (0.22)
Junio 11.03 (2.88)  202.63 (78.48) 4.79 (0.17)
Julio 11.57 (1.90) 189.15 (77.08) 4.99 (0.12)
Agosto 10.21(2.48)  187.58(79.48) 4.29 (0.14)
Septiembre 8.56 (3.35) 189.93 (79.07) 3.15(0.23)
Octubre 7.08 (3.29) 183.80 (75.95) 2.00 (0.30)
Noviembre 5.87 (3.20) 183.43 (75.39) 1.10(0.32)
Diciembre 5.50 (2.88) 163.51 (88.03) 0.79 (0.24)
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Figura 4.5. Variacion mensual de la temperatura maxima (2C) y de la insolacién solar
(horas). I: Invierno (enero, febrero, marzo), P: Primavera (abril, mayo, junio), V:
Verano (julio, agosto, septiembre), O: Otofio (octubre, noviembre, diciembre).

95



Relacion entre los niveles de dcido fdlico y la incidencia de radiacion ultravioleta solar: Implicacion en
patologia hematoldgica

350
300

250

200
150
100

50

2010 2011 2012 2013 2014
® Radiacion global (KJ/m2)

Figura 4.6. Evolucidn de la radiacion global en los diferentes afnos de estudio. I: Invierno
(enero, febrero, marzo), P: Primavera (abril, mayo, junio), V: Verano (julio, agosto,
septiembre), O: Otofio (octubre, noviembre, diciembre).
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Figura 4.7. Evolucién de la radiacion ultravioleta en los diferentes aiios de estudio. I:
Invierno (enero, febrero, marzo), P: Primavera (abril, mayo, junio), V: Verano (julio,
agosto, septiembre), O: Otofio (octubre, noviembre, diciembre).
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Relacion de acido fdlico con la radiacion UV

La Figura 4.8 muestra la relacién entre los niveles semanales de acido félico y de radiacion
UV, observandose que al incrementarse la incidencia de radiacién UV, se observaba una
disminucion de los niveles de acido fdlico séricos. Estas variaciones coincidian con los
cambios estacionales, asi, en los meses de menor radiaciéon UV (enero, febrero, marzo,
octubre, noviembre y diciembre) las medias de &acido fdlico tendian a ser mayores,
mientras que en los meses con mayor incidencia de radiacion ultravioleta (abril, mayo,

junio, julio, agosto y septiembre) tendian a ser mas bajas.
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Figura 4.8. Relacidn entre los niveles medios semanales de acido félico y la incidencia de
radiaciéon UV.
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Variacion estacional de la prevalencia de anemia y de la variacion de
volumen corpuscular medio (VCM).

Hemoglobina

El valor medio de hemoglobina de la muestra estudiada era 12.88 g/dL (IC 95%: 12.86 a
12.89 g/dL). Los hombres tenian una media de 13.44 g/dL (IC 95%: 13.42 a 13.46 g/dL),
mientras que las mujeres presentaban una media de 12.45 g/dL (IC 95%: 12.44 a 12.46
g/dL), observandose unos valores medios 0.99 g/dL mas bajos en mujeres que en hombres

(IC95%: 0.97 a 1.01 g/dL) (Tabla 4.12 y Figura 4.9).

Al estudiar la variacion de hemoglobina por la edad (Tabla 4.13), se observd que los
valores disminuian una media de 0.03 g/dL por cada afio de edad. Asi, los sujetos entre 45
y 54 afios presentaban una media de 13.37 g/dL (IC 95%: 13.34 a 13.40 g/dL), el grupo
entre 55 y 74 afios, 12.55 g/dL (IC 95%: 12.93 a 12.97 g/dL) y los mayores de 75 afios,
11.96 g/dL (IC 95%: 11.93 a 11.98 g/dL) (Figura 4.9).

Tabla 4.12. Valores medios y desviacidon estandar de hemoglobina por sexo y estacion.

Hemoglobina Total Mujeres Hombres

(g/dL) (N=110196) (N=62820) (N=47376)
Total 12.88 (2.04)  12.45(1.68)  13.44(2.31)
Invierno 13.01 (2.07)  12.57(1.71)  13.59(2.34)
Primavera 12.85 (2.01) 12.42 (1.66) 13.43 (2.27)
Verano 12.64 (2.03) 12.23 (1.68) 13.18 (2.30)
Otoiio 12.98 (2.03) 12.55 (1.66) 13.53 (2.32)

Tabla 4.13. Valores medios y desviacion estandar de hemoglobina por edad y estacion

Hemoglobina 0-11 afios  12-20 afios 21-44 afios 45-54 aflos  55-74 aios >75 afios
(g/dL)) (N=144) (N=3165) (N=24069) (N=16947) (N=39857) (N=26014)
Total 13.10(1.30) 13.57(1.66) 13.31(1.85) 13.37(2.00) 12.95(2.04) 11.96(1.97)
Invierno 13.18 (1.23) 13.75(1.61) 13.44(1.88) 13.50(2.03) 13.08(2.06) 12.08 (2.01)
Primavera 13.17 (1.21) 13.53(1.70) 13.26(1.81) 13.32(1.97) 12.94(1.98) 11.89(1.97)
Verano 12.96 (1.03) 13.37(1.67) 13.10(1.84) 13.16(2.00) 12.69(2.02) 11.72(1.95)
Otofio 13.07 (1.59) 13.62 (1.64) 13.42(1.85) 13.47(1.97) 13.04(2.07) 12.10(1.94)
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Figura 4.9. Variacidn de la concentracion de hemoglobina por edad y sexo.

Cuando se estudié la variacién de la concentracidn de hemoglobina por edad en el grupo
de mujeres no se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos de edad,
excepto en las mayores de 75 afos. De forma que cuando se considerd el grupo de
menores de 12 afios como referencia, se observd que los niveles de hemoglobina eran
0.14 g/dL menores en el grupo con edad entre 12 y 20 afios (IC 95%: -0.53 a 0.26 g/dL)
(p=0.499). Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente con el grupo de edad
entre 21 y 44 afos, (-0.34 g/dL; IC 95%: -0.72 a 0.05 g/dL; p=0.088), ni con el de 55-74
afios, (-0.43 g/dL; IC 95%: -0.82 a -0.44 g/dL; p=0.029). A partir de los 75 afios se observd
una disminucidn significativa con respecto a las mujeres menores de 10 afios (-1.27 g/dL;

IC 95%: -1.66 a -0.89 g/dL; p<0.001).

En los hombres se observd un aumento con diferencias estadisticamente significativas
entre las medias de hemoglobina de los menores de 10 afios y los hombres con edad entre
12 y 20 afos (1.28 g/dL; IC 95%: 0.78 a 1.79 g/dL; p<0.001), asi como con el grupo de edad
entre 21 y 44 afios (1.28 g/dL; IC 95%: 0.79 a 1.78 g/dL; p<0.001) y con el de 45 y 54 afios
(0.94 g/dL; IC 95%: 0.45 a 1.43 g/dL; p<0.001). A partir de los 55 afios no se observaron
diferencias significativas (0.18 g/dL; IC 95%: -0.32 a 0.67 g/dL; p=0.481) y los mayores de
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75 afos tenian valores mas bajos que los menores de 10 afios (-0.92 g/dL; IC 95%: -1.42 a

-0.43 g/dL; p<0.001).
Variacidn estacional de la hemoglobina

La diferencia entre las medias de los valores de hemoglobina en verano e invierno era de
0.37 g/dL (IC 95%: 0.34 a 0.41 g/dL), en primavera y en invierno era de 0.17 g/dL (IC 95%:
0.14 a 0.20 g/dL), en otofio y en invierno era de 0.04 g/dL (IC 95%: 0.007 a 0.07 g/dL). El
modelo de regresion lineal ajustado por edad y sexo explicaba el 13.67% de los cambios

de hemoglobina (Tabla 4.14).

Tabla 4.14. Modelo de regresion lineal que explica la variacién de la hemoglobina por
sexo, edad y estacidn del afo.

Variables independientes Coeficientes
IC 95%
Constante 14.23 0.022 <0.001 14.19 a 14.27
Sexo (Referencia femenino) 1.05 0.012 <0.001 1.02 a 1.07
Edad (afos) -0.03 <0.001 <0.001 -0.03 a-0.03
Estacion (Referencia invierno)
e Primavera -0.16 0.016 <0.001 -0.20 a -0.13
e Verano -0.38 0.017 <0.001 -0.41 a-0.34
e Otofio -0.04 0.016 0.021 -0.07 a-0.00
Significancia del modelo <0.001
(ANOVA)
R2 Ajustado 0.1305

N: Ndmero total de sujetos; B: pendiente de la recta de regresion; SEB: Error estandar
de la pendiente B; Intervalo de confianza al 95%; p: grado de significacion (prueba t);
R2: Coeficiente de determinacion.

La Figura 4.10 muestra la distribucién de la variable hemoglobina por meses en los

diferentes afos, observandose medianas mas bajas en agosto y mas altas en marzo.
Volumen corpuscular medio (VCM)

La media de VCM de la muestra fue de 91.05 fL (IC 95%: 91.00 a 91.09). En las mujeres era
90.61 fL (IC 95%: 90.55 a 90.67 fL) y en los hombres 91.62 fL (IC 95%: 91.55 a 91.69 fL). El
VCM aumentaba 0.023 fL por cada afio de edad, de forma que la diferencia entre las
medias en VCM entre el grupo de 20 a 45 afios y el grupo de 45-54 afios eran de 0.74 fL (IC
95%: 0.59 a 0.90 fL), y con el grupo de 55 a 74 afios eran de 0.80 fL (IC 95%: 0.67 a 0.92 fL)
(Figura 4.11).
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Figura 4.10. Variacidon de hemoglobina en los diferentes meses y aiios del estudio.
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Figura 4.11. Variacion del VCM por edad y sexo
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Tabla 4.15. Distribucion estacional de la variable VCM (fL).

VCM (fL) Total Mujeres Hombres
Media (SD)  (N=108241) (N=61631)  (N=46610)
Total 91.05(7.72) 90.61(7.65)  91.62 (7.77)
Invierno 90.04 (7.57) 89.53 (7.56) 90.72 (7.53)
Primavera 90.70 (7.75)  90.24 (7.56)  91.32(7.95)
Verano 92.07(7.82)  91.68(7.78)  92.59 (7.84)
Otofio 91.52 (7.61)  91.18(7.55)  91.97 (7.66)

N: Numero total de sujetos; SD: Desviacién estandar.

El VCM era una media de 2.04 fL mayor en verano que en invierno (IC 95%: 1.90 a 2.17 fL),
en primavera era 0.67 fL mayor que en invierno (IC 95%: 0.53 a 0.79 fL) y en otofio era

1.49 fL mayor que en invierno (IC 95%: 1.36 a 1.61 fL) (Tabla 4.15).
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Figura 4.12. Distribucidon de los valores de VCM por estaciones y aiio

Cuando se estudid por meses, se observé que los meses con valores minimos de VCM
correspondian a los meses de febrero (89.68 fL), mayo (89.04 fL), diciembre (90.28 fL),
febrero (89.49 fL) y abril (90.00 fL) en 2010, 2011, 2012, 2013 y 2014 respectivamente y
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los valores maximos correspondieron a septiembre de 2010, 2011, 2013 y 2014 (92.50 fL,
91.45 fL, 92.76 fLy 92.3 fL, respectivamente) y a agosto de 2012 (92.34 fL).

El 85.68% de la muestra presentaba normocitosis (VCM entre 80-100 fL), el 7.92% tenia
valores de VCM superior a 100 fL (macrocitosis) y el 6.40% presentaba microcitosis
(VCM<80 fL). Un 7.46% de las mujeres y el 6.37% de los hombres presentaban
microcitosis. El 6.89% de las mujeres y el 9.11% de los hombres presentaban macrocitosis.
El riesgo de prevalencia de macrocitosis era 1.32 veces mayor en hombres que en mujeres
(IC 95%: 1.27 a 1.38). Por edad, el grupo de 12 a 20 afios tenia una prevalencia de
macrocitosis de 3.53%, el de 21 a 44 afios de 5.67%, el de 45 a 54 afios de 7.73% y el de 55
a 74 afos de 8.18% y el de mayores de 75 afios 9.97%. De esos pacientes con macrocitosis,
no presentaban anemia macrocitica el 2.55% de los sujetos del grupo de 12-20 afios, el
4.38% de los sujetos del grupo de 21-44 afiios, el 5.77% de los sujetos del grupo entre 45-
54 afios, el 4.85% de los del grupo de 55-74 afios y el 3.69% de los mayores de 75 anos.
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Figura 4.13. Distribucién mensual y anual del tamaio del hematie

Por estacidn, en invierno la prevalencia de macrocitosis era del 5.66%, en primavera del
7.21%, en verano del 10.37% y en otofno del 8.52%. Por meses, el mes con mayor

porcentaje de macrocitosis fue septiembre con un 10.58%, y el que tenia menos fue enero
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con un 5.60%. La tabla muestra un resumen con la prevalencia de macrocitosis (Figura

4.13).

También se analizé el porcentaje de pacientes con VCM superiores a 100 fL,
clasificandolos en superiores o inferiores a 115 fL porque esas cifras son muy sugestivos
de megaloblastosis y se asocian a déficit de acido félico y vitamina B12. El 0.41% del total
presentaban valores de VCM superiores a 115 fL, en invierno el porcentaje era de 0.29%,
en primavera de 0.36%, en verano era 0.55% y en otofio de 0.46%. El porcentaje de
sujetos con VCM entre 100 y 115 fL era 5.39% en invierno y 9.82% en verano. El riesgo de
presentar megalocitosis (VCM >115 fL) en verano era 1.20 veces mayor que en invierno (IC
95%: 1.00 a 1.45) (p=0.011). El riesgo de prevalencia de presentar VCM (100-115 fL) era
1.24 veces mayor en verano que en invierno (IC 95%: 1.19 a 1.30). El riesgo de presentar

VCM<100 fL era 1.02 veces mayor en invierno que en verano (IC 95%: 1.015 a 1.022).
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Figura 4.14. Distribucidn estacional de niveles de VCM superiores a 100 fL.
Macrocitosis sin anemia

El 7.90% de las peticiones estudiadas tenian un VCM superior a 100 fL, de las cuales el
42.29% se asociaban a anemia macrocitica. Sin embargo, el resto, un 4.60% del total de

peticiones, tenian macrocitosis no asociada a anemia, de las cuales el 88.26% no tenian
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déficit de vitaminas B12 ni acido fdlico, el 0.29% tenian déficit de ambas, el 9.02% tenian

déficit de acido félico aislado y el 2.43% tenian déficit sélo de vitamina B12.

La macrocitosis sin anemia aumentd en verano 5.73% frente a 3.26% en invierno. Por sexo
se observd que en mujeres pasaba de 1.86% en invierno a 4.00% en verano y en hombres,
de 3.16% a 5.60%. Por edad, en el grupo de 21 a 44 afos paso de 0.88% en invierno a
2.03% en verano, de 1.51% a 2.55% en grupo de 45 a 54 afios, de 2.58 a 4.87% en grupo
de 55-74 afos y en los mayores de 75 afnos de 4.38 a 8.72%. La prevalencia de
macrocitosis sin anemia era 1.80 veces mayor en verano que en invierno (IC 95%: 1.66 a

1.95) (p<0.001).
Anemia

El 65.51% de los sujetos en estudio no presentaban anemia de ningun tipo. El 26.84%
fueron clasificados como anemia normocitica, el 4.62% de anemia microcitica y el 3.33%

de anemia macrocitica.

El 84.57% de los sujetos con anemia macrocitica no tenian deficiencia de vitamina B12 ni
acido fdlico, el 0.75% presentaba deficiencia de ambas, el 7.89% sdlo deficiencia de acido

folico y el 6.79% tenia deficiencia de vitamina B12 aislada.

Tabla 4.16. Distribucion estacional del tamaio del hematie y de la anemia macrocitica.

Normocitosis Microcitosis Macrocitosis M.a cromto.s = Anem,'?
sin anemia macrocitica
Total 91623 (85.68%) 6845 (6.40%) 8472 (7.92%) 4889 (4.55%) 3583 (3.33%)
Invierno 24611 (86.97%) 2079 (7.35%) 1608 (5.68%) 925(3.26%) 683 (2.41%)
Primavera 23049 (85.71%) 1850 (6.88%) 1993 (7.41%) 1162 (4.23%) 831 (3.02%)
Verano 20092 (83.97%) 1340 (5.60%) 2495 (10.43%) 1372 (5.73%) 1123 (4.69%)
Otoio 23871 (85.80%) 1576 (5.66%) 2376 (8.54%) 1430(5.14%) 946 (3.40%)

Normocitosis (VCM: 80-100 fL), microcitosis (VCM <80 fL), macrocitosis (VCM>100 fL)

La Tabla 4.17 muestra la prevalencia de anemia macrocitica en los diferentes servicios. El
mayor porcentaje de anemia macrocitica se registré6 en el servicio de Hematologia
(7.82%), en los centros de salud (8.65%) y en Cirugia (2.51%), mientras que el menor

porcentaje se presentd en Psiquiatria (0.75%) y en Dermatologia (0.85%).
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Tabla 4.17. Prevalencia de anemia y macrocitosis en los diferentes servicios.

Anemia Macrocitosis
Servicio macrocitica sin anemia
(%) (%)

Medicina Interna 23866 2.56 3.66
Centros de salud 15568 5.65 7.22
Nefrologia 11175 4.78 3.10
Neurologia 10799 1.07 3.81
Hematologia 8797 7.81 6.81
No indicado 8641 1.76 4.02
Consultas médicas 8412 1.69 4.36
Digestivo 7656 3.13 4.48
Endocrino 4456 1.03 3.99
Psiquiatria 2143 0.75 3.73
Oncologia 2043 3.52 4.45
Cirugia 1166 2.14 2.74
Consultas quirurgicas 876 2.51 3.20
Dermatologia 469 0.85 4.48
Ginecologia 330 1.21 4.24
Urgencias-Intensivo 249 2.81 2.01

N: Numero total de sujetos; %: Porcentaje de sujetos en cada grupo.
Anemia macrocitica (hemoglobina en mujeres <12 g/dLy <13 g/dL en
hombres junto con VCM>100 fL)

Anemia por sexo y por edad

El 2.75% de las mujeres y el 4.09% de los varones tenian anemia macrocitica. El 1.30% de
los sujetos del grupo de 21 a 44 afios, el 1.98% de los del grupo de 45 a 54 afios, el 3.39%
del grupo de 55 a 74 afios y el 6.33% los mayores de 75 afos presentaban anemia

macrocitica.
Anemia por estacion

El 2.41% de sujetos presentaba anemia macrocitica en invierno frente al 4.69% de sujetos
en verano. La prevalencia de anemia macrocitica era 1.95 veces mayor en verano que en
invierno (IC 95%: 1.78 a 2.14) (p<0.001). Cuando se estudidé a los sujetos con anemia
macrocitica y déficit de acido félico se observd que el riesgo de presentar anemia
macrocitica y déficit de acido fdlico en verano respecto al invierno era 1.74 veces mayor

en verano que en invierno (IC 95%: 1.27 a 2.38) (p=0.039) (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Prevalencia mensual de anemia macrocitica.

Relacidn de la concentracion de hemoglobina y el VCM con la radiacion UV

Se estudio la relacién entre la hemoglobina y la radiacion UV (Figura 4.16). Se observo que
al aumentar la incidencia de radiacién UV los niveles de hemoglobina disminuian. También
se estudid la relacién entre el VCM vy la radiacion UV (Figura 4.17), observandose que el

VCM aumentaba al aumentar la incidencia de radiacion UV.
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La Figura 4.18 representa la relacidon entre la radiacion UV y la prevalencia de anemia

macrocitica. Se observaba que al incrementarse la incidencia de radiacion UV aumentaba

la prevalencia de anemia macrocitica.
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Figura 4.18. Relacion anual entre la radiacién UV y la prevalencia de anemia macrocitica.
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Variacion intraindividual de los niveles de acido folico en la estacion estival
e invernal.

Descripcion del cambio de la concentracion sérica de acido folico en expuestos y no

expuestos

La media de acido fdlico de la primera determinacion fue de 10.81 ng/mL (IC 95%: 10.31 a
11.30 ng/mL) y en la segunda determinacién 11.31 ng/mL (IC 95%: 10.78 a 11.84 ng/mlL).
En los no expuestos (verano-invierno) la media de acido fdlico en verano fue 10.23 ng/mL
(IC 95%: 9.52 a 10.93 ng/mL) y en invierno fue 11.98 ng/mL (IC 95%: 11.15 a 12.82 ng/mlL).
En los expuestos (invierno-verano) la media de acido félico en invierno fue 11.26 ng/mL
(IC 95%: 10.57 a 11.95 ng/mL) y en verano fue 10.78 ng/mL (IC 95%: 10.10 a 11.46 ng/mL)
(Tabla 4.18).

La media de las diferencias entre la segunda determinacion de acido félico y la primera era
0.50 ng/mL (IC 95%: -0.07 a 1.07 ng/mL). En los no expuestos la media de la diferencia fue
1.76 ng/mL (IC 95%: 0.87 a 2.64 ng/mL) y en los expuestos fue -0.47 ng/mL (IC 95%: -1.21
a 0.26 ng/mL) (Figura 4.19). Entre ambas se observaron diferencias estadisticamente

significativas (2.23 ng/mL; IC 95%: 1.09 a 3.38 ng/mL; p<0.001)
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NO EXPUESTOS

EXPUESTOS

N: Numero total de sujetos; Prev: Prevalencia; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%, RR: Riesgo relativo; p: grado de significacion

(Prueba t).

Tabla 4.18. Descripcion de las variables recogidas en el estudio 2.

Variable Primera determinacion Segunda determinacion .
Media (SD) IC 95% N Media (SD) IC95% N
Acido félico (ng/mL) 10.81 (10.07) . 10.31-11.30 . 1597 | 11.31(10.75) 10.78-11.84 1597 . 0.060
Vitamina B12 (pg/mL) 527 (632) 494-560 1386 569 (1549) 488-651 1386 0.350
Vitamina D (ng/mL) 23.74 (16.81) 20.46-27.03 103 | 30.53(39.11) 22.88-38.17 103 0.108
Hemoglobina (g/dL) 12.97 (1.94) 12.87-13.07 1422 12.98 (1.90) 12.88-13.07 1422 0.890
VCM (fL) 90.67 (8.33) 90.24-91.11 1411 91.16 (7.69)  90.76-91.57 1411 0.105
Albumina (g/dL) 3.77 (0.56) 3.71-3.83 338 3.71(0.63) 3.65-3.78 338 0.191
Edad (afios) 60.10 (17.98) 59.22-60.98 1597 | 60.58 (18.00) 59.70-61.46 1597 0.451
Acido félico (ng/mL) 10.23 (9.43) 9.52-10.93 699 | 11.98(11.20) 11.15-12.82 699 0.002
Vitamina B12 (pg/mL) 470 (367) 441-499 612 595(2001) 436-754 612 0.129
Vitamina D (ng/mL) 27.04 (20.84) 21.18-32.90 51 | 31.60(54.34) 16.32-46.89 51 0.578
Hemoglobina (g/dL) 12.85 (1.88) 12.70-13.00 614 13.14 (1.85)  12.99-13.28 614 0.007
VCM (fL) 91.92 (8.39) 91.25-92.58 614 89.77 (7.40)  89.18-90.36 614  <0.001
Albumina (g/dL) 3.81(0.49) 3.73-3.90 132 3.83(0.63) 3.73-3.94 132 0.774
Edad (afios) 60.79 (18.44) 59.42-62.46 699 | 61.26(18.48) 59.89-62.64 699 0.634
Acido félico (ng/mL) 11.26 (10.51) 10.57-11.95 898 | 10.78(10.37) 10.10-11.46 898 0.330
Vitamina B12 (pg/mL) 572 (549) 518-627 774 549 (1065) 474-624 774 0.593
Vitamina D (ng/mL) 20.51 (10.85) 17.49-23.53 52 | 29.47(12.71) 25.93-33.01 52 <0.001
Hemoglobina (g/dL) 13.06 (1.98) 12.92-13.20 808 12.85(1.93) 12.72-12.98 808 0.031
VCM (fL) 89.71 (8.16) 89.15-90.28 797 92.23(7.74) 91.70-92.78 797  <0.001
Albumina (g/dL) 3.75 (0.60) 3.67-3.83 206 3.64 (0.62) 3.55-3.72 206 0.068
Edad (afios) 59.56 (17.60) 58.41-60.72 898 | 60.05(17.61) 58.89-61.20 898 0.554
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Figura 4.19. Distribucion de las diferencias de acido félico (Ac. Félico 2 - Ac. Félico 1) por
exposicion.

La prevalencia de una segunda determinacion de acido folico menor a la primera fue de
42.35% en los no expuestos (IC 95%: 38.73 a 46.04%) y 57.13% en expuestos (IC 95%:
53.87 a 60.33%). La disminucion de los niveles de acido félico era 1.35 veces superior en
expuestos que en no expuestos (IC 95%: 1.22 a 1.50) (p<0.001). Cuando se estudiaban las
diferencias entre los niveles de acido félico cuando las dos determinaciones se habian
realizado con una diferencia de tiempo inferior a 4 meses se observaba que el 41.67% de
los sujetos no expuestos tenian unos niveles de acido félico menores en invierno que en
verano (IC 95%: 30.98 a 53.19%) y el 50.88% (IC 95%: 38.26 a 63.38%) de los sujetos
expuesto tenian niveles de acido félico inferiores en verano que en invierno. El riesgo de
tener niveles de acido félico menores en la segunda determinacién era 1.22 veces mayor
en expuestos (invierno-verano) que en no expuestos (verano-invierno) (IC 95%: 0.84 a
1.77) (p=0.387). Si el intervalo de tiempo se encontraba entre 4 y 6 meses el 40.32% (IC
95%: 35.49 a 45.34%) de los sujetos no expuestos tenian unos niveles de acido fdlico
menores en invierno que en verano y el 61.52% (IC 95%: 56.63 a 66.18%) de los sujetos

expuesto tenian niveles de acido félico inferiores en verano que en invierno. El riesgo de
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prevalencia de tener niveles de acido fdlico menores en la segunda determinacion era
1.53 veces mayor en expuestos (invierno-verano) que en no expuestos (verano-invierno)
(IC 95%: 1.32 a 1.76) (p<0.001). Cuando la diferencia entre ambas determinaciones era
mayor de 6 meses, el porcentaje de sujetos no expuestos con unos niveles de acido félico
menores en invierno que en verano era 45.60% (IC 95%: 39.54 a 51.79%) y el porcentaje
de sujetos expuesto con niveles de acido félico inferiores en verano que en invierno era

54.04% (IC 95%: 49.40 a 58.61%) (RP: 1.19; IC 95%: 1.01 a 1.39; p=0.040) (Figura 4.20).

80 100

60

Ac. Félico 2 - Ac. Félico 1

< 4 meses 4-6 meses >6 meses

B rol2>Fol1 [ Fol 2 <Fol 1

Figura 4.20. Prevalencia de cambios en los niveles de acido félico por tiempo de
exposicion.

La prevalencia de deficiencia bioquimica de acido félico fue 1.25% (IC 95%: 0.63 a 2.44%)

en los no expuestos y 4.15% (IC 95%: 3.00 a 5.71%) en los expuestos. El riesgo de

deficiencia de 4cido félico era 3.32 veces mas en expuestos que en no expuestos (IC 95%:

1.55a7.11) (p<0.001) (Tabla 4.19).
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Tabla 4.19. Distribucidn de los sujetos del estudio 2 por exposicién

Verano-Invierno Invierno-Verano

(No expuestos) (Expuestos) et
Deficiencia Ac. Folico 8 35 43
No deficiencia de Ac. Félico 633 809 1442
Total 641 844 1485

Al analizar las diferencias entre los niveles de acido félico por sexos, la diferencia de media
de los valores de acido félico en las mujeres no expuestas fue 1.97 ng/mL (IC 95%: 0.57 a
3.37 ng/mL) y en las expuestas -0.13 ng/mL (IC 95%: -1.08 a 0.82 ng/mL). La diferencia
entre ambos fue 2.10 ng/mL (IC 95%: 0.47 a 3.73 ng/mL) (p=0.012). La diferencia de media
de los valores de acido félico en los hombres no expuestos fue 1.50 ng/mL (IC 95%: 0.53 a
2.48 ng/mL) y en los expuestos -0.99 ng/mL (IC 95%: -2.17 a 0.20 ng/mL). La diferencia
entre ambos fue 2.49 ng/mL (IC 95%: 0.93 a 4.05 ng/mL) (p=0.002).

Los resultados del estudio de las diferencias por sexos y por niveles de acido félico en la
primera determinacién se muestran en la Tabla 4.20. También se determiné la prevalencia
de presentar niveles suprafisioldgicos de acido félico en la segunda determinacién cuando
en la primera determinacién los niveles estaban en el rango de referencia. Presentaban
niveles superiores a 18 ng/mL el 7.09% en los expuestos y 8.77% en los no expuestos (RP:

0.81; 1C95%: 0.56 a 1.16; p=0.249).
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Tabla 4.20. Asociacion entre las diferencias de acido folico y la exposicion en diferentes
variables del estudio 2.

Media de la

Exposicion | diferencia FOL2-FOL1
(IC95%)

No expuestos 699 1.76 (0.87 a 2.64)

General Expuestos 898 -0.47 (-1.21a 0.26) <0.001
Diferencia 1597 -2.23 (-3.38a-1.09)
No expuestos 385 1.97 (0.57a 3.37)

Mujeres Expuestos 538 -0.13 (-1.10a 0.82) 0.012
Sexo Diferencia 923 -2.10 (-3.73a-0.47)
No expuestos 314 1.50 (0.53a 2.48)

Hombres Expuestos 360 -0.99 (-2.17a 0.20) 0.002
Diferencia 674 -2.49 (-4.05a-0.93)

. . No expuestos 616 2.79 (2.03a 3.55)
Nivelescido 3 551800 Expuestos 762 076 (0.22a 1.30) <0.001
folico en Diferencia 1378 -1.67 (-2.94a-1.22)
primera No expuestos 83 -5.91 (-10.56a -1.27)
determinacién
(ng/mL) >18.00 Expuestos 136 -7.40 (-11.05 a-3.75) 0.620

Diferencia 219 -1.48 (-7.37 a 4.40)

N: Nimero total de sujetos; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%. FOL2: Acido félico segunda
determinacion; FOL1: Acido fdlico primera determinacion; p: grado de significacion (Prueba x?).

Se quiso determinar un valor de acido félico que indicase riesgo de déficit en la siguiente
determinacién de acido félico mediante un andlisis de las curvas ROC (Reciver operating
characteristic). Este tipo de curva representa graficamente la relacion entre la sensibilidad
y la especificidad y facilita la eleccién de puntos de corte al seleccionar el punto de
maxima curvatura de la curva. Este suele ser el mas préximo al dngulo superior izquierdo,
que corresponde al ideal de sensibilidad y especificidad igual a uno. Esta estrategia se
siguidé en toda la muestra, asi como en el grupo de expuestos y no expuestos,
obteniéndose los puntos de corte 5.00 ng/mL, 4.64 ng/mLy 5.77 ng/mL respectivamente.
En la Tabla 4.21. se muestran los valores diagndsticos de esos puntos de corte en cada
grupo, asi como los del punto de corte 4.00 ng/mL. Este se ha tomado como referencia

por ser el punto de riesgo recomendado por la OMS.
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Tabla 4.21. Parametros de validez diagndstica de los principales puntos de corte estimados para establecer el riesgo

Valor
critico
(ng/mL)

Se (%) (1C 95%)

de déficit de acido fdlico

Sp (%) (IC 95%)

4.00 54.7(41.5-67.3) 10.0 (8.6-11.6) 2.05(1.4- 2.9) 86.6(80.8-90.8) 1.6(1.3-2.1) 4.5(3.2-6.3)
* 464  69.8(56.5-80.5) 83.1(81.5-84.9) 12.4 (9.1-16.7) 98.8(98.0-99.2) 4.1(3.4-5.1) 0.4(0.2-0.6)
E 500  77.4(64.5-86.6) 79.1(77.0-81.0) 11.3 (8.4-14.9) 99.0(98.3-99.4) 3.7(3.1-4.4) 0.3 (0.2-0.5)

577  86.8(75.2-93.5) 70.5(68.2-72.5) 9.2 (7.0-12.0) 98.4(97.7-99.7) 3.0(2.6-3.4) 0.2 (0.1-0.4)
@ 400 333(138609) 112 (9.1-138) 07 (03-17) 906(825952) 04(0208) 60(3894)
B 4.64  91.7(64.6985) 81.8(78.8845) 8.1 (4.6-13.9) 99.8(99.0-100) 5.0 (4.0-6.4) 0.1(0.0-0.7)
§ 500 91.7(64.6-98.5) 77.3(74.0-80.3) 6.6 (3.7-11.4) 99.8(98.9-100) 4.0(3.2-5.0) 0.1 (0.0-0.7)
© 577 100 (75.8-100) 67.5(64.0-70.9) 5.1 (3.0 -8.7)  100(99.2-100) 3.1 (2.8-3.4)

4.00 61.0(45.7-743) 9.1 (7.4-11.2) 3.1 (2.1 -4.6) 83.0(74.1-89.2) 0.7(0.5-0.9) 4.3 (2.8-6.6)
é 4.64  63.4(48.1-76.4) 84.1(81.5-86.4) 16.1(11.2-22.5) 98.0(96.7-98.8) 4.0(3.0-5.3) 0.4 (0.3-0.7)
§ 500  73.2(58.1-84.3) 80.5(77.7-83.0) 15.2(10.9-20.9) 98.4(97.2-99.1) 3.8(3.0-4.7) 0.3 (0.2-0.6)
& 577  82.9(68.7-91.5) 72.9(69.9-75.8) 12.8 (9.3-17.3) 98.9(97.7-99.5) 3.1(2.6-3.7) 0.2(0.1-0.5)

IC 95%: Intervalo de confianza al 95%; Se: Sensibilidad; Sp: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo
negativo; LR+: Razén de verosimilitud para positivos; LR-: razén de verosimilitud para negativos.

*TOTAL (N=1597) Prevalencia: 3.32% (IC 95%: 2.55-4.32)
*NO EXPUESTOS (N=699) Prevalencia: 1.72% (IC 95%: 0.99-2.98)
(N=898) Prevalencia: 4.57% (IC 95%: 3.38-6.14)

*EXPUESTOS
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VCM

La media de VCM de la primera determinacion fue de 90.43fL (IC 95%: 89.93 a 90.92 fL) y
en la segunda determinacion 91.17 fL (IC 95%: 90.77 a 91.58 fL). En los no expuestos
(verano-invierno) la media de VCM en verano fue 91.92 fL (IC 95%:91.25 a 92.58 fL) y en
invierno fue 89.77 fL (IC 95%: 89.18 a 90.36 fL). En los expuestos (invierno-verano) la
media de VCM en invierno fue 89.28 fL (IC 95%: 88.58 a 89.99 fL) y en verano fue 92.25 fL
(1C95%:91.72 2 92.79 fL) (Tabla 4.18 y Figura 4.21).
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Figura 4.21. Distribucion de las diferencias de VCM por exposicion.

La prevalencia de que la segunda determinacion de VCM sea mayor que la primera fue de
34.69% en los no expuestos (IC 95%: 31.03 a 38.54%) y 67.75% en expuestos (IC 95%:
64.43 a 70.91%). El riesgo era 1.95 veces mayor en expuestos que en no expuestos (IC
95%: 1.73 a 2.20) (p<0.001). Se evaluaron las diferencias entre VCM a los 4 meses, a los 6
meses y mas de seis meses y se obtuvo que las diferencias positivas (VCM2 era mayor que
VCM1) en los no expuestos eran 35.38% vy en los expuestos era 60.00% cuando la duracion

era inferior a 4 meses, 35.01% en los no expuestos y 68.82% en los expuestos cuando la
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duracion era entre 4 y 6 meses y 33.96% en los no expuestos y 67.68% en los expuestos

cuando la duracion era superior a 6 meses.

100
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Diferencia VCM2 -VCM1 (%)

< 4 meses 4-6 meses >6 meses

B Ccv1>vem2 [ VCM2> VCMA1

Figura 4.22. Diferencias de VCM por tiempo de exposicion

Hemoglobina

La media de hemoglobina de la primera determinacién fue de 12.97g/dL (IC 95%: 12.87 a
13.07 g/dL) y en la segunda determinacién 12.98 g/dL (IC 95%: 12.88 a 13.07 g/dL). En los
no expuestos (verano-invierno) la media de hemoglobina en verano fue 12.85 g/dL (IC
95%:12.70 a 13.00 g/dL) y en invierno fue 13.14 g/dL (IC 95%: 12.99 a 13.28 g/dL). En los
expuestos (invierno-verano) la media de hemoglobina en invierno fue 13.06 g/dL (IC 95%:

12.92 2 13.20 g/dL) y en verano fue 12.85 g/dL (IC 95%: 12.72 a 12.98 g/dL).

El porcentaje de sujetos con anemia macrocitica en el periodo de verano-invierno (no
expuestos) fue 3.15% y en invierno-verano fue 1.56% en la primera determinaciéon de
hemoglobina y VCM. En la segunda determinacion el porcentaje de anemia macrocitica en

periodo verano-invierno fue 0.86% y en invierno verano fue del 3.34%.
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En los sujetos sin anemia macrocitica previa (N=1561) se determind la prevalencia de
anemia macrocitica (segunda determinacién) si eran del grupo de expuestos o no. Asi, la
prevalencia de anemia macrocitica en los no expuestos era de 0.89% (IC 95%:0.41 a
1.92%) y en los expuestos era de 2.60% (IC 95%: 1.74 a 3.87%). El riesgo de prevalencia de
anemia macrocitica en el grupo de expuestos era 2.94 veces mayor que en los no

expuestos (IC 95%: 1.20 a 7.17; p=0.022) (Tabla 4.22).

Tabla 4.22. Prevalencia de anemia macrocitica por exposicion en el estudio 2.

Verano-Invierno Invierno-Verano Total

Anemia Macrocitica 6 23 29

Ausencia 671 861 1532

Total 677 884 1561
Vitamina D

El riesgo de presentar niveles de vitamina D superiores a la mediana en el grupo de
expuestos es 1.54 veces superior al de los no expuestos (IC 95%: 1.13 a 2.09) (p=0.08).
Como los niveles de vitamina D superiores a la mediana en los expuestos se relacionan con
una mayor exposiciéon solar, se relaciond los niveles de vitamina D superiores a la mediana
con los niveles de acido félico inferiores a la mediana. El riesgo de tener un descenso en
los niveles de acido félico y un incremento en los niveles de vitamina D era 2.03 veces
mayor en el periodo invierno-verano (expuestos) que en los no expuestos (verano-

invierno) (IC 95%: 1.02 a 4.03) (Tabla 4.23).

Tabla 4.23. Asociacion entre la exposicidon y el aumento de los niveles de vitamina D
(VitD) en la segunda determinacion respecto a la primera y la reduccion de
los niveles de acido folico (Fol) en la segunda determinacion respecto a la
primera.

EXPOSICION N  Prev RR [of:1:374 p

Aumento de VitD y Verano-Invierno 48 18.75
reduccion Fol Invierno-Verano 50 38.00

N: Namero total de sujetos; Prev: Prevalencia; IC 95%: Intervalo de confianza al 95%,
RR: Riesgo relativo; p: grado de significacién (Prueba x?).

2.03 1.02-4.03 0.035
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Discusion

Variacion estacional de los niveles de acido félico séricos

Resumen

El acido félico es una vitamina fotosensible que se degrada in vitro por accién de la luz
solar, sobre todo radiacidn ultravioleta. En estudios en piel, se ha observado una
disminucion de los niveles de acido fdlico tras exposicion a radiacion ultravioleta (UVA).

No obstante, existe controversia sobre el impacto que esto puede tener in vivo.

El presente estudio evalud si los valores de acido félico disminuian en verano respecto a
invierno a nivel poblacional e individual. Ademas pretendia determinar un punto de corte

para detectar a sujetos en riesgo de déficit de dcido félico segun la estacion del ano.
Disefio del estudio
e Estudiol

El disefo del estudio 1 fue un estudio transversal. Una de las principales ventajas de este
tipo de estudios es que permite generalizar los resultados sobre la poblacion de estudio.
Asi, en el estudio 1, la muestra era representativa de la poblacién que acudia al médico
ante la sospecha de anemia, correspondiente a los sujetos mas vulnerables a cambios en
los niveles de dacido folico. Ademads, permitidé estudiar los niveles de acido félico en
diferentes estados patologicos. Esto limitaba su reproducibilidad, pero se mitigd
ampliando el periodo de estudio a 5 afos. De forma que los resultados obtenidos se
deben entender en un contexto de enfermedad y sobre todo de tratamiento. La situacion
geografica de los sujetos estudiados (Malaga) era idénea para estudiar la asociacion entre
el acido félico y la radiacion UV por el alto nimero de horas de sol y la diferencia en la

incidencia de radiaciéon UV entre las distintas estaciones del afio.

Principalmente, este estudio presentd el sesgo de ambigiiedad temporal porque la
exposicion a la radiacion solar y la deficiencia de acido félico se midieron al mismo tiempo,
pero desconociamos si los sujetos no tenian deficiencia antes de la exposicion. De manera
que para encontrar una asociacion entre la enfermedad y la exposicidn, la exposicidn tenia
gue ser anterior a la enfermedad y asi poder diferenciar entre factores de riesgo vy

prondsticos (Berra, Maria Elorza-Ricart, Estrada, & Sanchez, 2008; Delgado Rodriguez,
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Llorca Diaz, & Doménech Massons, 2016; Fernandez, 2005; Von Elm et al., 2008). Con el
fin de intentar de solventar algunas de las limitaciones de este disefio se disefié un estudio

de cohortes retrospectivo.
e Estudio 2

Los estudios de cohortes permiten conocer la frecuencia del proceso tanto en los
expuestos como en los no expuestos para estimar las medidas de asociacion (riesgo
relativo y diferencia de tasas) y las medidas de impacto (riesgo atribuible o fracciones
etioldgicas). Una de las razones por las que se eligid un disefio retrospectivo fue la rapidez,
ya que el tiempo de seguimiento ya habia transcurrido cuando se empezd el estudio.
Algunas de las dificultades de este estudio se relacionaron con la duracién y el tamafio de
muestra que dificulté el mantenimiento de la uniformidad de criterios en algunas
variables como la funcién renal (dos ecuaciones diferentes). Para solventar ese problema
se simplificd a sujetos con insuficiencia renal o sin insuficiencia renal sin incluir mayor
numero de categorias en funcion de la estimacion de la funcién renal. Ademas, el control
de factores de confusion que modificaban las relaciones encontradas era incompleto (por
ejemplo, no se registré una variable que tuviese en cuenta la alimentacién), lo que pudo
generar sesgo en los resultados (Delgado, Llorca, & Doménech, 2016). Ademas, no todos
los sujetos del estudio tenian resultados en la variable creada para solucionar este
problema, la desnutricién bioquimica (basada en los valores de albumina, colesterol y
linfocitos). Sin embargo, la principal limitacion de este estudio era que los resultados
obtenidos no eran extrapolables a poblacion general debido a que los datos procedian de
muestras de sujetos que acudian a su médico de atencién primaria o especializada por

algun problema de salud o una revisién médica.
» Tamano de muestra

Con el tamano de muestra del estudio 2 se consiguié una potencia del 90%, siendo el
tamafio de muestra suficiente para obtener estimaciones precisas y con suficiente poder

estadistico para contrastar hipétesis.
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> Factores de confusion

El sexo y la edad se estudiaron como factores de confusidon porque algunos estudios los
han relacionado con cambios en los niveles de acido félico. Para controlarlo se realizd un

analisis de regresidn multivariante teniendo en cuenta edad y sexo.
Datos demograficos

La media de acido fdlico (10.17 ng/ml) fue superior al obtenido en otros estudios (6.91
ng/mL) (Planells et al., 2003), asi como la prevalencia general de déficit de acido fdlico
(5.28%) fue menor a la de otros estudios (13% (Henriquez et al., 2004) y 12.8% (Planells et
al., 2003)). Estos resultados indicaban que la muestra incluia sujetos en tratamiento con
suplementos de acido fdlico junto con los que consumian o no alimentos fortificados, de
manera que la media de acido félico se encontraba entre la media antes (7.2 ng/mL) y
después (14.2 ng/mL) de la fortificacidon en paises como EEUU con fortificacion obligatoria

(Lawrence, Bpetitti, Watkins, & Umekubo, 1999).
> Sexo

En la muestra estudiada el porcentaje de mujeres era mayor que el de hombres,
mostrando que las mujeres se realizaban mds determinaciones de acido fdlico. En el tramo
de edad que se detectaban mas diferencias entre sexos era el de 20 a 45 afios. Esto podria
ser debido a que la base de datos se cred a partir de sujetos con una peticidn de acido
folico y los niveles de esta vitamina son muy importantes en el grupo de mujeres en edad
fértil, sobre todo en embarazadas. Por esa razén en el analisis de los resultados se tuvo en

cuenta el sexo.

Se observé que las mujeres tenian niveles de acido félico 1.43 veces mayor que los
hombres. Este hallazgo también se ha descrito en otras publicaciones realizadas en China
(Hao et al., 2003), EEUU (Pfeiffer, Caudill, Gunter, Osterloh, & Sampson, 2005) y Espafia
(Lendinez Ramirez, 2015), aunque otros no han encontrado diferencias significativas
(Carney, 1967). No obstante, no se ha encontrado que esto tenga repercusion fisioldgica y
en los intervalos de referencia de la bibliografia general no se distingue entre sexo (Burtis
Carl A., Ashwood Edward R., & Bruns David E., 2012). Algunas posibles explicaciones a este
hecho son la ingesta alimentaria diferente entre hombres y mujeres, las diferencias

hormonales o la diferente exposicion solar.
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En cuanto a la ingesta se ha observado que es diferente entre sexos y aunque las mujeres
ingieren menor cantidad absoluta de acido félico que los hombres, su ingesta es mayor
cuando se ajusta por ingesta energética (Flood et al., 2006), aunque lo mas frecuente es
que las publicaciones muestren los datos de ingesta absoluta sin ajustar (Park et al., 2012).
No obstante, las mujeres consumen mayor cantidad de suplementos que los hombres, lo
que explicaria parte de los resultados obtenidos, ya que el 66% de los valores de acido

folico elevados se encontraban en mujeres.

Otra posible explicacién es el papel de los estrégenos y los anticonceptivos orales en los
niveles de acido félico. Para evaluar este hecho se compararon las medias de acido félico
entre hombres y mujeres después de los 50 afios, obteniéndose diferencias similares a las
obtenidas en menores de 50 afios. Esto se ha observado en algunos estudios (Smith et al.,
2008), aunque en otros no se detectan diferencias entre mujeres premenopdausicas y
postmenopdusicas (Verhoef et al., 1999). Ademas, los anticonceptivos orales disminuyen
los niveles de acido fdlico (Verhoef et al., 1999) porque aumentan el aclaramiento de

acido félico (Shojania, Hornady, & Scaletta, 1975).

En relacidn a la exposicidn solar, se sabe que el comportamiento es diferente entre
hombres y mujeres, observandose que los varones se exponen mas al sol y se protegen

menos que las mujeres («Estudios realizados por el Observatorio del cancer aecc», s. f.).
» Edad

En el presente estudio habia pacientes desde el nacimiento hasta los 104 afios. La mayor
parte de la poblacidn a estudio eran personas con mas de 55 afios, porque son las que con

mas frecuencia acuden a su médico para la realizacién de un analisis de sangre.

Los resultados mostraban que los niveles de acido félico séricos eran mas altos en nifios
menores de 12 afios y en adultos ancianos que en el resto. Estos resultados también se
han descrito en otros estudios, que indican que durante la infancia las reservas de acido
folico son mayores que en adultos y van disminuyendo durante la adolescencia
(aproximadamente hasta los 20 afios) por aumento de las necesidades durante el
crecimiento y estirones (Gil et al., 2008) y vuelven a incrementarse con la edad (Mills et
al., 2003). Muchos estudios indican que este aumento llega a su maximo a los 55 o 60

afios, edad a partir de la cual comienzan a disminuir de nuevo (Joosten et al., 1993). En el
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presente trabajo el maximo se observé a los 75 afios. Estas diferencias pueden ser debidas
a los cambios fisiologicos asociados con el aumento de la edad que afectan al estado
nutricional, como la disminucién de la secrecion gastrica, cambios en la cavidad oral,
cambios en fluidos y electrolitos o enfermedad crénica. Ademas, el tratamiento o la

hospitalizacion también puede contribuir (Brownie, 2006).
» Servicios

Los niveles de dacido félico también variaban en funcién del servicio solicitante. Asi, el
servicio de Hematologia registrd el mayor porcentaje de niveles suprafisioldgicos de acido
félico, lo que indicaba tratamiento con acido félico. También se describié que en Medicina
Intensiva y Urgencias se registré un alto porcentaje de sujetos con déficit de acido fdlico,
lo que coincide con otros estudios (Joosten et al., 1993). Ademas, en el servicio de
Psiquiatria la prevalencia de déficit bioquimico de acido félico fue elevada, pues ésta se ha
asociado con trastornos psiquiatricos como esquizofrenia (Cao et al., 2016). La explicacion
dada se relaciona con algunos tratamientos que aumentan el aclaramiento de acido fdlico
(Klipstein, 1964) y por el incremento de homocisteina, que altera la funcidon cerebral a
nivel vascular y de neurotransmisores favoreciendo el desarrollo de sintomas psiquidtricos

(Lim et al., 2016), problemas cognitivos y demencias como la enfermedad de Alzheimer.
Estacionalidad de los niveles de acido félico

Con el fin de evaluar si el acido félico seguia algin tipo de patrén estacional se
compararon las medias de acido folico de cada estacion. Asi, las medias de acido fdlico
disminuian en todas las estaciones en comparacién con el invierno. Esta diferencia era
mas acusada entre las estaciones de verano e invierno, lo que también se observo tras el
analisis mensual de las medias de acido fdlico, que mostraba que las mas bajas se
registraban en los meses de verano y las mds altas en los meses de invierno o primavera.
Ademas, la deficiencia de acido fdlico era 1.37 veces mas prevalente en verano que en

invierno (Figura 4.4, pagina 88).

Existen pocos estudios que analicen la variacion del acido félico en las diferentes
estaciones y son contradictorios entre si. Hao et al. realizaron un estudio en dos regiones
de China, una estaba localizada mas al norte, cerca de Pekin (Latitud: 392 54’ 18” N vy

longitud: 1162 23’29” E) y la otra mas al sur cercana a Shanghai (Latitud: 31213’19” Ny
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longitud: 1212 27'29”E), encontrando que el 5.1% de los sujetos de la region sur tenian
deficiencia de acido folico en primavera, mientras que el 7.3% presentaba deficiencia en
otofio. En el mismo estudio el 49.1% de la poblacion del norte presentaban déficit en
primavera y el 26.9% en otofio (Hao et al., 2003). La prevalencia de déficit en los sujetos
del sur de China se asemejaban mas a los presentados en esta tesis (7.52% en verano,
6.14% en primavera y 5.28% en invierno) cuya situacién geografica se asemeja mas a la de
Malaga (Jablonski & Chaplin, 2000), que los de la poblacién del norte. Resultados similares
a los de la poblacién del norte de China se encontraron en el estudio realizado por
Krajcovicova et al. en Eslovaquia en el que la prevalencia de déficit era mayor en marzo
(31.5%) que en junio (13.2%) o septiembre (11.1%) (Krajcovicova-Kudlackova et al., 2013).
No obstante, el efecto de la radiacion UV en Bratislava (Eslovaquia) es menor que el

producido en latitudes inferiores.

Los dos estudios explican los resultados por la variacion estacional en la ingesta de
alimentos ricos en folatos, siendo mas disponibles en primavera, verano y otofio (Hao et
al., 2003; Krajcovicova-Kudlackova et al., 2013). Sin embargo, en los paises mediterrdaneos
como Grecia, Espafia e Italia, la ingesta de acido fdlico es inferior en verano en
comparacion con los paises del norte y con el invierno. Esto se debe a que los vegetales de
hoja verde que son una de las principales fuentes de acido fdlico son mas abundantes en

primavera temprana y en otofio tardio (Park et al., 2012).

En el presente trabajo no se registrd la ingesta nutricional de los individuos y sdlo se
evalud el estado nutricional bioquimico en algunos individuos. Los resultados mostraron
que el riesgo de desnutricion era mayor en verano que en invierno y que las
concentraciones de albumina y acido fdlico respecto a la media disminuian en verano
respecto al invierno independientemente del estado nutricional bioquimico, excepto en la
desnutricién severa en la que no se observaban cambios estacionales. Esto indicaria la
existencia de otros factores ademds de la nutricion evaluada bioguimicamente que

podrian afectar a la variacién estacional de los niveles de acido fdlico.

Otra explicacion es la hemodilucion como adaptacion al calor estival a través de un
aumento del volumen plasmatico que provocaria una dilucién de los componentes de la
sangre como Jacido fdlico, proteinas plasmaticas, hemoglobina o iones (Kristal-Boneh,

Froom, Harari, Shapiro, & Green, 1993; Liu & Taioli, 2015; Thirup, 2003). Algunos autores
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piensan que existe una regulacion estacional de las proteinas que afecta al equilibrio

hidrico de la sangre (Touitou et al., 1986).

También se ha pensado en un problema analitico de la medida en el laboratorio. Sin
embargo, los controles de calidad internos o las calibraciones no presentan ninguna

fluctuacidn estacional significativa (Touitou et al., 1986).

La explicacion basada en la fotodegradacién del acido fdlico por radiacion UV se
fundamenta en que el acido félico y el 5-MTHF in vitro se fotodegradan directamente con
radiacion UV (Akhtar et al., 1999; Juzeniene et al., 2009; Mansour et al., 2014; Off et al.,
2005; Vorobey et al., 2006) e indirectamente a través de la formacién de radicales libres
(Daniels, 1965; Juzeniene et al., 2013;Steindal et al., 2006). Aunque los niveles de acido
folico en la piel suponen el 5-10% del total de las reservas de acido félico, su extensa
superficie permite que una cantidad considerable de acido fdlico se exponga a la radiacion
solar sobre todo en los meses en los que hace mas calor y la proteccién con ropa es
menor. Se estima que el folato total de la piel disminuye hasta un 28% tras una dosis Unica
de radiacién UVA de 187 J/cm?, lo que supone aproximadamente 120 nmol del total de la
piel del cuerpo (Hasan, Bailey, Outlaw, & Ayling, 2015; Hasoun et al., 2013) y que
aumentan los requerimientos de acido fdlico en los fibroblastos tras la exposicion a
radiacion solar (Knott et al., 2007; Williams et al., 2012), por lo que ese valor podria ser

ligeramente mayor en una exposicion prolongada.

Estos resultados in vitro podrian explicar parte de las variaciones estacionales observadas
en el presente estudio y expuestas anteriormente. Con el fin de estudiar la influencia de
las diferentes estaciones y la incidencia de radiacién solar en las diferentes estaciones se
procedio a la realizacion de un estudio longitudinal observacional retrospectivo en sujetos
con dos determinaciones de acido félico, una en verano y otra en invierno separadas un
minimo de 2 meses y un maximo de 9 meses entre si. Se realizaron dos grupos, uno con la
primera determinacién en verano y la segunda en invierno (no expuestos) y otro grupo

con la primera determinacién en invierno y la segunda en verano (expuestos).

Los resultados obtenidos mostraron que la media de acido félico era menor en verano que
en invierno en ambos grupos. En los no expuestos, la segunda determinacion (invierno)
era mayor que en verano (primera determinacién) y en los expuestos la segunda

determinacion (verano) era menor que la primera (invierno). La diferencia entre ambas
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fue significativa, de 2.23 ng/mL (IC 95%: 1.09 a 3.38 ng/mL) (p<0.001) y el riesgo de
deficiencia de acido fdlico era 1.35 veces mayor en expuestos que en no expuestos, con

diferencias significativas (Figura 4.19, pagina 112).

La mayoria de los estudios que utilizan como fuente de radiacién la exposicion solar
natural presentan resultados significativos (Borradale, 2013; Fukuwatari et al., 2009),
aunque otros no encuentran asociacion (Juzeniene et al., 2015). Esto podria ser debido al
bajo nimero de sujetos y a la localizacién del estudio (Noruega), con menor incidencia de
radiacion solar. No obstante, los dos estudios que observan una disminucion de los niveles
de acido fdlico, lo hacen tras una exposicion inferior a un mes y preferentemente en
sujetos que ingieren suplementos de acido fdlico antes de la exposicion. Una de las
razones por las que no se observe una disminucion de los niveles de acido fédlico

significativa en los sujetos no tratados se deba al corto periodo de estudio.

Por otro lado, muchos estudios realizados con radiacion artificial no encuentran
diferencias significativas en los niveles de acido fdélico, excepto Shaeen de Egipto
(Shaheen, Attia, Louka, & Bareedy, 2011), que fue el de mayor duracidon y mayor niumero
de exposiciones (36 sesiones; 3 meses) frente a las 18 o 15 sesiones (menos de un mes). Si
las reservas de acido fdlico son adecuadas, éstas tardan en disminuir unos cuatro meses
(Herbert, 1962), de forma que las pérdidas cutaneas podrian ser compensadas. La mayoria
de los estudios tienen una duracion bastante inferior a este tiempo, por lo tanto no se
puede descartar la hipdtesis que la radiacion UV no afecta a los niveles de acido fdlico,
sino que no se observa variacién en los niveles de acido fdlico si la exposicion a radiacién

UV es inferior a cuatro meses.

Para comprobar esta hipdtesis, se hicieron tres grupos en el estudio de cohortes en
funcién de la duracién entre las dos determinaciones. Uno de ellos presentaba una
duracion inferior a cuatro meses, otro, entre cuatro y seis meses y el ultimo grupo,
superior a 6 meses. En el primer intervalo, el riesgo de prevalencia de tener niveles de
acido félico menores en la segunda determinacion era 1.22 veces mayor en expuestos
(invierno-verano) que en no expuestos (verano-invierno), siendo la variacion no
significativa (p=0.387), lo que coincidia con los resultados obtenidos en la literatura. Sin
embargo, cuando se analizaba el intervalo entre 4 y 6 meses, el riesgo de prevalencia de

tener niveles de acido félico menores en la segunda determinacién era 1.53 veces mayor
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en expuestos (invierno-verano) que en no expuestos (verano-invierno), siendo las
diferencias significativas (p<0.001) y coincidiendo con los estudios con duracién igual o
mayor de 3 meses. Cuando la diferencia entre ambas determinaciones era mayor de 6
meses, el riesgo de prevalencia de tener niveles de acido félico menores en la segunda
determinacion era 1.19 veces mayor en expuestos (invierno-verano) que en no expuestos
(verano-invierno) (p=0.040) siendo la asociacion menor que en el intervalo anterior (Figura

4.20, pagina 113).

En este estudio, se consideraron concentraciones de acido félico suprafisiolégicas aquellas
superiores a 18.0 ng/mL, aunque otros estudios estiman que son las superiores a 19.8
ng/mL (de Benoist, 2008; «Nutritional anaemias. Report of a WHO scientific group», 1968;
Piyathilake et al., 2009) o incluso como indica la OMS son las superiores a 20.0 ng/mL
porque es el limite del rango de ensayo de la técnica de determinacidn. En principio, estas
concentraciones no son importantes porque no se asocian con intoxicacion (de Benoist,
2008) vy su relacion sobre el cancer u otras patologias no son concluyentes. Sin embargo,
algunos estudios han propuesto que la administracion de suplementos de acido fdélico se
afecta mas por la radiacion solar. Para comprobar esta hipotesis se estudid el riesgo de
presentar niveles de acido fdlico suprafisioldgicos en la segunda determinacién cuando la
primera estaba dentro del rango de referencia, no observandose diferencias significativas

entre los expuestos y no expuestos (p=0.249).

Relacién entre los niveles de acido félico y otras variables del estudio

También se relacionaron las variables vitamina D, albumina, homocisteina, vitamina B12,

funcién renal, e inflamacidn con los niveles de acido fdlico y las diferentes estaciones.
» Vitamina D

Una de las limitaciones de este trabajo era el desconocimiento de la exposicion solar
individual. La vitamina D es un parametro ampliamente relacionado con la radiacién UV,
pues se sintetiza en la piel por acciéon de la radiacion UV (Balk, 2011; Juzeniene et al.,
2015; Osmancevic et al., 2009; Reichrath, 2006). Con el fin de relacionar la mayor
exposicion solar en verano (niveles de vitamina D superiores a la media) con una
reduccion de las medias de acido fdlico en verano se evaluaron ambas variables en el

grupo de expuestos y en los no expuestos. En el estudio 1, la prevalencia de riesgo de
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presentar niveles de acido fdlico inferiores a la media y niveles de vitamina D superiores a
la media era 1.75 veces superior en verano que en invierno (Tabla 4.6, pagina 91). Esto
también se observaba en el estudio 2, siendo el riesgo 2.03 veces superior en los
expuestos (invierno-verano) que en los no expuestos (verano-invierno) (Tabla 4.23, pagina

119).
> Albumina

La albumina sufre una fotooligomerizacion in vitro por radiacién UVA en presencia de
pterinas (como la biopterina) a través de los aminodcidos triptéfano y tirosina, dandole un
papel protector frente a la radiacion UV (Reid, Roman, Thomas, & Déntola, 2016;
Watanabe, Horii, Nakayama, & Osawa, 1991). La albumina transporta el 30-40% del folato
plasmatico y reduce su degradacion in vitro debido a la degradacién del anillo indol del
triptofano de su estructura (Vorobey et al., 2006). En este trabajo se estudio la existencia
de una asociacion entre las medias de albumina y las medias de acido félico, de forma que
el riesgo de presentar tanto valores de albumina como de acido félico inferiores a la media
eran 1.13 veces mayor en verano que en invierno con diferencias significativas (Tabla 4.7,

pagina 92).

Al categorizar por desnutricion, el riesgo de presentar valores de acido félico y albumina
inferiores a la media era mayor en verano que en invierno en el grupo sin desnutricién
bioguimica. Estas diferencias estacionales no se observaban en pacientes con desnutricion
severa, generalmente asociada a peor prondstico (M. H. Kim et al., 2015) y que por su mal

estado de salud se encuentran menos expuestos a la radiacion solar.
» Homocisteina

Aunque en 2001 McKinley et al. afirmaran que la homocisteina no variaba con la estacion
del afio (McKinley, Strain, McPartlin, Scott, & McNulty, 2001) en el presente estudio se ha
observado que en verano el riesgo de presentar valores de homocisteina superiores a la
media fue mayor que en invierno (diferencias significativas), asi como también aumentaba
en verano el riesgo de presentar niveles de acido félico inferiores a la media y niveles de

homocisteina superiores a la media (Tabla 4.8 pagina 93).

Estudios realizados en atletas han observado que estos presentan niveles superiores de

homocisteina y esto se ha relacionado con la intensidad de la actividad. Sin embargo, otras
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publicaciones han encontrado que el incremento de homocisteina en deportistas de
invierno es independiente de la creatina kinasa (CK). Esto sugiere que la duracién e
intensidad del musculo no es una explicacién y que quizas se deba a condiciones
ambientales. Este tipo de deportistas estan mas expuestos a la radiacion solar, pues tanto
atletas y ciclistas corren al aire libre y los atletas de invierno estan a mayor altitud que se

relaciona con mayor incidencia de radiacién solar (Herrmann et al., 2003).

> Vitamina B12

Las cobalaminas en solucién acuosa son sensibles a la luz y a la radiacion UV, aunque son
mas estables que el acido fdlico a las condiciones ambientales (Mansour et al., 2014;
Parle-McDermott & Ozaki, 2011). La degradacion indirecta mediada por especies reactivas
de oxigeno generadas por la radiacion UV puede disminuir las reservas de vitamina B12.
Se estudié la concentracion de vitamina B12 inferior a la media en los expuestos y no
expuestos del estudio de cohortes histéricas para estudiar si la media de vitamina B12
disminuye en verano respecto a invierno. Se observd que la concentracion inferior a la
media era 1.10 veces mas frecuente en verano que en invierno (Tabla 4.9 pagina 93).
Algunos estudios han encontrado disminuciones en los niveles de vitamina B12 en verano
pero no significativas (Juzeniene & Nizauskaite, 2013; Juzeniene et al., 2015), mientras que
otros estudios encontraron una asociacion entre la deficiencia de vitamina B12 y la

radiacion solar en poblacion anciana (Cabrera, Benavente, Alvo, de Pablo, & Ferro, 2014)
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Variacion estacional de la prevalencia de anemia y de la variacion de
volumen corpuscular medio (VCM).

Resumen

Hasta ahora se ha estudiado la relacidn entre el acido fdlico y la incidencia de radiacion
ultravioleta en las diferentes estaciones a nivel individual y poblacional. Sin embargo, cabe
preguntarse si esa variacion del acido félico se relaciona con un aumento de la prevalencia
de anemia macrocitica en verano en comparacién con invierno. Para ello, se estudio la
presencia de variacion estacional de variables hematolégicas como la hemoglobina, el
VCM o la anemia macrocitica y se tratd de responder a la pregunta de si la prevalencia de

anemia asociada a déficit de acido fdlico aumentaba en verano.
Hemoglobina

La determinacién de hemoglobina es util para la evaluacién de la anemia. La anemia se
define como una disminucién de hemoglobina en sangre por debajo de 13 g/dL en
hombres e inferior a 12 g/dL en mujeres («Nutritional anaemias. Report of a WHO
scientific group», 1968). Las mujeres presentaban valores medios de hemoglobina de
12.45 g/dL y los hombres de 13.44 g/dL. Estas diferencias son un fendmeno ampliamente
conocido en la literatura cientifica que hace que los valores de referencia sean diferentes
para cada sexo (Burtis Carl A. et al., 2012). Una explicacién a este hecho ha sido el efecto
de las hormonas sexuales a nivel vascular, donde los estrogenos dilatan y los andrdgenos
constringen la microvasculatura de forma que alteran la liberacidon de oxigeno por unidad
de masa eritrocitaria, en el caso de los estrégenos favoreciendo la liberacion de oxigeno y
los andrdogenos disminuyéndola. Asi, las mujeres tienen una liberacién de oxigeno tisular
mas eficiente que los hombres necesitando menor cantidad de hemoglobina (Murphy,

2014).

Por otro lado, las medias de hemoglobina mas elevadas se alcanzaban en el tramo de edad
de 12 a 20 afios y tendian a disminuir levemente a partir de los 21 afios y de forma mas
acusada a partir de los 55 afios. Para comprobar si las diferencias entre sexos se
mantenian en los diferentes grupos de edad se compararon las medias de hemoglobina de
los diferentes grupos de edad con respecto a los menores de 11 afos (antes del desarrollo

hormonal). En las mujeres no se encontraron diferencias entre los niveles de hemoglobina
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por tramo de edad, mientras que en los hombres se observd un aumento
estadisticamente significativo hasta los 55 anos. En ambos sexos, las medias eran menores
en mayores de 75 afios respecto a los menores de 11 afios. Estos resultados eran similares
a los encontrados en otras publicaciones donde se observa un aumento marcado de las
medias de hemoglobina a partir de los 14 afios en hombres, alcanzando el valor maximo a
los 20 afios, edad a partir de la cual disminuye progresivamente y mds marcadamente a
partir de los 50 afios. A partir de esta edad las diferencias entre hombres y mujeres

disminuyen (Hawkins, Speck, & Leonard, 1954).

En cuanto a la variaciéon de los valores medios de hemoglobina por estaciones, la media de
hemoglobina era 0.37 g/dL menor en verano que en invierno y también disminuia en
primavera y otofo, observandose una tendencia estacional. Muchos autores explican que
esta disminucion se debe a una aclimatacion al calor a través de un aumento del volumen
plasmatico (Kristal-Boneh et al., 1993; Liu & Taioli, 2015), a una mayor ingesta de
alimentos en invierno que en verano (De Jong et al., 2014) o incluso a diferencias

socioculturales (Shahar et al., 2001).

Ademas, in vitro la hemoglobina se fotodegrada con radiacién UV en presencia de oxigeno
a nivel proteico y del grupo hemo (Zalesskaya & Maslova, 2011) y se reduce a
metahemoglobina en presencia de NADH (Liang, Chen, Zhang, Liu, & Li, 2008). Estos
procesos pueden atenuarse en presencia de fotoprotectores como el acido ascorbico
(vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E), glutatién (Eberlein-Konig, Placzek, & Przybilla,
1997), triptéfano o serotonina (Sakai, Onuma, Umeyama, Takeoka, & Tsuchida, 2000). En
la piel también se han encontrado resultados similares que implican la formacién de
metahemoglobina in vivo por la exposicién solar (Kollia, Bager, Sadiq, & Sayre, 1992).
Ademas, uno de las consecuencias de la radiacion UVB es la aparicién de eritema y edema
(Sola, Baeza, Gbmez, & Lorente, 2016), lo que otorga un papel activo de la hemoglobina
en la coloracion de la piel (Stamatas & Kollias, 2004) modificandose segun el flujo cutaneo
de la sangre (Takiwaki, Miyaoka, Kohno, & Arase, 2002). Este eritema producido por
radiacion UV disminuye con la ingestion de dietas ricas en flavonoides (Heinrich, Neukam,
Tronnier, Sies, & Stahl, 2006, p. 1), indicando una relacion con el estrés oxidativo (Misra et
al., 2005) y con una reduccion de las reservas de glutation (Kumar, Devi, Misra, &

Priyanka, 2009).
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La variacion estacional de la hemoglobina ha sido investigada en diversos estudios in vivo.
La mayoria de ellos observan una menor concentracion de hemoglobina en verano
respecto a primavera o invierno (De Jong et al., 2014; Ronnenberg, Goldman, Aitken, &
Xu, 2000) como en el presente trabajo, aunque otros encuentran esa disminucién en
invierno-primavera (Liu & Taioli, 2015). El porcentaje de disminucién de la hemoglobina en
verano respecto a invierno en el presente estudio fue de 2.93%, era menor que el 7%
observado en otros estudios (Thirup, 2003). Estos cambios estacionales de los valores
medios de hemoglobina han sido estudiadas en pacientes hemodializados (De Jong et al.,
2014), y sobre todo en atletas de élite, especialmente en ciclistas profesionales y se ha
sugerido que el entrenamiento puede disminuir la masa de hemoglobina a largo de la
temporada (Bosio et al., 2012). Estas modificaciones son mas evidentes en ciclismo,
atletismo, natacion que en futbol o rugby (Banfi, Lundby, Robach, & Lippi, 2011), mientras
gue en otras disciplinas como el baloncesto en cancha cubierta, la hemoglobina aumenta
con respecto a los controles durante la temporada de septiembre a marzo (Dzedzej et al.,
2016). Esto podria ser debido a que los deportes con temporadas en invierno-primavera
como futbol y rugby, la disminucion de la hemoglobina es menor que en otros con mayor
exposicidon a condiciones extremas como el ciclismo (la temporada mas importante es en

verano) o natacion (Garvican, Martin, McDonald, & Gore, 2010).

No obstante, algunos estudios muestran discordancias que pueden deberse a factores
como la edad y el sexo (De Jong et al.,, 2014). En el presente estudio, las variaciones
estacionales observadas eran consistentes en los diferentes tramos de edad y en ambos
sexos. Aunque las diferencias eran mds acentuadas en sujetos mayores de 55 afios que en
sujetos mas jovenes y mas en hombres que en mujeres (Tabla 4.12 y Tabla 4.13, pagina
98). Esto puede ser por la diferencia inducida por la edad en el equilibrio metabdlico de las
proteinas plasmaticas o la diferente actividad fisica en los sujetos ancianos y en los mas

jévenes (Touitou et al., 1986).

Volumen corpuscular medio

El volumen corpuscular medio (VCM) proporciona informacién sobre el tamano medio del
hematie (Becker K., 2001). La media de VCM de la muestra fue de 91.05 fL. El VCM era
menor en las mujeres que en los hombres con diferencias estadisticamente significativas

(p<0.001), aunque otros estudios no las han encontrado (Mangwendeza, Mandisodza, &
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Siziya, 2000) ni en los valores de referencia se tiene en cuenta esta consideracion.
También se observé que aumentaba con la edad, alcanzdndose el mdximo en mayores de
75 afnos (91.34 fL). El hecho de que los nifios tengan valores de VCM menores que los

adultos ha sido publicado con anterioridad (Becker K., 2001).

El VCM aumentaba una media de 2.04 fL en verano respecto a invierno, registrandose los
valores minimos en invierno o primavera y los maximos en verano. Algunos estudios
indican que son menores en verano que en invierno (De Jong et al., 2014) y otros que
aumentan en los meses de verano. Esto puede ser consecuencia de cambios en la

osmolalidad plasmatica o a cambios en el tamafio del hematie (Kristal-Boneh et al., 1993).

Los hematies se clasificaron en funcién de su tamafio en microciticos (VCM<80 fL),
normociticos (VCM entre 80 y 100 fL) y macrociticos (VCM>100 fL). La mayoria de la
muestra presentaba normocitosis (85.68%). El porcentaje de macrocitosis (7.92%) era
superior al de microcitosis (6.40%) y al presentado en la literatura (1.7-3.7%). Esto se
debia al origen de los datos en base a la solicitud de los niveles séricos de acido félico, de
forma que los pacientes con macrocitosis se les solicitaban con mayor frecuencia una
determinacién de 4acido félico (Dominguez Ruiz de Ledn et al., 2011). La macrocitosis era
mas frecuente en hombres (9.11%) que en mujeres (6.89%), presentando los hombres un
riesgo de presencia de macrocitosis 1.32 veces mayor que las mujeres (IC 95%: 1.27 a
1.38). La macrocitosis aumentaba con la edad de forma similar a como lo hace el VCM. En

los menores de 20 afios la prevalencia era menor y aumenta progresivamente con la edad.

En cuanto a su evolucién estacional, la prevalencia de macrocitosis era mayor en verano
(10.37%) que en el resto de estaciones (5.66% en invierno, 7.21% en primavera, y 8.52%
en otono), siendo septiembre el mes con mayor porcentaje de macrocitosis, y enero el

que menos.

La anemia macrocitica se relaciona con el déficit de acido félico, por eso uno de los
objetivos de este trabajo era comprobar si existia un aumento de la prevalencia de anemia
macrocitica en verano respecto a invierno y si éste se relacionaba con un incremento de
niveles bajos de dacido fdlico. Algunos autores indican que la macrocitosis es un signo
previo a la aparicion de anemia macrocitica, por esa razoén se dividid a los sujetos con
macrocitosis en dos grupos, aquellos con valores de hemoglobina relacionados con

anemia y aquellos que no presentaban anemia.
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El 57.71% de las peticiones con macrocitosis no se asociaban con anemia, de las cuales la
mayoria no presentaban déficit de vitamina B12 ni acido fdlico. La prevalencia de
macrocitosis sin anemia era mayor en verano que en invierno (RP: 1.79), asi como la
prevalencia de sujetos con VCM superior a 115 fL que sugieren mayor asociacion a déficit

de acido fdlico y vitamina B12.

En el estudio a nivel individual la prevalencia de aumento del VCM en invierno-verano era
1.55 veces mayor que en verano-invierno. La prevalencia de presentar una diferencia de
VCM entre ambas determinaciones superior a 5fL, que se considera una diferencia
clinicamente significativa, era mayor en los expuestos que en los no expuestos. No
obstante, estas diferencias se hacian significativas cuando el tiempo entre la primera y la

segunda determinacion era superior a 6 meses.
Anemia

Wintrobe clasificd las anemias en funcion del VCM en anemia macrocitica, normocitica y
microcitica (Wintrobe, 1934). La prevalencia de anemia de este estudio (34.49%) era
mayor que la publicada por la OMS para Espafia en 2006 (12.9%) («Nutritional anaemias.
Report of a WHO scientific group», 1968). La prevalencia de anemia macrocitica en el total
de la muestra estudiada era de 3.33%, en hombres era mayor que en mujeres vy
aumentaba con la edad, alcanzando el maximo en sujetos mayores de 75 afios. En este
trabajo la anemia macrocitica presentd una frecuencia similar a la anemia microcitica,
mientras que en la literatura estas diferencias son mdas marcadas a favor de la anemia
microcitica, que es mas prevalente (Guralnik, Eisenstaedt, Ferrucci, Klein, & Woodman,
2004). Estas diferencias se deben a que los datos se obtuvieron a partir de sujetos con una
solicitud para determinar los niveles séricos de acido félico y por tanto con mayor

sospecha de déficit de esta vitamina y anemia macrocitica.

Cuando se estudid por estaciones se observd que la anemia macrocitica aumentaba en
verano respecto al invierno. El riesgo de prevalencia de presentar anemia macrocitica
junto con déficit de acido félico fue 1.74 veces mayor en verano que en invierno (IC 95%:

1.27 a 2.38) (p=0.039).

La mayoria de los estudios sobre la variacidn estacional de la anemia se han llevado a cabo

en paises africanos, en muchos de ellos relacionandolo con infestacién por malaria, y la
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estacion de lluvia. La incidencia de anemia megaloblastica es mayor en octubre vy
noviembre y disminuye marcadamente en diciembre en Malawi. Esto se explica porque la
principal fuente de folato son las verduras de hoja verde que disminuyen su disponibilidad
al progresar la estacién seca y esto puede causar aumento de la incidencia de anemia
megaloblastica en este periodo de tiempo (Paul, 1980). Un caso particular, son los
estudios realizados en corredores donde se ha identificado un tipo de anemia
caracterizada por un VCM aumentado (anemia del corredor), el mayor tamafio del
hematie favoreceria su hemolisis por el impacto de los pies al correr. Sin embargo, algunos
autores postulan que es una falsa anemia (pseudoanemia) por aumento del volumen

plasmatico (Dang, 2001).

Para estudiar el comportamiento de la anemia a nivel individual se determinaron las
diferencias entre dos pruebas de hemoglobina y VCM en los sujetos con una
determinacion de acido félico. En los expuestos era 1.95 veces mas frecuente tener VCM
de la segunda determinacion mayor que el de la primera con respecto a los no expuestos
(p<0.001), asi como el riesgo de de anemia macrocitica en el grupo de expuestos era 2.94

veces mayor que en los no expuestos (p=0.022).
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Establecimiento del punto de corte estacional. Relacion con radiacion UV

Resumen

Uno de los objetivos de la tesis era estimar un valor critico de acido fdlico que
determinase el riesgo de deficiencia de acido fdlico teniendo en cuenta la estacién del afio
utilizando curvas ROC con los valores de acido félico sdlo de los sujetos del seguimiento.
Para ello, se evalué un punto de corte general, un punto de corte para la estacién de

invierno y otro para la de verano.

Establecimiento de un punto de corte para identificar a sujetos en riesgo de déficit de

acido félico para cada estacion

Los sujetos del estudio de cohortes retrospectivo se clasificaron en sujetos con déficit de
acido fdlico si presentaban niveles de acido fdlico inferiores a 3 ng/mL en la segunda
determinacién y se construyé una curva ROC. En principio se determinaron utilizando
todos los sujetos y se obtuvo punto de corte de 4.96 ng/mL con un area bajo la curva
buena, una sensibilidad y especificidad aceptables (77.4% y 79.7% respectivamente).
Considerando la estacién en la que se determinaban los niveles de dacido fdélico en la
primera determinacidn se construyeron las curvas ROC para cada grupo. En el grupo con la
primera determinacidn en verano (grupo de no expuestos) se obtuvo un punto de corte de
4.64 ng/mL con un area bajo la curva de 0.892, una sensibilidad de 91.7% y especificidad
de 81.8% y en invierno (expuestos) un punto de corte de 5.77 ng/mL con un area bajo la
curva de 0.821, una sensibilidad de 82.9% y una especificidad de 72.9%. Las AUC
obtenidas fueron buenas y las sensibilidades y especificidades buenas o aceptables. El
valor del punto de corte de verano era menor que el de invierno en concordancia con la

disminucion de las medias de acido félico observadas en verano.

Todos los puntos de corte estimados presentaron un valor predictivo positivo muy bajo y
un valor positivo negativo muy alto, indicando una alta probabilidad de que la prueba
detectase los no enfermos cuando el resultado diese negativo, mientras que la

probabilidad de detectar enfermos cuando la prueba diese positiva era baja.

Los puntos de corte calculados hasta la fecha se basan en la aparicion de anemia o el
aumento de los niveles de homocisteina. En 1968, la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) definid el déficit de acido fdélico como la concentracion sérica de dacido félico
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inferior a 3 ng/mL basandose en la aparicion de anemia y utilizando el método
microbioldgico con Lactobacillus casei. También asocié los valores entre 3y 5.9 ng/mL con
una posible deficiencia (3-5.9 ng/mL)(«Nutritional anaemias. Report of a WHO scientific
group», 1968). El punto de corte de 5.9 ng/mL de la OMS se aproximaba al 5.77 ng/mL
encontrado para el invierno. Aunque las comparaciones de valores realizadas con
diferentes métodos debe interpretarse con cuidado porque se han descrito variaciones
entre métodos, sobre todo con el método microbioldgico (Yetley et al., 2011). En 2012, la
OMS revis6é los criterios de déficit de acido fdlico utilizando la concentracion de
homocisteina como indicador y utilizando el radioinmunoensayo para su determinacion.
En este informe se indico que el riesgo de déficit de acido félico se establecia en 4 ng/mL.
Este valor es inferior a los encontrados en esta Tesis Doctoral. La determinacién del punto
de corte se basd en la aparicion de deficiencia en los siguientes 3 a 9 meses desde la
primera determinacidon. No se utilizé la determinacién de homocisteina porque los datos

eran insuficientes.

En resumen, en la poblacién estudiada, los niveles de acido félico séricos eran inferiores
en verano respecto al resto de estaciones. En esta Tesis Doctoral se propone que esos
cambios se debian a la mayor incidencia de radiacidén solar en esa época del aino. Ademas,
independientemente de la causa que originase esa disminucion (habitos dietéticos,
exposicidon solar o cambios en la composicién del plasma), era importante tener en cuenta
esa tendencia para valorar los resultados de acido félico segun la estacion y de esa forma
detectar a los sujetos en riesgo de déficit de acido félico seglin la estacion del afio. Esto
permitiria un seguimiento mas individualizado y unas recomendaciones dietéticas en
sujetos en riesgo de déficit para mejorar su estatus de acido félico y evitar la aparicién de

déficit en los siguientes meses.
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Conclusiones

Generales

Los resultados de la presente Tesis Doctoral subrayan la importancia de tener en cuenta el

momento del afio en el que se realiza el analisis de sangre para la valoracion de

parametros hematoldgicos relacionados con el metabolismo del acido fdlico,

fundamentalmente el VCM y la anemia porque el riesgo de déficit de acido fdlico y anemia

macrocitica con déficit de acido fdlico es mayor en verano que en invierno.

Especificas

Las conclusiones especificas de la presente Tesis Doctoral fueron las siguientes:

A nivel poblacional, los niveles de acido félico disminuyen en los meses con mayor
incidencia de radiacion solar (verano) respecto a los de menos (invierno), asi como

se incrementa la prevalencia de déficit bioquimico en verano.

A nivel individual, el riesgo de déficit de acido félico es mayor en el grupo de
sujetos expuestos a periodos con mayor incidencia de radiacion ultravioleta. Este

incremento también se observa en sujetos sin desnutricidon bioquimica.

A nivel poblacional, la prevalencia de anemia macrocitica es mayor en verano que
en invierno y la asociacion entre anemia macrocitica y déficit bioquimico de acido
folico es mayor en la estacion estival que invernal. A nivel individual, el riesgo de
anemia macrocitica aumenta en el grupo de invierno-verano (periodo de mayor

incidencia de radiacion ultravioleta).

El uso de un punto de corte de riesgo de acido félico para cada estacidon permite
adaptar el punto de corte segln la estacion del afio y detectar a los sujetos en
riesgo de presentar déficit de acido félico segun la época del afio en la que se

realice la prueba.

Las medias de algunas variables como la vitamina B12 y la albumina disminuyen en
verano mientras que la media de homocisteina y vitamina D aumenta en verano

respecto a invierno.
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