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Introduccién vy objetivos. El posible papel de los
folatos en la prevencién de enfermedades
cardiovasculares o neurodegenerativas es un tema
de actualidad. Diversos estudios epidemioldgicos
han demostrado una asociacién inversa entre los
valores de esta vitamina en sangre y la
morbimortalidad cardiovascular o la enfermedad
de Alzheimer. Multiples estudios han constatado
los efectos hipohomocisteinemiantes del folato.
Recientemente se han descrito efectos beneficiosos
del folato en el endotelio que son homocisteina-
independientes. Para evaluar su potencial
relevancia fisiopatoldgica se requiere que haya
modelos en que los que se pueda disociar
hiperhomocisteinemia y deficiencia de folato.

Material y métodos. Estudio histologico y
morfométrico de las lesiones arteriosclerdticas en
ratones C57BL/6 alimentados con dieta Western
(una dieta con un alto contenido en grasas
saturadas) deficiente o no en folatos.

Resultados. Los animales con déficit vitaminico
de folato no presentaron hiperhomocisteinemia.
Tampoco presentaron diferencias en la glucosa ni
en los parametros lipidicos, hematolégicos o la
funcién renal. La deficiencia en folatos no
aumento el area (5.310 = 1.346 frente a 4522 +
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1276 mm? en el grupo control) ni el nimero de
lesiones arteriosclerdticas (1,4 + 0,3 frente a 2,0 +
0,5 en el grupo control).

Conclusiones. El ratén es un buen modelo para
diferenciar los efectos debidos a déficit de folato de
los ocasionados por hiperhomocisteinemia, un
binomio que suele ser inseparable en humanos. La
deficiencia de folato, en ausencia de
hiperhomocisteinemia, no incrementa la magnitud
ni el ntimero de lesiones arteriosclerdticas en el
ratén.
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CHARACTERIZATION OF A RODENT MODEL IN
WHICH PARTIAL FOLATE DEFICIENCY DOES
NOT INDUCE HYPERHOMOCISTEINEMIA

Introduction and objectives. The potential
role of folates in the prevention of
cardiovascular and neurodegenerative diseases
is a topic of current interest. Several studies
have showed an association between these
vitamin levels and cardiovascular and
Alzheimer morbidity and/or mortality. Many
studies have demonstrated the homocysteine-
lowering effects of folates. It has recently been
demonstrated that folates have homocysteine-
independent protective actions at endothelial
level. To evaluate their pathophysiological
significance, models are required in which
folate deficiency and hyperhomocysteinemia
can be dissociated.

Material and methods. Histologic and
morphometric study of aortic atherosclerosis was

28



CALPE-BERDIEL L, ET AL. CARACTERIZACION DE UN MODELO MURINO EN EL QUE LA DEFICIENCIA PARCIAL DE FOLATO

NO INDUCE HIPERHOMOCISTEINEMIA

conducted in C57BL/6 mice fed a Western type diet
(rich in saturated fat) containing or not folates.

Results. Animals with vitamin deficiency did not
present hyperhomocysteinemia. No changes were
observed in lipid profile, glucose or hematological
and renal function parameters. Folate deficiency
did not increase either the size (5310 + 1346 mm?
versus 4522 + 1276 mm? in the control group) or
number of atherosclerotic lesions (1.4 + 0.3 versus
2.0 + 0.5 in the control group).

Conclusions. The mouse is a good model for
separating the differential effects of folate
deficiency from those of hyperhomocysteinemia.
Folate deficiency, in absence of
hyperhomocysteinemia, does not increase either
the size or number of atherosclerotic lesions.

Key words:
Folate deficiency. Atherosclerosis. B vitamins. Homocysteine.

Introduccion

Las especies animales carecen de la capacidad
de sintetizar folato de novo vy, por tanto, deben in-
corporar esta vitamina a través de la dieta!. Dife-
rentes deficiencias en vitaminas del grupo B se han
asociado a alteraciones cognitivas? o neuropsiquia-
tricas®, asi como a defectos en el desarrollo del
tubo neural en recién nacidos*. Parte de estas aso-
ciaciones pueden resultar de su importante papel
en el metabolismo de la homocisteina’. Asi, las
principales causas de hiperhomocisteinemia en la
poblacién general se deben a alteraciones impor-
tantes de la funcion renal o a deficiencias nutricio-
nales de folatos, piridoxina (B) o cianocobalamina
(B,,).

El aumento de la homocisteina total en el plas-
ma se asocia a mdltiples enfermedades?, desde la
enfermedad de Alzheimer hasta la aterotrombosis.
Multiples estudios epidemiolégicos han confirma-
do que la hiperhomocisteinemia es un hecho pre-
valente en pacientes con accidente cerebrovascular,
infarto de miocardio, enfermedad vascular periféri-
ca y trombosis venosa™. La homocisteina total
plasmatica y las concentraciones de folato y vita-
mina B, se correlacionan inversamente!® y es mas
frecuente encontrar valores bajos de estas vitami-
nas en pacientes con aterotrombosis que en sujetos
control'’. En un estudio prospectivo realizado en
mujeres se demostré que las que consumian una
menor cantidad de folato presentaban un riesgo
mas elevado de padecer una enfermedad cardiovas-
cular’?, Ademas, un polimorfismo frecuente en el
gen de la enzima 5,10 metilenotetrahidrofolato
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reductasa ha sido descrito como un factor de ries-
go de enfermedad cardiovascular, particularmente
cuando las concentraciones de folato plasmaético
estan disminuidas®.

Algunos datos apuntan a la posibilidad de que el
déficit de folato es, aunque sélo en parte, un factor
de riesgo cardiovascular independiente de la ho-
mocisteina'*, Por ejemplo, en individuos con hi-
percolesterolemia familiar pero normohomocistei-
némicos se ha descrito que la administracién local
aguda de 5-metiltetrahidrofolato, la principal for-
ma circulante de folato, revierte la disfuncién en-
dotelial sin alterar los valores de homocisteina'®!’.

Estudios recientes en modelos experimentales in
vivo han demostrado que un incremento moderado
de la concentracién plasmética de homocisteina
acelera el desarrollo de arteriosclerosis en distintas
localizaciones!'®". Sin embargo, hasta el momento
no se dispone de trabajos experimentales en ani-
males alimentados con una dieta similar a la tipi-
camente occidental en los que se examine la posi-
ble interaccion entre el déficit de folato y el riesgo
de arteriosclerosis en ausencia de hiperhomocistei-
nemia.

Material y métodos

Animales, dieta vy disefio

Veintid6s ratones hembra C57BL/6 de 8 semanas de edad
fueron subdivididos en 2 grupos experimentales en funcién de
la dieta. Fueron mantenidos en condiciones 6ptimas de tempe-
ratura (20 °C) y humedad relativa (55%), con ciclos programa-
dos de luz-oscuridad de 12 horas y con libre acceso a agua y
comida. Ambos grupos fueron alimentados durante 32 sema-
nas con una dieta Western (una dieta rica en grasas que indu-
ce obesidad y diabetes tipo 2; TD 88137, Harlan Tekland) o
una dieta Western deficiente en folatos (TD 01187, Harlan Te-
kland). La experimentacion de los animales se llevé a cabo si-
guiendo las normas y recomendaciones para la utilizaciéon de
animales de laboratorio®.

Andlisis plasmdticos

Al final del tratamiento, y después de un ayuno de 14 horas,
se extrajeron muestras de sangre de la vena de la cola entre las
8 y 10 de la mafiana en un tubo que contenia 2 ul de EDTA al
4,5% por cada 100 ul de sangre. De este espécimen se obtuvo
plasma y la fraccién eritrocitaria donde medir la homocisteina
o el folato. Se analizaron las concentraciones plasmaticas de
folatos y homocisteina al inicio y a las 16 y 32 semanas de tra-
tamiento, asi como la vitamina B,, y los folatos eritrocitarios
al final del estudio, mediante la utilizacién de equipos comer-
ciales adaptados a un autoanalizador Imx® (Abbott Diagnos-
tics)?!. Se determinaron las concentraciones plasmaticas de co-
lesterol y triglicéridos, glucosa, creatinina y urea, con la
utilizacién de equipos comerciales (Roche Diagnostics) adap-
tados a un autoanalizador BM/HITACHI 911. También se ana-
lizaron la concentracién de hematies, el hematocrito, la con-
centraciéon de hemoglobina y el volumen corpuscular medio
(VCM) utilizando el analizador HmX (Beckman Coulter). La
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prueba de tolerancia a la glucosa se realizé mediante el célculo
del 4area bajo la curva de las concentraciones de glucosa obte-
nidas en diferentes tiempos tras una inyeccién intraperitoneal
de ésta (1 mg/g peso corporal)?.

Andlisis histoldgico y morfométrico de las lesiones

arterioscleréticas

A las 32 semanas de tratamiento los ratones fueron sacrifi-
cados. Se extrajeron los corazones, que fueron embebidos en
OCT (Tissue-Tek) y se realizaron secciones de 10 um en un
criotomo (Shandon, a 28 °C). Se cuantificaron el nimero de
lesiones y el area de lesion arteriosclerdtica presente en 4 sec-
ciones de la regién proximal de la aorta, tefiida con Oil Red O
y contratefiida con hematoxilina de Harris?.

Andlisis estadistico

Se utilizo el anélisis estadistico de la t de Student para com-
parar las diferencias entre los grupos experimentales. Se consi-
deraron estadisticamente significativos los valores de p < 0,05.
Todos los valores se presentan como media + error estandar.

Resultados

Los ratones C57BL/6 alimentados con la dieta
Western deficiente en folatos presentaron una re-
duccion significativa de la concentracion plasmati-
ca de folatos respecto al grupo alimentado con una
dieta Western control a 16 (37,4 + 0,7 frente a 80,2
+ 1,4 nmol/l; p < 0,01) y 32 semanas de tratamiento
(17,5 £ 2,7 frente a 58,9 + 5,1 nmol/l; p < 0,01) (fig.
1). Esto sucedi6, aunque en menor escala, con los
valores de folato eritrocitario (703,6 + 31,8 frente a
1361,0 + 83,9 nmol/l; p < 0,01) analizados tras 32
semanas de dieta (tabla 1).

La concentracién de hematies y hemoglobina, el
hematocrito y el VCM no difirieron significativa-
mente entre los grupos (7,1 + 0,1 frente a 7,1 + 0,1
10'2/1; 119 + 2 frente a 120 = 1 g/l; 33,7 « 0,5 frente
a337+0,5%; 47,3 +0,2 frente a47,4+0,2flenel
grupo alimentado con dieta Western control).

Otros determinantes de la concentracién de ho-
mocisteina, como la vitamina B, o la creatinina de
ambos grupos, tampoco difirieron significativamen-
te (tabla 1). En cuanto a la concentracién de urea
que, aunque menos especifica, es més sensible que
la creatinina para el diagnéstico de insuficiencia re-
nal?*, también fue similar en ambos grupos (tabla 1).

No se observé un incremento significativo de la
concentracién plasmatica de homocistefna en los
animales alimentados con la dieta Western defi-
ciente en folatos respecto a los ratones alimentados
con la dieta Western control ni a las 16 (13,3 + 1,1
frente a 9,6 + 1,5 umol/l, respectivamente) ni a las
32 semanas de estudio (8,6 + 1,0 frente a 6,8 + 0,7
umol/l, respectivamente) (fig. 2).

Los ratones ganaron peso con rapidez durante el
curso de la dieta, pero no se observaron diferencias
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Figura 1. Concentracién plasmatica de folato en ratones
C57BL/6 alimentados con una dieta Western control o con una
dieta Western deficiente en folatos. *p < 0,05.

significativas en el incremento de peso de ambos
grupos. Tampoco se encontraron diferencias en otros
parametros que podrian afectar al desarrollo de arte-
riosclerosis de estos animales. Es el caso de las con-
centraciones plasmaticas de lipidos, glucosa o, inclu-
so, del test de sobrecarga de glucosa (tabla 2).

Los ratones de ambos grupos desarrollaron le-
siones vasculares del tipo estria grasa, y ésta fue
cuantificada. El grupo con dieta deficiente en fola-
tos presenté un area de lesion de 5.310 + 1.346
mm?, mientras que en el grupo control era de 4.522
+ 1.276 mm?; estas diferencias no son estadistica-
mente significativas (fig. 3). Tampoco se alcanza-
ron valores significativamente diferentes en cuanto
al numero de lesiones arteriosclerdticas en la sec-
ci6n de la aorta proximal estudiada, expresada por
animal, que fue de 2,0 + 0,5 lesiones para los rato-
nes control y de 1,4 + 0,3 lesiones para los ratones
alimentados con una dieta deficiente en folatos

(fig. 4).

Tabla 1. Principales determinantes biolGgicos de la
concentracién de homocisteina en ratones C57BL/6
alimentados con dieta Western control (n = 12)

o Western deficiente en folatos (n = 10) durante

32 semanas

Control | Deficiente en folatos

Folato eritrocitario

(nmol/l) 1361,0 + 83,9 703,6 + 31,8*
Vitamina B, (pmol/l) 42520,0 + 4103,0 40720,0 + 3490,0
Urea (mmol/l) 8,6+0,1 8,6+0,2
Creatinina (umol/l) 39,5+0,5 378+2,1

*p < 0,01,
Resultados expresados como media =+ error estandar.
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Figura 2. Concentracién plasmética de homocisteina en rato-
nes C57BL/6 alimentados con una dieta Western control o con
una dieta Western deficiente en folatos. No hay diferencias
significativas en ninguno de los 3 puntos analizados.

Discusion

La resistencia de los ratones a desarrollar signos
de deficiencia de folato tras una dieta deficitaria en
esta vitamina durante una parte importante de su
vida, que no suele superar los 24-30 meses, es nota-
ble. Este hecho se aprecia, sobre todo, por la resis-
tencia de los animales a presentar deplecién de fo-
lato celular (p. €j., en los eritrocitos) y, por ello, a
desarrollar el cuadro caracteristico de la deficien-
cia de folato, que incluye hiperhomocisteinemia
primero y anemia megaloblastica después. Esta re-
sistencia contrasta de forma clara con los signos y
sintomas que desarrollan los humanos con defi-
ciencia de folato®.

Nuestro estudio demuestra que un déficit en la
ingesta de folato, con independencia del estado hi-
perhomocisteinémico, no produce un efecto direc-
to en el area ni el nimero de lesiones arterioscleré-
ticas en el modelo animal estudiado. Este resultado
es compatible con los de otros estudios de la biblio-
grafia. Hofmann et al'’, aunque utilizaron ratones

Tabla 2. Concentraciones plasmaticas de
determinantes biolégicos de arteriosclerosis en
ratones C57BL/6 alimentados con la dieta Western
control (n = 12) o la dieta Western deficiente en
folatos (n = 10) durante 32 semanas

| Control Deficiente en folatos
Glucosa (mmol/l) 12,3+0,6 12,3+0,6
AUC 10,7 £2,0 11,1£32
Colesterol (mmol/l) 59=+0,4 57+03
Triglicéridos (mmol/l) 0,19+ 0,03 0,20 + 0,02

AUC: area bajo la curva de las concentraciones de glucosa tras el test
de sobrecarga de glucosa.
Resultados expresados como media =+ error estandar.
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Figura 3. Area de lesién arteriosclerética en ratones C57BL/6
alimentados con una dieta Western control (n = 12) o con una
dieta Western deficiente en folatos (n = 10). No hay diferencias
significativas en los 2 grupos analizados.

knockout para la apolipoproteina E (apoE-/-) ali-
mentados con una dieta de mantenimiento defici-
taria en folato, B, y B,,, no detectaron hiperhomo-
cisteinemia ni tampoco diferencias significativas
en las lesiones arterioscleréticas. En otro estudio
realizado en ratones apoE-/- se observaron aumen-
tos de homocisteina y arteriosclerosis sélo cuando
a la dieta deficitaria en folatos se le afiadi6 metio-
nina (un aminoacido precursor de homocisteina) u
homocisteina®.

El estudio que se presenta reproduce una situa-
cién que es frecuente en la poblaciéon occidental
que, en parte, consume dietas ricas en grasas (que
causan obesidad y diabetes tipo 2) y pobres en fola-
tos. Una posibilidad es que el efecto de la deficien-
cia de folato sobre el riesgo cardiovascular se
manifieste, en primer lugar, como una mayor ten-
dencia a la disfuncién endotelial, que se agravaria
s6lo en caso de que coexistiera hiperhomocisteine-
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Figura 4. Numero de lesiones arterioscleréticas en ratones
C57BL/6 alimentados con una dieta Western control (n = 12) o
con una dieta Western deficiente en folatos (n = 10). No hay
diferencias significativas en los 2 grupos analizados.
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mia. Hay un gran namero de estudios in vivo e in
vitro en los que se proponen mecanismos que tra-
tan de explicar los efectos adversos de la hiperho-
mocisteinemia y su relacién con la enfermedad
vascular. Estos incluyen: disfuncién endotelial de-
bida a disminucién de la disponibilidad de sustan-
cias vasodilatadoras, como el 6xido nitrico?”?, ade-
mas del aumento de la agregacién plaquetaria®?,
la coagulabilidad®®*, la proliferaciéon de células
musculares lisas vasculares* y la adhesion de mo-
nocitos y leucocitos al endotelio, todos ellos even-
tos clave en el desarrollo de la arteriosclerosis®>.
Hay datos experimentales en ratas hiperhomocis-
teinémicas por deplecion de folato en los que se ba-
raja la posibilidad de que sean los bajos valores de
la vitamina los causantes de la disfuncién endote-
lial observada®. Ademas, se ha demostrado que
una deficiencia de folato compromete la produc-
ci6n de 6xido nitrico endotelial, lo cual podria con-
tribuir a esta disfuncién?. Por tanto, es posible que
estos efectos no se manifiesten por la deficiencia
incompleta de folato que presentan estos ratones y
que se asocia a una situacién de normohomocistei-
nemia.

En conclusién, los datos del presente estudio de-
muestran que la deficiencia parcial de folato no au-
menta la susceptibilidad a la arteriosclerosis en un
ratén modelo de obesidad y diabetes tipo 2, al me-
nos cuando no se presenta asociada a hiperhomo-
cisteinemia.
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