La determinacion

“In vitro/in vivo” de

la biodisponibilidad

del acido folico
contenido en la cerveza

Abril 2000

Dr. Gregorio Varela-Moreiras
Dra. Elena Alonso Aperte y
Rosalia P6o Prieto

Facultad de Ciencias
Experimentales y Técnicas.
Universidad San Pablo-CEU, Madrid

centro de informacidn

CERVEZA
&y SALUD




SUMARIO

La determinacién “in vitro/in vivo” de la
biodisponibilidad del &cido folico contenido en la cerveza

0 ESTUDIO IN VITRO DE LA BIODISPONIBILIDAD
DEL ACIDO FOLICO CONTENIDO EN CERVEZA:
EFECTO SOBRE ALGUNOS MARCADORES CLAVE DEL

CICLO DE LA METIONINA/METILACION .....oovvieeeeeee e 4
1.1, ACHHO FOIICO . oottt et 4
1.1.1. DESCUBIIMIENTO . 1.uveeeeiieeiieiie et 4
1.1.2. ESErUCTUra QUIMICA . ...vveueieeieeiesie et 4
1.1.3. Absorcion y metaboliSMO ..........ccceroeeiiereeiiere e 7
1.1.4. Funciones bioquimicas y actividad biol6gica. ...........ccccoveceerereecencnne 10
1.2, FOIAtOS Y SAIUT......ceeieiiieieee e 12
1.2.1. LA CArenCia CIASICA . ...vevuveeeeeriieesieesiieeieesieeeteestee e seee e e e e 12
1.2.2. LaS NUEVAS FUNCIONES ......eeveeriieeieeeiiieeiee sttt e 12
1.3. Recomendaciones DIEtELICAS. .........ccvrrurrueerereeie e 15
1.4, FUENTES AlIMENTATIAS. . .eveeeeteetieeeie ettt 19
1.5. Cerveza y ACid0 FOIICO. .......cvovireueieiiieieieieieee e 21
1.5.1. Desarrollo de un método de cromatografia
de afinidad y HPLC para el andlisis de folatos .............cccoeveereeenirennen. 23
1.5.2. Contenido y distribucion de folatos en Cerveza ...........ccooevuvriveeneennns 32

@ ESTUDIO IN VIVO MEDIANTE EL EMPLEO DE
UN MODO EXPERIMENTAL ANIMAL DEL EFECTO
DE LA CERVEZA VS. OTRAS BEBIDAS ALCOHOLICAS
EN RELACION CON ALGUNOS MARCADORES

CLAVES DEL METABOLISMO DEL ACIDO FOLICO w...vvveeeereeeeeeeeerennes 35
€) ANEXO DE RESULTADOS ....coooomrrreeeraainenneeesisssnesseeessssesnesonees 42
@) CONCLUSIONES ...ooooooerisenrnnnsceeeeesesessssssesesssssssssssssssss 53

® BIBLIOGRAFIA .....ooiireceeeeteieire ettt 55



ESTUDIO IN VITRO DE LA BIODISPONIBILIDAD
DEL ACIDO FOLICO CONTENIDO EN LA CERVEZA:
EFECTO SOBRE ALGUNOS MARCADORES CLAVE
DEL CICLO DE LA METIONINA/METILACION

(1.1. Acino FOLICO]

1.1.1. DESCUBRIMIENTO

El término &cido félico se aplica en realidad a toda una familia de vitdmeros con acti-
vidad bioldgica equivalente. Dentro de la nomenclatura, otros términos como folato,
folatos, y folacina se suelen emplear indistintamente. En algunos casos también se
utiliza el término vitamina By (1).

El acido folico fue aislado en 1943 por el grupo de E.L. Robert Stokstad, a lo que
siguio la identificacion y sintesis del acido pteroilmonoglutamico en 1945 (2).
Quince afios antes, Lucy Wills habia descrito un "nuevo factor hematopoyético” en
la levadura, que tenia capacidad para curar la anemia macrocitica tropical en la
India: a este nuevo y desconocido factor se le denominé "Factor Wills", encontran-
dose en extracto de higado utilizado para la curacion de la anemia perniciosa. Tras
diferentes intentos de identificar este factor para el que se le asignaban diversos
nombres (vitamina M, vitamina B), fueron Mitchell y col. en 1941 (3) quienes pro-
pusieron el término "acido félico" a un factor de crecimiento presente en las hojas
de las espinacas.

Las interacciones metabdlicas del acido félico con la vitamina By, y su comdn
asociacion con la anemia megaloblastica han constituido una parte muy importante
de la historia de ambas vitaminas. De forma retrospectiva podemos reconocer que la
vitamina B; era lo que hoy conocemos como &cido folico, y que quedaba en el aire
un "factor extrinseco” que posteriormente se denominaria vitamina B,.

La primera mitad del presente siglo se ocup6 de la identificacion y sintesis de las
formas de la vitamina para el tratamiento de la deficiencia y anemia, mientras que
la segunda mitad ha estado orientada a la nueva investigacion en relacion a la absor-
cion y metabolismo y sus nuevas funciones frente a cancer, enfermedades cardio-
vasculares y defectos de nacimiento.

1.1.2. ESTRUCTURA QUIMICA
Todos los folatos tienen en comdn la estructura del acido pteroilglutdmico (PteGlu),

molécula constituida por un anillo de pteridina unido por un puente metileno a un
residuo de &cido p-aminobenzoico que a su vez se une por enlace amida a un resi-



duo de 4cido glutamico (Figura I). Los distintos folatos se diferencian en el anillo de
pteridina, que puede presentar varias formas reducidas y varios tipos de sustitucio-
nes, y en el residuo de p-aminobenzoglutamato, que puede presentar unidos en enla-
ce peptidico un nimero variable de residuos de glutamato.

Figura I. Estructura quimica del cido pteroilglutamico
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Formula bruta: CqgH;90gN7
Peso molecular: 441

El anillo de pteridina puede encontrarse parcialmente reducido en la posicion 7,8
(H,PteGlu,, o DHF) o completamente reducido en las posiciones 5,6,7 y 8 (H,PteGlu,
o THF). El tetrahidrofolato, a su vez, es capaz de aceptar unidades de un solo a&tomo
de carbono que se fijan en las posiciones 5, 10 6 ambas y pueden encontrarse en
diferentes estados de oxidacion :

« en las formas més oxidadas, la sustitucion se puede producir en la posicion 5 (5-
formil-H,PteGlu,), en la posicién 10 (10-formil-H,PteGlu,) o en ambas (5,10-
metenil-H,PteGlu,,),

« en las formas intermedias, la sustitucion ocupa ambas posiciones (5,10-metilén-
H,PteGlu,)

e en las formas mas reducidas, la sustitucion ocupa la posicion 5 (5-metil-
H,PteGluy,).



Asi mismo, todos los folatos pueden presentar un nimero variable de resi-
duos glutamicos unidos a la estructura, siendo los mas frecuentes en el orga-
nismo los mono-, penta- y hexaglutamatos (4). Los derivados reducidos de
los poliglutamatos son los que constituyen las formas bioldgicamente acti-
vas y las posiciones N5 y N10 son los sitios activos de la molécula de los
folatos.

En la tabla 1 quedan reflejados los diferentes derivados que constituyen
la familia de los folatos y las nomenclaturas mas frecuentemente utilizadas.

Tabla 1. Los folatos. Esquema de estructuras y nomenclaturas

Nombre del compuesto

Caracteristica estructural

Abreviaturas

acido pteroilglutdmico no reducido, sin sustituciones | PteGlu

acido folico

dihidrofolato -Hen 5,6 H,PteGlu,,

acido dihidrofélico DHF

tetrahidrofolato -Hen5,6,7,8 H,PteCGlu,,

acido tetrahidrofélico THF
5-formiltetrahidrofolato * -CHOen 5 5-formil-H,PteGlu,,
acido 5-formiltetrahidrofélico 5-formil-THF

acido folinico

10-formiltetrahidrofolato -CHO en 10 10-formil-H,PteGlu,
acido 10-formiltetrahidrofélico 10-formil-THF
5,10-meteniltetrahidrofolato * -CH=en 5,10 5,10-metenil-H,PteCGlu,,
acido 5,10- 5,10-metenil-THF
meteniltetrahidrofélico

5,10-metiléntetrahidrofolato * | -CH,- en 5,10 5,10-metilén-H,PteCGlu,
acido 5,10-metiléntetrahidrofélico | 5,10-metilén-THF

5-metiltetrahidrofolato * -CH;en5 5-metil-H,PteGlu,,
acido 5-metiltetrahidrofélico 5-metil-THF
...monoglutamato 1 glutamato ...PteGlu
...poliglutamato n glutamatos ...PteGluy,

(%) A pesar de la presencia de sustituyentes en el anillo de pteridina y, por tanto, de saturarse el doble enlace 5-6 con
un sélo hidrégeno, el prefijo indicando reduccion (tetrahidro-) sigue manteniéndose por convenio (5).




1.1.3. ABSORCION Y METABOLISMO
Absorcion

Los folatos en la alimentacion se encuentran en su mayor parte (90%) como poli-
glutamatos ligados a proteinas. En el intestino, son liberados de las proteinas ali-
mentarias por accion de las proteasas digestivas. Posteriormente, los folilpoligluta-
matos deben perder sus residuos glutamicos para poder ser absorbidos a nivel intes-
tinal (7,8). La pteroilpoliglutamato hidrolasa presente en la membrana de "borde en
cepillo” de las células intestinales es el enzima que cataliza la reaccion. Los mono-
glutamatos asi formados ingresan en la célula intestinal mediante un mecanismo de
transporte activo, aunque a altas dosis el mecanismo de absorcion de eleccion es la
difusion pasiva. En el "borde en cepillo” se ha descrito una proteina de alta afini-
dad por los folatos, llamada la "proteina ligante de folatos" que podria estar impli-
cada en el transporte activo (9).

Los folatos que ingresan en la célula intestinal son transferidos al plasma sin
sufrir apenas mas transformaciones, a excepcion de una pequefia parte que es redu-
cido y metilado para dar lugar a 5-metilTHF.

Distribucion

El 5-metilTHF por la circulacion general difunde a los tejidos y los demas deriva-
dos monoglutdmicos son metabolizados principalmente a nivel del higado. Alli, los
monoglutamatos son reducidos y metilados formandose 5-metilTHF, el cual es cedi-
do de nuevo a la circulacion desde donde llegara a todos los tejidos. Las formas acti-
vas van a ser siempre las formas reducidas. Por ello, en el higado y otros tejidos exis-
te un enzima, la dihidrofolato reductasa, que cataliza la reduccién a dihidrofolato
(DHF) y tetrahidrofolato (THF). Ademaés, el higado también almacena folatos como
poliglutamatos, principalmente como pentaglutamatos. Estas reservas (en torno a 5
6 10mg) son suficientes para cubrir las necesidades durante aproximadamente 4
meses.

Gracias al metabolismo hepatico, la forma circulante mayoritaria es el 5-metilTHF.
En la circulacion, el 5-metilTHF se encuentra unido a proteinas, principalmente a
albimina y a una proteina de alta afinidad por los folatos, la llamada "proteina ligan-
te de folatos". La tasa plasmatica de folatos es de 10 a 30nmol/l mientras que en
los eritrocitos se encuentra en una concentracion de 10 a 30 veces més alta.



Los folatos se distribuyen en el organismo a través de la circulacion principal-
mente hacia tejidos de rapida division celular, como la médula dsea o la mucosa gas-
trointestinal, ya que necesitan el folato para la sintesis de ADN. En los tejidos de
mamiferos, se encuentran principalmente como derivados poliglutamados, encon-
trandose los pteroilmonoglutamatos Gnicamente en plasma y orina. La poliglutami-
lacién y las proteinas ligante de folatos son las responsables de la retencion de los
folatos en los tejidos (10,11).

Figura I1. Absorcion y distribucion de los folatos en el organismo
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(adaptado de (6))



El contenido total de folatos en el organismo se encuentra entre 5y 10mg,
siendo los drganos mas ricos en folatos el higado (2,7-15,6ug/g) y el cerebro.
La tasa de folatos en liquido cefalorraquideo es 3 6 4 veces superior a la tasa
plasmatica (6).

Metabolismo

A nivel de los tejidos periféricos, el 5-metilTHF penetra en el interior de la
célula gracias a un sistema especifico. Alli, pierde su grupo metilo al cederlo a
la homocisteina en la sintesis de metionina, reaccién que es catalizada por la
metionina sintasa, enzima que también requiere de la vitamina B,, para su acti-
vidad. El THF formado es el sustrato preferente en las reacciones de poligluta-
milacién, en las cuales la folilpoliglutamato sintasa adiciona de nuevo los resi-
duos glutamicos y los folatos quedan retenidos en el interior de la célula, ya
que solo pueden abandonarla si se transforman de nuevo en derivados mono-
glutdmicos. El mecanismo de poliglutamacion implica que la mayoria de los
folatos celulares contienen cinco o seis residuos de glutamato. Sin embargo,
hay condiciones especiales como la deficiencia dietaria, alcoholismo, terapia
con metotrexato y otros farmacos antifolato, que se han asociado con una
mayor elongacién de la cadena de restos de acido glutamico, aunque el meca-
nismo de este fendbmeno no se conoce bien.

Eliminacion

Los folatos son eliminados del organismo a través de las vias fecal y urinaria.
En las heces aparecen folatos procedentes de la fraccion alimentaria que no es
absorbida (aproximadamente un 20%), de la secrecion biliar y de la sintesis por
las bacterias intestinales. Parte de los folatos secretados en la bilis son de nuevo
reabsorbidos, estableciéndose un ciclo enterohepatico importante. Asi mismo, los
folatos sintetizados por las bacterias intestinales pueden ser absorbidos, contri-
buyendo en pequefia proporcion al estatus corporal en folatos.

A través de la orina se eliminan los folatos metabolizados como pteridinas
y acido benzoilglutamico, compuestos que se forman tras la ruptura del enlace
C9-N10 del &cido fdlico. A nivel renal, también se produce una importante reab-
sorcion tubular de los folatos filtrados. El rango de folatos eliminados por via
urinaria oscila entre 1 y 10pg/dia en forma de metabolitos (6).



1.1.4. FUNCIONES BIoQuiMICAS Y ACTIVIDAD BioLoGICA

En la célula, la funcion de los folatos reside principalmente en su capacidad para
donar y captar unidades de carbono. El THF es capaz de captar el grupo metilo de
la serina en una reaccion reversible catalizada por la serina hidroximetil transfe-
rasa que da lugar a 5,10-metilénTHF (Figura I11).

El 5,10-metilénTHF es el derivado mas inestable y se disocia en seguida en for-
maldehido y THF pero, sin embargo, participa en una serie de reacciones de gran
importancia :

e Cede el grupo metileno y dos electrones del anillo de pteridina para la sinte-
sis de deoxitimidina monofosfato a partir de deoxiuridina monofosfato y par-
ticipa por ello en la sintesis de timidilato y ADN. En esta reaccion, catalizada
por la timidilato sintasa, se genera DHF, el cual debe reducirse para volver a
entrar en el ciclo de derivados activos.

« Puede oxidarse en una reaccion reversible catalizada por la metiléntetrahidro-
folato deshidrogenasa y dar lugar a 5,10-metenilTHF, el cual a su vez puede
transformarse en 10-formilTHF por accion de la metiléntetrahidrofolato
ciclohidrolasa. El 5,10-metenilTHF y el 10-formilTHF participan en la sintesis
de purinas.

« Puede reducirse en una reaccion irreversible catalizada por la metiléntetrahi-
drofolato reductasa dando lugar a 5-metilTHF.

El 5-metilTHF es el derivado que cede su grupo metilo en la sintesis de metio-
nina a partir de homocisteina en una reaccion catalizada por la metionina sin-
tasa, enzima que ademas requiere la presencia de vitamina B;, como cofactor.
Esta es una de las reacciones principales del ciclo de la metilacion, en el cual se
sintetiza S-adenosilmetionina, molécula que actla como donante de grupos
metilo en un sinfin de reacciones de transmetilacion implicadas en el metabo-
lismo celular. Ademas, es la Unica reaccion en la que el 5-metilTHF puede perder
su grupo metilo. Como se ha indicado anteriormente, los folatos en la circula-
cién se encuentran principalmente en la forma de 5-metilTHF. Para que puedan
ser retenidos en la célula es necesario que adquieran residuos glutamicos adi-
cionales, pero el 5-metilTHF no es buen sustrato de la folilpoliglutamato sinta-
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sa. El 5-metilTHF debe demetilarse en la reaccion catalizada por la metionina sin-
tasa para convertirse en THF y ser susceptible de poliglutamilacién, por lo que
esta reaccion es también necesaria para la captacion de los folatos circulantes (4).

Figura I11. Metabolismo y funcion de los folatos en el organismo

CELULA DHF <«
l sintesis de
timidilato
TTF 0,
—— THF(Glu), % 10-formilTHF(Glu),,
- h
C'CIQ de_la serina formiato
metitonina
sintesis de
K purinas
glicina

r

5-metilTHF «— 5,10-metilénTHF(Glu), «—> 5,10-metilénTHF(Glu),

b

5-metilTHF  CIRCULACION

En resumen, los folatos participan en el metabolismo de ciertos aminoacidos,
en la sintesis de S-adenosilmetionina y en la sintesis de purinas y pirimidinas. En
cuanto a los aminoacidos, participan en el catabolismo de la histidina y la glici-
na, en la interconversion glicina-serina y en la sintesis de metionina. También
participan en la sintesis de proteinas al actuar en la reaccion de formilacién de la
metionina. La S-adenosilmetionina es la molécula donante de grupos metilo. Las
purinas (adenina y guanina) y las pirimidinas (timina, citosina, uracilo) se unen
a moléculas de azucares (ribosa y desoxiribosa) y acido fosférico para formar los
nucledtidos (AMP, GMP, TMP, CMP, UMP). Los nucle6tidos forman parte de los aci-
dos nucleicos (ADN y ARN) y de derivados de gran importancia metabdlica
(AMPciclico, ATP, GTP, etc.).

®



(1.2. FOLATOS Y SALUD )

1.2.1. LA CARENCIA CLASICA

Sintomatologia. El acido folico es un nutriente esencial para la vida celular
por lo que su deficiencia da lugar al desarrollo de patologias. El trastorno mas
frecuente que se produce como consecuencia de una deficiencia de acido foli-
co es la anemia macrocitica y megaloblastica, cuya sintomatologia clinica es
muy parecida a la de la anemia inducida por deficiencia de vitamina B,,. Si se
instaura de forma cronica, ademas de signos hematoldgicos, aparecen signos
generales y neuropsiquiatricos. Entre los signos generales, cabe destacar la
astenia y la anorexia, que van apareciendo de forma progresiva. Entre los sig-
nos neuropsiquiatricos se observan trastornos del suefio y la memoria, irrita-
bilidad y convulsiones. En algunos casos también se puede producir neuropa-
tia periférica, sindrome cerebeloso, depresion y demencia.

Cuando la deficiencia se produce de forma aguda, como en el caso de la admi-
nistracion de farmacos antifolatos (ej. metotrexato), se manifiesta a través de
sintomatologia digestiva, cutanea y hematologica. A nivel del digestivo se pro-
ducen nauseas y diarrea. En cuanto a la sintomatologia cutanea, la deficiencia
aguda produce ulceracién en las mucosas bucofaringeas y dermatitis de aspecto
variable (herpetiforme, eczematosa, exfoliativa o de tipo acneico) (6).

Cuando los depdsitos corporales de folatos son normales, la deficiencia
tarda unos 4 meses en desarrollarse. Si hay deplecion inicial de los depdsitos,
la sintomatologia aparece a los 2 6 3 meses (12). Los sintomas y signos de la
carencia revierten o mejoran con la administracion de acido félico siempre que
las lesiones, sobre todo de tipo neuroldgico, no sean ya irreversibles.

En nuestro laboratorio, en diferentes situaciones experimentales, hemos
inducido deficiencia en &cido folico, ya sea mediante dieta o debido a la inte-
raccion con diferentes farmacos (13, 14, 15, 16, 17)

1.2.2. LAs NUEVAS FUNCIONES

La anemia megaloblastica sigue siendo una patologia frecuente especialmente
en poblaciones de riesgo como embarazadas o alcohdlicos, pero en la actuali-
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dad la deficiencia o la suplementacién de acido félico parece también relacio-
narse con otro tipo de patologias, de manera que se han propuesto nuevas for-
mulas de terapia o prevencion basadas en el acido folico.

La Prevencion de los Defectos del Tubo Neural (DTN).

Los DTN son malformaciones congénitas que afectan a la formacion del tubo
neural. En sus diferentes formas (anencefalia, meningocele, espina bifida), son
especialmente graves y muchas veces incompatibles con la vida. La etiologia
de estos DTN es multifactorial y en ella estan implicados tanto factores gené-
ticos como ambientales, entre los que el estatus nutricional en acido félico
juega un papel importante. Este hecho ha sido demostrado en varios estudios.
Por ejemplo, Kirke y col. (18) y Daly y col. (19) demostraron que la concentra-
cién sanguinea de folatos al inicio de la gestacion es un factor de riesgo inde-
pendiente en el desarrollo de los DTN, ya que riesgo y folatos se relacionan de
forma inversa, de manera que el riesgo es 8 veces mayor en las mujeres cuyos
niveles de folatos son menores que 150ug/l que en aquellas con niveles de
folatos superiores a 400pg/l. Otros estudios observacionales también parecen
demostrar que el uso de preparados multivitaminicos con acido félico o la
ingesta elevada de folatos en la dieta ejerce un papel protector frente a la inci-
dencia de DTN (20-22).

Sin embargo, los estudios de intervencién, en los que se ha determinado el efec-
to de la suplementacion materna con &cido fdlico durante la gestacion sobre la pre-
valencia de DTN en los hijos, han sido los mas definitivos para establecer el papel
preventivo del &cido félico en las primeras etapas de la gestacion. El mas significa-
tivo fue el realizado por el Consejo de Investigaciones Médicas del Reino Unido
(United Kingdom Medical Research Council (MRC). Este organismo plane6 un ensayo
doble ciego y aleatorizado para evaluar el papel de la suplementacion con acido foli-
co en la prevencion de DTN. El estudio se realizé en 33 centros en 7 paises diferen-
tes e involucrd a un total de 1.817 mujeres de alto riesgo, es decir, que ya habian
padecido un embarazo afectado por DTN, que planeaban una nueva gestacion. Las
mujeres fueron clasificadas aleatoriamente en cuatro grupos experimentales que reci-
bieron respectivamente: acido folico, &cido félico y suplemento polivitaminico sin
acido folico, suplemento polivitaminico sin &cido folico o placebo. La dosis de cido
félico empleada fue de 4mg diarios. Se completaron 1195 gestaciones antes de que
el ensayo se interrumpiera al considerarse que los resultados eran suficientemente
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concluyentes : entre las 593 mujeres que tomaron el suplemento de acido félico, sélo
se observaron 6 casos de DTN (1%), mientras que entre las 602 mujeres que no lo
recibieron, padecieron DTN 21 hijos (3,5%). Es decir, la suplementacién con 4mg dia-
rios de acido folico en la etapa periconcepcional redujo el riesgo de recurrencia de
DTN en un 72%. El preparado polivitaminico sin acido félico no ejercid, sin embar-
go, ningun efecto protector (23).

El estudio del MRC descrito anteriormente fue un ensayo de recurrencia, es decir,
se evaluaba la capacidad del &cido félico para prevenir un embarazo afectado por
DTN en una mujer que ya habia padecido uno o mas embarazos afectados y que, por
tanto, es considerada de alto riesgo. En un ensayo realizado en Hungria, Czeizel y
Dudas (24,25) evaluaron la capacidad del &cido folico para prevenir la ocurrencia de
DTN, es decir un primer embarazo afectado. El ensayo fue doble ciego y aleatoriza-
do y en él se administré diariamente un suplemento multivitaminico con 0,8mg de
acido folico o un suplemento mineral. Ningn nifio naci6é con DTN entre las 2.391
madres que recibieron el suplemento vitaminico con acido folico y 6 casos se detec-
taron entre las 2.052 madres que recibieron el suplemento mineral. La suplementa-
cion con 0,8mg diarios de &cido félico en la etapa periconcepcional redujo el riesgo
de ocurrencia de DTN significativamente.

La regulacién de la Homocisteina.

La concentracion elevada de homocisteina en sangre se asocia con la enfer-
medad vascular (26), ya que el aminoacido podria estar implicado en la oclu-
sion vascular y en la trombogénesis (27). Gracias a la implicacion del acido
félico en el metabolismo de la homocisteina, la suplementacion con acido foli-
co puede ser efectiva en el tratamiento de la hiperhomocisteinemia y, por
tanto, en la prevencidn de las lesiones vasculares a distintos niveles (28, 29).

En uno de los primeros estudios de intervencion realizados, Brattstrém y col. (30)
observaron una reduccion significativa de la concentracion de homocisteina admi-
nistrando suplementos con una dosis de 5mg/dia de &cido folico en hombres y muje-
res ligeramente hiperhomocisteinémicos. Posteriormente, Ubbink (31) también con-
sigui6 normalizar la concentracion de homocisteina administrando un complejo vita-
minico con &cido félico en una dosis méas baja (Img/dia) y ademas vitamina Bg
(12,2mg/dia) y vitamina B,, (0,4mg/dia). Posteriormente, este mismo grupo evalud
la capacidad de las tres vitaminas B, en conjunto y por separado, y observaron que
el 4cido folico en una dosis de 650ug/dia era capaz de reducir la concentracion de
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homocisteina en casi un 50% en pacientes con ligera hiperhomocisteinemia, mien-
tras que la vitamina Bg no producia ningln efecto y la vitamina B, reducia la con-
centracion de homaocisteina en una menor magnitud (14,8%) (28). El efecto del com-
binado, por tanto, era debido al acido folico.

En otro sentido, cuando se relaciona la ingesta de &cido félico con la concentra-
cion plasmatica de homocisteina, se establece una correlacién negativa entre ambas,
de manera que las concentraciones mas bajas de homocisteina se mantienen cuando
la ingesta de acido folico alcanza los 350-400ug/dia (32,33). Asi mismo, en estudios
observacionales parece demostrarse también que la baja concentracion de folatos en
suero se asocia a un mayor riesgo de infarto (34) y enfermedad coronaria (35).

La prevencion del cancer.

El estatus en folatos puede participar en la modulacion de las transforma-
ciones neopléasicas, especialmente a nivel de ciertos tejidos epiteliales. La
deficiencia en &cido folico parece acelerar el desarrollo tumoral y la suple-
mentacion con &cido folico podria prevenir el avance del proceso tumoral,
especialmente en el cancer de estémago y colon, o reducir el riesgo de carci-
nogénesis (36). Son necesarios, sin embargo, mayor nimero de estudios para
clarificar el papel del &cido folico en la prevencion del cancer.

[1.3. RECOMENDACIONES DIETETICAS]

Poblacion General

Las ingestas recomendadas para folatos se calculan en base al requerimien-
to minimo de acido folico puro aumentando la cantidad para cubrir la biodis-
ponibilidad incompleta, la variacién individual y la necesidad de reservas ade-
cuadas.

La tabla 2 recoge las recomendaciones dietéticas actuales para la poblacion
espafiola (37) y para la poblacién estadounidense (38), segln la edad, sexo y
estado fisiologico. En la tabla 3 quedan reflejadas las recomendaciones dieté-
ticas de acido fdlico para adultos (mayores de 18 afios) propuestas por dife-
rentes organismos mundiales y europeos (39).
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Tabla 2. Recomendaciones dietéticas de acido félico: Espafia y Estados Unidos

Categoria y edad Recomendaciones Recomendaciones

(afios) dietéticas espafiolas dietéticas estadounidenses
(Hg/dia) (Hg/dia)

Nifios

0-0,5 40 25

0,5-1 60 35

1-3 100 50

4-6 100 75

7-10 100 100

Hombres

10-12 100 150

12-51+ 200 200

Mujeres

10-12 100 150

12-51+ 200 180

Gestacion +200 400

Lactacion +100 260-280

(adaptado de Moreiras y col. (37) y Food and Nutrition Board (38))

Tabla 3. Recomendaciones dietéticas de acido félico para adultos:
Organismos internacionales y Europa

Hombres Mujeres

(pg/dia) (Hg/dia)
FAO/WHO 200 170
Estados Unidos 200 180
Reino Unido 200 200
Holanda 200-300 200-300
Francia 300 300
Alemania 300 300
Esparia 200 200

(adaptado de de Bree (39))
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Prevencién de los Defectos del Tubo Neural

Recurrencia. En 1991, el Consejo Médico del Reino Unido, como conclusion
al estudio realizado, public6 :

"La suplementacion con &cido félico puede ser ya recomendada a todas las
mujeres que han padecido embarazos afectados por DTN y los organismos
encargados de la salud publica deben tomar medidas para asegurar que
todas las mujeres en edad de procrear reciben suficiente acido félico."
(23)

La respuesta de las autoridades sanitarias al llamamiento realizado en el
estudio del Consejo Médico del Reino Unido, no se hizo esperar mucho. En ese
mismo afio, el Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos (Centers for
Disease Control, CDC) recomendd que todas las mujeres que habian padecido
anteriormente un embarazo afectado por DTN y que planearan una nueva gesta-
cién tomaran un suplemento de 4mg diarios de acido fdlico con el fin de preve-
nir la recurrencia de DTN. El suplemento debia tomarse como minimo desde un
mes antes de la concepcion y durante el primer trimestre de la gestacion (40).
Esta recomendacion se dirigié Gnicamente a mujeres de alto riesgo y no incluia
a: mujeres que nunca hubieran padecido un embarazo afectado por DTN, fami-
liares de madres con hijos afectados por DTN, mujeres con espina bifida o muje-
res epilépticas en tratamiento con valproato.

Algo mas tarde, las autoridades sanitarias en Reino Unido y Holanda formu-
laron recomendaciones similares (4-5mg/dia) para reducir el riesgo de recurren-
cia de DTN (41,42). Esta recomendacion sigue hoy siendo aceptada (39). Aun en
dosis muy elevadas (15mg/dia) no se han descrito efectos tdxicos adversos del
acido félico en sujetos sanos. Sin embargo, la suplementacion en dosis superio-
res a 1mg/dia podria complicar el diagndstico de la deficiencia de vitamina B,,
y en el caso de la epilepsia, podria inducir ataques epilépticos en pacientes bajo
tratamiento anticonvulsivante (43,44). Debido a estos efectos secundarios
potenciales, los suplementos de acido fdélico en dosis comprendidas entre 4 y
5mg/dia s6lo deben administrarse bajo supervision médica.

Ocurrencia. En lo referente a la prevencion de la ocurrencia de los DTN (pri-
mer embarazo afectado), la dosis minima eficaz de 4cido félico no esta tan defi-
nida. En los diferentes estudios realizados, se ha observado reduccion significa-



tiva del riesgo con dosis que van desde 0,4mg/dia hasta 1lmg/dia
(20,21,24,45). Como resultado de todos estos estudios, los Departamentos de
Salud de Estados Unidos (US Department of Health and Human Services) y
Holanda (Health Council/Food and Nutrition Council) ampliaron la recomenda-
cién a todas las mujeres :

"Todas las mujeres en edad de procrear que puedan quedarse embaraza-
das deben consumir 0,4mg de acido folico diarios (naturales, de alimen-
tos fortificados o de suplementos) con el fin de reducir el riesgo de un
embarazo afectado por espina bifida u otro tipo de DTN." (42,46).

En la recomendacién holandesa, se especificaron también como mujeres con
un mayor riesgo de embarazo afectado por DTN a aquellas en tratamiento antie-
piléptico, pacientes con diabetes mellitus o mujeres bajo tratamiento hormonal
para inducir la ovulacion. En estos casos, recomendaban la ingesta de suple-
mentos farmacoldgicos con 0,4mg/dia ademas de la dieta normal. Para obtener
la cantidad de acido félico necesaria, se propusieron tres medidas:

« Cambio de los habitos alimentarios hacia el consumo de alimentos ricos en
folatos.

< Fortificacion de alimentos con acido félico.
e Uso de suplementos vitaminicos farmacoldgicos.

Recomendaciones similares han sido propuestas en el Reino Unido (41),
Australia (47) y Canada (48).

En Estados Unidos, el pais pionero en las recomendaciones de acido félico,
ya se han iniciado campafias activas de prevencion de DTN. La organizacion
encargada de la regulacién de drogas y alimentos (Food and Drug
Administration, FDA) ha propuesto la fortificacion de cereales en una cantidad
de 140ug de acido félico por 100g de cereal (49). Poco después también apro-
b6 que en el etiquetado de los alimentos tradicionalmente fortificados (como
los cereales de desayuno) o los ricos en folatos de forma natural, se indicara su
importancia en la prevencion de los DTN (50). La fortificacion de cereales con
acido folico en Estados Unidos es obligatoria desde el 1 de Enero de 1998.
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Regulacion de la Homocisteina

Es dificil establecer una ingesta recomendada de &cido félico para mantener nor-
malizada la concentracion de homocisteina porque no estd bien establecido el
rango de valores normales para el aminoacido. Hasta ahora, se viene considerando
normal la concentracion plasmatica de homocisteina por debajo de 16,3umol/I
(28,31,51) y se consideran hiperhomocisteinémicos aquellos que la presenten por
encima. Sin embargo, algunos estudios parecen indicar que la suplementacién con
acido folico en dosis de 400 y 500pg/dia puede reducir mas adin la concentracion
de homocisteina en personas cuya concentracion se considera normal (52), lo que
nos indica que el rango de valores normales puede encontrarse por debajo de lo que
se viene considerando hasta ahora. En base a lo que se conoce hasta el momento,
seria necesaria una ingesta de al menos 350pg/dia de &cido félico para mantener
"normal” la concentracion plasmatica de homocisteina y un suplemento de, al
menos, 650ug/dia para reducir concentraciones elevadas de homocisteina (39).

t1.4. FUENTES ALIMENTARIAS)

Formas

En los alimentos, los folatos se encuentran mayoritariamente como deriva-
dos poliglutdmicos y pueden presentarse todas las formas en base al estado de
oxidacion y las sustituciones sobre el anillo de pteridina. El término acido foli-
co fue introducido por primera vez por Mitchell y col. en 1941 para describir un
factor aislado de las hojas de espinaca, de las cuales tomé el nombre. El pro-
pio nombre, del latin "folium", es indicativo de los alimentos mas ricos en esta
vitamina: las hojas. El &cido folico, entendido como acido pteroilmonoglutami-
co, esta totalmente oxidado y es la forma sintética que normalmente aparece
en los suplementos, pero no de forma natural, en cantidades significativas.

Alimentos

Las principales fuentes alimenticias "clasicas" de folatos son, por tanto, las
verduras y hortalizas, entre las cuales cabe destacar: las acelgas y espinacas
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(140pg/100g PC PC:porcion comestible), los grelos y las nabizas (140ug/100g
PC), la remolacha (90pg/100g PC), las coles y los guisantes (78ug/100g PC). Asi
mismo, los garbanzos que, hay que recordar, es una leguminosa de amplio con-
sumo en la dieta espafiola, presentan un elevado contenido de folatos
(180upg/100g PC). Algunas frutas frescas como la naranja, el melén o el platano
aportan también folatos pero su contenido es menor (20-40ug/100g PC) y los fru-
tos secos tales como almendra, avellana o aguacate presentan un contenido alto
de folatos (96-110pug/100g PC). Otra buena fuente de folatos son los cereales de
desayuno fortificados (150-200ug/100g PC). La leche y derivados lacteos contie-
nen 5-50ug/100g PC y las carnes y pescados son, en general, fuentes pobres de
folatos a excepcion del higado (182ug/100g PC) (37).

Procesos culinarios

Los folatos son sensibles a la luz, los &cidos, los alcalis, los oxidantes y los
reductores. Por su caracter hidrosoluble también pueden perderse con el agua de
coccion de los alimentos. Por ello, se estima que practicamente el 50% del con-
tenido inicial de folatos en los alimentos se pierden en los procesos culinarios.
La elaboracion al vapor o la fritura conducen a pérdidas del contenido inicial en
folatos que pueden alcanzar el 90%. Las verduras pierden casi el 70% de su con-
tenido en folatos al hervirlas durante 8 min, en gran parte por disolucion en el
agua de coccion (12,53).

Biodisponibilidad

La estimacion de la eficacia con que se absorben los folatos y de su biodispo-
nibilidad es todavia incompleta. Sélo los monoglutamatos se absorben directa-
mente en el intestino, mientras que los poliglutamatos deben ser primero hidro-
lizados a monoglutamatos por accién de un enzima intestinal, la pteroilpoliglu-
tamato hidrolasa. En conjunto, se absorben alrededor del 90% de los monogluta-
matos y entre el 50 y el 90% de los poliglutamatos, aunque las cifras varian
mucho segun el tipo de alimento y la metodologia de andlisis empleada. Estas
diferencias entre alimentos se deben a la presencia de inhibidores de la hidrola-
sa, copuladores u otros factores desconocidos (54,55). Las diferencias entre ensa-
yos radican principalmente en la dificultad que entrafia la determinacién de los
folatos en alimentos y en la estimacion del verdadero folato enddgeno que se eli-
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mina, ya que existe una sintesis bacteriana del mismo. Ejemplos de alimentos con
alta disponibilidad de folatos son el platano, la lima, la pifia, el higado y las leva-
duras. Por el contrario, ejemplos de alimentos con baja disponibilidad de folatos
son el zumo de naranja, la lechuga, la yema de huevo, la col, la semilla de soja y
la simiente del trigo (12).

[1.5. CERVEZA Y AcIDO FOLICO]

La cerveza es una bebida de baja graduacion alcohdlica, obtenida por fermentacion
de un extracto acuoso de cebada malteada. En nuestro pais sigue un patrén de con-
sumo moderado, casi siempre asociado a nuestro caracteristico "tapeo”.

La cerveza es una bebida de bajo contenido calérico, aproximadamente 32 Kcal
por 100 ml (37), no contiene grasas y si una cantidad considerable de hidratos de
carbono, vitaminas y proteinas. Dentro de este amplio espectro de nutrientes, nues-
tro interés radica basicamente en el 4cido félico, vitamina hidrosoluble del grupo
B, que en la cerveza se encuentra en cantidades comprendidas entre 1 y 10 pug/100
ml dependiendo del tipo de cerveza y los métodos analiticos empleados. Las Tablas
de Composicion de Alimentos Espafioles indican un contenido de 4,1 pug/100 ml (37).

En la actualidad, las Ingestas Recomendadas de acido folico para la poblacion
adulta en los distintos paises, incluyendo Espafia, oscila entre 180 y 200 pg/ dia. Por
tanto, podemos estimar que el aporte de 4cido folico de una botella de tercio o una
lata de 33 cl de cerveza al dia seria de unos 20 a 25 g, lo que supondria cubrir entre
un 10 y un 15 % de las Ingestas Recomendadas para la vitamina. Este es un porcen-
taje muy importante por dos razones: hay pocos alimentos que "per se™ puedan admi-
nistrar tal cantidad de &cido fdlico, y porque la cerveza se consume regularmente. Por
ello, aunque pueda haber alimentos con mayor contenido de acido félico, tales como
el higado, también es indudable que la cerveza tiene una mayor aceptacion para la
mayor parte de la poblacion. De tal modo, tedricamente la cerveza puede constituir
una fuente relativamente importante de acido folico en la dieta espafiola, por
supuesto dentro de los limites que hoy se consideran de consumo moderado y res-
ponsable.

Cravo et al. (56) en un estudio realizado en alcohdlicos cronicos, observaron que
consumidores de cerveza presentaban concentraciones significativamente mas bajas
de homocisteina comparado con bebedores de vino o destilados. En consonancia con
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estos estudios, la cerveza, de acuerdo con los resultados de la Estudio Nacional de
Nutricion (E.N.N.A. 1991), es la Unica bebida alcohoélica cuya ingesta se correlaciona
de forma negativa con el riesgo de padecer cancer. Este estudio de tipo "ecolégico”
analiza la asociacion causa/efecto entre ingesta de alimentos/nutrientes y patrones
de morbilidad/mortalidad.

Desde el punto de vista de la salud pudblica, no cabe duda de que estas nuevas fun-
ciones son de gran importancia, si se tiene en cuenta que a través de una modula-
cion nutricional, podemos ser capaces de reducir el riesgo de problemas sanitarios
graves y costosos. Por ello, ha habido un interés creciente en conocer la ingesta real
de 4&cido folico y las fuentes alimentarias mas importantes, tanto por parte de la
poblacion general y la comunidad cientifica (57, 58), como por parte de autoridades
sanitarias como la Food and Drug Administration en Estados Unidos (FDA, 1994) (59).
Esto permitird poder establecer estrategias para aumentar las ingestas actuales de
acido fdlico en los diferentes paises, ya sea via dieta rica en folatos, a través de la
fortificacion de los alimentos, o mediante suplementacién vitaminica (58,60,61).

En este sentido, nos encontramos con grandes diferencias en los valores de inges-
ta entre diferentes paises y en el contenido de folatos reflejado en las tablas de com-
posicion de alimentos. Ello se debe en gran medida a la dificultad que entrafia la
determinacion analitica de esta vitamina, debido principalmente a que el término
folato -como ya se ha sefialado en el apartado de estructura quimica- engloba una
serie de vitdmeros diversos, y con una base comun que corresponde al &cido pteroil-
glutamico. Este, a su vez, esta formado por: un anillo de pteridina, un residuo de
acido p-aminobenzoico, -unido a la pteridina por un puente metileno mediante un
enlace C9- N10-, y de uno a seis acidos glutamicos.

Los distintos folatos se diferencian entre si por los sustituyentes que se pueden
localizar a lo largo de su molécula y los diferentes grados de reduccion que el anillo
de pteridina puede presentar. De este modo, el lograr un método de andlisis Unico y
reproducible es una tarea dificil, mas aun, si ademas del contenido total de folatos,
pretendemos determinar la distribucion de los mismos en alimentos. La biodisponibi-
lidad de los folatos, es decir, si los folatos en el alimento van a estar disponibles para
ser verdaderamente utilizados por el organismo, va a depender en gran medida de la
forma en que se encuentre el cido félico en los alimentos.

Entre los métodos existentes para la determinacion de los folatos, los mas utiliza-
dos son: el ensayo microbioldgico con Lactobacillus casei (62) y el radioinmunoensa-
yo (63). Ambos cuantifican el folato total, pero no proporcionan informacién alguna
sobre la distribucion de los distintos folatos.
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Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo de este proyecto ha sido el
mejorar el conocimiento en cuanto al contenido total y la distribucion de los fola-
tos en algunos componentes habituales de la dieta, en concreto en la cerveza.
Para ello se ha aplicado un método combinado de cromatografia de afinidad y
HPLC, ya validado en muestras bioldgicas, lo que nos permite un analisis cuanti-
tativo del folato total y un andlisis cualitativo de la distribucion de los diferen-
tes derivados. Con ello, se evaltan las propiedades de los folatos en la cerveza,
haciendo énfasis en su distribucion, estabilidad y, finalmente, en su verdadera
biodisponibilidad.

Por otro lado, mediante estudios en animales de experimentacion, se ha estu-
diado si la cerveza -por su contenido en &cido folico- puede ejercer un efecto dis-
tinto al de otras bebidas alcohdlicas en diferentes pardmetros de ciclo de la
metionina, en concreto, folato, vitamina B6, vitamina B12 y homocisteina y en
un periodo de tiempo prolongado.

Objetivos Especificos

I Aplicacion del método combinado de cromatografia de afinidad, seguido
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que permita el anali-
sis cualitativo y cuantitativo de folatos en cerveza.

11 Estudio “in vivo” mediante el empleo de un modelo experimental animal del
efecto de la cerveza comparando con el de otras bebidas alcohdlicas en
relaciéon con algunos marcadores claves del metabolismo del &cido félico.

1.5.1. DESARROLLO DE UN METODO DE CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
Y HPLC PARA EL ANALISIS DE FOLATOS

Desarrollo de un método combinado de cromatrografia de afinidad, seguido de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que permita el andlisis cuali-
tativo y cuantitativo de folatos en cerveza. Basicamente se ha aplicado el
método descrito en las siguientes referencias:

< Varela Moreiras, G; Seyoum, E and Selhub, J (1991). Combined affinity an ion

pair liquid chromatographies for the analysis of folate distrubution in tissues.
J Nutr Biochem 2: 44-53.
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« Seyoum, E and Selhub, J (1993) Combined afinity an ion pair column chro-
matographies for the analysis of food folate. J Nutr Biochem 4: 488-494.

En estas referencias se describe el método aplicado a tejidos bioldgicos y
alimentos solidos. El objetivo del estudio sera aplicar la técnica en una bebi-
da como la cerveza.

Fundamento

Este método nos permite medir simultdneamente los diferentes derivados de
acido pteroilglutamico de tejidos o alimentos, usando un procedimiento en el
que primero se purifican de los folatos por cromatografia de afinidad usando
proteina ligando del folato como inmovilizador. Posteriormente, mediante la
técnica de HPLC, se separan los distintos derivados de folato, para luego iden-
tificarlos y cuantificarlos con un detector diodo array.

Procedimiento

1. Preparacion de las Columnas de Afinidad
1.1 Preparacion del gel Sefarosa-Folato

= Se lava la Sefarosa 4B, 400 ml, con 2 litros de agua y se suspende la
Sefarosa lavada en 400 ml de agua y se somete a agitacion. Es convenien-
te trabajar en campana de extraccion de humos.

= Se adiciona a la suspensién 30 g de bromuro de cianégeno. Durante los 15-
30 min siguientes se afiade NaOH 5M de forma continua para mantener el
pH de la suspensién entre 10 y 11. A su vez, se adiciona periddicamente
hielo alrededor de la suspension para mantener la temperatura entorno a
20° C.

m La activacion se considera completa cuando los cristales de bromuro de cia-
ndgeno se disuelven totalmente y el pH se estabiliza entorno a pH 10.
Llegado a este punto, se filtra a vacio la suspension activada a través de
un embudo con capa porosa de 600 ml y se lava con 1,5 — 2L de NaHCO,
0,1M frio (4°C).

m Se disuelve 1,8g de 1,6- diaminohexano en 400ml de NaHCO; 0,1M y se
ajusta el pH a 9 con NaOH vy se deja agitando durante 48h, a 4° C.



m Se filtra a vacio la suspension activada, se lava con NaHCO3 0,1M y se resus-
pende a temperatura ambiente en 400ml de NaHCO; 0,1M.

= Se suspenden 4g de acido félico en 50ml de agua y se afiaden unas gotas de
NaOH 1M hasta la total disolucién del &cido fdlico. Se adiciona esta solu-
cién a la suspension de Sefarosa, se agita y se ajusta el pH a 8,5 con NaOH.

= Mientras se agita a temperatura ambiente, se adicionan 4g de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carboiimida clorhidrico a lo largo de un periodo de
45min. Se continGa agitando la suspension durante 3h a temperatura
ambiente y posteriormente durante 48h a 4°C.

= Por ultimo, se retira el folato libre, que no se ha unido a la matriz, lavando
secuencialmente con 4L de NaCl 2M contenido en un tampén de fosfato
potasico 0,05M (pH 7), 2L de agua, 1L de acido acético y 2L de agua.

» El gel de folato-Sefarosa se suspende y almacena en volumen equivalente de
azida sédica 0,3 % (p/v) a 4°C.

El bromuro de ciandgeno es un producto extremadamente toxico, se ha de
manipular con sumo cuidado, siempre llevando la proteccion de guantes y mas-
carilla. También, se ha de prestar mucha atencién para que en ningin momen-
to la matriz se deshidrate, ya que esto supondria su inactivacion.

1.2 Purificacion de la proteina ligando de folato

Esta proteina se aisla del suero lactico, que es un producto de la leche que se
puede obtener en fabricas de productos lacteos. En nuestro caso, lo hemos obtenido
por gentileza de RENY PICOT, Espafia.
= Se suspende el contenido de un saco de suero lactico en polvo (25kg) en

40L de agua y se ajusta la suspension a pH a 7 con NaOH 5M (1L).
= La suspension, una vez neutralizada, se deja durante una noche a 4°C.
= Se centrifuga la suspension a 15.000 g durante 10 min a 4°C y se filtra el

sobrenadante sobre lana de vidrio. En la realizacion de este paso no es
necesario que se centrifugue la totalidad de la suspensidn de suero lacti-
co, ya que, s6lo dos terceras partes de la suspension son liquidas, la ulti-
ma es muy pastosa y no se obtiene apenas sobrenadante. De cada saco de
suero se extraen entre 20 y 22 litros de sobrenadante filtrado. Se separa
una alicuota del filtrado para medir la actividad de la proteina ligando de
folato.
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m El gel folato-Sefarosa preparado como se describe en la seccion anterior, es
afiadido al filtrado obtenido y se deja agitando durante una noche a 4°C,
tiempo durante el cual la proteina ligando de folato del suero lactico se une
al gel folato-Sefarosa.

m El gel de folato-Sefarosa, con la proteina ligando de folato unida, se sepa-
ra del extracto de suero por filtracion a vacio, usando un embudo con capa
porosa de 2L. Se separa una alicuota del filtrado para medir la actividad de
la proteina. La matriz folato-Sefarosa debe ligar al menos el 70% de la acti-
vidad de la proteina proveniente del extracto de suero. La proteina ligando
de folato unida al gel se puede almacenar a 4°C en azida sddica al 0,03%
durante varios meses.

= Antes de extraer la proteina ligando de la matriz, se lava la misma secuen-
cialmente con 2L de NaCl 1M en HEPES 0,05M y azida sodica 0,03%, poste-
riormente con 1L de tampdn de fosfato potasico 1M (pH7) y por Gltimo 2L
de agua.

m Se suspende la matriz folato-Sefarosa en un litro de acido acético 0,1M y se
agita durante 2h a 4°C.

m Se transfiere la matriz a un embudo con capa porosa y se eluye la proteina
ligando por filtracion a vacio. Para extraer la proteina totalmente, se vuel-
ve a suspender el gel en acido acético 0,1M y se repite el subsiguiente pro-
ceso. Esto se realiza al menos tres veces, obteniéndose varios filtrados. Se
mide la actividad de la proteina de ligando folato en una alicuota de los fil-
trados.

m Los filtrados se neutralizan con carbonato potasico y se almacenan.

» Finalmente, la proteina se concentra usando una columna de matriz folato-
Sefarosa de 3 x 15 cm, es decir, se vierten en la columna los filtrados neu-
tralizados y se eluye la proteina con &cido acético 0,2M, recogiéndose el
eluido en fracciones de 20ml. Las fracciones que contienen la proteina
ligando se distinguen perfectamente por su color amarillo caracteristico.

m Se mide la actividad de la proteina ligando de folato en alicuotas de las
diferentes fracciones. Se liofilizan aquellas que tienen mayor actividad y se
almacenan a -70°C.

Para una mejor optimizacion del proceso, se mide actividad de la proteina ligan-

do de folato en diferentes puntos de la realizacion del mismo. De este modo, es mas
facil controlar la purificacion y si en algiin momento la actividad medida es mas
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baja de lo esperado, rectificar el proceso. También, hay que tener en cuenta que no
todos los sueros tienen la misma cantidad de proteina ligando de folato.

1.3 Determinacion de la actividad de la proteina ligando de folatos

La actividad de la proteina es medida en cada uno de los pasos de la puri-

ficacion de la proteina ligando de folatos procedente del suero.

= En un tubo de ensayo de 12 x 100mm se mezclan los siguientes componen-
tes: 0,1ml de tampon fosfato potéasico 0,1M (pH 7.4), 0,05 ml de &cido foli-
co [3H] 1pM (26,7 Ci/mmol, conteniendo 0,5uCi/ml), 0,1ml de albimina de
suero bovino al 0,1% (p/v), 0,2 ml de la solucion de proteina ligando de
folato y agua suficiente para completar a un volumen final de 1ml.

= Se deja 15 min a temperatura ambiente, se adiciona 0,25ml de suspensién
de dextrano T20 lavado con carbono activado y se agita durante 30 sec.

= La mezcla se centrifuga a 2.000g durante 10 min y se separan 0,5ml del
sobrenadante para analizarlo en el contador de centelleo.

m Se repite el proceso pero sin adicionar la proteina ligando para obtener un blanco.

m Para calcular la actividad de la proteina ligando de folato se aplica la

siguiente formula:

AP= 2,5 (M- B)/ V(AS)

AP= actividad de la proteina ligando de folato/ml de proteina.

M= dpm de la muestra.

B= dpm del blanco.

V= volumen en ml de proteina ligando de folato afiadido a la mezcla.

AS= actividad especifica de acido félico [3H] en dpm/ pmol.

Una unidad de AP es la cantidad de proteina capaz de unir 1pmol de acido
félico.

1.4 Preparacion de la matriz Sefarosa-proteina ligando de folato

La capacidad final de unién de la matriz debe ser al menos de 25-50 kilou-
nidades (kU) (30-60nmol) por mililitro de volumen de gel. El suero lactico con-
tiene unas 250U/g, de los cuales el 50% se recupera en la fraccion purificada.
Por lo tanto, un saco de 25kg de suero suele proporcionar unas 3000kU de pro-
teina ligando purificada.

m Preparacion de la proteina ligando de folato. Se suspende la proteina liofi-
lizada en 250ml de NaHCO; 0,1M.
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= Se activa 1ml de Sefarosa 4B por 50-70 kU de proteina, usando las mismas
condiciones de activacion con bromuro de cianégeno descritas en el apartado
"Preparacion del gel Sefarosa-Folato”.

m Se suspende la Sefarosa activada en 50ml NaHCO; 0,1M y se mezcla con la
solucion de proteina ligando de folato. Se agita durante 2h a temperatura
ambiente y después 48h a 4°C.

m Se transfiere la matriz de Sefarosa a un embudo con capa porosa y se lava
secuencialmente con 2L de NaCl 2M en Tris HCI 0,05M (pH 7,4), 1L de agua,
2L de acido trifluoroacético 0,02M, 2L de tampon fosfato potasico (pH 7,4) y
finalmente 1L de agua.

= Se suspende la Sefarosa en un volumen equivalente de azida sodica 0,3% y se
almacena a 4°C.

2. Extraccion de Folatos en Alimentos

Antes de proceder a la extraccion, los alimentos tienen que ser fraccionados,

es decir, se trituran o pulverizan, y los alimentos liquidos se liofilizan.

= Se suspende el alimento en una solucién que contiene ascorbato sodico al 2%
(p/v), 2-mercaptoetanol 10mM y tampon Bis-Tris 100mM (pH 7.8) en una pro-
porcién de 10ml de solucién por 1g de alimento.

= Se hierve esta suspension durante 15-25 min.

= Se enfria rapidamente el extracto en un bafio de hielo y se homogeniza en una
homogeneizadora mecénica.

= Finalmente se centrifuga el extracto a 30.000g durante 15 min a 4°C. El fola-
to se mide en la fraccion sobrenadante, que se separa y se almacena en tubos
a vacio a —20°C.

3. Cromatografia de los Folatos Extraidos
3.1 Preparacion de la columna de afinidad

Todo el trabajo, tanto la preparacion como el uso de las columnas se ha de

realizar a una temperatura estable de 4°C.

= Como soporte de la columna se utiliza una pipeta Pasteur de vidrio con un
poco de lana de vidrio en el cuello, para impedir que se pierda la matriz.

m Las columnas de afinidad se preparan transfiriendo 1 ml de Sefarosa-proteina
ligando de folato a una columna y permitiendo que la matriz se empaque por
gravedad.
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= Antes de usarla por primera vez, se lava la columna secuencialmente con 3ml
de &cido trifluoroacético 20mM, 10 ml de tampon fosfato potasico 1M (pH
7) y 3ml de agua dos veces.

La matriz no es estable a pH 4cido, por lo tanto inmediatamente después de apli-
car acido trifluoroacético, se tiene que lavar la columna con tampon fosfato potasico.

3.2 Purificacion de los Folatos por Cromatografia de Afinidad

m Se descongela una fraccion de extracto que contenga entre 2 y 15 nmol de
folato total. Se mezcla el extracto con 0,2 uCi de acido folico [3H] trazador
y se mide la radiactividad en una alicuota de la mezcla.

= El resto de la mezcla es aplicado a la columna de afinidad.

= Se lava la columna con 10ml de tampdn fosfato potasico 1M (pH 7), y dos
veces con 3ml de agua.

= El folato adsorbido a la matriz es eluido con 3ml de &cido trifluoroacético
20mM, que a su vez contiene ditioeritritol 10mM.

m El &cido eluido se neutraliza rapidamente con 60pl de piperacina 1M.

= También se tiene que medir la radiactividad de una alicuota de eluido para
asi obtener la recuperacion de la columna. La recuperacion tiene que ser
mayor de un 85%. Si es menor de este porcentaje, o se ha aplicado mucho
extracto a la columna o la columna necesita reemplazarse.

m La columna de afinidad se regenera aplicando 10ml de tampon fosfato pota-
sico IM (pH 7) y dos veces 3ml de agua. La columna se almacena a 4°C.

Una vez eluido, el folato es inestable y debe ser inmediatamente analizado
por HPLC o, en su defecto, se congela para almacenarlo.

3.3 Analisis de la distribucion de folatos por HPLC

Para determinar la distribucién de los folatos se recurre a la técnica de HPLC con
un detector Diodo Array. Se monitoriza la absorcion a las siguientes longitudes de
onda: 280, 350, y 258nm. Como columna analitica se utiliza una Bio-Sil ODS-5S (150
X 4mm, Bio Rad), con precolumna y como fase movil, se produce un gradiente de
dos soluciones:

La solucién A contiene tetrabutilamonio fosfato 5mM, ditioeritritol 0,5mM, y
NaCl 25mM en agua.
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La solucién B contiene lo mismo que la solucién A, pero en una mezcla ace-
tonitrilo:agua 65:35. Antes de usar las soluciones, se filtran y degasifican.

El flujo en el que corre la muestra es de 1ml/min.

Antes de inyectar la muestra, se equilibra la columna en el 90% de la solu-
cién A'y 10% de la solucién B. Tras la inyeccion, la fase moévil fluye isocréati-
camente durante 5 minutos con 90% de A 'y 10% de B. Llegado este momento
el porcentaje de la solucion B incrementa linealmente hasta alcanzar el 36% a
los 15 minutos, el 50% a los 35 minutos y el 60% a los 52 minutos.

3.4 Identificacion y Cuantificacion

La elucion de los folatos a través de la columna de HPLC se produce secuencialmen-
te en grupos (clusters) en funcién del nimero de restos glutamicos. Cada uno de estos
clusters de folatos tiene el mismo nimero de restos glutamicos.

Para identificar los diferentes folatos de cada grupo se usa una combinacion de tiem-
pos de retencion y caracteristicas espectrales. El limite inferior de deteccién de folatos
de un detector Diodo Array se sitta en los 25 pmol de folato por pico.

Para fijar los tiempos de retencion de los diferentes clusters, se utilizd una mezcla de
pteroilglutamatos con un nimero de restos glutdmicos comprendidos entre uno y ocho,
a una concentracion de 5nmol/ml, observandose en el cromatograma una secuencia de
picos a tiempos de retencion crecientes, que cada uno difiere de su vecino en un resto
glutamico (Figura 1. Anexo de Resultados. Ver pagina 42 y siguientes).

Dentro de cada cluster, para separar los diferentes derivados de folato, se recurri6 a
la utilizacion de diferentes estandares: asf, se ha utilizado 5-metiltetrahidrofolato, 5-for-
miltetrahidrofolato, 5,10-metiléntetrahidrofolato, tetrahidrofolato, dihidrofolato y pte-
roilmonoglutamato, todos a una concentracién de 5nmol/ml. En general, los tiempos de
retencion de los diferentes derivados dentro de un mismo cluster son muy préximos, lo
que hace practicamente imposible su identificacion Gnicamente por este parametro. Por
esta razon, es necesario realizar un analisis espectral de cada derivado (Figura 2).

Ademas, la absorcion se monitoriza a tres longitudes de onda, que aportan informa-
cién diferente para identificacion de los picos. La absorcion determinada a 280 nm sirve
para determinar la presencia de folatos indiscriminadamente. La monitorizacion a 350 nm
sirve para identificar derivados de dihidrofolato y de pteroilglutamatos, ya que son los
Unicos folatos que absorben a esta longitud de onda. Por dltimo, los valores de absor-
bancia obtenidos a 258 nm sirven para identificar los derivados de 10- formiltetrahidro-
folato. El resto de folatos tienen méximos de absorcion alrededor de 280-300 nm.
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Al mezclar los diferentes estandares se observé que tetrahidrofolato y dihidrofolato
tienden a eluir en el mismo pico, presentando caracteristicas espectrales diferentes a
las de los derivados individualizados.

Selhub y col. (1989) muestran que en los clusters que contienen mono- y digluta-
mil folatos, existe separacion entre 10-formil-, tetrahidro- y dihidro- derivados. En clus-
ters que contienen mayor ndmero de restos glutamicos, estos tres folatos tienden a
eluir en la misma fraccion. Del mismo modo, en cada cluster, el pteroil- y su corres-
pondiente 5-metiltetrahidro- eluyen en el mismo pico o en picos muy préximos sepa-
rados de los otros tres folatos.

Los derivados de 5-formiltetrahidrofolato eluyen con sus correspondientes clusters
en una posicion ligeramente anterior a los picos de 5-metiltetrahidrofolato/ pteroil-
glutamato.

Los picos que eluyen inmediatamente después de cada cluster corresponden a p-ami-
nobenzoilglutamatos. Estos picos tienen un maximo de absorcién a 270nm e incremen-
tan su concentracion cuando no se mantienen unas condiciones anaerobias estrictas.

Para determinar la concentracion de folatos de picos correspondientes a un dnico
derivado, se utiliza el area integrada del pico y los coeficientes molares del pico que se
reflejan en la siguiente tabla:

Coeficientes molares de los picos de &cido folico y
sus derivados expresado como area integrada del picoa.

Compuesto 280 nm 350 nm 258 nm
Pteroilglutamato 875 210 472
Dihidrofolato 787 (0,899) 152 (0,173) 321 (0,367)
THFb 682 (0,779) 7 (0,008) 266 (0,304)
10-Formil-THF 323 (0,369) 0(0) 513 (0,586)
5-Metil-THF 787 (0,899) 0(0) 314 (0,314)
5-Formil-THF 812 (0,928) 0(0) 323 (0,370)

2| os datos han sido obtenidos a varias longitudes de ondas usando écido f6lico [3H] antes y después de su conversion a
varias de sus formas reducidas. Las alicuotas contenian alrededor de 1, 3, y 10 nmol y fueron analizadas por HPLC en las
mismas condiciones anteriormente descritas. Se recogieron fracciones de 0,5 ml de cada uno de los eluidos para deter-
minar el contenido en folatos por contaje de radiactividad. El coeficiente molar del pico (unidad de area/nmol) se cal-
cul6 a partir de la cantidad de folato eluido y su correspondiente &rea de pico determinado a la longitud de onda indi-
cada. Cada valor de la tabla representa la media obtenida de tres alicuotas. En todos los casos, el error estandar fue me-
nor del 5%. Los nlimeros entre paréntesis representan los coeficientes molares de pico de varios folatos a las longitu-
des de onda indicadas frente a los coeficientes molares de pico del pteroilglutamato a 280 nm.

b THF, tetrahidrofolato.



La expresion usada seria la siguiente:

[C]= Augo/ Eyg Siendo:

- C; concentracion del derivado de folato identificado.

- Ayg; érea integrada del pico a 280 nm.

- Eyg0; coeficiente molar del pico a 280 nm.

Al monitorizar la absorbancia a 280, 350, y 258 nm, se puede calcular la con-
centracion individualiza de los derivados de folato en el caso de que eluyan en un
Unico pico.

Cuando eluyen juntos tetrahidrofolato (T), dihidrofolato (D) y 10-formiltetrahi-
drofolato (F) se calcula la concentracion con la siguiente expresion:

Aago=[F]Ers0+ [TIE 280+ [D]E 280

[D]=Ass0/Eqzs0

[F1=Agsg-([D]E 258t [T1E256)

Donde Aygg, Assg Y Assp Son los valores de la observancia en unidades integra-
das de area a las longitudes de onda indicadas en los subindices. Ei»gq, Efzg0, Eqosos
Egas0, Edoss Y Eiosg SON los coeficientes molares del pico en unidades de area inte-
gradas para el derivado de folato y la longitud de onda indicada en el subindice.

Para resolver las concentraciones de tetrahidrofolato (T) y 10-formiltetrahidro-
folato (F) eluidos en un mismo pico, se procede de la siguiente manera:

Aogo=[TIE g0t [F1Er260

Aosg=[TIEwasst[F]Er2ss

Por Gltimo, para calcular la concentracion de pteroilglutamato (P) y 5-metilte-
trahidrofolato (M) eluidos en un Unico pico, se utiliza la siguiente expresion:

[P1=Ass0/Epzso

[MI=[Azs0-([P1Ep280]/Emaso

1.5.2. CoNTENIDO Y DISTRIBUCION DE FOLATOS EN CERVEZA

En nuestro estudio, se han liofilizado distintos tipos de cerveza espafiola para con-
centrar la muestra y facilitar su manipulacion. Se realizd la extraccion de los folatos
de la cerveza segln el protocolo y se prepararon varias columnas de afinidad, lo que
nos ha permitido evaluar en las cervezas mas comunmente consumidas en nuestro
pais tanto el contenido total como la distribucion de los folatos de acuerdo con el
estado de 6xido/reduccion del anillo pteridinico y la elongacion de la cadena de res-
tos de acido glutamico, por primera vez, y de acuerdo con la bibliografia actualmente
existente.
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En el ANEXO correspondiente se muestran, en primer lugar, los cromatogra-
mas obtenidos para diferentes derivados del &cido folico, y que se consideran
como estandares con el objetivo de comparar nuestras muestras de cerveza:

La Figura 1 muestra el patron obtenido para los diferentes pteroilglutama-
tos (PteGlu) entre uno (PteGlul) y ocho (PteGlu8) residuos de acido glutami-
co. Asi mismo, se muestran los tiempos de retencion obtenidos, y las areas
correspondientes. Como se puede observar, la separacion de los diferentes glu-
tamatos es muy nitida, lo que nos permite conocer la influencia de la elonga-
cion de la cadena de restos de acido glutamico, factor critico para la biodis-
ponibilidad de la vitamina.

Ademas, la puesta a punto de nuestra nueva técnica permite también cuan-
tificar los folatos de acuerdo con la estructura del anillo pteridinico, el segun-
do factor critico para conocer la biodisponibilidad, de acuerdo con lo ya expli-
cado en la parte introductoria de este Informe. Asi, la Figura 2 muestra los
diferentes espectros cromatograficos obtenidos para los derivados del acido
félico:

« 5,10-metilén tetrahidrofolato (510mthf)

« 5-formiltetrahidrofolato (5forthf)

« 5-metiltetrahidrofolato (5methf)

« dihidrofolato (dhf)

« pteroilmonoglutdmico (ptelglu)

 tetrahidrofolato (thf)

Las Figuras 3, 4, 5, 6 y 7 muestran los espectros individuales obtenidos
para los diferentes estandares.

La Figura 8 muestra los cromatogramas obtenidos para las diferentes cer-
vezas analizadas. El andlisis mediante cromatografia de afinidad y HPLC mues-
tra un patrén bastante parecido para las diferentas cervezas analizadas.

Como se puede observar, la mayoria de los picos correspondientes a los
folatos se encuentran en tiempos de retencidn entre los minutos 16 y 20.

En la Figura 9, se pueden observar los cromatogramas obtenidos a las dife-
rentes longitudes de onda (280, 258 y 350 nm) para la cerveza 1, con sus
correspondientes areas, y que hemos utilizado para cuantificar los folatos de
acuerdo con las férmulas explicadas en el apartado 3.4 Identificacion y
Cuantificacion. Del mismo modo, las Figuras 10, 11, 12, y 13, recogen los cro-
matogramas y areas correspondientes para el resto de cervezas analizadas.
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El resumen de los resultados obtenidos, tanto en el contenido total como en la
distribucion de los folatos, se encuentra recogido en la Tabla 1 asi, se dan los
resultados expresados en valores absolutos para los derivados del acido félico
identificados, asi como en forma de porcentaje respecto al total de folatos: la
mayor cantidad corresponde al 10-formil tetrahidrofolato (40%), seguido de los
tetrahidrofolatos (31.7%) y, ya en mucha menor porcentaje respecto del total,
hemos cuantificado 5-metiltetrahidrofolatos (16.7%) y pteroilmonoglutamatos
(10.8%). Estas medias, sin embargo, representan diferencias en la distribucion de
folatos entre cervezas analizadas que pudieran explicarse a las materias primas de
origen empleadas para la fabricacion.

En cuanto al contenido total, la media obtenida para las cervezas analizadas es
de unos 3 microgramos por 100 ml. de cerveza. Logicamente, la extrapolacion en
cuanto al aporte va a depender del consumo, pero si consideramos un consumo
moderado de unos 30 gramos de etanol/dia via cerveza, representaria un aporte
de aproximadamente el 10% de las necesidades para la poblacion adulta, siempre
que légicamente no haya patologias presentes. Nuestros resultados no son com-
parables a los escasos obtenidos en la bibiliografia, ya que la metodologia emple-
ada en estos casos era mucho mas imprecisa, y de menor fiabilidad. En cualquier
caso, la bibliografia muestra valores que oscilan entre 1-1.3 pg/100 ml (Maury LA,
1984), y los 10-13 pg /100 ml (Trémolieres, 1975). Por otro lado, los valores
encontrados para diferentes cervezas inglesas, de acuerdo con las Tablas de
Composicion de Alimentos de la Royal Society of Chemistry and Ministry of
Agriculture, Fisheries and Food, Reino Unido, son los siguientes:

Bitter: 4 pg/100 ml

Brown ale: 4 pg/100 ml

Lager: 4 pg/100 ml

Strong ale (6.6 g alcohol/100ml): 9 pug/100 ml



ESTUDIO IN VIVO MEDIANTE EL EMPLEO DE UN
MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL DEL EFECTO DE
LA CERVEZA VS. OTRAS BEBIDAS ALCOHOLICAS

EN RELACION CON ALGUNOS MARCADORES CLAVES
DEL METABOLISMO DEL ACIDO FOLICO

En una primera aproximacion, se plante6 un ensayo piloto, utilizando como mode-
lo experimental la rata Wistar. El fin de este estudio fue evaluar la aceptacion de
las bebidas alcohélicas por parte de los animales y si ello podria afectar a la inges-
ta sélida. En caso de que esto Ultimo se produjera, se podria inducir una defi-
ciencia dietaria en los animales que afectaria a los resultados.

Ensayo Piloto

OBJETIVO

Desarrollar en un modelo experimental animal, un ensayo de aceptacion de
diferentes bebidas alcohdlicas. En este ensayo se estudia en animales de ambos
sexos la ingesta liquida, la ingesta sélida y el peso de los animales, pudiendo com-
parar de este modo si existen diferencias de comportamiento entre grupos de ani-
males que consumen distintas bebidas alcohdlicas y entre sexos. Asi, se determi-
na si es necesario corregir la ingesta solida en proximos ensayos.

METODOLOGIA
Animales y Tratamientos
Cuarenta ratas Wistar, con un peso inicial entre 190-220g, se repartieron en
ocho grupos experimentales segin sexo y bebida alcohdlica ingerida. Se disefia-
ron los siguientes grupos:
* MacHos ControL: 5 ratas macho a las que se les administr6 agua como ingesta
liquida.
e MacHos Cerveza: 5 ratas macho a las que se les administro un 30% de cerveza
en su agua de bebida.
« MacHos Vino: 5 ratas macho a las que se les dio un 30% de vino blanco en su
agua de bebida.
* MacHos DesTiLADO: 5 ratas macho a las que se les suministré un 30% de desti-
lado (whisky) en su agua de bebida.

Ademas, se planificaron otros cuatro grupos de ratas hembras que se distribu-
yeron de manera equivalente:

* HemBras CONTROL

* HemBrAS CERVEZA

* HemBRAS VINO

* HemBRAS DESTILADO
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Los animales fueron mantenidos en una habitacién con
ciclos de luz/oscuridad de 12h, con 20-23°C de temperatura
y con una apropiada ventilacion. Se les permitid libre acce-
so a la comida (dieta estandar en pellet) y a la bebida.

Disefio experimental

El ensayo dur6 15 dias, durante los cuales se pesaron los
animales todos los dias a la misma hora observando asi su
evolucion de peso. También se realiz6 diariamente la medi-
da de la ingesta solida y liquida.

Tratamiento estadistico de los datos obtenidos

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante
un ANOVA de una via, seguido de un test de Tukey. El nivel
de significacion se establece en P<0,05.

ResuLTADOS

Los resultados globales de este ensayo piloto fueron bas-
tante satisfactorios, cumpliéndose los objetivos que se pre-
tendian. La evolucion de peso de los animales de los distin-
tos grupos es equivalente: todos los animales tuvieron un
incremento de peso constante y similar, no observandose
alteraciones en el crecimiento ni existiendo diferencias sig-
nificativas entre los distintos grupos. Por tanto, la adminis-
tracion de bebidas con distinto grado alcohdlico no altera el
desarrollo del animal de una manera significativa.

La ingesta sélida en los animales de los grupos alcohdli-
cos no resultd significativamente diferente del
grupo control tanto en machos como en hembras.
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250 W De ello, se deduce que la ingesta de alcohol en
200

nuestras condiciones experimentales no altera el
comportamiento del animal respecto a la ingesta
solida. También se observo que la ingesta de las

10 11 12 13 14 15 hembras fue, en general, ligeramente inferior con

& vino
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respecto a la de los machos, y que su evolucién
diaria fue menos homogénea que en los machos.



La mayor ingesta liquida correspondié al grupo de la cer-
veza tanto en machos como en hembras, con respecto al
resto de grupos. Otro hecho resefiable fue la menor ingesta
liquida del grupo destilado respecto al control, aunque no
existen diferencias significativas entre grupos. Por lo tanto
se podria decir, que las ratas tienen una buena aceptacion
de la cerveza con respecto al resto de las bebidas alcohdli-
cas incluso mayor que la del agua que es su habitual inges-
ta liquida.

De este ensayo, se obtuvieron las siguientes conclusiones
claras para los posteriores ensayos:

m Los machos son mas adecuados para este tipo de ensayo,
debido a que su comportamiento es mas homogéneo que
el de las hembras.

m La cerveza es la bebida alcohdlica con mayor aceptacion
entre las bebidas ensayadas.

m la ingesta so6lida no se ve alterada significativamente,
por tanto, no seria necesario una correccion de la inges-
ta solida en futuros ensayos.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se planted un
nuevo ensayo en animales de experimentacion.

Ensayo definitivo
Se realizé un segundo ensayo con el objetivo de estudiar
si la cerveza, por su contenido en &cido félico, puede
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« Esta vez, en lugar de comparar grupos de animales a los que se les da un
30% de bebida con distinta graduacion alcohdlica, se comparan grupos de
animales a los que se les da la misma proporcién de alcohol procedente de
diferentes bebidas alcohdlicas. De este modo, todas las bebidas se equi-
paran al contenido alcoholico de la cerveza, que es la bebida de menor
graduacion, y contiene un 5.5% (v/v) de alcohol.

« Se descarta el whisky como bebida alcohdlica con la que comparar la cer-
veza, debido a que en el ensayo anterior se habia observado un menor cre-
cimiento, ingesta solida y liquida, aunque en ningln caso estadistica-
mente significativo. Se sustituye por etanol al 5,5%.

OBJETIVO

Mediante el empleo de un modelo experimental animal se pretende estudiar
si la cerveza, por su contenido en acido folico, puede ejercer un efecto dis-
tinto al de otras bebidas alcohdlicas en diferentes biomarcadores relacionados
con ciclo de la metionina, en un periodo de tiempo prolongado. De este modo,
la cerveza es comparada frente al vino y etanol en condiciones isoalcohdlicas
y frente a un control.

MEeTODOLOGIA

Animales y Tratamientos

Cuarenta ratas Wistar machos (con un peso inicial de 185 - 195 g) se dis-

tribuyeron en 4 grupos:

* Grupo ConTroL: 10 ratas a las que se les administra agua como ingesta
liquida.

* GRrupPo CervezA: 10 ratas a las que se les administra cerveza con un 5,5% de
alcohol como ingesta liquida.

= Grupo ViINo: 10 ratas a las que se les da vino blanco diluido al 5,5% de con-
tenido alcoholico en su agua de bebida.

« Grupo ETanoL: 10 ratas a las que se les da un 5,5% de etanol en su agua de
bebida.

En todos los grupos experimentales, salvo el control, el contenido alcoho-
lico de la bebida es el mismo: 5,5% de etanol. Los animales son mantenidos
ad libitum con una dieta estandar de laboratorio y en condiciones estandari-
zadas de temperatura, humedad y luz.
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Disefio Experimental

El periodo experimental consta de 2 dias de adaptacion a las condiciones
experimentales y 35 dias de periodo experimental propiamente dicho.
Durante el periodo experimental se controld la ingesta sélida, la ingesta liquida y

el peso de los animales.

Al finalizar el periodo experimental, los animales se sacrificaron por decapita-

| suero y el plasma

one

Se recogi6 la sangre, separandose por centrifugaci

cioén.

para posteriormente conservarlos a —20°C hasta su analisis. A su vez, se extrajo el

higado, congelandolo rapidamente a —70°C para su conservacion. En dichas mues-

tras se llevaron a cabo las siguientes determinaciones:

« Concentracion plasmatica de homocisteina y vitamina Bg determinado por

HPLC, usando un kit comercial de reactivos (Chromsystems, Minchen).
« Concentracion sérica de folato y vitamina B,, determinado por quimiolumi-

niscencia.

Tratamiento estadistico de los datos obtenidos.

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante un ANOVA de una via,

seguido de un test de Tukey. El nivel de significacion se establece en P<0,05.
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Los valores son la media + desviacion estandar

* P<0,01 vs. control
# P<0,01 vs. vino

En un periodo de tiempo prolongado, como es el caso de
este experimento, el tratamiento con bebidas alcohdlicas afec-
ta el crecimiento de los animales. Todos los grupos estudiados
tienen una menor ganancia de peso con respecto al control,
siendo esta diferencia significativa en el caso del grupo etanol
y en algunos momentos también para el grupo cerveza.

Como ya sucedi6 en el ensayo piloto, la mayor ingesta
liquida correspondi6 al grupo de animales que consumia cer-
veza. Pero al ser este ensayo mas largo en el tiempo, estas
diferencias se hacen significativas. Esto refuerza el hecho de
que las ratas tienen una mayor afinidad por la cerveza que por
otras bebidas alcohdlicas, incluso que por el agua.

La ingesta solida de los grupos tratados fue significativamente menor que el
control, siendo el grupo que consumia vino el que mayor ingesta solida presen-
taba con repecto al resto de grupos alcoholicos. Se podria decir que, en un ensa-
yo prolongado, la ingesta de bebidas alcoholicas altera la ingesta solida de los

animales.

En cuanto a los parametros bioquimicos estudiados se pueden aportar los
siguientes datos:

Folato Sérico Vitamina By, Vitamina Bg Homocisteina
(ng/ml) (ng/ml) (ng/L) (umol/L)
Media ES Media ES Media ES Media ES
Control 354 2.9 939.0 16.7 327.5 25.0 11.5 0.8
Cerveza 29.4 3.9 826.2 39.2 316.4 17.6 11.5 0.6
Vino 27.9 2.8 894.6 20.9 300.1 20.0 12.7 0.8
Etanol 31.9 4.1 806.7 78.9 368.7 43.8 12.7 0.8

Los valores son la media + error estandar de 10 animales.

En ninguno de los parametros estudiados se han observado diferencias signi-
ficativas entre grupos. De ello se puede deducir, que los tratamientos aplicados
en las condiciones del ensayo no han sido suficientes para observar alteracion
alguna en la concentracion de folato, vitamina By, vitamina B;, u homocisteina.
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De estos resultados, se puede concluir lo siguiente: Ingesta Sélida
= Los tratamientos con bebidas alcohdlicas en las condiciones
del ensayo no son suficiente para producir alteracion en la CONTROL |

concentracion del folato sérico, vitamina Bg, vitamina By, y : ‘ ‘ |
homocisteina. CERVEZA | SRR e

= La evolucion de peso, la ingesta liquida y sélida se ven afec- VINO | — E
tadas por el consumo de bebidas alcohdlicas. I |

« El consumo de etanol tiene un efecto dréstico en la ETANOL [« |

ingesta tanto liquida como sélida y en el aumento de ‘ : : ‘
. s e . . 0 5 10 15 20 25 30
peso, reduciendo significativamente las tres variables. Ingesta solida (g)
« La cerveza tiene un efecto de reduccion mas moderado _ o
. . - . Los valores son la media + desviacion estandar
en el incremento de peso y en la ingesta so6lida, mien- * P<0,01 vs. control
tras que la ingesta liquida es significativamente mas # P<D.0L vs. vino y etanol
alta que en el resto de los grupos.
» La ingesta de vino produce el menor efecto, aunque también se reduce la
ganancia de peso y la ingesta solida y liquida.

Los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos alcohélicos se pueden
deber a los otros componentes existentes en las distintas bebidas.



ANEXO DE RESULTADOS
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Figura 9a Figura 9b

AU
mAU
I
X

£
25

0 25 50 0 25 50

Minutes -- 280 nm Band = 4 nm Minutes -- 258 nm Band = 4 nm
Pico Tiempo Area Pico Tiempo Area
1 1,92 10981 1 1.92 12174
2 2,85 22385 2 2.85 21562
3 3,0 8552 3 3.95 12236
4 3,95 11143 4 4.53 682489
5 4,53 45838 5 7.21 416894
6 7,21 1204789 6 9.24 54076
7 9,25 118537 7 13.36 55995
8 11,45 41149 8 14.45 1047823
9 13,16 43650 9 16.06 5257
10 13,32 30110 10 16.47 35721
11 14,45 669527 11 16.76 550671
12 16,06 3573 12 17.22 86720
13 16,46 344742 13 1767 47159
14 16,76 573883 14 18.14 534028
15 17,22 213558 15 18.57 337854
16 17,66 108946 16 18.98 100263
17 18,15 377490 17 19.22 184661
18 18,58 244824 18 20.02 455989
19 18,98 94286 19 21.62 171937
20 19,22 120775 20 23.12 283116
21 20,02 212748 21 23.68 29447
22 23,12 140671 22 31.17 110317
2 8117 20361 Totales 5236389
Totales 4352518




Figura 9c
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Figura 10b
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Figura 12b
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Figura 13a
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Figura 13c
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Contenido Total y Distribucién de Folatos en Cervezas de Consumo Frecuente en Espafia
Tetrahidrofolato 10-formiltetrahidrofolato Pteroilglutamato 5-metiltetrahidrofolato  Folato total
ng/100ml*  %del total  ng/100ml*  %del total  ng/100mi*  %del total ng/100ml*  %del total ugr
Cerveza 1 487.25 22,54% 1152.39 53.31 305.00 14.11% 217.11 10.04% 2.16
Cerveza2  1566.47 52.91% 458.79 15.50% 283.30 9.57% 652.01 22.02% 2.96
Cerveza3  1567.88 41.70% 1196.51 31.82% 438.14 11.65% 6557.21 14.82% 3.76
Cerveza 4 881.75 24.95% 1041.13 29.46% 561.08 15.88% 1049.90 29.71% 3.53
Cerveza 5 354,10 16.77% 1512.53 71.65% 65.27 3.09% 178.08 8.44% 2.11

* La recuperacion media obtenida tras paso por columna de cromatografia de afinida fue del 92%.




CONCLUSIONES

= La cerveza no se puede considerar como una bebida alcohdlica "mas", ya que
presenta caracteristicas especificas en su composicién y funcionalidad que la
diferencian del resto de bebidas alcohdlicas.

= Tradicionalmente, entre los componentes nutritivos presentes en la cerveza se
habia considerado la presencia de algunas vitaminas, entre ellas el acido foli-
co. Sin embargo, las dificultades para disponer de un método fiable y preciso
para su determinacion, hacia que finalmente no se le diera importancia al apor-
te de esta vitamina vehiculizada a través de la cerveza.

m El &cido félico, ademas de su bien conocida funcion en la prevencion de la ane-
mia, es un ejemplo de "nuevas funciones" de las vitaminas, mas allad de su
papel en la prevencion de las enfermedades carenciales o deficitarias.

m Las nuevas funciones del acido félico, para las que existe acuerdo entre la
comunidad cientifica, son la prevencion de los defectos del tubo neural en el
nacimiento, asi como en la disminucion de un nuevo factor de riesgo cardio-
vascular, la homocisteina.

m El renovado interés por la vitamina hace que sea imprescindible conocer las
fuentes del acido félico en la dieta, no sélo en cuanto al contenido total en
los alimentos o bebidas, sino también en la distribucién de los derivados del
acido fdlico, en definitiva, aquellos vitdmeros que tengan mayor o menor bio-
disponibilidad o rendimiento final en nuestro organismo.

= La aplicacion de un método combinado que emplea cromatografia de afinidad
seguida de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ha permitido, por
primera vez, de acuerdo con la bibliografia existente, la determinacion del con-
tenido total de folatos y la distribucion de los mismos segun la estructura del
anillo pteridinico y la elongacion de la cadena de restos de acido glutamico.
Las determinaciones se han llevado a cabo en las cervezas mas consumidas en
Espafia.

= Los resultados obtenidos muestran que el contenido medio de &cido félico es

de 3 microgramos por 100 ml. de cerveza. Si se considera que en personas adul-
tas sanas, sin patologias, el consumo de 600-700 ml. de cerveza/dia esta den-
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tro de los limites de consumo moderado y responsable, esta cantidad supon-
dria un aporte de aproximadamente el 10-12% de las necesidades diarias de la
vitamina.

= Por primera vez, se han obtenido datos sobre la distribucion de los derivados
del &cido folico: la mayor cantidad presente es la correspondiente al 10-formil
tetrahidrofolato (40%), seguido de los tetrahidrofolatos (31.7%), y en un por-
centaje mucho menor se encuentran los 5-metiltetrahidrofolatos (16.7%), y
pteroilmonoglutamatos (10.8%). Este patron de distribucién nos permite con-
siderar como satisfactoria la biodisponibilidad potencial de la vitamina conte-
nida en la cerveza.

= Ante la posibilidad de que el etanol presente en la cerveza pudiera interferir
con el metabolismo del acido félico, se ha empleado un modelo experimental
animal que permite conocer si se comporta igual la cerveza frente a otras bebi-
das alcohdlicas en diferentes marcadores claves de la vitamina.

m La cerveza, en cantidades isoalcohdlicas, fue la bebida mas aceptada, al ser la
ingesta liquida significativamente superior frente a otras bebidas alcohdlicas
incluso cuando se compard con el agua que es su habitual ingesta liquida.

= Los tratamientos aplicados en las condiciones del ensayo en animales no die-
ron lugar a alteraciones significativas en la concentracion de folato, vitamina
Bg, vitamina B;, u homocisteina.
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