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RESUMEN

En los dltimos afios se han identificado y estudiado funciones del acido fdlico relacionadas con
la salud cardiovascular y el desarrollo de enfermedades tumorales en los individuos. El
consumo de esta vitamina produce una reduccién de los niveles sanguineos de homocisteina,
amino acido asociado como factor de riesgo de enfermedad cardiovascular. Sin embargo, las
ultimas investigaciones plantearon la hipétesis que la hiperhomocisteinemia es solo un
marcador de deficiencia de acido félico y vitamina B,,. En consecuencia, se ha planteado que la
deficiencia de estas vitaminas podria tener un efecto causal en el desarrollo de enfermedad
cardiovascular. El principal candidato podria ser el acido félico, debido a sus propiedades

antioxidantes y por su participacion directa en los procesos de metilacion.

El objetivo de este estudio fue demostrar en un modelo animal que la deficiencia de
acido folico, independiente de los niveles de homocisteina, altera la reactividad vascular

endotelio dependiente.

Metodologia: El estudio se realiz6 con 48 ratas Wistar macho, las cuales se
dividieron en 4 grupos de acuerdo a su alimentaciéon durante 8 semanas: A: deficiente en
acido foélico y vitamina B,,, B: deficiente en acido félico, C: deficiente en vitamina B, y D:
grupo Control. Terminado el perfiodo de alimentaciéon las ratas se sacrificaron por
dislocaciéon cervical para evaluar la reactividad vascular endotelio dependiente en
segmentos de aorta toracica. Se tomaron muestras de sangre para determinacion sérica de
homocisteina, folato y vitamina B,, Los resultados se analizaron mediante estudios de

comparacion multiple (Analisis de varianza y analisis de varianza para series repetidas).

Resultados: Los niveles séricos de folato fueron significativamente mas bajos en
los grupos deficientes (grupo A y B) al compararlos con los suplementados (grupo C y D)
(p<0,0001). Los niveles séricos de vitamina B, fueron significativamente mas bajos en los
grupos deficientes (grupo A y C) en comparacién con los grupos suplementados (grupo By
D) (p<0,0001). Los niveles de homocisteina fueron diferentes entre los grupos (p<<0,0001).
El estudio de reactividad vascular endotelio dependiente demostré que los anillos adrticos
de los 4 grupos de ratas, se relajaban en forma similar, al igual que la respuesta endotelio

independiente.



Conclusion: Este estudio no avala la deficiencia de folato o la

hiperhomocisteinemia como factor de riesgo de enfermedad cardiovascular en animales.



SUMMARY

During the last few years, certain functions of folic acid related to cardiovascular
health and to the development of tumor diseases in individuals have been identified and
studied. The consumption of this vitamin produces a reduction of the homocysteine blood
level. This is an amino acid which is associated to a risk factor in cardiovascular diseases.
Nevertheless, recent researches suggest that the hyperhomocysteinemia is just a marker of
folic acid and vitamin B,, deficiency. As a result, it has been proposed that the lack of these
vitamins could have a causal effect in the development of cardiovascular diseases. The
main culprit of this situation could be folic acid, due to its antioxidant properties and its

direct participation in methylation processes.

The aim of this study was to prove, using an animal model, that folic acid
deficiency, independently of the homocysteine levels, alters the endothelial dependent

vascular reactivity.

Methodology: The research comprehended the study of 48 Wistar male rats,
which were divided into 4 groups according the type of food they received during 8 weeks.
A.: deficient in folic acid and vitamin B,,; B: deficient in folic acid; C: deficient in vitamin
B,,; D: Control group. Once the feeding period finished, the rats were put down by cervical
dislocation in order to evaluate the endothelial dependent vascular reactivity in segments of
the thoracic aorta. Blood samples were taken to determine levels of homocysteine, folate
and vitamin B,,. The results were analysed through comparative studies (Anova and Anova

for repeated series).

Results: Serum levels of folate were significantly lower than in the deficient groups
(group A and B) when comparing them to the supplements (group C and D) (p<<0.0001).
The serum levels of vitamin B, were significantly lower than in the deficient groups (group
A and C) when comparing them to the supplements (group B and D) (p<<0.0001). The
homocysteine levels were different between the groups (p<0.0001). The endothelial
dependent vascular reactivity study proved that the aortic rings in the 4 groups of rats

relaxed in a similar way, in the same as the endothelial independent response.



Conclusion: This study did not find that folate deficiency or

hyperhomocysteinemia was a risk factor in cardiovascular diseases in animals.






INTRODUCCION

El acido félico, también llamado folato, es una vitamina del complejo B. Participa
en procesos de metilacion del organismo. La deficiencia de acido félico aumenta los niveles
de homocisteina, debido a que disminuye la via de remetilacion de homocisteina a

metionina.

El acido fdlico al igual que otras vitaminas del complejo B, como la vitamina B,
B, son necesarias para la remetilacion y transulfuraciéon de la homocisteina. Es por esto,
que la deficiencia de alguna de estas vitaminas llevara a un aumento de los niveles de

homocisteina en sangre.

Numerosos estudios han descrito una asociacion entre aumento de la
concentracién sérica de homocisteina, baja concentraciéon de folato sérico y enfermedad
cardiovascular. La gran mayoria de estos estudios, han sido interpretados como que el
estatus dietario del folato aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular debido al
aumento de los niveles de homocisteina. Sin embargo, en la actualidad se discute su
causalidad en la génesis de enfermedad cardiovascular, debido a que existen evidencias en la
literatura que demuestran una asociacion entre enfermedad coronaria o vascular periférica y

bajos niveles séricos de folato, independiente de los niveles sanguineos de homocisteina.

Algunos autores han demostrado que la suplementacién con folato, mejora la
reactividad vascular en animales de experimentacién y en humanos, independiente de la
concentracién de homocisteina. Los mecanismos potenciales por los cuales el folato podria
prevenir o disminuir el riesgo de enfermedad cardiovascular estarfan mediados por una
accion antioxidante, efecto directo sobre la produccién o biodisponibilidad de 6xido nitrico

y/o alteraciéon de los procesos de metilacion.

El objetivo general de este estudio es demostrar en un modelo animal que el déficit
de folato dietario disminuye la respuesta vasomotora endotelio dependiente, independiente

de los valores de homocisteina plasmaticos.



Si se demuestra que existe una causalidad entre el déficit de folato y enfermedad
cardiovascular, en Chile deberfamos observar una disminucién paulatina y significativa de la
mortalidad por enfermedades cardiovasculares debido a la fortificacién de la harina de trigo

con acido folico.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El acido fdlico o folato es una vitamina hidrosoluble, perteneciente al complejo B.
Se encuentra extensamente en la naturaleza, principalmente en vegetales de hojas verdes,
frutas, leguminosas y cereales (Voukiklaris ez al, 1996; Kafatos et al., 1997; Kafatos et al.,
2000). El acido félico es un cofactor escencial que participa en reacciones de metilacion
como la formacién y transferencia de una unidad de carbono a purinas y pirimidinas para la
sintesis de ADN (Moat ez al., 2004); también juega un importante rol en procesos de

regeneraciéon de metionina (Verhaar ef al., 2002).

El folato se ha considerado como un nutriente clave implicado en la mantencién de
la salud y en la prevencién de enfermedades cronicas (Stover, 2004). El estatus de folato
puede ser influenciado negativamente por un inadecuado consumo de esta vitamina,
polimorfismo genético o interacciones con varias drogas (Rampersaud ez @/, 2003). La
deficiencia de acido félico o anormalidades en el metabolismo del folato durante el
embarazo se asocia a un mayor riesgo de anomalias en el desarrollo, particularmente
defectos de cierre del tubo neural (Verhaar ef al., 2002). Otras potenciales manifestaciones
de deficiencia de folato incluyen el desarrollo de ciertos tipos de cancer, defectos en la
sintesis de DNA, anemia macrocitica megaloblastica, desérdenes neurolégicos o
neurosiquiatricos y enfermedad cardiovascular aterotrombética (Graham, 2000; Verhaar er

al., 2002).

Estudios realizados en vatios paises (Iran, Korea, EEUU), donde se comparan los
niveles sanguineos de vitamina B,, y folato, indican la prevalencia de bajos niveles de estas
vitaminas (Jacques ¢ al., 1999; Selhub ez al., 1999; Lim e al., 2002; Golbahar ez al., 2004).
Esto puede deberse a variaciones geograficas, diferencias étnicas y raciales (Godbahar ef a/.,
2004), causas genéticas, diferentes estilos de vida, inadecuado consumo de vitamina B,
inadecuada coccién de vegetales (coccion prolongada puede destruir hasta el 90% del
contenido de acido félico), refrigeracion de vegetales o la no implementacioén de planes de

fortificacion de los cereales con acido folico (Dawson ef al., 1994).

Se ha encontrado una relacién inversa entre el consumo de tabaco y las

concentraciones séricas de folato. Los fumadores presentan niveles menores de folato que



no fumadores. Esta asociacion se ha atribuido a un menor consumo de frutas y vegetales

port este grupo (Subar ez al., 1990).

El acido félico junto con la vitamina B, y B,, (Cobalamina), son necesarias para las
vias de remetilacién y transulfuracion de homocisteina (Verhaar ez al., 2002), actuando la
vitamina B,, como cofactor y el folato como coenzima (Lim e a/l, 2002). Para la
remetilaciéon de la homocisteina se requiere de la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa (5,10-MTHFR) y metionina sintetasa. La transulfuraciéon es dependiente de la
actividad de la enzima cistationina $-sintetasa (CBS) (Symons ¢z 4/, 2006). En consecuencia
los niveles sanguineos de 4cido folico y vitamina B,, estan inversamente relacionados con

los niveles de homocisteina (Hirsch ez a/., 2002).

La homocisteina (Hcy) es un amino acido no esencial que posee grupos sulfuro en
su estructura. Deriva de la demetilacién de un amino icido esencial, la metionina dietaria
(Chen et al., 2001). L.a metionina es convertida a S-adenosil metionina (SAM) por la enzima
metionina adenosil transferasa (Figura 1). S-adenosil metionina es demetilada a S-adenosil
homocisteina (SAH), que es la tnica via dadora de grupos metilos en humanos. Esta via es
esencial al proveer grupos metilos para la formacién de varias biomoléculas como ADN;
proteinas, fosfolipidos y neurotransmisores. SAH es hidrolizada a homocisteina en una
reaccion reversible, en la cual la formacion de SAH es favorecida. L.a homocisteina puede
ser remetilada a metionina por 2 vias: 1) via enzima metionina sintetasa, que utiliza a la
vitamina B,, como cofactor y a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF, forma circulante de acido
félico) como dador de metilos, y 2) via enzima betaina-homocisteina metiltransferasa. La
homocisteina, en una via dependiente de vitamina B, puede ser metabolizada por la enzima
cistationina [@-sintetasa a cistationina, que es hidrolizada a cisteina por la enzima
cistationasa, que también requiere a la vitamina B, como cofactor. La cisteina es entonces
convertida a glutation, taurina o sulfato, que posteriormente son excretados por la orina.
Esta via se utiliza en los perfodos de elevado consumo de metionina o cuando los
requerimientos de grupos metilos son bajos. Por el contrario, en periodos de bajo consumo
de metionina y/o incremento en los requerimientos de grupos metilos, la homocisteina es

remetilada a metionina (Moat et al., 2004).



Figura 1:
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Elevados niveles de homocisteina en el plasma (hiperhomocisteinemia) han sido
relacionados con un inadecuado estatus de las vitaminas cofactores (folato, vitamina B, y
B,,), defectos genéticos en las enzimas involucradas en el metabolismo de la homocisteina
(Martin ez al., 2003) o falla renal, entre otros (He e/ al., 2004). La mediciéon de homocisteina
plasmatica puede por lo tanto, ser util para analizar indirectamente el estatus nutricional de

estas vitaminas (Nygard ez 2/, 1998; Graham, 1999).

Elevados niveles de homocisteina plasmatica se han asociado a mayor riesgo de
aterosclerosis, accidente vascular encefalico, infarto al miocardio. Existen publicaciones en
las cuales se ha encontrado que el 40% de los pacientes con estas patologias, presentan
hiperhomocisteinemia leve o moderada (Boushey ez @/, 1995; Clarke, 1998; Eikelboom ez
al, 1999). Otras enfermedades que se han asociado con hiperhomocisteinemia son
enfermedad de Alzheimer, deficiencia cognitiva en ancianos, malformaciones congénitas
(Faraci, 2003), osteoporosis y fracturas de cadera (Selhub ez a/., 2000; Jacobsen, 1998). La
hiperhomocisteinemia también induce cambios en el ADN lo que puede resultar en

defectos procarcinogénicos (Rampersaud ez a/., 2003).

El mecanismo por el cual la homocisteina puede causar dafio vascular no esta claro

(Doshi ez al., 2001). Evidencias experimentales sugieren que la homocisteina facilita el dafio
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arterial  oxidativo, disminuye la secreciéon de Oxido nitrico, incrementa la
homocisteinizaciéon de proteinas, dana en forma directa el endotelio vascular, deteriora la
regulacién vasomotora endotelio dependiente, aumenta la proliferacién vascular del
musculo liso o altera las propiedades de la coagulacién sanguinea (Welch y Loscalzo, 1998;

Jakubowski ez al., 1999).

El endotelio es una monocapa de células que reviste por completo el arbol
vascular. Juega un importante rol en la fisiologia vascular con la liberaciéon de diferentes
mediadores que influencian el tono vascular, la hemostasis y la inflamacién. De las
substancias liberadas por el endotelio, el 6xido nitrico (NO) es la mds importante en

términos de mantencion del tono vascular y en prevencién de ateromas (Moat e7 al., 2004).

La primera manifestaciéon de la enfermedad aterosclerdtica es la disfuncion
endotelial, la que se caracteriza por el deterioro de la dilatacion mediada por el flujo,
debido a la reduccién de la biodisponibilidad de NO, ya sea debida a una mayor
degradacion por super 6xidos o por una menor sintesis. EI NO deriva del metabolismo de
L-arginina por accién de la 6xido nitrico sintasa (eNOS) (Palmer ez 4/, 1988), una enzima
presente en las células endoteliales (Lischer e a/., 1990). La eNOS cataliza la formacion de
NO por incorporacion de moléculas de oxigeno dentro del sustrato L-arginina, una
reaccion que requiere de NADPH, el activador alostérico calmodulina y varios cofactores
como tetrahidrobiopterina (BH,) (Matletta, 1994). BH, actia como dador de electrones

oxidandose a su forma inactiva dihidrobiopterina (BH,).

Los factores de riesgo cardiovascular (dislipidemia, tabaquismo, obesidad) estan
asociados a una disminucién de la vasodilataciéon endotelio dependiente. Esta alteracién en
la reactividad vascular endotelio dependiente es medible en humanos y en animales. En
humanos se puede utilizar un método invasivo (poco utilizado), mediante la inyeccién de
acetilcolina y posteriormente la medicién de las arterias coronarias, en las cuales se
observara vasodilatacion si el endotelio se encuentra intacto o una vasoconstriccion
paradojica si el endotelio esta lesionado (Ludmer e a/., 1986). También se puede medir por
medio de un método no invasivo, utilizando ultrasonido. Se mide la dilatacién de 1a arteria
braquial después de la realizacion de un torniquete (Sorensen e al., 1995). En animales la

medicién de la funcién endotelial se realiza por un método invasivo en el cual se mide la
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respuesta vasodilatadora de un segmento aortico a dosis sucesivas y acumulativas de

acetilcolina (Symons ez al., 2000).

En monos y humanos se ha observado una disminucion de la funcién endotelial,
endotelio dependiente después de una hiperhomocisteinemia inducida por la dieta (Lentz ez

al., 1996; Bellamy ez al., 1998).

Un aumento en los niveles de homocisteina han sido relacionadas clinicamente con
enfermedad cardiaca coronaria y numerosos estudios 7z vitro e in vivo han mostrado que
elevaciones de los niveles de homocisteina inducen disfuncién o dafio endotelial (Wall ez
al., 1980; Lentz ef al., 1996; Chambers ¢/ al., 2001). El mecanismo por el cual la Hcy altera
la funcién endotelial es debido al efecto dafino que ejerce la homocisteina en el endotelio
por medio de mecanismos que involucran especies de oxigeno reactivo (Loscalzo, 1996).
La homocisteina contiene un grupo sulfhidrilo libre que cuando se oxida a disdlfido
produce aniones superoxidos y perdxidos de hidrégeno (Starkebaum ez a/., 1986; Nappo ez

al,, 1999).

Estudios epidemiolégicos parecen apoyar una relacion entre el estatus de folato
dietario y enfermedad vascular aterotrombodtica (Hu e# al, 2001). Pruebas realizadas en
forma controlada han demostrado que el tratamiento con folato dietario natural o con
acido fdlico sintético reduce significativamente los niveles plasmaticos de homocisteina
(Hirsch et al., 2002; Moat et al., 2004). Este efecto en la disminucién de la homocisteina
puede ser explicada porque el folato participa como sustrato en la remetilaciéon de

homocisteina a metionina (Verhaar ez a/., 2002).

Sin embargo, no se sabe si la hiperhomocisteinemia es un marcador o es la causa
de las alteraciones cardiovasculares, debido a que, estudios mas recientes han comprobado
que la hiperhomocisteinemia no estd asociada con cambios en la reactividad vascular
endotelio dependiente o con estrés oxidativo, en adultos jévenes y mayores sanos que
presentan altas concentraciones séricas de folato, pero bajos niveles de vitamina B,
(Hirsch ez al, 2004). Otros estudios han demostrado que existe una asociacién entre
funciéon vascular e hiperhomocisteinemia en ancianos (Chao et al., 2000; Hirsch et al.,
2002), o cuando existe deficiencia de folato, pero no de vitamina B, (Selhub ez /., 1995).

Por otra parte, otros autores no han demostrado una asociacion entre reactividad vascular

12



endotelio dependiente e hiperhomocisteinemia en individuos sin otros factores de riesgo
cardiovascular, medida por acetilcolina (Hanratty ez a/l, 1998) y por ultrasonido en

voluntarios sanos sin deficiencia de folato normal (Hirsch ez a/., 2004).

Aunque la mayoria de los estudios publicados avalan la teorfa de que la deficiencia
de acido folico aumenta el riesgo cardiovascular debido al aumento en los niveles de
homocisteina, ha surgido el debate acerca si el agente causante de la alteracion de la
reactividad vascular serfa la hiperhomocisteinemia, la deficiencia de acido félico o una
combinacién de ambas. En el udltimo tiempo se han ido sumando evidencias que
demuestran una relacion entre niveles de folato sérico y aumento del riesgo cardiovascular,
independiente de los niveles de homocisteina (Silberberg e al., 2001; Moat et al., 2004). Se
ha descrito en pacientes con enfermedad vascular periférica concentraciones séricas de
folato mas bajas que sus controles, ain con valores similares de homocisteina (Bunout e#

al., 2000).

La deficiencia de folato puede ser la causa primaria del incremento del riesgo de
enfermedad vascular y la hiperhomocisteinemia sélo un marcador del bajo estatus de folato

(Verhaar et al., 2002).

Algunos investigadores han demostrado que la administraciéon de acido félico
mejora la disfuncién endotelial en pacientes con enfermedad cardiovascular, en presencia
(Chambres et al., 2000, Title ez al., 2000; Doshi ez al., 2001) o ausencia (Wilmink ez a/., 2000;
Doshi ez al., 2001) de un descenso en los niveles de homocisteina. Estos estudios sugieren

una accién benéfica directa del acido folico en la funcién vascular.

En una serie de experimentos z vitro, se ha demostrado que el folato posee accion
antioxidante. Se observé que 5-MTHF puede reducir la generaciéon de superdxidos
generados por el sistema xantina oxidasa/hipoxantina a través de un aumento de la 6xido
nitrico sintasa (Verhaar ez al., 1998). Otros autores han mostrado que el 4cido félico anula
el incremento de superdxidos endoteliales inducidos por la homocisteina (Doshi ez al.,

2001).

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) son susceptibles a ser oxidadas por las

células de la pared vascular, lo que contribuye al inicio de la disfuncién endotelial (Witzum
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et al., 1991; Sparrow et al., 1993). La oxidaciéon de LDL transforma estas lipoproteinas en
particulas mas aterogénicas con propiedades vasomotoras y trombogénicas, favoreciendo
la llegada y la progresion de las placas de ateromas (Sevanian ez a/., 1999). Esta condicién es
clave en el proceso de aterogénesis (Olszewski ez al., 1993). Este mecanismo asociado con
la disfuncién endotelial inducida por la homocisteina es probablemente mediado por el
estrés oxidativo, el cual es muy importante en el incremento de los niveles de oxidaciéon de
LDL (Olszewski ez al., 1993; Ventura ez al., 2000). Ronco y cols, observaron que el 5-metil
tetrahidrofolato (5-MTHF) protege a las LDL de modificaciones oxidativas 7z vitro (Ronco
et al., 2005). En humanos se ha descrito que la administracién oral de acido félico prolonga
el lapso de tiempo de oxidaciéon de LDL en nifios con insuficiencia renal cronica e
hiperhomocisteinemia (Durand e7 /., 1996). Ademas, modelos en ratas deficientes de acido
folico aumentan la lipoperoxidacion y disminuyen la capacidad antioxidante de las células
(Durand ez al, 1996). Este efecto protectivo de 5-MTHF sobre las modificaciones
oxidativas de LDL, es independiente de las concentraciones de homocisteina (Ronco e# al.,

2005).

Por otra parte, el metabolito celular SAM, proveniente de la metabolizaciéon de la
metionina dietaria, es un protector celular debido a que reducirfa el estrés oxidativo en los
sistemas biologicos. Los mecanismos de proteccion son por accidén directa o como
precursor de glutatiéon, un antioxidante celular (Lu, 2000). En ratas, la administraciéon de
SAM inhibe la lipoperoxidacién cerebral (Villalobos e al, 2000), mejora la funciéon
hepatica y reduce el estrés oxidativo mitocondrial en higado (Gonzalez-Correa ez al., 1997).
También se ha observado que en anillos adrticos de rata, SAM disminuye
significativamente la lipoperoxidacion vascular (De la Cruz ef al., 1997). Es por este motivo
que la disminucién de SAM producto del déficit de 4cido félico, podria aumentar el estrés
oxidativo en los sistemas celulares, considerando que las condiciones de disminucién de la
oxidacién de LDL pueden ser relacionadas con un mejoramiento de la funcién endotelial

(Ronco ¢t al., 2005).

Por otra parte, se ha demostrado que la administracién intra-arterial de 5,10-
metiltetrahidrofolato y la suplementacién oral con acido félico puede reestablecer la
funciéon endotelial en pacientes con hipercolesterolemia pero con niveles plasmaticos de

homocisteina normales (Verhaar ef al., 1998; Verhaar et al., 1999).
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Recientemente se publico un estudio en ratas donde se demuestra que sélo
hiperhomocisteinemia, sumada a deficiencia de 4acido félico disminuye la reactividad

vascular (Symons ez al., 20006).

Un mecanismo propuesto es que, 5-MTHF, forma activa de acido fdlico,
incrementa la produccion de 6xido nitrico, reduce la produccion de superdxidos y busca
directamente aniones superéxidos (Stroes ez al., 2000). Por lo tanto, una disminucién critica
de folato puede deteriorar la biodisponibilidad de 6xido nitrico via disminucién de la
produccién y/o incremento en la inactivacién de esta importante molécula vasoactiva
antiaterosclerdtica (Lokk, 2003). Estas observaciones sugieren que altas dosis de acido
folico tienen otra acciéon farmacoldgica independiente del efecto sobre los niveles de

homocisteina plasmatica.

Estudios recientes han demostrado que bajo ciertas condiciones fisiopatoldgicas, la
oxido nitrico sintetasa puede cambiar la sintesis de 6xido nitrico a la produccioén de super
oxidos (Pritchard et al, 1995; Stroes et al, 1998; Xia et al, 1998), proceso llamado
desacoplamiento. Se ha descrito que BH, reduce la produccion de superéxidos por eNOS
in vitro (Stroes et al., 1998; Vasquez-Vivar et al., 1998) y mejora la disponibilidad de NO 7
vivo (Tiefenbacher ez al., 1996; Stroes et al., 1997), restaurando el desacoplamiento de
eNOS. En una reciente serie de experimentos z vitro se encontré que 5-MTHF reduce la
generacién de superoxidos e incrementa la sintesis de NO (Stroes e al, 2000). El
mecanismo exacto por el cual el acido félico puede interactuar con el incremento en la
biodisponibilidad de NO no se conoce. Sin embargo, podria estar involucrado en la
estabilizacion quimica de BH,, regeneracién de BH, desde BH2 e interaccion directa de 5-
MTHF para imitar a BH, (Moat ez a/., 2004). En efecto, la suplementacién con altas dosis
de 4cido félico producen mejoria clinica en nifios con deficiencia de BH, (Smith e# a/,
1985). También se ha observado en pacientes hipercolesterolémicos que la administracion
de BH,, puede restaurar la actividad del NO (Verhaar ez a/., 1998). In vitro, se demostrd que
el folato puede estimular la regeneracion de BH, a partit de BH, y asi aumentar la

formacién de NO (Doshi ez al., 2004).

El acido félico posee un acentuado efecto benéfico en las fases tempranas de la
aterogénesis, sin embargo, no se observa ningin beneficio en estados mas avanzados, dada

la reducida expresion de eNOS en aterosclerosis mas avanzadas (Oemar ef a/., 1998). En
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efecto, solo un pequefio mejoramiento de la funcién endotelial ha sido observado después

de la suplementacion con folato en aterosclerosis coronaria (Title ef a/., 2000).

Mas aun, se ha descrito que la suplementaciéon con grandes dosis de esta vitamina
podria tener un efecto paradojal en prevencién secundaria, aumentando el riesgo de
reestenosis en pacientes coronarios tratados con Stent (Lange ef al, 2004; Hankey ez al.,
2005). También se observd que el acido félico sélo es efectivo, disminuyendo el grado de

reestenosis, en pacientes mujeres, diabéticos o hiperhomocisteinémicos (Lange e# al., 2004).

La fuerte evidencia del rol protector del acido félico obligd a las autoridades a
realizar estrategias de intervencion. En 1996, la FDA (“Food and Drug Administration”)
en Estados Unidos determiné que todos los cereales deberfan ser enriquecidos con acido
folico y desde enero de 1998 es obligatoria la fortificacion de la harina de planificacion que
se consume en ese pais (FDA, 1996). El programa de fortificacién de la harina de trigo,

ordenada por el Ministerio de Salud se llevé a cabo en nuestro pais a partir del afio 2000.

Si se demuestra que existe una causalidad entre el déficit de folato y enfermedades
cardiovasculares, en Chile deberfamos observar una disminucién paulatina y significativa
de la mortalidad por enfermedades cardiovasculares debido a la fortificacién de la harina
de trigo. Los resultados hasta la fecha han demostrado que los niveles de folato sérico han

aumentado al doble en los chilenos (Hirsch ez al., 2002).

16



HIPOTESIS

La respuesta vasodilatadora endotelio dependiente disminuye en ratas con

hiperhomocisteinemia secundaria a deficiencia de acido félico.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar en un modelo animal que la deficiencia de acido félico, independiente

de los niveles de homocisteina, altera la respuesta vasomotora endotelio dependiente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Provocar deficiencia de acido félico, vitamina B,, y de ambas vitaminas en un
modelo animal

> Comparar la respuesta vasodilatadora endotelio dependiente en ratas
hiperhomocisteinémicas, secundaria a deficiencia de acido félico, vitamina B,, o ambas.

> Demostrar en un modelo animal que hiperhomocisteinemia es un marcador de
deficiencia de vitamina B,, y/o 4cido félico

> Demostrar en un modelo animal que hiperhomocisteinemia, secundaria a

deficiencia de acido félico, altera la reactividad vascular endotelio dependiente.
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MATERIAL Y METODOS

En el Bioterio del INTA (Universidad de Chile), que cuenta con un medio
ambiente controlado, temperatura de 21°C y 13 horas de luz diarias (desde 8:00 a 21:00
hrs), se cruzaron 116 ratas Wistar hembras con 73 machos del mismo tipo, en forma
desfasada, semanalmente, desde el 3 de Noviembre de 2005 hasta al 18 de Enero de 2006
(tabla 1), de acuerdo a la calendatizacion de los experimentos (6/03/2006 al 22/05/2000).
De estas cruzas, 27 hembras quedaron prefadas y nacieron 112 machos. Del total de las
crias machos se seleccionaron 6-7 machos por semana (los mas grandes). Durante los
primeros 21 dias las crias permanecieron con sus madres para lactancia. El dia 21 se
separaron de la madre y comenzaron una alimentacién completa con “pellet” comercial
(alimento extruido para rata de laboratorio fabricado por Champion) durante 24 dias hasta
llegar a la adultez. Al cumplir 45 dias de vida se seleccionaron 48 ratas (4 por semana) con

un peso entre 155 gy 210 g.

Los machos seleccionados se cambiaron a jaulas individuales, se identificaron con
un nimero en la base de la cola, e ingresaron a un programa de alimentacién normal,

restringida en acido félico, vitamina B,, o en ambas vitaminas, por un periodo de 8

semanas.

Tabla 1:

Calendario estimativo al dia de sacrificio

S Cruza Parto Destete Fin dieta “Pellet” | 8 Semanas Dieta Sacrificio
1 04/11/05 |25/11/05 |15/12/05 |08/01/06 09/01/06-5/03/06 |06/03/06
2 12/11/05 |03/12/05 |23/12/05 |15/01/06 16/01/06-12/03/06 | 13/03/06
3 19/11/05 |10/12/05 |30/12/05 |22/01/06 23/01/06-19/03/06 |20/03/06
4 26/11/05 |17/12/05 |06/01/06 |29/01/06 30/01/06-26/03/06 |27/03/06
5 02/12/05 |23/12/05 |13/01/06 |05/02/06 06/02/06-2/04/06 |03/04/06
6 07/12/05 |28/12/05 |19/01/06 |12/02/06 13/02/06-9/04/06 |10/04/06
7 15/12/05 |05/01/06 |26/01/06 |19/02/06 20/02/06-16/04/06 |17/04/06
8 22/12/05 [12/01/06 |02/02/06 |26/02/06 27/02/06-23/04/06 | 24/04/06
9 29/12/05 [19/01/06 |09/02/06 |05/03/06 06/03/06-30/04/06 | 01/05/06
10 |05/01/06 |26/01/06 |16/02/06 |12/03/06 13/03/06-7/05/06 | 08/05/06
11 |12/01/06 |02/02/06 |23/02/06 |19/03/06 20/03/06-14/05/06 | 15/05/06
12 119/01/06 |09/02/06 |02/03/06 |26/03/06 27/03/06-21/05/06 |22/05/06
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Cada semana a partir del 9 de Enero hasta el 27 de marzo de 2006 (12 semanas),

ingres6 un macho a cada grupo (4 ratas), de acuerdo al tipo de alimentacion:

1.- Grupo A: Deficiente en Vitamina B,, y Acido Félico. Alimentados con una dieta

artificial, importada, carente en vitamina B,y acido félico.

2.- Grupo B: Deficiente en Acido Félico. Alimentados con una dieta artificial, importada,
carente en vitamina B, y acido félico. Se agregd cobalamina al agua de bebida en una dosis

de 50 ug/Kg de Dieta, requerimientos necesatios pata la especie.

3.- Grupo C: Deficiente en Vitamina B,,. Alimentados con una dieta artificial, importada,
carente en vitamina B,, y acido félico. Se agrego acido félico en el agua de bebida en una

concentracién de 8 mg/Kg de Dieta, requerimientos necesarios para la especie.

4.- Grupo D: Control. Alimentados con la dieta chow, que simula una fortificaciéon de

folato y vitamina B,,.

Se utilizo la dieta “Vitamin Mix For AIN-76* Rodent Diet Without Added Folate
or Cyanocobalamin”, de “Research Diets”, para los grupos 1, 2 y 3 y “Modified AIN-76*

Rodent Diet No Added Folate or Vitamin B,,”, de “Research Diets”, para el grupo control.

Se control6 el peso de las ratas cada semana durante las 8 semanas de alimentacion

restrictiva.

Una vez terminadas las 8 semanas de alimentacién con dieta restrictiva en acido
folico, vitamina B, o en ambas vitaminas y con un peso de 500g aproximadamente, las
ratas fueron llevadas a la Facultad de Medicina Norte (Universidad de Chile),
Departamento de Farmacologia donde se determiné la reactividad vascular caracterizando
la funcién endotelial de segmentos de aorta toracica de ratas, mediante la evaluacion de la

relajacion dependiente de endotelio y no dependiente de endotelio.

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se procedié a abrir el
abdomen y el térax para extraer sangre de la vena aorta abdominal para determinacién

sérica de homocisteina, vitamina B, y acido félico. Posteriormente, se obtuvo un segmento
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de aorta toracica, y se colocd en una placa Petri que contenfa una soluciéon de “Tyrode”
burbujeada con CO, 5%, O, 95%, a 37° C. Se disec6 cuidadosamente el vaso con el fin de
eliminar toda la grasa periarterial, hasta la adventicia y se corté un anillo de un tamafio
aproximado de 5 mm. El anillo aértico fue montado en dos ganchos de acero inoxidable e
introducido en un bafio de 6rganos de 25 ml con solucién de “Tyrode” oxigenada y
mantenida 37° C (pH 7,4). Uno de los ganchos fue fijado al fondo del bafio y el otro a un
transductor Grass de tension isométrica (FT-1) conectado a un poligrafo Gilson de

inscripcion directa.

La solucién de “Tyrode” modificada tenfa la siguiente composicion milimolar
(mM): NaCl 119,7; KClI 5,4; CaCl, 2,7; KH,PO, 1,2; MgSO,-7H,O 1,2; NAHCO, 23,8;
glucosa 11,1. Al ser aireada con la mezcla de O,/CO, (95%/5%), el pH fue de 7,4 + 0,05.

Los anillos arteriales fueron sometidos a una tension de reposo de 1,5 g obtenida
mediante el ajuste de un microtornillo en la montura del transductor de fuerza y
equilibrados durante 1 hora, cambiando la solucién del bafio cada 15 minutos. Finalizado el
periodo de estabilizacion, se registraron dos contracciones inducidas por despolarizacion
con K", cambiando la solucién de Tyrode por una solucion de 70 mM de K* obtenida
reemplazando NaCl (66,3 mM) por KCI (104,4 mM). La contraccién maxima inducida por

K" fue considerada como contraccion de referencia.

Posteriormente, la aorta fue contraida mediante una concentraciéon de 10* M de
noradrenalina (NA) en el bafio y se efectu6 una curva dosis-respuesta de relajacion,
afiadiendo acetilcolina (ACh) en concentraciones logaritmicas acumulativas de 10”7, 3 x 107,
10,3 x 10% 107, 3 x 107 y 10° M. Después de haber alcanzado la respuesta maxima con
una concentracién, se aplicé la concentracion sucesiva. Después del efecto de 10° M de
ACh, se registro la relajacién maxima independiente de endotelio mediante el agregado de
10* M de nitropusiato de sodio. Finalizado el experimento, los anillos adrticos fueron
desmontados del bafio y pesados en una balanza analitica con el fin de obtener el peso

himedo para normalizar los valores equilibrados durante 1 hora.

Para la mediciéon de los niveles séricos de la homocisteina y las vitaminas se

utilizaron los siguientes métodos:
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- Homocisteina (Hcy): Mediante la metodologia de captura idénica, con un kit del
laboratorio Abbott (IMx homocisteina Assay, Laboratorio Abbott, Division Diagnostica,
Abbott park).

- Vitamina B,,: Mediante inmunoensayo competitivo con un kit (“Immulite”) del

Laboratorio DPC (“Diagnostic Products Corporation”), Los Angeles CA.

- Folato Sérico: Mediante inmunoensayo competitivo con un kit (“Immulite”) del

Laboratorio DPC (“Diagnostic Products Corporation”), Los Angeles CA.

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables analizadas en el presente estudio son las siguientes:
1.- Peso de las ratas
2.- Concentracién sérica de homocisteina
3.- Concentracion sérica de folato
4.- Concentracion sérica de vitamina B,

5.- Anillos adrticos

Los resultados obtenidos de las variables mencionadas se analizaron principalmente
en estudios de comparacién multiple. Para ello se calcul6 promedio y desviacion estandar.
Para las variables 2, 3 y 4 también se realizé analisis de varianza y Post hoc mediante la
prueba de Scheffé con la finalidad de comparar las distintas variables entre los diferentes
grupos. Los resultados obtenidos de la experimentacién con anillos adrticos se analizaron
mediante analisis de varianza para series repetidas.

El programa utilizado para el analisis de las variables anteriormente citadas es

Statistica for Windows version 4.5 (Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA 1993).
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RESULTADOS

Los 12 animales ingresados a cada tratamiento finalizaron el estudio. La curva de

crecimiento de las ratas fue semejante en los cuatro grupos como se muestra en la figura 2.

Figura 2:

Curva de Crecimiento de las ratas de cada grupo
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Las concentraciones séricas de homocisteina, folato y vitamina B,, de cada grupo se
muestran en la tabla 2. Los niveles de Hcy fueron diferentes entre los grupos (p<<0,0001).
El analisis de post hoc mediante la prueba de Scheffé mostré que los animales controles
presentaron niveles de Hcy mas bajos que los deficientes en vitaminas (p<0,007). Los
animales con deficiencia de acido folico y con deficiencia en ambas vitaminas exhibieron las
concentraciones mayores de Hey (p<0,0001), sin diferencias entre ellos. Los animales con
deficiencia exclusiva de vitamina B,, presentaron niveles de Hcy mas altos que los controles

(p<0,0003) y mas bajos que los deficientes en folato (p<<0,007).

Las concentraciones mas bajas de folato la presentaron el grupo deficiente en acido
folico y el deficiente en ambas vitaminas (p<<0,0001), no encontrandose diferencias entre
ellos. El grupo control presenté los niveles mas altos de esta vitamina (p<0,0001). El grupo
deficiente en vitamina B,, exhibi6 niveles séricos de folato menores que el grupo control

(p<0,0001), pero mayores que los grupos deficientes en acido félico (p<<0,045).

Los niveles de vitamina B,, fueron diferentes entre los grupos (p<<0,0001). Los

grupos con deficiencia de vitamina B, presentaron niveles mas bajos que el grupo control y
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el grupo deficiente en folato (p<<0,0001), sin diferencia entre ellos. Los niveles de vitamina

B,, en el grupo control y en el grupo con deficiencia exclusiva de 4cido félico fueron

similares.

Tabla 2:

Valores promedios de Folato, Vitamina Bi;, Homocisteina y Peso en las ratas de cada

grupo.
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Hcy umol/L | 24,26+5,09° 22,92+3,04° 17,34£2,65° 10,00£3,50"
Folato nmol/L |31,81+16,00° 29,87+22,73" 74,96+35,67° 186,52%55,54"
By, pmol/L 200,25+53,34" | 874,84+31571°  [178,48459,10° |797,86+91,41"
Peso Inicial 180,58+10,69 184,42+11,87 182,92+11,59 178,75+10,91
Peso Final 451,42434,64 | 465,00+43,62 45325%50,15 | 452,58+40,09

ANOVA p<0.0001.

Comparacion de los promedios mediante el método de Schefté Post Hoc

a b ¢ Letras diferentes entre columnas indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,045)

El peso promedio de los anillos adrticos extraidos fue de 21,34 mg (rango 10-43,8

mg). El estudio de reactividad vascular endotelio dependiente demostré que los anillos

adrticos de los 4 grupos de ratas, se relajaban en forma similar (figura 3), al igual que la

respuesta endotelio independiente (figura 4).

Figura 3:
Reactividad vascular Endotelio dependiente medida por acetilcolina
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Figura 4:

Reactividad vascular Endotelio independiente medida por Nitropusiato de Sodio
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DISCUSION

En este estudio se logré provocar deficiencia de acido félico, de vitamina B,,, de
ambas vitaminas e hiperhomocisteinemia. LLos niveles séricos de homocisteina logrados con
las distintas dietas, son similares a los obtenidos en estudios publicados con animales en
semejantes condiciones dietéticas (Huang e 4/, 2001; Symons et al., 2000), asegurandose un

correcto modelo experimental.

Al analizar los niveles de homocisteina de cada grupo se observé que son mas altos
en el grupo deficiente en acido félico y en ambas vitaminas, que en el grupo con deficiencia
exclusiva de vitamina B;,. Esta explicaciéon estarfa dada porque la vitamina B,, es la
encargada de convertir 5-MTHF, forma circulante de acido félico, en tetrahidrofolato
(THF), liberando un grupo metilo que se une a la homocisteina, transformandola en
metionina. Si hay deficiencia de acido félico se altera en forma directa el ciclo de la
homocisteina, debido a que no existe un dador de grupos metilos para que la homocisteina
sea remetilada a metionina. Por otra parte, si la deficiencia es de vitamina B,,, se altera el
paso de 5-MTHF a THF, disminuyendo el aporte de grupos metilos al ciclo de la
homocisteina, alterandose el ciclo en forma indirecta, lo que lleva a un menor incremento

de la Hey (Moat e7 al., 2004).

La cantidad de vitaminas aportada en los grupos experimentales se bas6 en los
requerimientos descritos para la especie (NRC, 1995). La concentraciéon de vitamina B,, y
folato de la dieta control fue mayor que los requerimientos. Sin embargo, los niveles séricos
de vitamina B,, obtenidos en el grupo deficiente en acido félico fueron similares a los
obtenidos en el grupo control. Por el contrario, los niveles de acido félico obtenidos en el
grupo deficiente en vitamina B,, fueron significativamente mas bajos que los obtenidos en
el grupo control. Esto se explica porque la vitamina B,, una vez ingerida requiere unirse a
un factor intrinseco producido en el estdbmago, para formar el complejo cobalamina-factor
intrinseco. Este ultimo complejo se une a un receptor de membrana (cubilin) en los
enterocitos del ileon el cual por endocitosis es procesado mediante la via endosomal-
lisosomal. La cobalamina liberada se convierte a transcobalamina que mediante vesiculas
secretoras transportan la vitamina por la circulacion. Por lo tanto, cuando los
requerimientos estan cubiertos, el mecanismo de absorcién se satura, impidiendo que se

siga absorbiendo la vitamina (Said ez a/., 2000).
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A diferencia de la vitamina B,,, el acido félico tiene dos formas de ser absorbido. La
primera es mediada por un transportador, mecanismo activo y saturable, que se utiliza
cuando existen bajas concentraciones de la vitamina. El segundo mecanismo de absorcion
es por difusién, pasivo y no saturable, utilizado cuando hay altas concentraciones de folato.
Por lo tanto, la absorciéon de acido félico es continua, lo que explica los niveles séricos de

folato mas altos en el grupo control (Said ez a/., 2000).

Los resultados obtenidos en este estudio son concordantes con los logrados por
Devlin y cols., que midi6 el efecto del genotipo (disrupcion del gen metiltetrahidrofolato
reductasa) en la hiperhomocisteinemia inducida por deficiencia de acido fdlico y su
consiguiente efecto sobre la reactividad vascular. En este estudio, el autor no observo
efecto del genotipo o de la dieta en la respuesta vasomotora a acetilcolina o nitropusiato de
sodio en anillos adrticos (Devlin ef al., 2004). Resultados semejantes obtuvo Dayal y cols.,
en un modelo diferente, provocando hiperhomocisteinemia en ratas con deficiencia de
cistation B-sintetasa y con dieta con altas y bajas concentraciones de metionina (Dayal ez a/.,
2001). Por el contrario, Symons y cols., no concuerdan con nuestros resultados. En el
modelo aplicado por ellos, se trabajé con cuatro grupos de animales. Dos grupos recibieron
10mg de acido folico/Kg dieta chow. Uno de éstos grupos consumié agua estindar y el
otro consumio agua suplementada con 1% de metionina. Los otros dos grupos adicionales
recibieron 0,4mg de 4cido félico/kg dieta chow. Uno de éstos grupos consumi6 agua
estandar y el otro consumié agua suplementada con 1% de metionina. Después de 10
semanas de alimentacién con las dietas respectivas se determiné la reactividad vascular
usando arterias coronarias, segmentos de aortas toracicas y arterias mesentéricas. En los
resultados obtenidos por el autor se observa que en arterias coronarias, aortas y arterias
mesentéricas, la vasorelajaciéon provocada por acetilcolina fue menor en el grupo con baja
concentraciones de folato e hiperhomocisteinemia inducida por metionina, al compararlo

con el grupo control (Symons ez al., 20006).

Una posible explicacién de la obtencién de resultados negativos podria ser que los
niveles de Hcy alcanzados fueron muy bajos. Sin embargo al analizar experimentos previos,
se observa que los niveles de Hcy alcanzados en el presente estudio son iguales o mas altos,
ademas de encontrar que los niveles de folato son atin mas bajos que los obtenidos por los
otros autores, por lo tanto esta no serfa la causa (Symons e a/., 2006). La accion de la Hey

analizada en este estudio es producto de un efecto prolongado en el tiempo, a diferencia de
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otros estudios donde se analiza un efecto agudo. Otra posibilidad es que los anillos aérticos
sean insensibles a hiperhomocisteinemia inducida por deficiencia de acido félico, a
diferencia de arteriolas cerebrales. Se ha visto que microvasos son mas sensibles a
hiperhomocisteinemia por deficiencia de folato (Devlin ez a/., 2004). Otro factor podria ser
el tiempo de exposicion a la deficiencia de acido félico. Dayal y cols., no encontraron
efectos del folato sobre la reactividad vascular dependiente de endotelio a las 7 semanas de
alimentacion con deficiencia de acido félico, pero si a las 15 semanas (Dayal ez 4/, 2001).
Symons y cols., al igual que el autor anterior, también encontrd resultados positivos pero a
las 10 semanas de alimentacion (Symons ez /., 2006). A diferencia de los autores anteriores,

Devlin y cols., encontr6 resultados negativos a las 7 y 15 semanas de alimentacion (Devlin

et al., 2004).

Estos resultados también estin de acuerdo con estudios en humanos recientemente
publicados, donde la suplementacién con acido félico no mejora la funcién vascular en
voluntarios sanos. Esto sugiere que la homocisteina si es que esta involucrada en las fases
tempranas de la patogénesis vascular, no estarfa en relacién directa con la funcién vascular.
Olthof y cols., analizaron 19 casos controlados en voluntarios sanos y enfermos
cardiovasculares. De los 8 estudios realizados a voluntarios sanos, 2 encontraron un efecto
positivo de la suplementacién con 4cido félico, en donde con dosis de 5 mg/dia de 4cido
folico se mejora la funcién vascular. Los otros 6 estudios avalan nuestros resultados,
debido a que no se encuentra mejoria de la reactividad vascular con acido félico. De los 11
estudios realizados en pacientes con enfermedad cardiovascular, 6 encontraron que existe

mejoria de la reactividad vascular con suplementacién con acido félico (Olthof ez al., 20006).
En consecuencia este estudio, no demuestra que la deficiencia de folato o la

hiperhomocisteinemia inducida por deficiencia de folato y B,, constituyan un factor de

riesgo de enfermedad cardiovascular en animales.
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CONCLUSION

I. En este estudio se logré provocar deficiencia de acido félico, vitamina B,, y de
ambas vitaminas. Se provocé hiperhomocisteinemia por deficiencia de acido félico y
vitamina B,, demostrandose que altas concentraciones séricas de homocisteina son sélo un

marcador de deficiencia vitaminica.

II. En el experimento llevado a cabo no se demostré la hipotesis que la deficiencia de
acido fdlico, independiente de los niveles de homocisteina, altera la respuesta vasomotora
endotelio dependiente, debido a que el analisis de los anillos adrticos no reveld diferencias

entre los grupos.

ITI.  En este estudio se demostrd que los niveles séricos de folato son dosis dependiente,

a diferencia de los de B,, debido a que la ingesta sobre los requerimientos no aumenta los

niveles séricos.
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