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ABSTRACT

Folate effects for prevention and treatment of megaloblastic
anemia are known since 1931, well before this vitamin had
been isolated from the leafs of spinach. In the 80, it was
shown that folate have a lowering effect on plasma homo-
cysteine levels and exert a protective role on cardiovascular
disease and neural tube defects (NTD). The results on stud-
ies conducted on prevention of NTD were so encouraging
that fortification of grains by folic acid was adopted as a pre-
vention in the general population in several countries.
Although, its role in cardiovascular prevention will be clari-
fied by the ongoing prospective trials of folate and B vitamin
supplementation; growing data show protective effects of
folate beyond their effect on lowering homocysteine levels,
by improving oxidative stress and endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) activity. These effects should be achieved
by folate doses higher than those employed to reduce homo-
cysteine levels, Another promising preventive use of folate
concerns neuropsychiatric disease and cancer. A simple,
well-tolerated and low-cost intervention is becoming a key
strategy for prevention of the most important causes of
death and morbidity in Western Countries.

Key words: homocysteine, folate, magaloblastic anemia, car-
diovascular prevention

RIASSUNTO

Leffetto dei folati nella prevenzione e nel tractamento dell’a-
nemia megaloblastica da carenze nutrizionali ¢ noto sin dagli
anni ’30, ancor prima che la vitamina fosse isolata dalle
foglie di spinaci. Questa ¢ stata la precipua indicazione per
l'utilizzo dei folati fino agli anni ’80, quando si sono otte-
nute evidenze cliniche circa il loro ruolo protettivo, legato al
controllo dei livelli di omocisteina, nei confronti delle
malattie cardiovascolari e dei difetti del tubo neurale.
Seppure i benefici nella prevenzione cardiovascolare saranno
chiari solo alla luce di studi prospettici in corso ¢ evidente il
ruolo protettivo dei folati, al di 12 del controllo dell’ipero-
mocisteinemia, legato nel migliorare la disfunzione endote-
liale, in particolare lo stress ossidativo, e la funzione dell’en-

zima ossido nitrico sintetasi (eNOS). Cido sembra possibile
con dosi pil elevate di folato rispetto a quelle necessarie per
ridurre i livelli di omocisteina, suggerendo un ruolo partico-
lare per supplementi a base di 5-metiltetraidrofolato, la
forma di folato che pud agire direttamente sulla eNOS, e che
a differenza dell’acido folico non espone al possibile masche-
ramento di carenze latenti di vitamina Bi.. Altri ambiti per i
quali si prevedono interessanti sviluppi nell’utilizzo dei fola-
ti sono le malattie neuropsichiatriche e le neoplasie. Il sem-
plice intervento con una vitamina ben tollerata e di basso
costo sta diventando una strategia di grande importanza
contro le principali cause di mortalita e di morbilitd nel
mondo Occidentale.

Parole chiave: omocisteina, folati, anemia macrocitica, pre-
venzione cardiovascolare.

CENNI STORICI

All’inizio degli anni *30 la dottoressa Lucy Willis, trasferita-
si da Londra in India, si occupod dell’anemia macrocitica in
gravidanza (frequente nelle lavoratrici delle manifatture tes-
sili) (1). Poiché erano coinvolte persone economicamente
disagiate, la Willis ritenne che la causa dell’affezione fosse la
carenza di qualche fattore nutrizionale. Attraverso studi sui
ratti albini, ella scopri che il lievito o un suo estratto, la
Marmite, avevano un’attivitd antianemica che venne confer-
mata nelle pazienti gravide di Bombay (1, 2). Era cosi stata
individuata la importante attivitd farmacologica dell’acido
folico, prima ancora che questo fosse scoperto e descritto.
Infatti, solo nel 1941 l'acido folico ricevette il suo nome,
quando fu isolato dalle foglie di spinaci (in latino folium =
foglia) da Mitchell, che ne dimostrd lattivitd come fattore di
crescita per lo Streprococcus lactis (3). In seguito il composto
venne descritto nella sua struttura molecolare e sintetizzato
in forma cristallina pura nel 1943 da Stokstad nei laborato-
ri Lederle (American Cyanid Company) (4). Anche la Willis,
nel frattempo tornata a Londra, sostitui il lievito con il
nuovo composto vitaminico puro nel trattamento dell’ane-
mia megaloblastica. Stokstad, lasciata I'Industria e stabilito-
si all'Universita di Berkeley, fu il primo, con i suoi colleghi,
a isolare, purificare e caratterizzare molti enzimi dei mam-
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miferi coinvolti nel metabolismo dei folati (5).

Folato ¢ il termine generico per indicare una serie di com-
posti, strutturalmente correlati con l'acido pteroilglutamico
o acido folico, che nel complesso costituiscono un principio
vitaminico. Nell’ambito delle reazioni attive nel ciclo dei
folati si realizzano: i trasferimenti delle unitdA monocarbo-
niose per la sintesi dell’anello purinico e la produzione di
deossitimidilato, tappa limitante della sintesi del DNA, la
trasformazione di serina in glicina; la formazione di gluta-
mato da un metabolita dell’istidina; e la metilazione dell’o-
mocisteina a metionina ad opera dell'importante cofattore
5-metiltetraidrofolato. Quest'ultima reazione smaltisce ['o-
mocisteina, potenzialmente citotossica e, nel contempo, pro-
duce metionina che, attivata a S-adenosil-metionina, genera
il pitt importante donatore di metili del metabolismo cellu-

lare (6, 7).

USO FARMACOLOGICO DEI FOLATI.

Da quando ¢ stato disponibile il prodotto sintetico, I'acido
folico ¢ stato impiegato per decenni quasi esclusivamente in
ambito ematologico. La diagnosi di carenza di folato veniva
posta in presenza di anemia macrocitica e di significative
anomalie megaloblastiche nel sangue periferico e nel midol-
lo osseo. Alla individuazione di queste classiche caratteristi-
che ematologiche seguiva la determinazione della concentra-
zione di folato nel sangue. A partire dagli anni ’80 sono
entrati in uso sensibili indicatori biochimici di carenza di
folato, come la determinazione del metabolita omocisteina
che si accumula nel sangue in caso di deficienza della vita-
mina.

Attualmente vi sono sufficienti prove che la carenza di fola-
to, definita in termini biochimici come incapacita funziona-
le di controllare 'omocisteina, ¢ correlata ad un aumento
significativo del rischio di morbilith non associata all’ane-
mia. Uevidenza pitt convincente ¢ 1) una predisposizione per
la malattia vascolare occlusiva associata all'iperomocisteine-
mia (8) e 2) un aumento del rischio di sviluppo di malfor-
mazioni quali la spina bifida e anencefalia, in bambini nati
da donne che hanno avuto un insufficiente apporto nutri-
zionale di folato durante la gravidanza (9, 10). Inoltre, altre
potenziali manifestazioni da carenza di folato sono disturbi
neuropsichiatrici (11) (come la depressione, le neuropatie
periferiche, la degenerazione subacuta combinata del midol-
lo spinale, la demenza di Alzheimer e la malattia di
Parkinson); e lo sviluppo di alcuni tipi di neoplasie ¢ la com-
parsa di alterazioni preneoplastiche a carico degli epiteli
gastrointestinale, cervicale e polmonare (12).

Da quanto su esposto si deduce che la carenza di folato, un
tempo considerata solo causa di disturbo ematologico, ¢ ora
riconosciuta come una disfunzione multisistemica (13).
Levento pil eclatante della ricerca sui folati ¢ la dimostra-
zione che la somministrazione periconcezionale di acido foli-
co permette di realizzare prevenzione primaria (15) e secon-
daria (14) sui difetti di chiusura del tubo neurale. I dati sono
talmente convincenti, in relazione a una patologia cosi deva-
stante, che le autoritd politico-sanitarie di varie nazioni tra
cui Stai Uniti e Canada, hanno deciso di intervenire sulla
popolazione generale, imponendo l'integrazione delle farine
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cereali con un livello di acido folico compreso tra 0,095 e
0,308 mg/100g (16). Questa decisione, adottata dopo 10
anni di discussione, si propone di ridurre lincidenza dei
difetti del tubo neurale, che negli Stati Uniti ¢ di 2500 casi
all’anno, e coinvolge circa 48 milioni di donne in eta fertile.
Tuttavia, sulla decisione ha influito pesantemente la consi-
derazione di altri potenziali benefici ottenibili anche sulle
restanti donne e sugli oltre 144 milioni di uomini, in termi-
ni di riduzione del rischio di malattie vascolari ostruttive e
di carcinogenesi, in particolare a livello del colon-retto (17).
Ulteriori benefici riguardano la possibilita di ridurre le alte-
razioni cerebrali organiche, come demenza di Alzheimer e
malattia di Parkinson e la prevenzione dei disturbi
depressivi (11).

Ancora oggi si discute tra gli esperti (18-20) se i dati sulla
prevenzione dei danni vascolari con folati siano sufficienti
per consigliare I'intervento sulla popolazione generale o,
almeno, su pazienti a rischio. Tuttavia, oltre 400 milioni di
soggetti sono stati sottoposti a partire dal 1998 a un supple-
mento di acido folico di circa 100 pg/die, mediante la “for-
tificazione” delle farine. Nelle popolazioni coinvolte si ¢&
ottenuto un aumento dei livelli plasmatici di folato, una
riduzione dell’omocisteinemia e, contestualmente, una ridu-
zione dell’incidenza dei difetti del tubo neurale (16, 21).
Occorreranno ancora anni per rilevare ulteriori potenziali
benefici sulla prevenzione dei danni vascolari e la riduzione
di alcuni tipi di neoplasia. Ma gia ¢ disponibile una prima
segnalazione sulla riduzione del neuroblastoma (22), come
conseguenza della integrazione delle farine con acido folico.
In questo contesto merita di essere citato un recente studio
epidemiologico, coordinato dall’Istituto Mario Negri di
Milano, che ha correlato, in un campione reclutato in Italia
nelle province di Pordenone, Roma e Latina e nel Cantone
svizzero francofono di Vaud, i bassi livelli di apporto di fola-
to con l'incidenza di cancro oro-faringeo (23).

In ambito ostetrico-ginecologico 'uso dei folati si ¢ esteso
dalla cura dell’anemia megaloblastica e dalla riduzione del-
Iincidenza dei difetti del tubo neurale a una serie di altre
condizioni (24) quali la prevenzione di altre malformazioni
come la palatoschisi, alterazioni cardiologiche e delle vie
urinarie, la prevenzione di aborti spontanei, il distacco
intempestivo e I'abruptio della placenta, i ritardi di crescita
intrauterina, la nascita di neonati sotto peso, il parto prema-
turo, e la preeclampsia.

Per molti di questi disturbi uno dei fattori etiopatogenetici &
I'iperomocisteinemia. Questa alterazione metabolica ¢ consi-
derata un nuovo fattore di rischio per la malattia vascolare
aterosclerotica, oltre a quelli noti: iperlipidemia, ipertensio-
ne, obesita, diabete, abuso di fumo (25). Sono in corso una
decina di estesi studi clinici di intervento con acido folico e
altre vitamine del gruppo B per provare definitivamente il
nesso causale tra carenza di folato, iperomocisteinemia e
insorgenza di danni vascolari aterosclerotici e trombotici (8,
26). Nel frattempo ¢ stata individuata come “end-point”
secondario precoce per le alterazioni vascolari ateroscleroti-
che la funzione endoteliale (27).

Una funzione endoteliale compromessa ¢ fattore predittivo
di danno vascolare e, viceversa, farmaci dotati di azione
antiaterosclerotica (statine, calcioantagonisti, ACE-inibitori,
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ecc.) favoriscono un miglioramento della funzione endote-
liale. A lungo si ¢ ritenuto che 'endotelio vascolare fosse
semplicemente una membrana semipermeabile inerte tra
sangue e parete vasale, ma ora ¢ considerato un organo endo-
crino importante, esteso ¢ altamente attivo che ¢ responsabi-
le di numerose funzioni fisiologiche. L'endotelio sintetizza e
rilascia un considerevole numero di fattori che sono deter-
minanti per: il mantenimento del tono vascolare, la preser-
vazione della normale permeabilita, I'inibizione della adesio-
ne e migrazione leucocitaria, lattivazione e aggregazione
piastrinica, la migrazione e proliferazione delle cellule
muscolari lisce, 'angiogenesi.

Nella disfunzione endoteliale si altera equilibrio tra fattori
vasodilatatori, antitrombotici e antiproliferativi (ossido
nitrico, prostaciclina, peptide natriuretico di tipo C, fattore
iperpolarizzante di origine endoteliale) e fattori vasocostrit-
tori, protrombotici e proliferativi (endotelina, superossido,
angiotensina II, trombossano A).

Il fattore di rilassamento endoteliale, identificato nel monos-
sido di azoto o ossido nitrico (NO), & stato riconosciuto
come il principale determinante delle proprietad antiatero-
sclerotiche dell’endotelio. La biosintesi di NO si realizza
attraverso l'ossidazione del substrato arginina ad opera del-
I'isoforma endoteliale dell’enzima “ossido nitrico-sintetasi”
(eNOS). Questo enzima svolge la sua fondamentale funzio-
ne regolatrice sul tono vascolare solo se & correttamente
assemblato nelle sue subunita e in presenza di adeguate con-
centrazioni del cofattore tetraidrobiopterina (cosiddetto
stato di “accoppiamento”) (28). Al contrario, in condizioni
di stress ossidativo, la struttura dell’enzima si altera e diven-
ta produttore di anione superossido (O:) che sottrae NO,
gia deficitario, per produrre perossinitrito altamente citole-
sivo. Lomocisteina in condizioni normali reagisce con il NO
formando un nitroso-tiolo dotato di attivita vasodilatatrice
che prolunga la fugace azione di NO. Un eccesso di omoci-
steina non ¢ pil totalmente neutralizzata da NO, subisce il
processo di autossidazione ad omocistina, che genera nel
contempo i prodotti reattivi dell’ossigeno. Lo stress ossidati-
vo innesca la inversione di eNOS da produttore di NO a
generatore di O:7, accentuando lo stress ossidativo (28).

LCEFFETTO PROTETTIVO DEI FOLATI NELLA PATO-
LOGIA VASCOLARE.

Il folato, utilizzato nella forma di 5-metiltetraidrofolato a
dosi superiori rispetto a quelle sufficienti per ridurre 'ipero-
mocisteinemia, pud migliorare la disfunzione endoteliale
attraverso vari meccanismi (29-32) in quanto regola i livelli
di omocisteina, riduce la produzione di O:” da parte di
eNOS, ripristina la tetraidrobiopterina, stabilizza 'enzima
eNOS mediante una specifica azione antiossidante, riporta
eNOS alla struttura corretta aumentando la produzione di
NO.

E’ importante notare che la duplice azione di potenziamen-
to della produzione di NO e di riduzione di O™ ¢ esercitata
da entrambi gli enantiomeri 6R e 6S del metiltetraidrofola-
to. Uenantiomero non naturale 6R, che un tempo si pensa-
va inerte relativamente all’azione su eNOS, ¢ attivo quanto
Ienantiomero naturale 6S (29). Cid evidenzia che lattiva-
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zione dell’enzima eNOS da parte del metiltetraidrofolato
non dipende da un’attivith metabolica, ma da una specifica
azione antiossidante esplicata mediante la possibilita di ade-
rire allenzima utilizzando i siti di legame della tetraidro-
folato  (33).
Recentemente ¢ stata ampiamente descritta I'azione antiossi-
dante del metiltetraidrofolato (34) ed evidenziata anche in
vivo (35).

Le dosi giornaliere di acido folico sufficienti per normalizza-

biopterina, analogo strutturale del

re I'iperomocisteinemia variano da 0,1 a 5 mg. Raramente
questi supplementi farmacologici permettono di migliorare
anche la disfunzione endoteliale (36). Parte dell’acido folico
che viene assunto non viene metabolizzato e si ritrova immo-
dificato a livello plasmatico. Lendotelio, pertanto, viene
esposto per ore a una rilevante concentrazione di folato ossi-
dato (37). Nella necessitd di aumentare le dosi di folato per
ottenere, oltre al controllo dell’iperomocisteinemia, anche
un miglioramento della funzione endoteliale, si ¢ riconside-
rata la cinetica dell’acido folico dopo dosi variabili da 0,4 a
5 mg. Si ¢ cosi rilevato che, misurando nel plasma lacido
folico immodificato, questo aumenta dal 20% per la dose
pitt bassa fino all’80 % per la dose di 5 mg. Inoltre, vi &
un’ampia variabilitd interindividuale del picco massimo e
dell’area sotto la curva concentrazione/tempo (38). In que-
sto contesto, in cui lo stress ossidativo ¢ cruciale per il cor-
retto funzionamento di eNOS, emerge 'opportunita di uti-
lizzare, per migliorare la funzione endoteliale, un supple-
mento di folato non costituito da acido folico ma da metil-
tetraidrofolato, che, essendo gid in forma ridotta, agisce
direttamente sull’enzima eNOS stabilizzandone la struttura,
potenziando la produzione di NO e riducendo la liberazione
di superossido.

Si prospetta, alla luce di cio, la possibilita di differenziare
l'uso di acido folico da quello di metiltetraidrofolato, riser-
vando il primo per il trattamento preventivo a dosi di 266 —
400 pg (7) che consentono il controllo dei livelli di omoci-
steina senza superare il limite di 1000 pg che la “Food and
Drug Administration” pone come soglia di sicurezza per evi-
tare il mascheramento dei danni derivanti da un’eventuale
carenza latente di vitamina Bz (16). Il metiltetraidrofolato,
consentendo la somministrazione di dosi farmacologiche di
15-50 mg, che permettono non solo il controllo dell’omoci-
steina ma anche il miglioramento della funzione endoteliale
(39-41), troverebbe impiego elettivo nei soggetti a rischio
(prevenzione vascolare secondaria e prevenzione primaria
selezionata).

Nel generale fervore di interesse sul folato, recentemente, si
sono ripetuti, con tecnologie assai pil sofisticate, i lavori
sulla permanenza nell’organismo del prodotto marcato e si &
confermato, in particolare con la spettrometria di massa
accelerata (AMS), strumentazione analitica dotata della
eccezionale sensibilita di 107"® moli, che il tempo di perma-
nenza medio del folato & di 120 giorni (42). In coerenza con
questo dato vari ricercatori hanno evidenziato che dopo la
sospensione di un trattamento con folato si riscontrano nel
sangue elevati livelli della vitamina e si esercita ancora un
controllo sullomocisteina a distanza di 2 o 3 mesi dalla
sospensione (35, 43, 44). Ne consegue che per il metiltetrai-
drofolato potrebbe essere adottata una posologia ciclica
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intermittente (45), costituita da un mese di trattamento a 15
mg/d (sono comunque auspicabili studi di “dose-finding”),
seguito da 2 o 3 mesi di pausa.

Un semplice intervento con una vitamina, facilmente prati-
cabile, sicuro e di basso costo sociale, pud dunque migliora-
re grandemente lo stato di salute e il benessere della popola-
zione generale. Lintervento farmacologico con metiltetrai-
drofolato su pazienti a rischio pud evocare effetti terapeutici
paragonabili a quelli ottenibili con statine o ACE-inibitori,
con maggiore sicurezza e minor costo sociale. Il folato ¢ stato
impiegato per decenni per correggere e prevenire I'anemia
megaloblastica. Senza minimizzare 'importanza clinica, tut-
tora valida, di questa indicazione, ¢ rilevante il riconosci-
mento di potenzialitd assai piu estese nella prevenzione di
malattie che risultano tra le principali cause di morte nei
paesi industrializzati, come le malattie vascolari ostruttive e
le neoplasie. Altri potenziali benefici potrebbero coinvolgere
malattie degenerative gravemente debilitanti come la
demenza di Alzheimer e il morbo di Parkinson. La realta pit
incoraggiante ¢ la prevenzione dei disturbi del tubo neurale
ottenuta sia con il supplemento periconcezionale di acido
folico, sia con la fortificazione delle farine. Il folato, quindi,
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assume una valenza di rilevanza socio-sanitaria notevole ed &
candidato a svolgere un ruolo importante nel mantenimento
di un buon stato di salute.

Si ¢ appena svolta a Varsavia la prima conferenza internazio-
nale sui folati: analisi, biodisponibilita e salute, organizzata
dalla associazione Folate Func Health supportata
dall’Agenzia della Qualitd della Vita della Comunita
Europea. Questo importante appuntamento si propone di
diffondere la consapevolezza dell'importanza dei folati nella
dieta, e la ricerca di alternative, oltre alle farine per la “forti-
ficazione”, riguardanti le acque minerali e il latte. Si discute,
inoltre, Popportunita di sostituire I'acido folico con il metil-
tetraidrofolato per evitare i due inconvenienti associati all’u-
so di acido folico: 'accumulo nel sangue di prodotto immo-
dificato ossidato e il mascheramento di una latente carenza
di vitamina Bu..
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