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RESUM

Els autoanticossos contra els receptors de folat (RF) capagos de bloquejar la uni6 del
folat al lloc especific del RF, i d’'impedir el transport de folat a la cel- lula per aquesta
via, van ser descrits al 2004. La presencia d’aquests s’ha associat amb embaras afectat
per defectes del tub neural i, amb un risc 2.8 vegades superior de patir avortament
espontani entre les dones portadores d’autoanticossos respecte les no portadores. La
seva preséncia en nens ha estat associada amb sindromes del desenvolupament
neuronal d’aparicié precog caracteritzats pel déficit en folats al liquid cerebroespinal.

La via més important de transport dels folats a la cel- lula és el sistema de portador de
folat reduit. Aquest sistema té una funcié principal d’homeostasi de folat a la cel- lula.
No obstant, la via de transport que té un major protagonisme entre els teixits amb
elevats requeriments en folats és el RF. Aquesta via de transport és especialment
important durant la neurogénesi i I'embriogeénesi.

Es desconeix la causa de la produccié d’aquests autoanticossos. S’han proposat tres
possibles mecanismes: 1) epitops de RF generats per lesio/proteolisi de teixits
reproductius que junt amb components genétics podrien desencadenar la seva
generaci6; 2) la generaci6 de I'homocisteina tiolactona (HTL) en situacions de
homocisteina plasmatica total en dejua (tHcy) elevada podria estimular la N-
homocisteinilitzacié6 dels residus de lisina del RF, provocant la produccio
d’autoanticossos contra el mateix receptor; 3) la ingesta de la llet bovina (font de RF
amb més del 90% d’homologia amb el RF huma) en situacions de barrera
gastrointestinal compromesa i/o errors en la induccié6 de la tolerancia, podria
desencadenar la generaci6 d’aquests autoanticossos.

Les mesures preventives per compensar una dieta deficient en folats i les seves
implicacions per la salut pablica estan establertes. No obstant, no s’ha estudiat si el
bloqueig del transport d'aquesta vitamina pel RF, perjudica l'estat en folats en
portadors d’autoanticossos ni la prevalenca de portadors a la poblacié.

Un dels objectius d’aquesta tesi ha estat determinar la preséncia d’autoanticossos
contra RF a través de la tecnica del blocking en grups de la poblacié fins ara no
estudiats [poblaci6 general adulta entre 18-75 anys, a la preconcepcié en dones
planificant un embaras, durant I'embaras (a les 8-12, 15, 24-27, 34 setmanes de
gestacio), al treball de part i al cordod]. S’ha investigat: I'associaci6 entre la preséncia
d’autoanticossos contra RF i I'estat en folats a la poblacié general, la influéncia del
consum habitual de llet sobre la preséncia d’autoanticossos contra RF, el risc de
subfertilitat entre les dones portadores d’autoanticossos respecte les no portadores, la
relaci6 de la presencia d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras
amb I’estat en folats durant I'’embaras i al cord6, I'associacioé de la preséncia d’aquests
autoanticossos al cordé6 amb I'estat en folats al cordé i la influencia de la presencia
d’autoanticossos contra RF sobre el pes al néixer.
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La prevalenca d'individus portadors d’autoanticossos, en una mostra representativa
d’'una poblacié mediterrania espanyola adulta no exposada a fortificaci6 obligatoria
ni suplementacié amb acid folic és del 7.2%. Tant homes com dones adults poden ser
portadors d’aquests autoanticossos. La presencia d’autoanticossos contra RF amb una
titulacié mitjana de 0.3 pmol RF blocat/mL en aquesta poblaci6, no afecta I'estat en
folats ni tHcy. Els resultats obtinguts no recolzen la hipotesi de la implicacié de la
HTL en la produccié d’autoanticossos contra RF. No obstant, es demostra que els
consumidors de llet al quintil més alt (307-1247 g/dia) tenen un risc 2.4 superior de
ser portadors d’autoanticossos comparat amb la resta de consumidors. /Berrocal-
Zaragoza et al. | Nutr 2009).

Les dones portadores d’autoanticossos contra RF a la preconcepcié tenen 12 vegades
major risc de patir subfertilitat respecte les no portadores /Berrocal-Zaragoza et al.
Fertil Steril 2008]. Entre les participants que van patir un avortament espontani, no es
van detectar autoanticossos contra RF en cap de les seves mostres sanguinies
recollides de forma prospectiva.

La preséncia d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras és d’un 6.3%
i al cord6 d'un 7.5%. El folat plasmatic entre el grup de portadores d’autoanticossos
contra RF en algun moment de I'embaras és significativament més elevat respecte el
grup de no portadores. Els patrons de fluctuacions del folat plasmatic, de la
cobalamina plasmatica i de la tHcy s6n similars en les portadores i no portadores
d’autoanticossos al llarg de I'embaras. No obstant, ser portadora s'associa a un
increment de 12.3 nmol/L de folat plasmatic del cord6 respecte a ser no portadora. El
fet de que I'estat en folats de la mare i del cord6 no es vegi perjudicat per la preséncia
d’autoanticossos contra RF, podria ser degut a l'existencia d’algun mecanisme
d’adaptacié que compensi el bloqueig del transport de folats per autoanticossos a
través del RF durant I'embaras. La preséncia d’autoanticossos contra RF al cord6, no
s’ha associat amb un déficit en la concentraci6 de folat plasmatic en aquest. La
preséncia d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras o al cord6, no
s’ha associat amb el naixement de nadons amb creixement intra-uterf retardat (pes al
néixer per sota del P,, segons la seva edat gestacional i sexe). No obstant, les dones
portadores d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras tenen 4.6
vegades més risc de tenir un nadé amb un pes al néixer per sota del P,5 respecte a les
no portadores. Tot i que un pes per sota del P,; no és clinicament diagnosticat com a
patologic, podria indicar el no assoliment de la poténcia optima de creixement del
fetus que correspondria per la seva constitucié genética.

La preséncia de titulacions baixes d’autoanticossos contra receptors de folat, no
perjudica l'estat en folats a la poblacié ni durant I'embaras. Aquest fet podria ser
degut a un bloqueig parcial del transport de folats o bé a la compensacié d’aquest per
la via del portador de folat reduit o per altres vies de transport. Es requereixen futures
investigacions estudiant individus amb titulacions elevades d’autoanticossos per tal de
determinar I'efecte sobre I'estat en folats.
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INTRODUCCIO GENERAL

L’objectiu d’aquesta introducci6 general és que el lector tingui una amplia visi6 de la
naturalesa, les funcions i el transport dels folats, des del punt de vista de la salut
pablica; per aixi posteriorment entendre millor l'efecte de la preséncia
d’autoanticossos pels receptors de folat. La conseqtiencia de la preséncia d’aquests
sobre l'estat en folats i les repercussions per a la salut és analitzada en tres escenaris;
en una poblacié general, durant la preconcepcié i 'embaras i, en relacié a I'evolucié
de I'embaras i el desenvolupament del fetus (CAPITOLS 2, 3 i 4). Cadascun d’aquests

capitols incorpora una petita introduccié més especifica.

1. Els Folats

La paraula “folats” és el nom geneéric que rep el conjunt de derivats bioldogicament
actius i reduits de I’acid pteroilglutamic (APG), presents de forma natural en alguns
aliments (per exemple, fetge, carn de vedella, llegums, verdura verda i fruits secs s6n
fonts alimentaries riques en folats). L’estructura basica d’aquesta vitamina, consta
d’un anell pteridina (2-amino-4-hidroxi-6-metilpteridina) unit a I’acid p-
aminobenzoic i a un acid glutamic (FIGURA 1). Aquesta forma totalment oxidada és

coneguda com acid folic.

Anell de pteridina Acip p-aminobenzoic Acid glutamic

Acid pteroilglutamic

FIGURA 1. Estructura molecular de I'acid pteroilglutamic (acid folic).
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Els folats procedents dels aliments normalment es troben com una barreja de diferents
formes poliglutamades. A través del pas pel cicle dels folats es produeixen diferents
substitucions bioquimiques, amb la conseqiient aparicié de diverses formes reduides
de folat. Les diferents formes de folat sén sensibles a Ioxigen i a pH extrems. En
general les formes reduides son més inestables que les formes oxidades. L’acid folic és
la forma sintética utilitzada en suplements nutricionals i d’aliments fortificats, degut al
seu caracter oxidat i per la seva estructura monoglutamada. L’acid folinic és el nom
comUl pel que es coneix la forma de folat 5-formiltetrahidrofolat. A diferencia de
I'acid folic, té una estructura bioquimica que li proporciona una major estabilitat al
procés d'oxidaci6, i per tant més estable que l'acid folic. L'acid folinic té major

capacitat de travessar la barrera hemato-encefalica que I'acid folic.

El procés d’absorcio dels folats provinents de la dieta té lloc a la mucosa de I’intesti
prim. Les formes poliglutamades presenten major dificultat per travessar la mucosa
intestinal. Per afavorir I’absorcié, la cadena de glutamats és deconjugada per
hidrolisis, a formes més senzilles (monoglutamades). L’enzim responsable d’aquest
metabolisme és una metal- loproteasa dependent de zinc anomenada glutamat

carboxipeptidasa Il (GCPII) (FIGURA 2).'

Les formes monoglutamades que resulten de I’acci6 de la GCPII son transportades
cap a I’interior dels enterocits. Classicament s’ha descrit a la literatura la presencia de
dos tipus de sistemes de transport implicats. Un sistema saturable a través d’una
proteina ancorada a la membrana plasmatica dels enterocits que uneix les formes de
folat amb alta afinitat (rang nM);® i un sistema no-saturable a través de proteines
transmembranals caracteritzat per una menor afinitat per les formes de folat (rang
uM).” El sistema no-saturable, contribueix a Pabsorci6 de folats quan la seva
concentraci6 al lumen és molt alta. Aquest sistema pero, en situacions
d’administracié de dosis farmacologiques altes d’acid folic pot saturar-se.> Com a
conseqiiéncia, I'acid folic no reduit passa a la circulacié portal.” Quan aquest sigui
captat per les cel- lules, mitjancant la dihidrofolat reductasa sera reduit a dihidrofolat
(DHF) i tetrahidrofolat (THF). Ha estat demostrat /n vitro que una sobredosi d’acid

folic a llarg termini, porta a un descens significatiu de la regulaci6 especifica dels
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processos de reabsorcié a nivell intestinal i renal.’® Recentment s’ha descrit un nou
sistema de transport, acoblat al transport de protons'' que localitzat al duode
desenvoluparia el paper principal d’absorcié de folats. Més endavant s’entra en detall
en aquests tres sistemes de transport. El pH intestinal és un dels factors condicionants

en el transport de folats a través de la paret intestinal.

Formes de folat
monoglutamades

Forma de folat
poliglutamada

Citoplasma

FIGURA 2. Esquema de la glutamat carboxipeptidasa II.

Format per 6 dominis: un intracel- lular (A), un transmembranal (B) i 4 extracel- lulars (C, D, E,
F). El domini E és el responsable de I'activitat catalitica de ['enzim. Imatge de Rawlings i Barret,
799773

Una vegada dins I’enterocit, es produeix un procés de conjugacio, per tal que els
folats absorbits quedin retinguts a I’interior de la cel- lula. Una part d’aquests passen
a la circulacié portal per ser transportats fins els teixits que els requereixen.
Préviament pero, seran transformats: deconjugacié a monoglutamats, reduccié a THF
i unié d’un grup metil convertint-se en 5-metiltetrahidrofolat (5-MTHF). La forma 5-
MTHF és la forma de folat majoritaria que es troba al torrent sanguini, de la qual la
meitat és transportada unida de forma inespecifica amb P’albamina.'” L’altra part des

de la circulacié portal viatja fins el fetge. El fetge els desmetila i els conjuga de nou
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per tal d’emmagatzemar-los. Part d’aquesta reserva hepatica de folats és secretada a
la bilis, amb els canvis necessaris per poder-se donar el seu alliberament. | de la bilis
poden tornar a ser reabsorbits de nou per la mucosa intestinal.” Els folats restants de
la filtraci6 glomerular, s6n reabsorbits al tabul renal proximal. Aquest Gltim és un
procés saturable i hi ha involucrats sistemes de transport mediats per receptors de
folat principalment.' Els folats seran dividits per la unié C9-N10 de la seva estructura,
seguit de la hidrolisi de la cadena poliglutamada i finalment N-acetilats. La proporcié
d’aquests derivats a I’orina és menor en referéncia a la quantitat ingerida de folats. La
fracci6 de folats excretats a través de les femtes és variable, ja que un percentatge
d’aquests s6n produits per la microflora intestinal. Per aquesta ra6, I’excreci6 fecal en

folats no és considerada en I’avaluaci6 de la biodisponibilitat dels folats.

El terme biodisponibilitat dels folats fa referencia a la fraccié de folats ingerits que s6n
absorbits i que resten disponibles pels diferents mecanismes metabolics en els que
estan implicats i pel seu emmagatzemament.”'® Sén molts els factors que
contribueixen a la biodisponibilitat final dels folats. La propia naturalesa de la
vitamina és un d’ells, essent les formes naturals poliglutamades les menys estables.
La integritat de I’estructura de la cel- lula vegetal influira en I’alliberament dels folats
que conté.” La hidrolisi de les formes poliglutamades, i el pH optim pel correcte
funcionament de la GCPIl seran factors limitants de la deconjugaci6 de folats
poliglutamats necessaria per la correcta absorci6 intestinal. Aixi com la presencia de
compostos que inhibeixen I’activitat de la GCPII.>"** Altres components de la dieta
afavoriran I’estabilitat dels folats durant la digesti6, com és la preséncia de proteines
lligadores de folat a la llet.”? S’han descrit polimorfismes en la GCPIl que podrien
afectar la seva activitat i en conseqiiéncia la seva funcid, tot i que els resultats s6n
contradictoris.?**® S’ha de considerar I’alta sensibilitat dels folats front I’oxidacio, de
manera que els processos de recol- lecci6, emmagatzematge, cocci6 i preparaci6 dels
aliments que els contenen, contribueixen al total de pérdues que finalment definiran
la biodisponibilitat dels folats.”* També s’han descrit els efectes nocius d’alguns
farmacs antiinflamatoris, anticonvulsius, el consum cronic d’aspirina i d’altres
salicilats sobre el resultat final de la biodisponibilitat en folats.® Tots aquests factors

son reconeguts com a factors influents sobre la biodisponibilitat dels folats, perd
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aquesta és una questio dificil de resoldre degut al elevat nimero de factors que s’han

de tenir en compte.

Tant el consum de formes monoglutamades com poliglutamades de folats augmenten
la concentraci6 de folat plasmatic.” Perd la biodisponibilitat dels folats i de I’acid
folic és diferent. L’acid folic quan és consumit de forma aillada (en forma de
suplement vitaminic) és absorbit gairebé al 100%.'>?® Aquest percentatge pero, es
redueix a un 85% quan I’acid folic és consumit junt amb aliments (aliments
fortificats).?®?° | els folats tenen la meitat (50%) de biodisponibilitat respecte la

t.3° L’estat en folats d’un individu

biodisponibilitat de I’acid folic com a suplemen
variara depenent de si I'aportacié d’aquesta vitamina és a través de la dieta (folats) o a
través de la suplementaci6 o fortificacié (forma sintética).”® La implantacié de
I’obligatorietat de fortificacié amb acid folic als EEUU al 1998°', va portar a plantejar
la problematica de com calcular els requeriments en folats necessaris. Diversos
estudis han avaluat I’estat en folats en diferents grups poblacionals. Uns estudis es

basaven en el consum de folats naturals®®3*2

mentre que d’altres en la combinacié de
folats i acid folic.**3¢ Per tal de poder calcular de forma precisa els requeriments
fisiologics en folats es va buscar una mesura que contemplés els diferents
percentatges de biodisponibilitat de les diverses formes de folats i acid folic. Aquesta
mesura son els equivalents dietétics de folat (EDF).'®”-** Els EDF corresponen a la
suma de pg de folats més el producte de 1.7 [resultat del quocient entre la
biodisponibilitat d’acid folic consumit amb aliments (85%) i la biodisponibilitat dels
folats naturals (50%)] per pg d’acid folic. Aquesta mesura no sera necessaria quan la
font de la vitamina sigui exclusivament alimentaria (folats), doncs en aquest cas, el
namero de g de folats naturals equival al nimero de pg de EDF. Pero sera rellevant
en els casos en qué es consumeixen aliments rics en folats naturals en combinacio6
amb aliments fortificats amb acid folic. Altres estudis han demostrat que el
percentatge de biodisponibilitat dels folats és major,***' fet que faria replantejar el
calcul d’EDF. Classicament les taules de composici6é d’aliments s’expressaven en pg
per cada 100 g d’aliment; perd cada vegada més s’utilitzen els EDF** - sobretot en
paisos amb la fortificacié amb acid folic implementada —, tal com recomana I’Institut

de Medicina.”” Les recomanacions son d’entre 150-300 pg d’EDF/dia en nens i 400
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pg d’EDF/dia en adolescents (a partir dels 14 anys) i adults, 600 pg d’EDF/dia en
gestants i 500 pg d’EDF/dia durant la lactancia.

2. Funcié dels Folats

La principal funcié6 metabolica dels folats consisteix en la transferencia de grups
metils (unitats d’un carboni, o grups monocarbonats) a les vies metaboliques
imprescindibles per la sintesi d’aminoacids i acids nucleics. El cicle dels folats

(FIGURA 3) és responsable de I’aportaci6é d’aquestes unitats de carboni.

Cicle dels folats
Folats
o,g, DHFR Metionina
9 ///////’_‘\\\\\\‘ 1
Timina DHF THF Chl \
dTMP Ser g
Bs /& 2
s Gly c}z“b Ms / §.
MeCbl
dUMP
5,10-MTHF 5-MTHF
FAD Homocisteina
MTHFR
NADPH NADP

O Grup metil transferit per la
Cbl des del 5-MTHF

FIGURA 3. Cicle dels folats.

(By: piridoxal-5’-fosfat, Cbl: cobalamina, DHF: dihidrofolat, DHFR: dihidrofolat reducatasa,
dTMP: 5°-monofosfat de desoxitimidina, dUMP: 5’-monoftosfat de desoxiuracil, FAD: flavina
adenina dinucleotid, Gly: glicina, MeCbl: metilcobalamina, MTHFR: 5, 10-metilétetrahidrofolat
reductasa, MS: metionina sintasa, 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolat, 5,10-MTHF: 5,10-
metilétetrahidrofolat, NADP: forma oxidada de la nicotiamida adenina dinucleotid fosfat,
NADPH: forma reduida de la nicotiamida adenina dinucleotid fosfat, Ser: serina, SHMT: serina
hidroximetiltranstersa, THF: tetrahidrofolat, TS: timidilat sintasa). Esquema adaptat de Carmel i
Jacobsen (2001) %
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La dihidrofolat reductasa redueix el folat a DHF, el qual alhora també esta reduit pel
mateix enzim a THF. A través de I’acci6 de la serina hidroximetiltransferasa, junt amb
la serina, el THF és convertit a 5,10-metilétetrahidrofolat (5,10-MTHF) i la serina a
glicina, on la piridoxal-5’-fosfat o vitamina B, actua com a coenzim. El 5,10-MTHF
resulta imprescindible per la sintesi de 5’-monofosfat de deoxitimidina (dTMP) a partir

de la timidilat sintasa (TS).

Perd també és el substrat que mitjancant I’acci6 de la 5,10-metilétetrahidrofolat
reductasa (MTHFR) amb la forma coenzimatica de la riboflavina, la flavina adenina
dinucleotid (FAD), és convertida a 5-MTHF. Aquest producte és el responsable Gltim
de transferir unitats d’un carboni imprescindibles per la remetilaci6 de la

homocisteina (Hcy) a metionina, a través de la metionina sintasa (MS).

Un dels passos més estudiats del cicle dels folats ha estat el de la reduccié del 5,10-
MTHF a 5-MTHF. Han estat descrites diferents mutacions en el gen codificant de la
MTHFR humana.* Perd el més estudiat ha estat el polimorfisme 677C—T MTHFR,*
localitzat al cromosoma 1p36.3. Aquest polimorfisme consisteix en la transicié d’una
citosina (C) per la timina (T) a la posici6 677 de I’ex6 4 d’aquest gen. El resultat és la
substitucié de I’aminoacid alanina per una valina a la posici6 222 de la cadena
proteica, localitzat al domini catalitic de I’enzim. La conseqiiéncia de la preséncia
d’aquest polimorfisme és la disminuci6 de I’activitat especifica de I'enzim del 35% en
els individus heterozigots (CT) i del 70% en homozigots (TT).*> Aquest polimorfisme
afavoreix la dissociaci6 de la FAD de I’enzim MTHFR limitant la seva capacitat
coenzimatica,* i en condicions d’estat suboptim en folats i riboflavina s’ha demostrat
el descens de produccié de 5-MTHF.*” En conseqiiéncia, hi ha una reduccié de
I’aportacié de grups monocarbonats necessaris per la metilacié6 de la homocisteina
(Hcy).*** Els individus portadors d’aquest polimorfisme tenen majors requeriments en
folats®® i concentraci6 d’homocisteina total plasmatica en deja (tHcy) elevada en el
cas de no assolir aquests requeriments. Un estat nutricional optim en folats és
imprescindible, perd en el cas dels individus TT per la 677C—T MTHFR l'estat en

riboflavina és també un factor limitant.*°
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El carboni alliberat al cicle dels folats és captat per la MS" i el transfereix a través de
la cobalamina (Cbl).>* La transferéncia d’aquest grup es produeix en dues fases. En la
primera, el 5-MTHF allibera un grup metil que és transferit a la Cbl que actua de
cofactor generant-se THF i metilcobalamina. Finalment, la metilcobalamina
transfereix el grup monocarbonat a la Hcy per la seva remetilacio, generant-se
metionina i Cbl de nou, que tornara a estar disponible per transferir nous grups
monocarbonats. El THF que es forma estara disponible per la sintesi de nucleotids a
través de la seva conversié a 5,10-MTHF i finalment a dTMP. La metionina formada

de la metilacié de la Hey entra al cicle de la metionina (FIGURA 4).

ATP  ADP + Pi
Cicle dels folats
MAT

Metionina SAM

Acceptor de
metils
Dimetilglicina
ms) Col
© BHMT MT
5,10-MTHF . 5-MTHF Betaina < Colina Producte
MTAFR metilat
Cicle de la metionina
Homocisteina SAH

SAH hidrolasa

’ (O Grup metil transferit per la Cbl des del 5-MTHF ‘

FIGURA 4. Cicle de la metionina.

(ADP: adenosina difosfat, ATP: adenosina trifosfat, BHMT: betaina-homocisteina
metiltransterasa, Cbl: cobalamina, MAT: metionina adenosiltransferasa, MS: metionina sintasa,
MT: metiltransferasa, Pi: grup fosfat, SAH: S-adenosil homocisteina; SAM: S-adenosil metionina.
Les abreviatures del cicle dels folats s’han descrit a la FIGURA 7). Esquema adaptat de Carmel i
Jacobsen (2001) #

Aquest cicle esta present en tots els tipus cel- lulars, amb la funcié principal d’aportar
metils a les nombroses reaccions de transmetilacio; entre elles la metilacié de ’ADN.

Aquesta metilaci6 és imprescindible per la regulacié epigenética de I’expressio
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DURANT L'EMBARAS

genética diferencial en els diversos teixits.”®> A través de la metionina
adenosiltransferasa (MAT) es transfereix un grup adenosil procedent de I’adenosina
trifosfat (ATP) a I’atom sulfur de la metionina, convertint-se en S-adenosil-metionina
(SAM). La SAM actua com a donador de metils a qualsevol moléecula definida com
receptora de grups metil (incloent proteines, fosfolipids i ADN entre d’altres) a través
d’una reacci6 de transmetilacié, convertint-se en S-adenosil-homocisteina (SAH).

Finalment la SAH sera hidrolitzada de nou a Hcy.

La Hcy és un aminoacid sulfur metabolitzat a través de dues vies metaboliques

principals, la transulfuracio i la remetilacié® (FIGURA 5).

MAT
Cicle dels folats
F°'atso fele deis fola Metionina SAM
% DHFR ° Cicle de Ia
\f N 3 metionina Acceptor de
DHF THE ] o metils
dTMP Ser § | 4 Dimetilglicina
Gl * MT
& Y $B6 M BHMT Producte
dump ey Cbl . metilat
Betaina «—Colina
5,10-MTHF 5-MTHF .
EAD Homocisteina SAH
MTHFR
SAH hidrolasa
B, | CBS
Ruta de Ja Cistationina
transulfuracié
Bg | Cistationasa
O  Grup metil transferit per la
Cbl des del 5-MTHF

Cisteina

FIGURA 5. Vies metaboliques implicades en el metabolisme de la homocisteina.

(By: piridoxal-5’-fosfat, BHMT: betaina-homocisteina metiltransterasa, Cbl: cobalamina, CBS:
cistationa B-sintasa, DHF: dihidrofolat, DHFR: dihidrofolat reducatasa, dTMP: 5’-monofosfat de
desoxitimidina, dUMP: 5’-monofosfat de desoxiuracil, FAD: flavina adenina dinucleotid, Gly:
glicina, MAT: metionina adenosiltransferasa, MT: metiltransterasa, MTHFR: 5,10-
metilétetrahidrofolat reductasa, MS: metionina sintasa, NFy*: grup amoni, SAH: S-adenosi/
homocisteina, SAM: S-adenosil metionina, SHMT: serina hidroximetiltranstfersa, Ser: serina,
THF: tetrahidrofolat, TS: timidilat sintasa, 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolat, 5,10-MTHF: 5,10-
metilétetrahidrofolat). Esquema adaptat de Carmel i Jacobsen (2001) %
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En la remetilacié de la Hcy, també esta implicada la desmetilacié de la betaina o

trimetilglicina a dimetilglicina a través de la betaina-homocisteina metiltransferasa

dins la ruta d’oxidaci6 de la colina®® (FIGURES 4, 5). La font de grups monocarbonats

provinents de la betaina, té un paper important, en preséncia d’un estat vitaminic

deficient o preséncia del polimorfisme 677C—T MTHFR.>®

La ruta de transulfuracié (FIGURA 6) és I’encarregada de transferir el grup sulfur des de

la metionina a la cisteina. A través de la cistationina P-sintasa® i la forma

coenzimatica de la vitamina B,, la Hcy junt amb la serina es condensa formant-se

cistationina i seguit per la divisi6 de la cistationina per actuacié de la cistationa y-

liasa (cistationasa) amb I’ajuda de la vitamina B, com a cofactor, generant-se cisteina.

Metionina — > SAM

Cicle de la >

metionina

Homocisteina «—_—SAH

Ser CBS
\ 36

H,O0

Cistationina

HZO\ Cistationasa
BG

ENH;
a-cetobutirat

Cisteina

~
\\

Taurina SO~

|
|

Sals biliars

FIGURA 6. Ruta de la transulfuracié.

(By: piridoxal-5’-fosfat (forma coenzimatica de la vitamina B, CBS: cistationina B-sintasa,
cistationasa: també anomenada cistationina y-fiasa, NF,*: grup amoni, Ser: serina). Esquema

34

adaptat de Brosnan i Brosnan (2006) *°



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

Son factors determinants del metabolisme de la Hcy, tots els components genétics™ i
nutricionals® involucrats en el cicle dels folats, la remetilacié i la transulfuracié. Per
tant, un estat deficient en el component vitaminic, o I’alteracié genética d’algun dels
enzims implicats, es tradueix en un desequilibri en els valors normals de la

concentraci6 de Hcy.

3. Estat en folats alterat

El deficit en folats implica la reducci6 de totes les formes de folat del cicle dels folats.
El descens de 5,10-MTHF impedeix la seva oxidacié a DHF, veient-se compromés un
dels punts metabolics imprescindibles per la sintesi de dTMP i consequientment la
replicaci6 de I’ADN. La inhibici6 de la sintesi d’ADN afecta a tots aquells teixits amb
un alt index de recanvi cel- lular, com I’epiteli bucal, el intestinal i el de la pell. Perd
resulta particularment sensible la serie eritroblastica.’ La consequiéncia final, és la
megaloblastosi cel- lular — alteracions morfologiques dels eritroblasts definides com
I’increment de volum cel- lular i I’aturada de la maduracié del nucli en la fase S del
cicle cel- lular®® — acabant desapareixent a la medul- la dssia abans de que es
produeixi la maduracié de I’eritrocit. Es el que es coneix com anémia megaloblastica.
A la medul- la 0ssia també es poden veure afectades les series granulopoiética i

megacariocitica amb el resultat de leucopenia i plaquetopenia, respectivament.®

L’aportacié suboptima en folats, redueix la transferéncia d’unitats monocarbonades
necessaries per remetilar la Hey, i per tant es produeix un augment a la concentracié
sanguinia d’aquesta. Si a més, se li suma lactivitat reduida de la MTHFR per la
preséncia de I'al- lel T pel polimorfisme 677C—T MTHFR, present en un 17.5% en la
forma homozigot entre la nostra poblacio,* la conseqiiéncia final sera un increment
de la homocisteina total plasmatica en deja (tHcy). La tHcy elevada és un factor de
risc independent per malaltia cardiovascular.®® Una concentracié elevada en aquest
66,67

aminoacid també ha estat relacionada amb diferents complicacions de I’embaras,

i amb cancer.®®
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Tant un estat deficitari com en excés en folats comporta un desequilibri en la funcié
de metilacié de I’ADN i en I'aportaci6é de desoxinucledtids (ANTD) per la sintesi de
novo d’ADN. L’alteraci6 d’aquestes funcions s’ha descrit com a possibles causes
inductores de carcinogeénesi.®7* Un dels canvis epigeneétics que es produeixen a
'ADN sintetitzat és I'addici6 d’'un grup metil al carboni 5° de I’anell citosina, dels
dNTD citosina-guanina. Les regions promotores o les de transcripci6 (exons) properes
al promotor, contenen alt contingut en aquests dNTD, anomenades “illes CpG”.
L’ADN-metiltransferasa és la responsable d’aquesta metilacio, a través de la
transferencia d’un grup metil per part de la SAM en el cicle de la metionina. La
metilacié d’aquestes illes CpG, s’'associa a la inhibicié de la transcripcié en el control
de I’expressi6 genica. La hipometilaci6 de CpG silenciaria I’expressi6 de gens
supressors de tumors i eliminaria la inhibicié transcripcional de I’expressié génica
d’oncogens, amb la consequent transformacié maligne de la cél- lula. També s’ha
descrit I'alteracié del control transcripcional en gens implicats en la reparacié d’errors
de ’ADN, apoptosi i diferenciacio.”®” | en presencia d’un descens de la produccié de
timina (cicle dels folats), en el procés de sintesi d’ADN, la cél- lula incorporara de
forma erronia uracils en lloc de timines.”> La conseqiiéncia és I'aparicio de llocs
fragils sensibles als talls de doble cadena per part dels mecanismes de reparacio, per
tal d’eliminar els uracils incorporats. El major grau d’s dels mecanismes de reparacio6
que ha de fer la cel- lula, incrementa la probabilitat que hi hagi errors en alguns dels
punts del procés. S’ha comprovat /in vitro que els trencaments de doble cadena

d’ADN, incrementen el risc de transformacio cel- lular i per tant de cancer.

El desequilibri en qualsevol dels components del metabolisme d’un carboni pot
representar un risc potencial en la transformacié cel- lular. Aixi s’ha observat entre
individus amb genotip 677TT MTHFR amb un descens de metilacié en leucocits de
sang periférica.”®”” L’edat també sembla ser un factor influent sobre els mecanismes

responsables de preservar la integritat i I’estabilitat del material genétic.”®”?

Una consequéncia del deficit en folats extensament estudiada, ha estat la seva
associacié6 amb el risc de patir embarassos afectats per defectes del tub neural

(DTN).%82 Sota la denominaci6 de DNT, s’agrupa un conjunt de malformacions
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estructurals produides durant el procés d’organogeénesi en el periode embrionari.®
Entre els dies 21-28 de gestaci6 es produeix el tancament del tub neural. La
conseqiiencia d’una anomalia en aquest procés, és I’aparicié d’'un DTN. Existeixen
diferents tipus de DTN, depenent de la localitzacié del tub neural alterada i del
namero d’estructures anatdmiques implicades. Els tipus de DTN més greus son
I’anencefalia i I’espina bifida, amb afectacié de I’extrem cranial del tub neural i la
regi6 lumbosacral del tub neural, respectivament. L’anencefalia es caracteritza per
I’abséncia o el desenvolupament andmal d’una gran part del cervell i de la boveda
cranial. Els nadons amb anencefalia neixen morts o moren al poc temps. Existeixen
diferents tipus d’espina bifida que varien entre formes més lleus com I’espina bifida
oculta en qué només estan afectats els arcs vertebrals posteriors fins a I'espina bifida

tancada o I'espina bifida oberta acompanyats de seqiieles més greus.™is per 83,84

Diversos factors de risc per DTN han estat descrits. S’ha descrit la seva associacio
amb factors genetics, tots ells implicats en el metabolisme dels folats o del seu
transport.™Pe 85186 Tamhé s’han descrit factors de risc com el nivell socioeconomic,
el geografic i I'etnia. L'etiologia causant dels DTN s’ha de considerar un factor
multifactorial amb components genétic i ambiental. Tot i que es coneix I'efecte

preventiu dels folats®”#®

es desconeix quin és el mecanisme pel qual actuarien. Pero
no hi ha dubte que l'alta taxa de divisié cel- lular que té lloc durant les primeres
etapes de desenvolupament embrionari, requereix un correcte estat en folats. Fins la
data la suplementacié6 amb acid folic durant el periode periconcepcional és I'eina

més Gtil en la prevenci6 primaria dels DTN,/

4. Mesures preventives per preservar un estat optim en folats

En base a la demostrada efectivitat preventiva de la suplementacié amb acid folic en
la reducci6 de la incidencia® i la recurréncia® de DTN, alguns paisos han establert
com a objectiu reduir la taxa de casos de DTN, dins els seus programes sanitaris de
prevenci6 primaria. Els casos de DTN amb una elevada morbi-mortalitat associada
suposen un elevat cost socio-sanitari i una carrega important per la familia afectada.

Tres son les estrategies per millorar I’estat nutricional en folats: fomentar I'increment
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de la ingesta d’aliments amb alt contingut en folats en combinacié amb suplements
d’acid folic, la fortificaci6 voluntaria d’alguns aliments amb acid folic i la fortificacio
amb caracter obligatori amb acid folic d’un aliment basic. Cadascuna d’aquestes
estratégies poden aportar el benefici que es persegueix, perd també comporten unes

limitacions.%’

Tot i que les mesures de campanyes informatives i educatives a favor de 1’Gs diari de
suplements d’acid folic, dirigides a la poblaci6 femenina que vol tenir descendéncia,

90,91

son efectives, son lentes en I’aparicié de I’éxit perseguit, sovint no arriben de

9293 5 no sén utilitzades

forma homogenia al sector poblacional a la que van dirigides,
al nivell desitjat.>* Les campanyes a favor de I'increment del consum d’aliments rics
en folats, tampoc ha obtingut bons resultats.®>*® | és que I’éxit de tota mesura en
I’ambit de la salut pablica, que impliqui un canvi d’actitud en els habits saludables,
és lent i sovint no s’aconsegueix I’efectivitat esperada inicialment. En el fracas
d’aquestes mesures s’han de considerar els embarassos no planificats.” En aquests
casos quan la dona s’assabenta que esta embarassada, el periode critic de risc
d’aparici6 de DTN (32-42 setmana de gestacid) ja ha passat, de manera que tot i
iniciar la suplementacié amb acid folic, aquest no tindra I’efecte preventiu desitjat.
L’estat socio-economic precari per poder optar als suplements d’acid folic en alguns

paisos® i, el baix compliment de les recomanacions®"*°

son factors que s’han tingut
en consideraci6. El fracas obtingut en les diferents mesures preventives, les altes
despeses mediques anuals que genera un cas de DTN i la favorable relacio
benefici/risc de la fortificacio,'®'" ha fet decidir a molts paisos adoptar la fortificacio
obligatoria d’un aliment basic amb acid folic, com a eina til per reduir la taxa de
DTN. El pafs pioner en la implantacié d’aquesta mesura va ser EEUU. La U.S. Food
and Drug Administration (FDA) va recomanar la fortificacié de productes de gra amb
140 pg d’acid folic per cada 100 g de farina de blat al mar¢ de 1996, entrant a ser
obligatorietat des del gener de 1998. Al 2007, un total de 52 paisos havien adoptat
regulacions nacionals en referéncia a la fortificaci6 amb acid folic.'® Espanya no esta

inclosa en aquest grup de paisos.
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El descens de casos de DTN ha estat entre el 19-26% a EEUU,'®'% entre el 46-51% a
Xile, %1% del 36% a Costa Rica,''® entre el 19-31% a Australia i Nova Zelanda,®? i del
40-50% a Canada.”'"""""* La fortificaci6 ha aportat millores en Pestat nutricional en
folats a tota la poblacid, incrementant les concentracions de folat plasmatic i
eritrocitari i reduint la concentraci6 de tHcy.?®"1%112114119 | efecte de la fortificacio
s’ha estabilitzat fins el punt que la falta de folats a nivell poblacional ja no és la causa
de DTN entre aquests paisos. Els estudis més recents comproven que la millora en
I’estat en folats aconseguida durant els anys immediats a la implantacié de la
fortificacié a EEUU, ha arribat a un p/ateau. De forma general s’ha produit un descens
general de la tHcy' perd aquest ritme de descens ha experimentat una
desaceleracio, experimentant una estabilitzacié en les concentracions de tHcy.'”'
S’ha proposat que aquest estancament en el descens de la tHcy es mantindra fins que
no augmenti la concentraci6 de Cbl, necessaria per la transferéncia dels grups

monocarbonats extres generats al cicle dels folats per la remetilacié de la Hey.'

Entre els paisos de la Unié Europea, hi ha resistencia general en adoptar com a
mesura preventiva la fortificaci6 obligatoria, tot i que hi ha paisos en qué no és
possible la interrupcié legal de I'embaras, com és el cas d’lrlanda i Polonia. Alguns
paisos contemplen la fortificacié voluntaria amb acid folic, com és el cas del Regne
Unit'2 i Irlanda.’ Al 2004, de la First Conference of Folates: Analysis, Bioavailability
and Health (EuroFoodFolate), van descriure els objectius que Europa hauria d’assolir,
pel que fa a les recomanacions i als arguments referits a la fortificacié obligatoria amb
acid folic, dirigits als governs de la Unié Europea.'” La resistencia general d’Europa a
favor de la fortificacio obligatoria es basa en els possibles efectes perjudicials sobre
altres grups poblacionals. Aquest son la gent gran amb problemes d’absorcié de Cbl.
L’excés en folats comporta el risc d’'emmascarar els simptomes hematologics del
deficit en Cbl. Aquesta resisténcia també es basa en la diferent biodisponibilitat de les
diferents formes de folats consumides, i el consum d’aquestes de forma aillada o
combinada amb aliments fortificats i/o suplements vitaminics. Una altra de les
preocupacions, es basa en el possible increment del risc de cancer, tot i que ha estat
descrit el descens de la incidéncia de certs cancers infantils des de que va iniciar-se la

fortificacio a Estats Units.'”® Tot i I'evident funci6 preventiva dels folats en el risc de
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cancer colo-rectal,'” ha estat suggerit que I'excés en folats podria incrementar la

progressio de tumors preexistents.'?®

A Espanya el 1992, la Direccion General de Salud Pablica del Ministerio de Sanidad
y Consumo, va publicar les recomanacions a seguir en la prevenci6 dels DTN. Aquest
organisme recomanava una dosi de 5 mg d’acid folic al dia dividida en dues dosis al
grup de risc, definides com aquelles dones amb familiars de fins a segon grau de
parentesc amb algun tipus de DTN."?® Dos anys més tard, aquestes recomanacions
van ser modificades en quant al grup poblacional al que anaven dirigides. Es va
incloure com a grup de risc a tota aquella dona que estigués pensant en quedar-se
embarassada, perd en especial aquelles que ja havien patit un embaras complicat per
DTN. La dosi d’acid folic recomanada no es va modificar.'® Finalment al 2001, les
recomanacions eren dirigides a tota la poblacié femenina amb intencié de tenir fills,
pero distingint entre les dones amb antecedents d’embarassos afectats per DTN i les
que no. A les primeres se les recomana una dosi diaria de 4 mg d’acid folic, mentre

' Actualment, a Espanya, no existeix la

que a les segones de 400 pg al dia."”
obligatorietat de fortificaci6 amb acid folic, pero si que existeixen al mercat productes
fortificats amb acid folic, com per exemple els cereals d’esmorzar. El consum
d’aquests és molt baix entre la poblacié espanyola.”® | en referéncia al compliment
de les recomanacions preventives, I’estudi portat a terme per Coll i els seus
col- laboradors (2004),”” mostrava que només un 7% entre 1000 dones espanyoles
entrevistades després del part, havien pres suplements d’acid folic en el periode
correcte. Un 86% afirmaven no haver rebut informacié alguna i un 56% no coneixien

cap malformacié congenita que es pogués prevenir.

5. Transport dels folats

La naturalesa polar dels folats impedeix el seu pas per difusi6 a través de la
membrana plasmatica. La consequiéncia evolutiva d’assolir la correcta arribada de
folats a la cel- lula (sintesi de nucleotids i precursors d’aminoacids necessaris per la
proliferacio cel- lular), s’ha traduit en el desenvolupament de diferents sistemes de

transport mediats a nivell de membrana plasmatica” Aquests processos
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fonamentalment impliquen un portador [sistema de transport mediat per un portador
de folat reduit (Reduced folate carrier, RFC)]'**'* o un receptor [sistema de transport
mediat per receptor de folat (RF)];%” els dos sistemes de transport principals. També és
recent la identificacié6 d’un tercer sistema de transport; el transportador de folat

acoblat a proto6 (Proton-coupled folate transport, PCFT).'*

5. 1. Sistema de transport per portador de folat reduit (RFC)

El sistema de RFC,7'3313136137 o5ty present de forma generalitzada en els diferents
tipus cel- lulars i tissulars, ja que desenvolupa la funcié fonamental de I’'homeostasi
de folat a la cel- lula. Per tant, el sistema de RFC és el més important pels folats. Es
tracta d’un sistema de transport a través d’una proteina portadora integrada a la
membrana plasmatica.”®'*® Aquest portador és de naturalesa mobil i permet el flux
bidireccional de molecules. Esta poc establerta la mecanica implicada en aquest tipus
de transport. La hipotesi consisteix en qué es produeix per un fenomen de
transestimulacio, a través del qual es produiria una transposicié fisiologica del
portador dins de la membrana plasmatica. L’accié de I’extrusié d’anions i fosfats
organics o sulfats intracel- lulars cap al medi extracel- lular provocaria un canvi
d’orientaci6 del portador, des del costat intern al costat extern de la membrana. Amb
aquest canvi d’orientacid, el portador quedaria disponible per la unié dels folats en
forma anionica (el 5-MTHF i I'acid folinic a pH fisiologic son anionics) extracel- lular

i el posterior transport cap a I’interior de la cél- lula.

Aquest sistema de transport té prefereéncia per les formes de folats reduides (per
exemple el DHF, el THF i el 5-MTHF) i pels seus analegs 4-aminofolat com el
metotrexat. La seva afinitat per les diferents formes metilades de folat i analegs els
converteixen en inhibidors competitius entre ells. Es un sistema saturable a baixes
concentracions (1-5 pM) pels seus substrats. Presenta menys afinitat per I’acid folic. El
seu funcionament es veu influenciat per la temperatura i el pH [des de pH fisiologic

en cel- lules leucemiques (pH = 7.4), a pH lleugerament acid en cel- lules de I’epiteli

139,140 141]

luminal de I’intesti prim i cel- lules de carcinoma de prostata
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El gen codificant del RFC huma, es troba al cromosoma 21, a la regi6 21q22.2-3,"*
1 esta constituit per 6 exons, dels quals I'ex6 1 que conté la maquinaria del
promotor no es codifica. El codé d’inici esta a I’ex6 2 i el de parada al 6. Procedent
d’aquest gen, s’han identificat 5 transcrits que codifiquen pel mateix tipus de
proteina."**'*® Aquest és el resultat de I’ sp/icing alternatiu de 'ARN**"% a |a regi6 5°
del gen on es localitza I’ex6 1 no codificant. Aquesta regi6é presenta un alt contingut
en CpG i conté llocs d’uni6é a factors de regulacié transcripcional. El gen pel RFC
conté dos promotors (promotor A i promotor B). La presencia de dos promotors indica
la potencial importancia que suposa per la cel- lula la transcripcié d’aquest gen i en
conseqiiéncia P’expressio del RFC.'**13137 E| promotor B esta implicat en I’expressio
generalitzada del RFC a través d’una transcripci6 constitutiva. En canvi, el promotor
A mosta una transcripcio6 restrictiva, en teixits concrets. Per tant la preséncia i el grau
d’expressio final de RFC en els diferents teixits és el resultat combinat de factors de
regulaci6 transcripcional comuns a tots els tipus cel- lulars i de factors especifics de

certs teixits.

5.2. Sistema de transport per receptor de folat (RF)

S’ha produit una evolucié cronologica en la terminologia utilitzada en la literatura
sobre les proteines implicades en el sistema de transport per RF. Se’l va anomenar
primer aglutinant o factor unidor de folat (fo/ate binden,''** després proteina lligant
de folat (folate binding proteins, FBP)*'** distingint una forma soluble (sFBP) i una

altra forma associada a la membrana plasmatica (mFBP) i, finalment com RF (fo/ate

recepton).®”'>*

Les primeres mostres estudiades van ser els fluids biologics, identificant-se sFBP en

serum d’individus amb estat deficitari en folats,'®® a saliva,’® semen' i orina.'”®

0

També en llet humana,”™ bovina'® i de cabra.® Aquests sFBP es descrivien com

formes lliures de folat (apo-FBP) o amb folat lligat.'

urs i els seus col- l[aboradors'®* van descriure la composicié d’aminoacids
Al 1987, L I |- laboradors'®? van d I m d’aminoacid

de les mFBP de cel- lules KB (linia cel- lular de carcinoma epidérmic huma).

Descrivien també la preséncia d’acids grassos encarregats de I’ancoratge de la FBP a
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la membrana plasmatica. Dos anys després, a través d’una fosfolipasa C especifica per
la glucosilfosfatidilinositol (GPI), es va aconseguir alliberar mFBP de la membrana
plasmatica, recolzant la hipotesi de que una seqiiencia senyal de la FBP seria la
responsable de I'ancoratge a la membrana.'®® El mateix any es demostra la preséncia
d’'una GPI en les mFBP expressades per cel- lules KB en cultiu.’®* La mFBP es podia

alliberar de la membrana plasmatica convertint-se en sFBP.'®'% La determinaci6 de

P166

més d’'un 99% d’homologia entre la sFBP i la mFBP'*® confirmava que les dues formes

eren traduides a partir d’'un mateix gen.'®”’

A la mFBP se la va comencar a anomenar RF. Per aquesta rad, i per tal d’evitar
confusions, a partir d’ara es fara referéncia com FBP a les formes solubles i com RF a

les ancorades a la membrana plasmatica.

El RF s’expressa ampliament en diferents parts de I’organisme. En teixits normals, ha

| 168-170
’

estat localitzat al plexe coroida a les cel- lules acinars de la mama i de la

169 169,170

glandula salivar submandibular,'® a I'epiteli dels ttbuls proximals del ronyo, a

169,171

placenta, a les cel-lules de revestiment alveolar, epiteli bronquial i de

revestiment de les glandules bronquials del pulm6.'®'7° Al pancrees i a la glandula
tiroide la seva expressio és més focalitzada.'® El percentatge d’expressio perd difereix
entre els diferents teixits, amb predominancia al plexe coroidal.'””® També s’ha descrit

la presencia de RF en diferents parts del tracte genital masculi, com al epiteli de

169,172

I’epididim i a les cel- lules basals dels tabuls deferents i ales cel- lules Leydig

del testicle.”® A la glandula prostatica es produeix la sintesi de RF'®” que s’ancoren a
vesicules que son secretades al epididim, on es produeix la maduraci6 espermatica i
el seu emmagatzematge. En I’ejaculat, aquestes FBP s’adhereixen a la superficie dels
espermatozous amb una funci6 bacteriostatica al tracte genital femeni.'’? En aquest

altim, estan extensament expressades a les cel- lules de la granulosa de Iovari

|/169

prepuberal,’® a I'epiteli germinal de I'ovari,'” al cos luti durant I’embaras,'® al teixit

169 169,173

epitelial de la trompa de Falopi,'® a I'Gter/endometri, i al cervix.'”?

L’expressio diferencial del RF entre els diferents tipus cel- lulars i tisulars respon a la

t/1 74

diferent demanda de folats pel seu creixement,'”* en funcié de les seves necessitats en

43



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

folats. Els teixits que tenen un grau de renovaci6 més elevat presenten majors
requeriments. Aquests son els teixits epitelials. Aquest fet esta recolzat per I’alta

expressio de RF en linies cel- lulars humanes malignes: celul- les KB,"**'¢7170 cel. lules

170 )173

Caco-2 (carcinoma de colon),'® cel- lules HelLa (carcinoma de coll d’Gter i
adenocarcinoma d’ovari'”® entre d’altres. El percentatge d’expressio en teixits normals
i malignes és de l'ordre de més de 20 vegades superior en els segons.'® Aquest fet,

apunta al RF com una diana ideal en terapies anticancer.

El transit dels folats a través d’aquest sistema es produeix a través d’un procés

endocitic.'7%'77

S’han descrit tres isoformes del RF: RF-q,'®*'1” RF-B,178 | RF-y.'”? L’estructura geénica
codificant de les isoformes de RF es localitza al cromosoma 11q13.2-q13.5." Hi ha
algunes caracteristiques geniques basiques que les diferencien.™ s P 18! Tenen una
relaci6 de nimero d’exons/introns diferent: RF-a: 7/6; RF-B i RF-y: 5/4. També en
quant a la regi6é promotora: el RF-a conté dos promotors (P1 localitzat a I'ex6 1 i P4 a
I'ex6 4),'®2 mentre que el RF-B i el RF-y en tenen només un. Finalment, el gen
codificant pel RF-a esta regulat per la presencia de promotors diferencials, sp/icing
alternatiu i traduccié diferencial de mRNA,'® mentre que els RF-B i RF-y estan

controlats basicament per mecanismes transcripcionals.

Les sequéncies d’aminoacids d’aquestes isoformes presenta diferents graus
d’homologia entre elles. La isoforma RF-y presenta un 71% d’homologia amb el RF-a
i un 79% amb el RF-B."%'® Les tres isoformes presenten llocs potencials de N-
glicosilaci6 (RF-a i RF-y 3, RF-B 2), i les tres contenen 16 residus de cisteina. L’extrem
N-terminal de les tres isoformes presenta un alt percentatge de conservaci6 en la seva
sequéncia d’aminoacids, mentre que sén divergents en quant a I’extrem C-
terminal.'”? Els extrems C-terminal del RF-a i del RF-B presenten senyals per la uni6 de
ancorador GPl (serina 243 i asparagina 230, respectivament). Aquests son
aminoacids polars sense carrega, fet que els permet ancorar a la membrana
plasmatica. La composicié d’aminoacids que forma I’extrem C-terminal del RF-y, es

caracteritza per tenir poc caracter hidrofobic. Presenta 16 aminoacids apolars
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(respecte els 30 i 19 del C-terminal del RF-a i RF-B) interromputs per dos aminoacids
amb carrega (asparagina amb carrega negativa i arginina amb carrega positiva, a les
posicions 2 i 6 de ’extrem C-terminal, respectivament).'”*'® Les caracteristiques de
I’extrem C-terminal del RF-y no permeten un ancoratge eficient a la membrana

plasmatica a través de la GPI, fet que la defineix com isoforma secretada o soluble.”*

Ha estat descrita una isoforma derivada del RF-y, el RF-y’. Es el resultat de la delecié
de 2 bases (TA) a la regié codificant amb el resultat de I’aparicié d’un cod6 de stop.

La conseqiiéncia, I’aparicié d’una proteina més curta.'”®'®

El RF-a presenta una expressi6 més extensa respecte el RF-B i el RF-y/y’. El RF-a
s'expressa preferentment en teixits epitelials tal com s’han exposat anteriorment.
L’expressi6 del RF-B es restringeix a placenta i a cel- lules hematopoiétiques, on el
nivell d’expressio és de baix a moderat.'”®'® Els neutrofils madurs de sang periférica
expressen en un nivell superior aquesta isoforma de RF.'® | el RF-y/y’, en teixits no
patologics de melsa, timus i moll d’ds."”? Pero el percentatge d’expressié és molt
major en mostres tissulars malignes d’ovari, Gter, melsa, timus i moll de I’0s, com en
el medi de cultiu de diferents linies cel- lulars de tumoracions malignes.'?
L’especificitat d’expressié en teixits hematopoiétics RF-y/y’, i la seva naturalesa
secretora, el converteix en un biomarcador per certs tumors hematopoiétics.'”®1%%1%
Ha estat descrita la relacié de les diferents isoformes de RF amb diferent tipus de

cancer revisat per 181

Els tres tipus de isoformes presenten alta afinitat per I'acid folic (rang nM) comparat
amb les formes reduides (rang umol/L) (acid folic > 5-MTHF); al contrari que els RFC.
Perd existeixen algunes diferencies entre les diferents isoformes. Mentre que el RF-a
presenta igual d’alta afinitat per les formes amb diestereoisomeria fisiologica 6S (5-
MTHF, acid folinic) que per l'acid folic, el RF-p ho fa per les formes 6R (10-
formiltetrahidrofolat, 5,10-MTHF).%"54181187  Aquesta diferéncia d’afinitat per les
formes de folat del RF-o i del RF-B, s6n degudes a la divergencia d’aminoacids de les

posicions 49 (leucina per alanina), 104 (fenilalanina per valina) i 166 (glicina per
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glutamat), respecticament.'®® La isoforma RF-y/y’, presenta alta afinitat pel (6S)-5-
MTHEF i per I’acid folic.'®

També s’ha identificat el gen d’'una quarta isoforma; el RF-3."® Presenta un 67-69%
de similitud i un 54-58% d’identitat amb el RF-o, RF-B i RF-y. El gen per aquesta
isoforma, es localitza a la banda cromosomica 11q14, allunyada de la localitzaci6 de
les seqiiencies pels RF-o i RF-B. Aquest gen, codificaria una proteina de 241
aminoacids, amb un pes molecular de 27.7 kDa. No s’ha detectat la seva expressio
en teixits embrionaris, fetals ni adults; fet que suscita que es pugui tractar d’un
pseudogen de RF, tal com ja s’havia descrit anteriorment.'® Spiegelstein i els seus
col- laboradors,'® suggereixen que la dificultat de detectar la seva expressio, estaria

causat per I’efecte d’un patr6 de regulacié espai/temporal molt restrictiu.

A part de la funcioé basica de transport intracel- lular dels folats, s’han plantejat altres
funcions del RF. Per una banda té un paper conservador en aquelles zones on els
requeriments en folats és essencial, com és el cas del plexe coroidal o amb la funcié
d’evitar al maxim la seva pérdua com és el cas dels RF localitzats als epitelis de
conductes com els tabuls proximals del ronyé, del pancrees, vas deferents i glandula
salivar. | per una altra banda assegurar els requeriments nutricionals en folats
necessaris en certs teixits com a la placenta, endometri, diferents parts del tracte

genital masculi i ejaculat, per assegurar I’exit reproductiu.

5.3. Sistema de transport per transportador de folat acoblat a prot6 (PCFT)

Al 2005, s’identificava un transportador intestinal hemo regulat pel ferro (heme
carrier protein 1; HCP1)."" La seva expressié a la membrana apical dels enterocits del
duodé de ratoli era incrementada sota condicions de deficieéncia de ferro. Els autors el
definien com un transportador involucrat en el transport del ferro hemo (resultat del
trencament de la hemoglobina i la mioglobina que conté la carn vermella). Un any
després, s’identificava un transportador de folat acoblat a proté6 huma, el PCFT;'** que
va resultar ser el mateix transportador descrit un any abans. La baixa afinitat d’aquest

transportador pel grup hemo (Km ~ 125 pM) comparat amb la del folat (Km ~ 1.3
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uM),’*> suggeria que realment la seva funcié estava implicada en el transport de

folat."

Es tracta d’un sistema de transport amb alta afinitat i velocitat maxima de transport a
pH acid (pH 5.5-6-5),"® tot i que també presenta certa activitat residual a pH 7.4 pel
5-MTHF. El transport del folat esta acoblat al transport a favor de gradient de
protons.'* Es va identificar el mARN del gen candidat que codificaria aquesta
proteina de membrana (gen 21) en un alt percentatge a I’intesti prim, en particular al
duode. | en menor grau a jejd, ileum, cec, colon i recte™'?"'¥* També ha estat

identificat a la membrana apical de [Iepiteli renal.'?*'%

Totes aquestes
caracteristiques el defineixen com un transportador amb propietats caracteristiques
del transport intestinal, recolzant la idea de la seva implicacié en I’absorci6 de folat

intesti nal 135,192,194,195

El mecanisme implicat en I’absorcié intestinal dels folats sempre ha suscitat molt
interes, justificat pel fet que I’intesti constitueix el portal indispensable en I’absorci6é
d’aquesta vitamina a través de la dieta. Fins fa poc temps aquesta funcio s’atribuia al

RFC. Pero la identificacié del PCFT'** a la membrana apical dels enterocits'??

posava
en dubte aquesta autoria, en base a les seves propietats d’activitat dptima a pH acid"
en cel- lules intestinals i la seva alta preseéncia al duodé. Perd per contra, es
demostrava que el sistema de RFC, tot i presentar una activitat oOptima a pH fisiologic,

modificava lleugerament la seva afinitat pels folats amb la reduccié del pH."?%'?

198,199 &5 un desordre hereditari autosdmic recessiu

La malabsorci6 de folat hereditaria,
rar, caracteritzat per la reduccié de I’activitat d’absorci6 intestinal de folat. Es un
desordre hereditari, que es posa de manifest els primers mesos de vida. Requereix el
tractament via parenteral o a través de la suplementacié d’altes dosis d’acid folic.
Aquest tractament ha de iniciar-se el més aviat possible, degut a la fatalitat del déficit
en folats o al desenvolupament de deficiéncies neurologiques permanents. El déficit
d’absorci6 intestinal de folats i per tant a nivell sistemic, es tradueix en una baixa

disponibilitat d’aquesta vitamina pel sistema nerviés central. En aquest, els nivells de

47



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

folats estan per sota dels Iimits detectables, fins i tot quan els valors sérics sén
normalitzats.

S’han descrit diferents mutacions puntuals en el gen codificant del PCFT.'319%200201
Entre les diferents mutacions del PCFT descrites associades a la malabsorci6 de folat
hereditaria, existeixen dues que permeten una activitat residual del transportador. Els
individus portadors d’aquestes mutacions, veurien millorats els nivells sistemics en
folats a través de la suplementacié oral d’altes dosis d’acid folic.'* El PCFT

desenvoluparia la funcié principal d’absorci6 de folat intestinal 2%

al tram superior de
Iintesti prim, mentre que el RFC tot i que en condicions d’activitat subdptimes podria
contribuir a una absorcié menor en els trams de I’intesti amb un pH més acid (duode

i jejanum) i a un major grau d’absorcié on el pH és més basic (leum).'**2%

En pacients amb malabsorcié de folat intestinal hereditaria, la concentracié de folats
al liquid cerebroespinal és molt baixa. Tot i els tractaments amb altes dosis d’acid
folic, els valors en folat al sistema nerviés no augmenten de forma significativa.
Aquest fet indicaria que el PCFT és necessari pel transport de folats al sistema nervios
central. També s’ha demostrat la importancia del RF-a en el transport de folats al
liquid cerebroespinal en la deficiéncia de folat cerebral (DFC).?**** La identificacio
del PCFT en altres teixits amb un pH menys acid, indicaria que el PCFT
desenvoluparia una important funcié en I’endocitosi mediada per RF.2%?% En aquest
procés el PCFT situat a la membrana de les vesicules citoplasmatiques, estaria
implicat en la seva acidificacio i aixi contribuint a I’alliberament del folat Iligat al RF-

0“208

6. Autoanticossos pels receptors de folat

Només un percentatge d’anomalies del desenvolupament embrionari sén explicades
pels factors nutricionals, geneétics i patologics identificats com a causants del déficit
en folats i, les mesures preventives adoptades no han ofert la profilaxi total esperada.

Recentment han estat descrits els autoanticossos pels RF.?*
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Da Costa i els seus col- laboradors al 2003,>'° varen demostrar immunohistoquimi-
cament en rates femelles I’amplia expressié de RF en els diferents teixits reproductius,
tant en rates prenyades com no prenyades. També es produeix un alt percentatge
d’expressi6 de RF en diversos teixits embrionaris en diferents estadis del
desenvolupament. L’extensa expressi6 d’aquests RF indicava la funci6 d’'un paper
imprescindible d’aquests durant les primeres etapes del desenvolupament embrionari.
A partir de la injeccié de 0.25 mL d’antiserum, obtingut de conills als quals s’havia
injectat RF purificats a partir de placenta de rata, varen observar efectes greus sobre
els embrions. La gravetat de I’efecte i la velocitat d’afectacié era proporcional al
volum d’antiserum injectat. La supervivencia d’embrions es reduia en el temps (dies
de gestacio) i augmentava el nimero de defectes del desenvolupament, amb
Iaugment de volum d’antiserum administrat. L’acid folinic (12 mg per kg de pes),
administrat conjuntament amb 0.3 mL d’antiserum prevenia el 95% de les absorcions
embrionaries que es produien quan I’antiserum era administrat sense acid folinic. A
volums superiors d’antiserum, la mateixa quantitat d’acid folinic, perdia el seu
potencial preventiu. En rates tractades amb una dosi de dexametasona (actiu
antiinflamatori i immunosupressor esteroideu) el dia abans i el dia després de
I’administraci6 de 0.4 mL d’antiserum, el percentatge de prevencié d’absorcions
embrionaries era d’un 97%. Per contra, quan s’administraven les dues dosis després
de I’administracié de I’antiserum, I’efecte letal de I’antiserum no es prevenia. Segons
els autors, probablement les absorcions embrionaries eren degudes a una reacci6
citolitica immunologica, i no al déficit en folats. També suggerien que un antiserum
especific que bloquegi la unié dels folats als RF abans de la fecundaci6, podria
afectar de forma directa el procés d’ovulacio, la fertilitat, i la implantacio. L efecte
d’aquests a estadis més evolucionats, impediria el correcte transport de folats de mare
a fetus, veient-se afectats els processos d’embriogenesi i organogenesi, amb greus

consequiencies en el resultat final del procés.

Posteriorment va ser publicada la detecci6é d’autoanticossos capagos de bloquejar el
lloc d’uni6 especific del folats dels RF en el serum huma.?® Lefecte d’aquest
bloqueig és la incapacitat del RF per poder transportar els folats, i per tant, perjudicar

I’estat en folats al lloc de desti d’aquesta vitamina. Els definien com autoanticossos
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contra RF. Una alteracié a aquest nivell, impediria el correcte transport de folats i
podria desencadenar anomalies que tenen una etioldgia relacionada amb I’estat en
folats. Una d’aquestes complicacions, son els DTN tal com s’ha exposat anteriorment.
A Tlanalitzar el serum de 12 mares amb un embaras en curs o previ al moment de
I’estudi afectat i 20 dones controls amb gestacié en curs o prévia no afectada, van
observar que un percentatge significativament més alt dels casos (75%) eren
portadores d’aquests autoanticossos respecte els controls (10%). Descrivien aixi un
nou factor de risc pels DTN fins el moment desconegut. La descripcié d’aquests
autoanticossos entre aquest sector de la poblacio, podria explicar el benefici observat
després de les mesures preventives adoptades a nivell estatal de fortificacié a EEUU,’’
proporcionant I’evidéncia que I’acid folic evadiria la ruta cel- lular depenent del RF,
a favor del RFC, gracies a la naturalesa oxidada de I’acid folic. Per altra banda,
lincrement en la concentraci6 de formes de folat provinents de I’acid folic
metabolitzat, desplagaria I’autoanticos blocant que presenta una menor afinitat pel
RF. El grup especulava que “epitops de RF exposats com a resultat de lesi6 o
protedlisi de teixits reproductius, junt amb factors genétics podrien desencadenar la
generaci6 d’autoanticossos”.

Bliek i els seus col- laboradors (2006),2"

van descriure la preséncia d’autoanticossos
materns contra RF en un 82% de mares de nens amb fenedura labial i/o palatina
(FLP), i en un 30% de mares control amb nens sense la patologia. Entre el grup de
casos i controls, no hi havia diferéncies significatives en les concentracions de folat
plasmatic ni eritrocitari. Perd si valors significativament més elevats de tHcy en el
grup de mares amb nens amb FLP. Les mares portadores d’autoanticossos presentaven
concentracions més elevades de tHcy, i nivells de folats plasmatics significativament
més baixos respecte les mares sense autoanticossos. No hi havia diferéncies en les

concentracions de folats eritrocitaris.

Al 2007, Neuman i els seus col- laboradors?'? van presentar al 27" Annual Meeting of
the Society for Maternal Fetal Medicina, els resultats sobre la preséncia
d’autoanticossos contra RF, en un 13.7% de les dones estudiades amb historial

recurrent d’avortaments espontanis (AE), respecte el grup control (5%), amb un risc de
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gairebé el triple de patir AE amb preséncia d’aquests autoanticossos. Tot i la
preséncia d’autoanticossos en mares de nens amb defectes congenits del cor (9%) i
en els controls amb les que es van comparar (8%), aquestes diferéncies no eren
significatives. No es van detectar diferencies en les concentracions de folats

eritrocitaris ni de tHcy al comparar casos i controls per les dues patologies.

S’ha investigat la possible associaci6 entre autoanticossos contra RF i desordres del
desenvolupament neuronal progressiu, com el sindrome de Rett, el DFC idiopatic, i
l'autisme. El sindrome de Rett, és un desordre del neurodesenvolupament postnatal
progressiu que afecta de forma gairebé majoritaria el sexe femeni i amb una base

genetica ben descrita,*

en qué aproximadament un 50% dels casos presenten
concentracions baixes de 5-MTHF al liquid cerebroespinal.?’ Ramaekers i els seus
col- laboradors (2007),”" descrivien la preséncia d’autoanticossos contra RF en 8 de
les 33 (24%) pacients europees estudiades [8 del nord-oest d’Europa (6 d’Alemanya,
2 de Belgica), 25 del sud d’Europa (11 d’Espanya i 14 de Portugal)]. Cap de les 28
controls europees presentava autoanticossos contra RF. Entre les participants del nord
i del sud d’Europa no hi havia diferéncies en la concentracié de folats plasmatics. Els
70 casos d’America del nord presentaven concentracions de folat plasmatic
significativament més elevades que els 33 casos i els 28 controls europeus. Aquest fet
era justificat per la fortificaci6 obligatoria amb acid folic implementada a Nord-
Ameérica. Referent a la concentraci6 de 5-MTHF al liquid cerebroespinal, els casos del
nord d’Europa tenien concentracions més baixes respecte els del sud d’Europa. El
total de casos europeus, presentaven concentracions de 5-MTHF al liquid
cerebroespinal significativament inferiors que els casos d’America del Nord i els
controls europeus. El 42% dels casos europeus tenien valors de 5-MTHF al liquid
cerebroespinal per sota del rang normal, suggerint que el transport de folats a través
del plexe coroidal podria estar blocat per autoanticossos contra RF. Per contra entre
els casos europeus que tenien concentracions de 5-MTHF dins els Iimits de
referéncia, només un 10% tenien autoanticossos contra RF. Els casos de sindrome de
Rett del nord-oest d’Europa, presentaven concentracions de 5-MTHF al liquid
cerebroespinal més baixes junt amb major percentatge de casos amb autoanticossos

contra RF. Els autors apuntaven que aquestes diferéencies de presencia
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d’autoanticossos contra RF entre els paisos del nord i del sud d’Europa, podrien ser
degudes al diferent index de consum de llet i derivats d’aquesta. La llet bovina és rica
en FBP. Aquesta proteina, i el RF-a d’origen huma comparteixen més d’un 80%
d’homologia en la seva sequiéncia proteica, segons el Protein Alignment Search Tool
(blastp).?® EI RF d’origen bovi era presentat com el possible generador

d’autoimmunitat en humans.

Una altra alteraci6 del desenvolupament neuronal estudiada és el sindrome de DFC.
Apareix entre els quatre i els sis mesos de vida, i es caracteritza per un déficit de 5-
MTHF al liquid cerebroespinal, mentre que a nivell sistemic I’estat en folats és
I’adequat.?’” L’estudi de 28 pacients amb sindrome de DFC idiopatic, va revelar que
25 (89%) eren portadors d’autoanticossos contra RF.?* Era nul- la la seva preséncia
entre els 41 controls aparellats per I’edat amb els casos i també hi havia abséncia
d’aquests entre les 5 mares dels casos estudiats. No hi havien diferéncies
significatives en la concentraci6 de folat plasmatic entre casos i controls. Es va
mesurar la concentraci6 de 5-MTHF al liquid cerebroespinal al mes, als tres i sis
mesos d’iniciar el tractament dels casos de DFC amb una dosi d’entre 0.5 i 1 mg per
kg de pes corporal d’acid folinic repartida en dues preses al dia. La concentracié de
5-MTHF al final del tractament, havia millorat significativament respecte [linici
[mitjana pre-tractament: 20.06 nmol/L (rang: 0-46.3); mitjana post-tractament: 73.3
nmol/L (rang: 45.4-120.7); mitjana dels valors de normalitat de referéncia utilitzats:
82 nmol/L (rang: 44-181)], sense diferéncies significatives entre casos i controls al
finalitzar. Les principals manifestacions cliniques del sindrome van millorar. Al final
del tractament les millores més remarcables va ser entre els pacients en qué el
diagnostic del sindrome va ser precog, i per tant el sistema nerviés central no havia
estat tan afectat pel deficit en folats. Els resultats demostraven que la preséncia
d’autoanticossos contra RF bloquejant els RF localitzats a les cel- lules epitelials del
plexe coroidal, podrien ser la consequiéncia de la fallida del transport de folats cap al
liquid cerebroespinal en els casos de DFC idiopatic, i que I’administracié d’acid
folinic millorava les manifestacions més comuns del quadre clinic del sindrome.
Segons I’opini6 dels autors, la produccié d’aquests autoanticossos s’iniciaria en el

mateix moment en que apareixen les primeres manifestacions cliniques del sindrome.
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Descrita I’associaci6 entre la preséncia d’autoanticossos contra RF amb el sindrome
de desenvolupament neuronal DFC, s’ha buscat I’existéncia d’aquests autoanticossos
en nens amb autisme amb o sense deficiéncies neuronals.?'® La mostra d’estudi es
tractava de 25 pacients amb autisme dins la categoria de sindrome de Kanner®”? i amb
DFC. Tots mostraven concentracions de folat plasmatic i eritrocitari, Cbl i tHcy dins
els valors normals, sense diferéncies significatives respecte el grup control. Del total
de casos a estudiar, només dos casos tenien concentracions de 5-MTHF al liquid
cerebroespinal baixes tot i que dins el limit inferior i, no eren portadors
d’autoanticossos contra RF. Entre la resta es van detectar autoanticossos contra RF en
19 casos [mitjana 1.05 pmol RF blocat/mL de serum (rang: 0.1-4.19)]. Cap dels
individus presentaven mutacions genétiques que comprometessin el transport dels
folats. Del total de casos, 21 van ser tractats amb 1 mg d’acid folinic per kg de pes al
dia. Als 3-6 mesos d’haver iniciat el tractament es va determinar la concentraci6 de
5-MTHF al liquid cerebroespinal, per tal de detectar els casos que requerien una
major dosi (2-3 mg per kg de pes al dia) per tal de normalitzar la concentracio
d’aquest al liquid cerebroespinal. L’avaluacié dels resultats del tractament, es va
realitzar en 18 casos. Tots van veure normalitzats la concentracié de 5-MTHF al
lfquid cerebroespinal. Els dos individus que se’ls va diagnosticar I’autisme més aviat
(entre els 2 i els 3 anys d’edat) es van recuperar totalment de I’autisme i dels déficits
neurologics. Només es va observar recuperacié neuronal entre els 5 casos
diagnosticats a edat més avancada (5, 8 i 12 anys d’edat), perd sense recuperacio del
quadre clinic de I’autisme. La resta, van aconseguir una millora en les deficiéncies
neurologiques i una recuperaci6 parcial de I’autisme. Tal i com ja s’havia demostrat
anteriorment,®** el tractament amb acid folinic millorava les manifestacions cliniques
derivades de la DFC amb preséncia d’autoanticossos contra RF. No obstant, la millora
parcial de la majoria de casos d’aquest estudi, amb edats de diagnostic de I’autisme
mitjanes, deixava encara per esclarir la funcié dels autoanticossos contra RF i la DFC
en l’autisme amb defectes neurologics respecte els que no presenten defectes

neurologics.

En un estudi de 24 pacients amb DFC, tractats amb acid folinic per tal d’augmentar

els nivells de 5-MTHF al liquid cerebroespinal (0.5-1 mg/kg al dia repartida en dues
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dosis iguals, que depenent de la resposta obtinguda a la quantitat administrada, era
ajustada a 0.4-2.5 mg/kg al dia), s’observava millora en les manifestacions del quadre
clinic.?®® Tots ells presentaven un bon estat en folats plasmatics i eritrocitaris, en Cbl i
tHcy. Tots eren portadors d’autoanticossos contra RF [mitjana 1.17 [desviacio
estandard (DE): 0.83] pmol RF blocat/mL de sérum; rang 0.19-3.47]. Tot i les millores
cliniques observades, la titulacié d’autoanticossos contra RF no disminuia. L’estudi
d’intervenci6 (FIGURA 4) va consistir en mantenir 12 participants (grup no intervencio)
amb una dieta normal, mentre que la resta (grup intervencié) es van comprometre a
eliminar de la seva dieta la llet i tots els derivats o productes que la contenen, sota el
consell d’un dietista. La mitjana de titulacié abans d’iniciar la dieta sense llet en el
grup intervingut era de 2.08 pmol RF blocat/mL de sérum assajat (DE: 2.11; rang
0.24-8.35). La mesura d’autoanticossos contra RF durant la dieta revelava que la
titulaci6 havia disminuit de forma significativa a una mitjana de 0.35 pmol RF
blocat/mL de sérum assajat (DE: 0.48; rang 0-1.32). En un 58.3% dels participants la
concentracié d’autoanticossos contra RF va disminuir tant que no va ser possible
detectar-la mitjancant la técnica utilitzada. Nou dels participants, després de 6 mesos
amb una dieta lliure de llet, van restablir la seva dieta normal (grup restabliment). A
les 6-14 setmanes es va observar que la titulacié mitjana d’autoanticossos gairebé
triplicava a la titulacié mitjana observada abans d’iniciar la intervenci6 dietética. Els
altres 12 participants se’ls va mantenir amb una dieta normal, les titulacions
d’autoanticossos van anar augmentant, quasi 4 vegades la concentracio inicial (de 10

a 24 mesos de distancia entre les dues mesures).
Els autors atribuien la millora del quadre clinic del sindrome entre els participants que

van seguir la dieta sense llet, a la combinacié del tractament amb acid folinic i la

retirada de la dieta de llet i productes derivats.
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24 PACIENTS AMB DFC

1.17 pmol RF blocat/mL?
(DEY: 0.83; rang: 0.19-3.47)

GRUP INTERVENCIO® - GRUP REESTABLIMENT® GRUP NO INTERVENCIO®

(N=12) (N=9) (N=12)
2.08 pmol RF blocat/mL 2.56 pmol RF blocat/mL 0.84 pmol RF blocat/mL
(DE: 2.11; rang: 0.24-8.35) (DE: 2.25; rang: 0.36-8.35) (DE: 0.39; rang: 0.24-1.44)
3-13 mesos 6 mesos 10-24 mesos
Y
0.35 pmol RF blocat/mL 0.47 pmol RF blocat/mL 3.04 pmol RF blocat/mL
(DE: 0.49; rang: 0-1.32) (DE: 0.53; rang: 0-1.32) (DE: 1.42; rang: 0.84-6.01)
6-14 setmanes
Y

6.53 pmol RF blocat/mL
(DE: 6.08; rang: 0.54-14.07)

FIGURA 7. Resum de les titulacions mitjanes obtingudes en I'estudi d’intervencié de Ramaekers i
els seus col- laboradors (2008)*%

(@: mitjana titulacié d’autoanticossos contra receptors de folat (RF) dels 24 pacients amb
deficiéncia de folat cerebral (DFC), b: desviacié estandard de /a titulacié d’ autoanticossos
contra RF, c: 12 dels casos, formaven el grup de intervencio, que va consistir en retirar la llet i
derivats de /a dieta, d- dels 12 casos que van seguir la intervencio dietética, 9 a més a més,
després van tornar a una dieta normal, e: 12 casos que no van seguir cap control dietétic).

Aquest mateix treball publicava els resultats quantitatius de la reactivitat creuada
entre els autoanticossos contra RF i els RF purificats de placenta humana, llet
humana, llet bovina i llet de cabra. La major reactivitat es produia amb els RF
purificats de la llet bovina, seguida de la llet humana, de la llet de cabra i finalment
de la placenta humana. Els autors justificaven la baixa reactivitat amb RF d’origen

placentari, per I’expressi6 mixta de RF-a i RF-B en aquest teixit. En les mostres
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sanguinies d’aquests nens i adolescents no s’esperaria trobar reactivitat amb el RF-p,
sobretot si la llet estimula la produccié d’aquests autoanticossos. Els RF utilitzats en la
tecnica de detecci6 d’autoanticossos contra RF provenen de la llet bovina, que de
forma exclusiva conté RF-a. Tot i ’'homologia entre les dues isoformes'”*'® I'as de RF-

a condiciona la deteccié més extensa d’autoanticossos contra RF-a que RF-f.

Els autors afirmaven que en preséncia de caracterfstiques cliniques associades amb el
risc de patir DFC o sindrome de Rett, junt amb la preséncia d’autoanticossos contra
RF, la combinaci6 del tractament amb altes dosis d’acid folinic i la disminucié de la

titulaci6 d’autoanticossos contra RF seria beneficios en aquests sindromes.

Una recent publicaci6*®® ha comparat la presencia d’autoanticossos tant per RF
d’origen placentari com de llet bovina en mostres seriques de dones amb una
gestacio en curs afectada per DTN (29 casos) respecte dones amb un embaras sense
complicacions (76 controls). La mostra de sang va ser recollida entre les 15-18
setmanes de gestacio. De la mateixa manera com es va descriure préviament,””
citaven la preséncia d’aquests autoanticossos com un factor de risc per DTN. Pero els
dos estudis diferien en el moment de recollida de la mostra sangufnia. Tres de les 20
dones voluntaries del treball del 2004 estaven embarassades al moment de la
recollida de la mostra sanguinia comparat amb la totalitat (105) de les participants del
treball del 2008. Amb I'objectiu de discernir entre el RF d’origen placentari i el de Ilet
bovina com a responsable de la generaci6é d’aquests autoanticossos, Cabrera i els seus
col- laboradors?”® comparaven la concentraci6 mitjana de titulaci6 d’autoanticossos
contra RF purificats a partir de dues placentes, RF purificats a partir de llet bovina i RF
comercialitzats de llet bovina. La técnica que descrivien els autors, permetia
diferenciar autoanticossos 1gG i IgM. Tant per anti-IlgG com anti-IgM, per totes les
proteines transportadores estudiades (RF de placentes i RF de llet bovina), les
concentracions mitjanes de titulacions d’autoanticossos eren significativament més
elevades entre els casos que en els controls. Van calcular el risc de DTN en preséncia
d’autoanticossos tipus 1gG i IgM contra RF de placenta [odds ratio (OR): 2.15 i 3.19,
respectivament] i IgM contra RF purificats de llet bovina (OR: 2.07).
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Ha estat citada com a possible mecanisme desencadenant de la generacié d’aquests
autoanticossos, una concentracio en excés de tHcy, amb la conseqiient formaci6 de

homocisteina-tiolactona (HTL).??'

Aquesta possible via, sera discutida més endavant.

A part de I'evidéncia de la preséncia d’autoanticossos pels RF en complicacions del
desenvolupament neurologic del fetus i en nens, s’ha relacionat amb el cancer. Sha
descrit la relacio de la resposta immunologica pel RF-a en relacié al cancer.””” Es van
comparar 20 pacients amb cancer d’ovari o de mama amb 18 pacients sanes. A partir
de 14 peptids del RF-a predits, es va mesurar la immunitat preexistent entre les
participants. Les pacients amb cancer presentaven immunitat a una mitjana de tres
epitops del RF-a, respecte els controls que només ho feien per un epitop. El 69% i
76% de les pacients amb cancer d’ovari i de mama respectivament, presentaven
immunitat per almenys un epitop del RF-a. Es demostrava una tolerancia

immunologica minima pel RF-o entre dones amb cancer d’ovari o mama.

Queden encara moltes gliestions a resoldre sobre els autoanticossos contra RF. Una
d’elles, el desenvolupament de la metodologia utilitzada en la detecci6
d’autoanticossos dels RF (CAPITOL 1). La TAULA 1 recull un resum dels coneixements
en el camp dels autoanticossos pels RF, els sectors abordats en aquesta tesi i els que
encara queden per resoldre. Fins la data, la investigacio sobre autoanticossos pels RF
s’ha centrat en complicacions de I’embaras, en desordres neuronals d’aparicié
primerenca i cancer. No s’ha estudiat la preséncia d’aquests autoanticossos contra RF
en la poblacio general ni les possibles implicacions en els requeriments de folats i per
la salut pablica. Aquesta quiesti6 és tractada en el CAPITOL 2. També aquesta tesi
aborda la questi6 de si la seva preséncia abans de la concepci6 o als primers estadis
de desenvolupament embrionari, poden tenir un efecte sobre la fertilitat en dones
(CapiTOL 3). Finalment, si la preséncia d’autoanticossos contra RF durant I'embaras
afecta I'estat en folats matern i del fetus i si influeix sobre el resultat de I'embaras.
(CAPITOL 4). Aquests son els aspectes generals que es tracten en aquesta tesi, perd

d’altres de més particulars s6n exposats a cadascun dels capitols.
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DURANT L'EMBARAS

TAULA 1. Revisio bibliografica sobre autoanticossos contra els receptors de folat, la contribucié d’aquesta tesi i investigacié futura.

Conegut Refergncia bibliografica

Expressio de RF en teixits reproductius, en
rates prenyades i no prenyades. Efecte
d’antiserum contra RF, en anomalies del
desenvolupament embrionari.

210

EMBRIO-FETUS
CORDO

INFANT

Preséncia d’autoanticossos en nenes amb
sindrome de Rett,?'* nens amb autisme i
DFC,%'® nens i nenes amb DFC.204205

ADOLESCENT
Adolescents amb DFC?%+2% | amb sindrome
de Rett.?'’

ADULT

Presencia autoanticossos en

dones amb historial d’AE recurrents,
preséncia en dones amb embaras actual i
previ afectat amb DTN,2%°2% presencia en
mares NO embarassades amb nen/a amb
FLP o afectat per DCC.2'"" Resposta
inmunologica pel RF-a en dones amb
cancer d’ovari i mama.?2?

212

Desconegut

Efectes d’aquest antiserum en rates no
prenyades, i en teixit reproductiu masculi?
Efecte sobre el desenvolupament neuronal

Preséncia en embrions/fetus

Preséncia en cordo

Presencia en nenes i nens sans
Implicacions pels requeriments de folats

Preséncia en adolescents sans

(a) Presencia en poblaci6 general sana de 18-
75 anys (b) Causa de la seva producci6 (c)
Presencia a la periconcepci6 i relacié amb la
subfertilitat i (d) I'AE (e) Conseqiiéncia de la
seva presencia durant I'embaras per I'estat en
folats de la mare i del cordé i (f) I'evoluci6 de
embaras.

Contribucié

Tesi

CAPiTOL 3

CAPITOL 2
(a, b)
CAPiTOL 3
(c,d)
CAPITOL 4
(e, f)

Investigaci6 futura

Funcio6 del folat en el desenvolupament,
la funcio i conducta cerebral, utilitzant
autoanticossos contra RF durant el
desenvolupament embrionari i fetal
BECA BEATRIU PINOS, AGAUR

(RESOLUCIO ABRIL, 2009)

AE: avortament espontani, DCC: defectes congénits del cor, DFC: deficiéncia de folat cerebral, DTN: defectes del tub neural, FLP: fenedura labial i/o palatina,
RF: receptor de folat
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HIPOTESI 1 OBIECTIUS

La hipotesi de treball és que el bloqueig del lloc especific del receptor de folat on es
lliga el folat per autoanticossos podria perjudicar I'estat en folats. La conseqiiéncia
d’impedir aquesta via de transport de folats sera diferent segons la funcié fisiologica

afectada.

L'objectiu general d'aquest treball és determinar I'efecte de la preséncia
d’autoanticossos contra RF sobre I'estat en folats de la poblacié general, de la mare
durant I'embaras i del cordd i, I'associacié amb la subfertilitat en dones i pes al

néixer.

Els objectius especifics proposats son:

o Descripci6 i critica detallada de la posada a punt de les técniques de
detecci6 d’autoanticossos de RF (blocking i binding) i creacié de protocols de
laboratori.

o Determinar la prevalenca d’autoanticossos contra RF en una mostra
representativa seleccionada a I'atzar d’una poblacié espanyola.

« Investigar I'associaci6 entre la preséncia d’autoanticossos contra RF i I’estat
nutricional en folats a la poblacié.

o Investigar I'associacié entre el consum habitual de llet i la preséncia
d’autoanticossos contra RF.

o Determinar la presencia d’autoanticossos contra RF de forma longitudinal a la
fase preconcepcional en dones planificant un embaras.

« Investigar l'associaci6 entre la presencia d’autoanticossos contra RF i la
subfertilitat en dones.

o Investigar I'associaci6 entre la preséncia d’autoanticossos contra RF durant el
primer trimestre d’embaras i I'avortament espontani d’embri6 viable

diagnosticat ecograficament.

67



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

o Investigar I'efecte de la preséncia d’autoanticossos contra RF en qualsevol
moment de I'embaras sobre l'estat en folats de la mare i la preséncia
d’autoanticossos contra RF al cordé sobre I'estat en folats al cordé.

o Investigar la consequéncia de la preséncia d’autoanticossos contra RF en

qualsevol moment de I'embaras i al cordd, sobre el pes de naixement.
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MATERIAL | METODOLOGIA

1. MATERIAL

1.1. Subjectes
Totes les mostres biologiques utilitzades provenen de col- leccions d’estudis diferents
i independents en el temps. Aquests estudis son Estudi Poblacional, Estudi PreC i

Estudi NUTCIR.

Estudi Poblacional

Estudi transversal portat a terme entre 1998 i 2002 a la Unitat de Medicina Preventiva
i Salut Pablica (MPSP) de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut (FMCS) de la
Universitat Rovira i Virgili (URV), en col- laboracié6 amb els centres medics dels
municipis on es van reclutar els voluntaris; investigador principal Dr. Joan Fernandez-
Ballart. Es van reclutar individus per tal de conformar una mostra representativa d’una
poblaci6 mediterrania espanyola, estratificada per edat (entre 18 i 75 anys) i sexe. A
la FIGURA 8, hi ha representat el disseny de reclutament de participants. Els voluntaris
provenien de 3 municipis de la provincia de Tarragona. Els candidats es van
seleccionar mitjangant un mostreig aleatori simple a partir dels registres dels padrons
de 1996 de I’ajuntament dels tres municipis. L’equip investigador va seleccionar a
I'atzar 1563 individus als quals se’ls va enviar una carta informativa sobre I'estudi.
Posteriorment I'equip investigador es va posar en contacte amb ells telefonicament
per tal de convidar-los a participar a I'estudi. L’aplicacié dels criteris d’exclusi6 i
incorporaci6é de participants a I'estudi estan resumits a la FIGURA 8. Un total de 812

voluntaris van participar (66% de la poblacié elegible a participar).
A tots els participants se’ls va fer un reconeixement medic, es van registrar pes i

alcada entre d’altres mesures antropomeétriques i se’ls va entrevistar sobre els habits i

estil de vida.
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Catalunya

Padrons de 3 municipis de la L)
provincia de Tarragona

1563 individus van ser
aleatoriament seleccionats
estratificats per edat i sexe

238 individus no es van poder
contactar degut a errors en les
dades del registre (adrega, nimero
de teléfon), morts, etc.

1325 individus van ser

convidats a participar

90 individus exclosos seguint els

\_’/) CRITERIS D’EXCLUSIO:
Grup étnic no caucasic

Us de suplements vitaminics del

grup B

Malaltia/medicacio que afecta el
metabolisme dels folats

Embaras
Haver parit els 4ltims 6 mesos

Lactancia materna

\/ 391 individus va rebutjar participar
\/ 32 individus no es van presentar a

A 2 ., < Je
la revisi6 médica

812 individus van participar

(66% poblacio6 elegible a
participar)

FIGURA 8. Disseny de reclutament de voluntaris de I’Estudi Poblacional.
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Els voluntaris van registrar el consum alimentari de tres dies; corresponent a dos dies
laborals no consecutius i un dia de cap de setmana. Posteriorment, van ser
entrevistats per un dietista mitjangant imatges fotografiques de mesures casolanes, per
tal d’estimar la quantitat consumida. Per puncié antecubital se’ls va extreure 10 mL
de sang amb acid etilendiamintetraacétic tripotasic (EDTA-K;) i 10 mL de sang amb
heparina-liti. Les mostres van ser mantingudes a 4°C fins I'inici del seu processament

dins un interval maxim de 2 hores després de la seva extraccio.

Estudi PreC

PreC és I’acronim de “PRE Concepcid¢”. Estudi longitudinal portat a terme entre 1991
i 1996 a la Unitat de MPSP de la FMCS de la URV en col- laboracié amb la Unitat
d’Obstetricia i Ginecologia de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus (HUSJR);
investigador principal Dr. Joan Fernandez-Ballart. Aquest estudi formava part d’un
estudi sobre I|’evoluci6 de Iestat nutricional de la dona durant les etapes
periconcepcional i de I’embaras. El reclutament de voluntaries es va portar a terme a
través de la difusié dels mitjans de comunicacié locals tant escrits com audiovisuals i,
amb butlletes informatives als centres d’atenci6 primaria de la ciutat de Reus. Es
convidava a participar a I’estudi, a totes aquelles dones que estaven planificant de
quedar-se embarassades. Aquestes acceptaven entrar a participar a I’estudi a la
preconcepcié i en el cas de quedar-se embarassades la seva participaci6 es
perllongava fins al final de I’embaras. Els criteris d’inclusié utilitzats van ser: tenir
entre 18 i 35 anys, estar sanes, i no estar embarassades. Els d’exclusi6 van ser el
diagnostic previ d’algun problema d’infertilitat, seguir algun tipus de tractament de
fertilitat, patir alguna malaltia cronica que afectés |’estat nutricional de la dona o que
requeris algun tipus de intervenci6 dietética o nutricional, fracas en I’embaras després
de 18 cicles menstruals i I'esterilitat. De les 159 dones reclutades, 10 es van excloure
perqué ja estaven embarassades a la seva primera visita amb I’equip de I’estudi. Van
abandonar I’estudi 32 després de quedar-se embarassades. Tot i que la finalitat Gltima
d’aquest estudi va ser valorar longitudinalment I’estat nutricional a la preconcepci6 i

223-225

al llarg de I’embaras, 17 participants no van aconseguir mai quedar-se

embarassades i 6 van patir un AE.

67



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

El disseny de I’estudi (FIGURA 9) consistia en la obtencié de 5 mostres sanguinies
maternes i una del cord6. Un dels punts claus va consistir en aconseguir la maxima
uniformitat del moment de recollida de les mostres sanguinies. Per aquesta ra6, el
disseny de I’estudi va procurar que la comunicacié entre la participant i I’equip
investigador fos el més fluida possible. D’aquesta manera I’equip va disposar d’un
telefon amb contestador automatic. Amb aquest objectiu I’equip controlava les
trucades rebudes i els missatges registrats. Es va demanar a les participants que el
primer dia del cicle menstrual, truquessin a aquest teléfon i se les citava entre els dies
7 i 12 del cicle menstrual per realitzar la primera extraccié sanguinia (Mostra
Preconcepcional). En el cas que la dona no es quedés embarassada en els segiients
tres cicles menstruals, es repetia el procés, posant-se en contacte amb I’equip
investigador de nou i programant una nova extracci6é preconcepcional. Perd en el cas
que la dona tingués la primera falta de la menstruacio, se li demanava que es fes una
prova d’embaras. En cas de donar positiva, es concertava visita a la sisena setmana
d’embaras, per tal de confirmar 'embaras mitjancant ecografia. En cas de confirmacié
ecografica d’embaras, es programaven extraccions sanguinies a la vuitena setmana de
gestaci6 (Mostra Primer Trimestre), a la vintena (Mostra Segon Trimestre) i a la trenta-
dosena (Mostra Tercer Trimestre). També es recollia una cinquena mostra sanguinia
durant el treball de part, (Mostra Treball de Part), i finalment una mostra de sang de la
vena del cord6é umbilical una vegada havia nascut la criatura i deslliurada la placenta

(Mostra Cordo).

Cadascuna de les mostres sanguinies maternes, van realitzar-se en deja (a excepcio
de la del treball de part), per puncié antecubital. Es van recollir 10 mL de sang amb
EDTA-K; i 10 mL de sang sense anticoagulant (tub sec). El mateix volum per les
mostres de cordd. Totes les mostres processades, van ser aliquotades i conservades a -
20°C.
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Si no s’aconsegueix

Reclutament
voluntaries embaras en 3 cicles, el
Menstruacié Menstruacié procés s’inicia de nou
Mostra
Preconcepci6
——
Menst. Preovul. Ovul. Postovul.
Cicle menstrual 1 (dles) Cicle menstrual 2 (des) Cicle menstrual 3 (dles)
No menstruacié6 i No menstruaci6 i No menstruacié6 i
test d’embaras test d’embaras test d’embaras
positiu positiu positiu

Programacib Visita /

1 de 'embaras

Visita 1 Visita 2 Visita 3
Mostra Mostra Mostra
Primer Segon Tercer
Trimestre Trimestre Trimestre
112(3]|4]|5 67“91011 12|113|14|15(16(17(18(19 l21222324252627282930313334
< Setmanes d’embaras >

FIGURA 9. Disseny de I’Estudi PreC.
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depart  Cordo
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de part Cord6

(Ext. Extraccio, Menst.: menstruacio, Preovul.: fase pre-ovulatoria, Ovul.: fase o ovulacié, Post-Ovul.: fase de post-ovulacio)
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La justificacié del moment concret en qué es realitzaven les extraccions durant la
gestacio, va ser per una banda la coincidéncia en el temps amb les analitiques
rutinaries del seguiment obstetric. | per una altra, es perseguia obtenir dades
bioquimiques en tres punts de la gestaci6 el més separats possible; la mostra del
primer trimestre per tal de tenir una analitica el més aviat possible dins el transcurs de
la gestacio, la segona extracci6 el més equidistant possible entre la primera i la
tercera i, la del tercer trimestre per evitar la pérdua de la mostra dels casos de
naixements prematurs. A les setmanes sis, deu i vint-i-sis, coincidint amb la visita
obstetrica rutinaria, es registraven diferents mesures antropometriques i, dades

d’habits i estil de vida.

Estudi NUTCIR

NUTCIR és I’acronim de “NUTrici6 i Creixement Intrauteri Retardat”. Projecte portat
a terme des del 2004 a la Unitat de MPSP de la FMCS de la URV en col- laboracié
amb la Unitat d’Obstetricia i Ginecologia del HUSJR i I’Hospital Universitari Joan
XXIIl de Tarragona (HUJXXIII). Aquest projecte va ser dissenyat per tal d’avaluar la
contribucié de I’estat nutricional matern i de la funci6 placentaria sobre el
desenvolupament del creixement intrauteri retardat (CIR) i altres complicacions de
I’embaras; investigadora principal la Dra. Michelle Murphy. Es tracta d’un estudi
longitudinal en qué es segueix tot I’embaras de les participants, fins el moment del
part. Totes les participants controlen el seu embaras al dos hospitals anteriorment
citats. Son reclutades a la primera visita ginecologica davant de la seva sospita
d’embaras. Els criteris d’inclusio son: ser d’origen caucasic (per raons culturals tant
d’habits alimentaris com d’assistencia als centres meédics a les primeres etapes de
I’embaras) i estar embarassades de menys de dotze setmanes de gestacio. Els criteris
d’exclusio son: patir alguna malaltia cronica que afecti I’estat nutricional de la dona o
que requereixi algun tipus de intervencié dietética o nutricional, i prendre

medicaments que interfereixen amb el metabolisme dels folats.

El reclutament de voluntaries es va iniciar I'octubre del 2004 al HUSJR i el gener del

2006 al HUJXXIIl. A principis de mar¢ del 2007 s’havien reclutat 217 voluntaries al
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HUSJR i 43 al HUJXIN, 19 havien patit un AE (12 de HUSJR i 7 de HUJXXII) i 3
havien abandonat l'estudi a HUSJR. Un total de 120 possibles candidates van ser
excloses al HUSJR i 54 al HUJXXIII, segons els criteris d’exclusié. En aquest periode
de temps 189 dones havien finalitzat el seu embaras (178 al HUSJR i 11 a HUJXXIII).
Aquestes 189 dones son les que componen el grup de dones estudiades en aquesta

tesi. Actualment es segueixen reclutant voluntaries.

El disseny de I’estudi (FIGURA 10), consisteix en la obtencié de 5 mostres sanguinies
maternes i una del cord6. Cadascuna de les quatre primeres mostres maternes
coincideixen en dia i hora amb les extraccions realitzades de forma rutinaria en el
control de I’embaras. La primera extraccié sanguinia es realitza entre la setmana vuit i
dotze de I’embaras (Mostra 1), la segona a la setmana quinze (Mostra 2), la tercera
entre la setmana vint-i-quatre i vint-i-set (Mostra 3), i una @ltima a la setmana trenta-
quatre (Mostra 4). Durant el treball de part s'obté una cinquena mostra de la mare
(Mostra treball de part). Finalment una altima procedent de la vena del cordo
umbilical una vegada el cord6 és tallat després del naixement del nad6 i amb la
placenta a I'Gter de la participant (Mostra cord6). A més a més, de cada participant, es
va obtenir informaci6 sobre els habits i estil de vida, mitjancant dues entrevistes, la

primera a la vintena setmana de gestaci6 i la segona a la setmana trenta-dos.

Enquesta 1 Enquesta 2
Mostra Mostra Mostra Mostra t'::;;? Mostra
1 2 3 4 part cord6
——"——
000000 - - - -0F - DE0REaE - - » » HEemam- | i o
< Setmanes d’embaras >

FIGURA 10. Disseny de I’Estudi NUTCIR.

1.2. Aspecites étics
Els tres estudis van ser aprovats pels comites d’etica del HUSJR (PreC, Poblacio,
NUTCIR), del HUJXXIII (NUTCIR) i de la Fundacié Jordi Gol Gorina (Poblacié). A tots

els voluntaris se’ls va informar sobre la naturalesa de I’estudi en queé se’ls convidava a
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participar i van signar un consentiment informat tal com estableix la Declaraci6 de

Helsinki.2262%7

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencié de les fraccions sanguinies d’interés

Les mostres sanguinies van ser processades als laboratoris de la FMCS, del Biobanc
[ISPV i de l'area de recerca del HUJXXIII, depenent de I'estudi i del lloc on es van
recollir. El protocol a seguir, va consistir en qué abans de dues hores després de
I’extracci6 de la mostra sanguinia, s’iniciés el procés d’obtencié de les diferents
fraccions sangufnies per les posteriors determinacions bioquimiques. A la FIGURA 11

es representa un esquema de les fraccions recollides per cada tub d’extracci6.

Del tub d’extracci6 amb heparina-liti i sense anticoagulant (tub sec) es va obtenir
plasma-heparina-liti i serum, respectivament. Tots dos es van centrifugar 15 minuts a
4°C (tub heparina-liti) o temperatura ambient (tub sec) a 1100 x g. El plasma i el

serum recuperats es va guardar a -80°C previament aliquotat en criotubs.

Del tub amb EDTA-K;, una alfquota de sang total es va conservar amb una solucié
d’acid ascorbic 0.05M (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA) per la conservacio6
dels eritrocits en una dilucié 1:10; tal com descriu el protocol de determinacio
microbiologica de folats eritrocitaris.?® Aquesta aliquota va ser congelada a -80°C.
De la sang total restant al tub d’EDTA-K,, es va obtenir el plasma centrifugant la
mostra durant 15 minuts a 4°C a 1100 x g i es va congelar en aliquotes a -80°C. Amb
la resta de contingut del tub d’EDTA-K;, es van obtenir leucocits. El primer pas va
consistir en fer dos rentats amb PBS [(Phosphate Buffered Saline) 8 g de NaCl (Sigma-
Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA), 0.2 g de KCl (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO,
USA), 1.44 g de Na,HPO, (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland) i 0.24 g de
KH,PO, (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland)l en 100 mL d’aigua destil- lada.
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DETERMINACIONS
BIOQUIMIQUES

Autoanticossos Creatinina Cbl Cotinina Folats Folats Polimorfisme
de RF CRP plasmatica | plasmatica | plasmatica | tHcy | plasmatics | eritrocitaris genétic

FIGURA 11. Fraccions sanguinies obtingudes a partir de cada tipus de tub d’extracci6 i determinacions bioquimiques i genétiques realitzades a
partir de cada fraccié.

(RF: receptor de folat, CRP: proteina C-reactiva, Cbl: cobalamina, EDTA: etilendiamintetraacétic tripotasic, tHcy: homocisteina plasmatica total
en deja).
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Aquest rentat va consistir en omplir el tub I’'EDTA-K; amb PBS, tapar el tub i barrejar
suaument per inversio tot el contingut. Centrifugar a temperatura ambient durant 15
minuts a 1100 x g per aconseguir la separaci6 dels diferents components. Es va
descartar el PBS (capa superior transparent) i es va tornar a repetir el procés. Al final
es va obtenir una fraccié densa eritrocitaria i per sobre d’aquesta una capa blanca de
leucocits. Aquesta capa leucocitaria es va recuperar i es va transferir a 7 mL d’una
soluci6 a base de sals d’amoni [99% NH,CI (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland)
131 mM, 1% NH,CO; (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland) 0.9 mM] per tal
d’hemolitzar els possibles eritrocits arrossegats al recuperar la capa de leucocits.
Després d’'un minim de 20 minuts (barrejant suaument per inversié de tant en tant), es
va centrifugar la barreja 15 minuts a 1100 x g a temperatura ambient. Es va descartar
el sobrenedant i es va realitzar un nou rentat amb 10 mL d’aquesta soluci6
hemolitzant i, es va centrifugar sota les mateixes condicions. Finalment es va
descartar el sobrenedant i es va deixar assecar el tub amb el boté de leucocits, sobre
un paper absorbent. Una vegada assecat, es va resuspendre el boté amb 900 pL de

PBS i es va transferir a un criotub, que es va guardar a -80°C.

D’aquestes fraccions sanguinies, es van mesurar les concentracions de creatinina
plasmatica, proteina C-reactiva (CRP; C-reactive protein), Cbl plasmatica, cotinina
plasmatica, tHcy, folats plasmatics i eritrocitaris, es va determinar el genotip pel

polimorfisme 677C—T MTHFR i la preséncia d’autoanticossos per RF (FIGURA 11).

Les mostres provinents de I’Estudi PreC han estat criopreservades a Unitat de MPSP
de la URV. En el cas de les mostres de Poblaci6 i del NUTCIR, al Biobanc lISPV.

2.2. Extraccié d ADN a partir de mostres leucocitaries congelades

A partir de les mostres leucocitaries congelades amb PBS, es va extreure ADN, per les
posteriors determinacions genétiques. Aquest procés es va realitzar amb el kit
d’extraccié Puregen (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA). Es tracta d’un procés
de tres passos: lisi de les cel- lules leucocitaries, precipitaci6 proteica i hidrataci6é de

I’ADN genomic.
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Lisi de cel- lules leucocitaries: L’objectiu d’aquest pas consisteix en trencar la
membrana plasmatica de la cel- lula leucocitaria, per tal d’obtenir totes les fraccions
cel- lulars en solucié. Traspassar I’aliquota de leucocits en solucié de PBS préviament
descongelada a 10 mL de Cell Lysis Solution (ref. D-50K2, Gentra Systems,
Minneapolis, MN, USA). Guardar a les fosques i de tant en tant barrejar la mostra
suaument per inversio, fins que la soluci6 adopti una densitat més lleugera que
inicialment. En aquest punt, les cel- lules estan completament llisades i per tant la
mostra preparada per procedir amb el segon pas de I’extracci6 d’ADN. El temps de
permanéncia en Cel/ Lysis Solution, dependra de la quantitat de material leucocitari.
Es important a tenir en compte que normalment els botons leucocitaris de vena de
cordé umbilical doblen o tripliquen en volum als d’origen matern. De mitjana, un
bot6 obtingut de 10 mL de sang total triga 1T mes a estar preparat per poder continuar
amb la precipitacié proteica (pas segtient) en el cas de la sang materna, i uns 3 mesos

el de cordo.

Precipitacio6 proteica: L'objectiu d’aquest pas és I'obtencié I’ADN sense impureses. En
un tub conic de plastic de 30 mL autoclavat préviament, afegir 3.33 mL de Protein
Precipitation Solution (ref. D-50K3, Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA)en el cas
de les mostres maternes i 6.66 mL en el cas dels cordons, i tota la barreja obtinguda
en el pas anterior. Tapar i barrejar amb I’ajuda d’un agitador de tubs a maxima
velocitat durant 30 segons en el cas de les mostres maternes i 1 minut en el cas de les
de cordé. Immediatament després submergir el tub conic en gel picat, durant un
minim de 30 minuts. Transcorregut aquest temps, procurant de no moure la solucio
dels tubs conics, centrifugar durant 15 minuts a 4°C a 18000 x g per tal que es
precipitin totes les restes cel- lulars de major densitat. Recuperar el sobrenedant, i
afegir-lo a 10 mL d’isopropanol (2-propanol) fred, per tal que es produeixi la
condensacié de I’ADN. Tapar el tub conic i barrejar el seu contingut per inversio
suaument unes 50 vegades fins que es visualitzi la medusa d’ADN. Recuperar I’ADN
després de centrifugar la mostra 3 minuts a 4°C a 18000 x g, eliminant el
sobrenedant. Deixar evaporar les restes d’isopropanol invertint el tub conic sobre
paper absorbent. Passat el temps necessari, afegir 10 mL d’etanol al 70% fred per tal

d’eliminar les possibles restes de reactius que puguin haver quedat. Per tal de
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resuspendre el bot6 d’ADN i netejar bé les parets del tub conic, barrejar per inversié
suaument, fins que el bot6 es desenganxi de la paret. Eliminar I’etanol, precipitant
I’ADN centrifugant la barreja 3.5 minuts a 4°C a 18000 x g. Deixar evaporar les restes

d’etanol del tub conic a temperatura ambient uns 30-40 minuts.

Hidrataci6 de I’ADN genomic: Afegir 600 uL d’ADN Hydration Solution (ref. D-
50K4, Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA), al tub conic que conté el botd
d’ADN. Deixar hidratar I’ADN uns 3-4 dies a temperatura ambient i en agitacio. |

guardar en un criotub a 4°C, fins el moment de les determinacions genétiques.

2.3. Determinacio de la homocisteina plasmatica total en deja (tHcy)

Per determinar la concentracié de tHcy, es va utilitzar I'immunoassaig de polaritzacié
de la fluorescéncia. Per les mostres procedents dels Estudis Poblacional i PreC, es va
utilitzar el kit /Mx Homocysteine (Abbott Laboratories Diagnostics Division, Abbott
Park, IL, USA), amb limit de detecci6 inferior a 0.5 pmol/L, coeficient de variacié
intraassaig 2.1% i coeficient de variacio interassaig 3.2%. Per les mostres de I’Estudi
NUTCIR es va utilitzar el kit AxSYM Homocysteine (Abbott Laboratories Diagnostics
Division, Abbott Park, I[, USA), amb un limit de detecci6é inferior o igual a 0.8

pumol/L, i amb un coeficient de variacio total inferior al 5%.

2.4. Determinaci6 dels folats plasmatics i eritrocitaris

Es van determinar les concentracions de folat plasmatic i eritrocitari mitjancant els
assaigs microbioldgics amb Lactobacilus casei”® Les mostres de I’Estudi Poblacional
van ser assajades al Departament de Bioquimica de Trinity College, Dublin, Irlanda.
Per calcular la concentracié de folat eritrocitari és necessari I’hematocrit. La féormula
pel seu calcul és: folat total sanguini / hematocrit. Els coeficients de variacié van ser
7.1% intraasaig i 10.7% interassaig. Les mostres de I’estudi NUTCIR, van ser
analitzades als laboratoris de Bevital AS, Bergen, Noruega. En aquestes Gltimes es va

utilitzar el mateix meétode; perd adaptat a un format de microplaca per tal de
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robotitzar la técnica. La sensibilitat de la técnica és de 2 nmol/L, amb coeficients de

variacio del 4% intraassaig i del 5% interassaig.

2.5. Determinacié de la cobalamina (Cbl) plasmatica

Determinacié de la concentracié6 de Cbl plasmatica amb [’assaig microbiologic
utilitzant el Lactobacillus leichmannii? Les mostres de I"Estudi Poblacional van ser
assajades al Departament de Medicina Clinica de Trinity College, Dublin, Irlanda,
amb 7.1% i 10.7% de coeficients de variacié intraasaig i interassaig, respectivament.
Les mostres de I'estudi NUTCIR, van ser analitzades als laboratoris de Bevital AS,
Bergen, Noruega. En aquestes Gltimes es va utilitzar el mateix métode perd que ha
estat adaptat a un format de microplaca per tal de robotitzar la tecnica. La sensibilitat
de la técnica és de 30 pmol/L, amb coeficients de variaci6 intra-assaig i inter-assaig

del 4% i 5%, respectivament.

2.6. Determinacio de la proteina C-reactiva (CRP)

La CRP és una proteina sintetitzada pel fetge, que augmenta com a resultat de la fase
aguda d’un procés inflamatori. Per tant, la seva mesura és un marcador d’inflamaci6.
Es va determinar la concentracié de CRP mitjancant un immunoassaig turbidimetric,
amb els reactius de Biokit (Quantex hs-CRP kit: Biokit S.A., Barcelona, Spain). Amb
un Iimit de deteccié6 0.10 mg/L i coeficients de variaci6 intraassaig i interassaig
inferiors al 2% i 4%, respectivament.”® Es va utilitzar I’analitzador 1lab 1800

(Instrumentation Laboratories, Milan, ltaly).

2.7. Determinacié de la creatinina plasmatica

La creatinina és un producte residual del fosfat de creatina, eliminat al plasma
sanguini i filtrat al glomerul. Finalment és excretat a través de la orina. Per tant, la
seva concentracid, informa sobre I’estat de la funci6 renal. Per la seva determinaci6
s’utilitza el meétode de Jaffé modificat. Es basa en la reaccié de la creatinina amb una

solucié de picrat en medi alcalf. El resultat és la formacié d’un complex vermellos
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(complex de Janowski), que es mesura fotométricament, a una longitud d’ona de 510
nm. S’ha utilitzat el kit de QCA (ref 998891, Quimica Clinica Aplicada S.A.,
Amposta, Espanya), amb coeficients de variaci6é intrasssaig de 1.72% i interassaig
del 2.11%, i I’analitzador Cobas Mira (Roche, Basel, Switzerland).

2.8. Determinacié de /a cotinina plasmatica

La cotinina és un metabolit estable de la nicotina. S'utilitza com a biomarcador de
I'ts i exposicio al tabac. Les mostres van ser analitzades als laboratoris de Bevital AS,
Bergen, Noruega. Es va utilitzar el metode LC-MS/MS,”?' amb una sensibilitat de
Tnmol/L, amb coeficients de variacié del 2-3% intraassaig i del 6% interassaig. La
concentraci6 de cotinina plasmatica ha permes classificar les participants de I'Estudi
NUTCIR i mesurar I'exposicio del cordé a la nicotina segons el seu habit tabaquic:
<5nmol/L com no fumadora, 5-85 nmol/L com fumadora passiva i > 85 nmol/L com

fumadora activa.

2.9. Determinacio del polimorfisme 677C—T del gen 5,10-
metilétetrahidrofolat reductasa (MTHFR)

Es va determinar el genotip del polimorfisme 677C—T MTHFR, seguint la tecnica
anteriorment descrita.*® La determinacié de la genética dels individus que conformen
la col- lecci6 de les mostres de I'Estudi Poblacional es va realitzar a la FMCS seguin el

métode anteriorment citat.

2.10. Analisi estadistica
L’analisi estadistica s’ha portat a terme utilitzant el programa estadistic SPSS
(Statistical Package for Social Sciences, Chicago, IL, USA)versi6 15.0. En cada capitol

hi ha una descripci6 detallada de I'analisi estadistica emprada.
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CcAPiToL 1

DETECCIO D' AUTOANTICOSSOS CONTRA | D' UNIO DF RECEPTORS DE FOLAT

1. Introduccio

La técnica de deteccié d’autoanticossos pels RF va ser descrita per primera vegada al
2004 per Rothenberg i els seus col- laboradors.””® Aquesta es basava en la inhibicio
competitiva entre els autoanticossos presents en les mostres sériques i I'acid folic
marcat radioactivament pel lloc especific del RF per la uni6 del folat (FIGURA 12).
Permetia la detecci6 i quantificacié de la concentracié d’autoanticossos contra RF.
Posteriorment la técnica ha estat modificada.?®* Breument, la técnica consisteix en
assajar una concentracié de RF purificats a partir de membranes cel- lulars de teixit
placentari junt amb acid folic marcat radioactivament. La mesura de la quantitat de
RF blocats per autoanticossos és inversa a la radioactivitat emesa per I'acid folic unit
al RF. Aquesta técnica no permetia diferenciar entre autoanticossos capagos de blocar
el RF-a del RF-B, o ambdoés a la vegada, ja que utilitzaven RF d’'origen placentari, on
s'expressen les dues isoformes de RF. En tots els treballs del grup s’han utilitzat RF

d’origen placentari 204,205,209,211,212,215,218

Des del 1967 se sap de la preséncia de FBP a la llet bovina.?®? La seva concentraci6
en llet fresca (sense pasteuritzar) és de 8 mg/L.** La seva seqiiéncia d’aminoacids®**
presenta homologia amb la FBP de llet humana.”®®* Aquesta Gltima correspon a la
isoforma RF-a soluble procedent de I'epiteli mamari. Per tant, es pot afirmar que la

llet de vaca conté FBP corresponents als RF-a d’origen huma.
Es planteja també la possibilitat de deteccié d’autoanticossos que puguin unir-se a

qualsevol localitzacié de la superficie del RF. Aquesta técnica no ha estat descrita en

la literatura anteriorment (FIGURA 12D).
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Lloc especific d’unié

Autoantico:
del folat 2 woantes @

FIGURA 12. Esquema del receptor de folat.

Es caracteritza per tenir un lloc especitic d’unié del folat (A, B). En preséncia d’autoanticossos
que s’uneixin al lloc especific d’unié (C), el folat no podra unir-se i per tant aquest no podra ser
internalitzat a la cél- lula. Els panells A, B i C il- lustren el concepte de la técnica del
“blocking”. També cabria la possibilitat de que hi hagués autoanticossos que s’unissin a
qualsevol regié de la superficie del receptor de folat (D). El panell D fa referéncia al concepte
de la técnica del “binding”.

Per tal d’evitar la confusi6, els autoanticossos que es troben blocant el RF els
s’anomenaran “autoanticossos contra RF”, mentre que els que es troben units a
qualsevol altra part de la superficie del RF, els anomenarem “autoanticossos d’uni6
de RF”.

Aquestes técniques, s’han desenvolupat al laboratori del Dr. Quadros de State
University of New York (SUNY) - Downstate Medical Center, Brooklyn, Nova York.
Un dels objectius d’aquesta tesi, s’ha centrat en el desenvolupament d’aquestes

tecniques. Es van aplicar aquestes técniques a les 1971 mostres analitzades.

Aquest capitol es centra en la descripcié detallada de les técniques utilitzades en la

determinacié d’autoanticossos pels RF.
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2. Objectiu particular
o Descripci6 i critica detallada de la posada a punt de les técniques de
detecci6 d’autoanticossos (blocking i binding) i creaci6 de protocols de

laboratori.

Tots els protocols als que es fa referencia en aquest capitol, es troben a I’ANNEX 1.

3. Purificacié de receptors de folat

A la literatura ha estat descrita la purificacié de RF a partir de cultius cel- lulars®® o de
teixit de placenta'”’ humana entre d’altres. | també de teixits d’origen animal com
placenta de rata.”®” Per la determinaci6 de presencia d’autoanticossos contra i d’unié
de RF, és necessari tenir una reserva de RF purificats. Fins la data, s’ha utilitzat teixit
placentari per la obtenci6 d’aquests RF.?****® A la placenta hi ha presencia de RF-a i
RF-B, fet que no assegura la identificacio especifica del tipus de RF bloquejat. Aixo
s’evita utilitzant una font de RF que contingui un sol tipus de RF. Fins el moment,
s’han estudiat col- leccions de mostres relativament petites. Pero el processament de
major volum de mostres, ha fet recomanable buscar una font de RF més accessible i
amb menor dificultat de processament. Per tot aix0, aquesta técnica s’ha adaptat,
modificant el substrat original d’aquests RF. El substrat que reuneix les condicions

desitjades és la llet d’origen bovr.

Ha estat descrit I'aillament de RF procedents de la llet.’>® Aqui es descriu amb detall
la metodologia seguida per la purificacié de RF a partir de la llet bovina, la qual té
notables modificacions respecte la publicada. Els RF que s’obtenen de la llet bovina,
son del tipus RF-o. El tractament de la pasteuritzacié afavoreix la reduccié de la
concentraci6 de RF i de la seva capacitat d’unio respecte la llet no processada.”***
Aquest efecte és més notable en la llet pasteuritzada a ultra-altes temperatures (UHT;
Ultra-High temperatures) que la pasteuritzada a menor temperatura (HTST; High
Temperature/Short Time). Mitjangant la técnica de purificacio de RF de la llet descrita

aquf, es descarta la fracci6 de RF desnaturalizats i, els RF que s'obtenen tenen
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capacitat d’uni6 al folat/acid folic i sén 100% funcionals. Aquesta técnica consisteix

en dues purificacions.

3.1. Primera Furificacio
Es parteix de 100 mL de llet de vaca, de la que es comercialitza. Consisteix en tres

fases:

FASE 1: Preparacio de la mostra

A 100mL de llet de vaca, s’afegiran 2 mL de 7riton X-100 Ultrograde (Pharmacia LKB
Biotechnology Inc., Piscataway, Nj, USA). El Triton X-100 Ultrograde, és un detergent
surfactant no ionic amb caracter anforic. Aquesta propietat permet que les proteines
que estan unides a lipids es solubilitzin sense perdre la seva conformacié. El RF és
una d’aquestes proteines, doncs es troba ancorada a la bicapa lipidica de la
membrana plasmatica a través d’una GPI. El 7riton X-700 Ultrograde, desestabilitzara
les micel- les que contenen aquests RF, formant-se d’altres de més petites. La
preséncia de 7riton X-100 Ultrograde de forma més o menys constant al llarg de tot el
procés, afavorira la reduccié de mida d’aquestes micel- les de forma progressiva. El
que es pretén doncs, és que les noves micel- les que es formin continguin menor

namero de RF i, que no es vegi alterada la conformaci6 estructural d’aquests RF.

El seglient pas consisteix en obtenir RF lliures de folats. Aixo s’aconsegueix reduint el
pH de la mostra a 4.5 amb acid aceétic glacial 18M (/. 7. Baker Philljpsburg, Nj, USA).
Per tal d’eliminar el folat lliure de la llet (el que es troba de forma soluble a la llet i el
que s’ha dissociat dels RF), s’afegeix a la mescla 2 g de carboni activat (Sigma-
Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA), que adsorbira el folat. Es centrifuga la barreja a
40248 x g durant 5 minuts (per precipitar el carboni activat on quedaran retinguts el
folat i totes les seves proteines de gran pes molecular). Transcorregut aquest temps es
giren els tubs 180 graus i es tornen a centrifugar en les mateixes condicions, perqué el
precipitat es faci més compacte. Es recupera el sobrenedant en un vas de precipitats,
filtrant-lo amb I’ajuda d’un embut i paper absorbent. Immediatament després es
neutralitza el seu pH, fins a 7.4 amb NaOH 5N (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO,

USA), amb I’ajuda d’un pH-metre (afegir al vas de precipitats un imant agitador i
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sobre un agitador magnétic). A aquest filtrat encara resten particules de carboni
activat. Per aix0 es torna a centrifugar la mostra sota les mateixes condicions que
abans i es torna a filtrar de la mateixa manera. Aquest altim filtrat es recuperara en
una ampolla. Guardar una aliquota de 500 pL d’aquest filtrat a 4°C (mostra pre-

matriu).

FASE 2: Retencio de receptors de folat

El segtient pas consisteix en la obtencié dels RF de la barreja, amb I’ajuda d’una
matriu d’afinitat pel APG (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden). Aquesta
matriu consisteix en esferes de sepharose que tenen associades moléecules de APG, i
es caracteritza per tenir una capacitat d’uni6 de fins a Tmg de receptor d’apo-folat
(RF sense folat unit) per mL de matriu. Aquesta matriu es troba en una columna de 10
mL de capacitat volumeétrica. El primer pas consistira en netejar la matriu, fent passar
a través d’ella tampo fosfat-1 (Protocol 1). Una vegada la matriu no contingui tampo
es traspassa a I’ampolla que conté el filtrat obtingut anteriorment. Es tanca I’ampolla i
es manté amb agitaci6 a baixa velocitat per tal de qué es produeixi la uni6 dels RF del
filtrat als APG de la matriu, durant 20 minuts. Transcorregut aquest temps, es
traspassa tota la barreja (mostra més matriu) a la columna. Es recupera I’eluat en un
vas de precipitats. Es guarda una aliquota de 500 pL a 4°C (“mostra post-matriu”), per
coneixer la quantitat de RF que s’ha perdut, respecte la fase anterior (mostra pre-

matriu).

FASE 3: Recuperacio de receptors de folat
A la matriu, a més a més dels RF units al APG, resten impureses que s’han d’eliminar

mitjangant 4 rentats diferents:

Rentat 1: 40 mL de tampo fosfat-T (Protocol 1)
Com la capacitat volumétrica de la columna és de 10 mL, omplir 4 vegades la
columna amb aquesta soluci6. Amb aquest primer rentat es pretén eliminar qualsevol

proteina no unida a la matriu.
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Rentat 2: 10 mL de tampo fosfat-1/NaCl (Protocol 4)
El NaCl, sera el responsable de la dissociacié de proteines unides per interaccions
ioniques a la matriu. La unié dels RF a la matriu, no es veu afectada pel NaCl a

aquesta concentracié (1M) (a concentracié superior els RF es dissocien).

Rentat 3: 20 mL de tampo fosfat-T (Protocol 1)

Permet eliminar les proteines que s’han dissociat de la matriu en el rentat anterior.

Rentat 4: 20 mL de tampo fosfat-2 (Protocol 5)

El NaPO, 0.1TM és un tamp6 molt fort, per aquesta rad es dilueix. Per poder alliberar
els RF units a la matriu posteriorment, caldra tractar la matriu amb un pH acid. Pero
aquest procés s’ha de fer lentament. Aquest rentat té la funcié de iniciar la reduccié
de la concentraci6 de NaPO, de la matriu. D’aquesta manera el tractament acid

posterior no caldra que sigui tan agressiu.

Arribat aquest punt, a la matriu només hi ha els RF units. El seglient pas consisteix en
recuperar els RF, acidificant la matriu, i per tant dissociant les unions de APG-RF,
amb I’ajuda de tampo6 acid-1 (Protocol 8). Tancada la columna, s’afegeix en ella 5
mL d’aquesta solucié. S’ha de procurar que penetri bé a la matriu (pipetejar la matriu
amb el tamp6 acid-1 diverses vegades). Deixar que actui I’acid durant 1 minut, per tal
d’assegurar el maxim de dissociacions APG-RF. Passat aquest temps es recupera
I’eluat obrint de nou la columna, i rapidament es neutralitzara el seu pH afegint a
I’eluat T mL de NaPO, dibasic 1M (Protocol 11). Es torna a tancar la columna i es
procedeix de la mateixa manera a recuperar un segon eluat afegint de nou 5 mL de
tampd acid-1 i la posterior neutralitzacié. Es repeteixen aquests passos fins a

recuperar un total de 4 eluats.

Finalment procedir a netejar la matriu, per tal d’eliminar qualsevol resta que hagi
pogut quedar. Es fa mitjancant dos passos. Primer passant a través de la columna 25
mL d’urea 6M (Protocol 12), per tal d’eliminar qualsevol impuresa unida a la matriu. |

després passant 25 mL NaCl 4M (Protocol 13), que eliminara qualsevol interaccio
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ionica existent amb la matriu. Finalment, fer passar 10 mL de tampé fosfat-1 (Protocol

1). Aixf, la matriu queda neta i preparada per procedir amb una segona purificacio.

3.2. Segona PFurificacié

Els quatre eluats recuperats en la primera purificacié es barregen en un tub tipus
Falcon de 50 mL amb tap de rosca i es torna a repetir el procés de purificacio, a partir
de la fase 2 de la primera purificaci6. Com ara el volum és menor, enlloc de 20
minuts es deixara que els RF s’uneixin a la matriu durant 15 minuts. El procediment
és identic al descrit en la primera purificaci6. Al final s’obtenen 4 eluats de RF sense
impureses. L’afinitat d’aquests RF és molt alta, i 100% funcional, i de llarga
durabilitat. Una vegada acabada tota la purificaci6, s’ha de determinar la

concentraci6 de RF en els diferents punts del procés de purificaci6.

3.3. Quantificacié de la purificacié de receptors de folat

Valoraci6 del rendiment del procés de purificacié de RF, a través de la quantificaci6
de RF en les mostres pre-matriu i post-matriu de la primera purificacié guardades a
4°C. De la mostra pre-matriu i de la post-matriu, s’assagen diferents volums tal com

s’indica en les TAULES 2 i 3.

TAULA 2. Esquema de I’assaig de la mostra pre-matriu i resultats obtinguts.

ASB-TC Carboni
al 10%  activat/dextra  CPM |

Tamp6 RF  [HI-APG
base (uL)  (uL) (uL)

(uL) al 10% (uL)
Total 450 0 50 25 250 954
1 425 25 50 25 250 14299
2 350 100 50 25 250 14407

RF: receptor de folat, PHJ-APG: acid pteroilglutamic marcat amb l'isotop estable trito, ASB-TC al
10%: albimina sérica bovina tractada amb carboni activat al 10%, CPM.: emissions per minut.

En un tub tipus Eppendorfde 2 mL, dispensar un volum de tamp6 base (Protocol 14),
un volum de RF purificats (especificat a TAULES 2 i 3) i 50 uL APG marcat amb I’isotop
estable trit6 ([*H]) ([*H]-PGA) (Moravek Biochemicals, Inc. Brea, CA, USA), de 32.9
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Ci/mmol d’activitat especifica i puresa radioactiva del 97.9%. El volum total de
tampo base, RF i [’H]-PGA, ha de ser de 500 puL. S’ha de barrejar bé amb un agitador
de tubs. Es deixa incubar 25 minuts i s’afegeixen 25 pL de ASB-TC al 10% (Protocol
15). Es necessari barrejar bé. Afegir a cadascun dels tubs 250 pL de carboni/dextra al
10% (Protocol 17).

TAULA 3. Esquema de I’assaig de la mostra post-matriu i resultats obtinguts.

ASB-TC Carboni
al 10% activat/dextra CPM

Tampb RF  [PPHI-APG

base (uL)  (pL) (uL)

(uL) a|1096(HL)
1 450 25 50 25 250 3976
2 400 50 50 25 250 6418
3 350 100 50 25 250 10460

RF: receptor de folat, PHJ-APG: acid pteroilglutamic marcat amb [isotop estable trito, ASB-TC al
10%: albiimina sérica bovina tractada amb carboni activat al 10%, CPM: emissions per minut.

El carboni activat és un solid ideal per adsorbir el folat, doncs aquest pot arribar a
tenir una superficie interna entre 500-1500 m*/g. Com el que es pretén és adsorbir
especificament només el [*’H]-PGA sobrant que no s’ha unit a cap RF, s’ha d’eliminar
la possibilitat d’unié de moléecules més grans com ho sén els RF. Aixo s’aconsegueix
recobrint la superficie del carboni activat amb dextra. El dextra, és un polisacarid
d’origen bacteria amb caracter hidrofil i un alt pes molecular; per tant ocupa un gran
volum. El dextra protegeix el carboni activat, impedint la uni6 de molécules grans,
pero si que permet la uni6 del [PH]-PGA. En el cas que el dextra no fes la seva funcié
de forma correcta, i per tant deixés més superficie lliure de carboni activat al
descobert, la ASB-TC al 10% seria la moléecula abundant que s’adsorbiria abans que
els RF. Barrejar bé amb I’ajuda d’un agitador de tubs i centrifugar a 15339 x g durant
3-4 minuts. Per facilitar després la recuperacié del sobrenedant, col- locar els tubs
tipus Eppendorf a la centrifuga amb I’obertura del tap el més allunyat possible del
centre del rotor. Al finalitzar girar els tubs a la centrifuga 180 graus (obertura del tap
del tub el més a prop possible del centre del rotor). | es torna a centrifugar amb les

mateixes condicions. Es recupera el sobrenedant, i es transfereix a 15 mL de

88



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

scintillation fluid (MP Biochemicals, Irvine, CA, USA) en un vial de lectura (VWR,
West Chester, PA, USA) i es barreja bé. Es procedira a la lectura de la radioactivitat
emesa pel [PH]-PGA/minut [(emissions 6 contatges per minut (CPM)] de la mostra
amb I’analitzador 7R/-CARB Liguid Scintillation Analyzer Model 1900CA (Packard
Instrument Company, Downers Grove, IL, USA). El [’H]-PGA s’uneix al RF en una
proporcié 1:1, per tant, les emissions del [’H]-PGA informen sobre el namero de RF

que conté la mostra.

Entre la bateria de tubs corresponents de la mostra pre-matriu (TAULA 2), s’assaja una
mostra on no s’afegeix RF, és el tub “Total”, el quan proporciona el background de
I’assaig. Els valors de CPM obtinguts estan resumits a les TAULES 2 i 3. Els CPM
obtinguts a I’assajar 25 pL i 100 pL de la mostra pre-matriu (TAULA 2) s6n de ’ordre
de 14000 CPM. Aixo significa, que a un volum de 25 pL hi ha una saturacié de llocs
ocupats pel [’H]-APG, és a dir, el total de RF presents a la mostra. A un mateix volum
de 25 plL pero ara de la mostra post-matriu (TAULA 3), el resultat és de 3976 CPM. La
diferéncia d’aquests dos valors és 10323 CPM. Aquest valor indica la quantitat de RF
retingut a la matriu d’afinitat APG. Aquest valor es pot convertir en pg de RF a partir
de diferents factors de conversié. El primer factor de conversié que s’utilitzara sera la
relaci6 numerica de pg de [’H]-APG i CPM. Aquesta relaci6 vindra establerta per la
casa comercial que distribueix el [’H]-APG. En aquest cas, per la quantificacié de RF
derivats de la purificaci6 de RF, es va utilitzar un [’H]-APG que tenia una relaci6 de
1pg [’HI-APG = 66 CPM. També s'utilitzaran els factors de conversio: pes molecular
de ’APG = 441 pg/pmol i pes molecular del RF ~ 36000 pg/pmol. La matriu ha
retingut 12.76 ng de RF.

Aquests RF purificats seran utilitzats en les tecniques del blocking i del binding. En el
cas de la técnica del blocking, com s’explica més endavant, s’afegeix una quantitat
coneguda de RF, entre 10000-15000 CPM. En aquest punt del procés de purificacié
de RF, s’ha de determinar la concentracié de RF en cadascun dels 4 eluats obtinguts

en la segona purificacio.
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Com els primers eluats s6n més concentrats que els Gltims, es preparara una bateria
de dilucions per cada eluat. Les dilucions es prepararan amb tamp6 base (Protocol
14). El valor de CPM de cada dilucié, proporcionara la informacié necessaria, per tal
de determinar la dilucié ideal a la que s’ha de portar cada eluat. Una vegada
determinada la diluci6 ideal, es diluira I’eluat i es prepararan aliquotes d’aquestes
dilucions en tubs tipus Eppendorfi es guardaran a -20°C, fins el seu s en la técnica
del blocking. La FIGURA 13 mostra de forma grafica les dilucions a realitzar a partir

dels tres primers eluats obtinguts en la segona purificacié. El quart eluat no es diluira.

De la mateixa manera que s’assajaven les mostres pre-matriu i post-matriu, s’assagen
totes les dilucions preparades. De cada dilucié preparada, s’assaja 10 puL de RF. La
TAULA 4 mostra els volums de cadascun dels components utilitzats en I’assaig i els
resultats obtinguts. Entre la bateria de dilucions s’assaja un tub “Total” en el que no
s’inclou mostra de RF, que proporciona el background de I’assaig. Els CPM obtinguts
de la lectura de les dilucions de cada eluat, serviran de guia per determinar si I’eluat
s’ha de diluir o no. | en el cas que s’hagi de diluir, quina dilucié és la més adequada.
A la TAULA 4 es pot observar que les dilucions A (Diluci6 1:10 de I’eluat 1), B (Dilucio
1:20 de I’eluat 1), C (Dilucié 1:40 de I’eluat 1), F (Dilucié 1:10 de I’eluat 2) i M (Eluat
4), presenten una quantitat de RF entre 10000 i 15000 CPM (quantitat de RF que
afegim a les mostres en I’assaig del blocking). Es procedira a diluir I’eluat 1 depenent
de la quantitat d’aliquotes que es necessitin per I’assaig del blocking (dilucié 1:10,
1:20 6 1:40). L’eluat 2 es diluira 10 vegades i I’eluat 4 no caldra diluir-lo. Es
prepararan aliquotes en tubs tipus Eppendorf, i es guardaran a -20°C. Referent a
I’eluat 3, el fet de no trobar cap dilucié amb un valor de CPM dins el interval desitjat,
indica que no caldria diluir-la, fet que és confirmat pel valor obtingut de I’eluat 4
(11804 CPM), menys concentrat que I’eluat 3. Per tant, per confirmar-ho, s’assajara
10 pL d’eluat 3. En el cas de qué aixo es confirmi, es prepararan aliquotes de RF

purificats de I’eluat 3 sense diluir.
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Tampb base
A

90 pL 50 pL 50 puL 50 pL 50 uL

Eluat 1 Dil. A Dil. B Dil. C Dil. D Dil. E

(1:10) (1:20) (1:40) (1:80) (1:160)
Tampb base
A
~ TN
90 pL 50 pL 50 pL 50 pL

10 L
Eluat 2

Eluat 2 Dil. F Dil. G Dil. H Dil. 1

(1:10) (1:20) (1:40) (1:80)
Tamp6 base
A
— -~
90 pl 50 pl 50 pl

10 pL
Eluat 3

Dil.J Dil. K Dil. L

(1:10) (1:20) (1:40)

FIGURA 13. Bateria de dilucions dels tres primers eluats obtinguts en la purificaci6 de receptors
de folat.
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TAULA 4. Esquema de I’assaig dels eluats de la purificacié de receptors de folat.

Eluat  Dilucie 12Mpo base .Vo.IEJm BHI-APG (uL) ASB-TC al Carboni activat/dextra
(L) diluci6 (uL) 10% (uL) al 10% (uL)

- Total 450 0 50 25 250 5619
A 440 10 50 25 250 13025
B 440 10 50 25 250 13797

1 C 440 10 50 25 250 12533
D 440 10 50 25 250 7934
E 440 10 50 25 250 8075
F 440 10 50 25 250 12864

5 G 440 10 50 25 250 9712
H 440 10 50 25 250 8106
| 440 10 50 25 250 6835
) 440 10 50 25 250 8281

3 K 440 10 50 25 250 7328
L 440 10 50 25 250 6386

4 M 440 10 50 25 250 11804

PHI-APG: acid pteroilglutamic marcat amb [l'isotop estable trito, ASB-TC al 10%: albumina sérica bovina tractada amb carboni activat al 10%,
CPM: contalges/emissions per minut.
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Les aliquotes de RF purificats poden mantenir-se congelades a -20°C fins a 6-8 mesos.
Referent al blocking es recomana guardar aliquotes de volums molt petits, ja que una
vegada I’aliquota es descongeli, el sobrant es descartara. Els RF es degraden quan sén
exposats a cicles repetits de congelacié i descongelaci6. Referent a la técnica del
binding, guardar aliquotes a través de les quals, la diluci6 de RF en tampé fosfat

(Protocol 1), haura de contenir una concentracié d’entre 10-50 ug/mL de RF.

Tant pels assaigs de blocking com de binding, pot utilitzar-se seérum o plasma, i en
aquest @ltim cas plasma-EDTA o plasma-heparina. Poden emmagatzemar-se les
mostres biologiques a -20°C o -80°C fins el seu processament, perd sempre evitant
cicles de congelar-descongelar. Guardar les mostres a aquestes baixes temperatures,
aporta menor pérdua d’activitat dels autoanticossos que puguin contenir, respecte si

han estat emmagatzemades a 4°C.

4. Assaig de deteccio d autoanticossos contra receptors de folat (Técnica del
“blocking”)

Assaig radiometric per la determinaci6 de la presencia d’autoanticossos contra RF i la
quantificacié6 de la seva concentracié. Els coeficients de variaci6 intra-assaig i de

inter-assaig son menors del 6% i del 10%, respectivament.

La concentraci6 de RF purificats que s’afegira a la mostra, ha de ser coneguda. Per
aquesta rad, el primer pas, consistira en assajar una aliquota de RF de les obtingudes
en la purificacié de RF i guardades a -20°C. Aquesta alfquota s’ha de descongelar poc
a poc submergint-la en gel en escames. Mantenir-la en tot moment en aquestes

condicions, agitant amb I’agitador de tubs de tant en tant, fins que es descongeli.

Es necessari calcular el volum minim requerit per assajar el nimero total de mostres
que es programa en una jornada de treball (50 pL de RF/mostra). Al volum minim
requerit s’afegira un volum extra de marge (volum total final). L’aliquota de RF
purificats descongelada s’ha de diluir, el volum total final sera el calculat
anteriorment. Per fer aquesta diluci6 utilitzar tamp6 base (Protocol 14). Es recomana

fer primer una dilucié (dilucié-1) de menor magnitud (per exemple 1:100) i a partir
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d’aquesta una segona (diluci6-2) (per exemple 1:1000). Aquesta segona dilucié tindra
el volum total final necessari (calculat anteriorment) per assajar el total de mostres. Es
preparen aquestes dues dilucions en tubs tipus Eppendorf de 2 mL correctament
identificats per evitar confusions. Mantenir en tot moment aquestes dilucions en

condicions de fred (sobre gel d’escames).

A cadascuna de les mostres a assajar es pretén afegir una quantitat de RF purificats
equivalent a entre 10000-15000 CPM (0.34-0.51 pmol RF, respectivament). Per
determinar si la diluci6-2 contribuira amb aquesta quantitat de RF dins el rang
desitjat, s’assajara 200 pL d’un control negatiu (plasma/serum sense autoanticossos
contra RF). En el cas de qué s’hagi de diluir, la nova dilucié es pot preparar
directament de la diluci6-2. En el cas de qué es desitgi obtenir una diluci6 més
concentrada, aquesta nova dilucié-2 es preparara a partir de la dilucié-1, i amb la
nova dilucio-2 preparada, es tornara a assajar 200 uL de control negatiu. El procés de
I’assaig del control negatiu és el mateix que el que s’exposara a continuaci6 per les
mostres, amb la diferéncia que el [’H]-APG no s’incubara tota la nit, sind 20 minuts a

temperatura ambient.

A la FIGURA 14 hi ha representats els passos a seguir en la preparaci6 de la mostra. A
200 pL de plasma/serum dispensats en un tub tipus £ppendorf de 2 mL, s’afegeixen
300 pL de tampoé acid-2 (Protocol 19), i es barrejara bé. Aquest tractament acid,
permet que en el cas que a la mostra hi hagi presencia de RF, el folat endogen es
dissocii del RF de la mateixa manera que els possibles autoanticossos contra RF. Una
vegada dissociats, s’ha d’eliminar de la mostra la totalitat del folat endogen. Aixo
s’aconsegueix afegint la barreja a un boté de carboni activat/dextra al 5% (Protocol
21). Resuspendre el bot6 i homogeneitzar la barreja amb I’ajuda d’un agitador de
tubs. Centrifugar a 15339 x g durant 3 minuts, i recuperar el sobrenedant que es
transferira a un altre tub tipus £ppendorfde 2 mL. Neutralitzar la mescla afegint 62 pL
de NaPO, dibasic 1M (Protocol 11).
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Acidificacié Adsorci6 dels folats Neutralitzacié
Y4 N\ 7

62 pL NaPO,
300 plL tampo acid-2 — > dibasic 1M
200 pL plasma/serum

O Folat endogen
;‘ Autoanticossos contra RF
&

FIGURA 14. Preparaci6 de la mostra per la técnica del blocking

(1: barrejar bé 300 ul de tampo acid-2 i 200 ul de plasma/sérum, Zoom 1: al sérunyplasma
huma poden donar-se dues situacions: abséncia d’autoanticossos contra RF (receptors de folat)
(A), preséncia d’autoanticossos contra RF (B). Tant en la situacié A com en la B el
sérunmyplasma conté folat endogen lliure, o unit a RF lliures, Zoom 2: el tractament acid
afavoreix la dissociacio del folat endogen (A) i dels autoanticossos (B) dels RF, 2, 3: transferir la
mescla de tampé acid i sérumyplasma a un boto de carboni activat/destra al 5%, 4: resuspendre
el boto i homogeneitzar la barreja amb I’ajuda d’un agitador de tubs, 5: centrifugar 3 minuts a
15339xg, 6a: descartar el precipitat de carboni activat/dextra, Zoom 3: al precipitat, quedara
retingut tot el folat, Zoom 4: el sobrenedant quedara lliure de folat en les mostres negatives per
autoanticossos contra RF (A) i lliures de folat i d’autoanticossos contra RF les mostres positives
per aquests autoanticossos (B); tant en un cas com en Ialtre també hi restaran els RF solubles
que contenia la mostra; pero aquests Gltims son presents en un percentaige molt baix, raé per
la que no s’han inclos en el diagrama, 6b: transferir el sobrenedant a un tub tipus Eppendort, 7:
neutralitzar el sobrenedant obtingut afegint 62 ul de NaPO, dibasic 1M, 8: barrejar bé)

En aquest punt, la mostra esta lliure de folats, perd segueix contenint els possibles
autoanticossos contra RF. La mostra ja esta preparada per assajar-la. A la FIGURA 15 es
resumeix de forma grafica els Gltims passos de la técnica del deteccio

d’autoanticossos contra RF. S’afegeixen 50 plL de la diluci6-2 de RF i s’incuba la
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DURANT L'EMBARAS

barreja tota la nit a 4°C. En el cas de la presencia d’autoanticossos contra RF, aquests

s’uniran als RF que s’han afegit, concretament a la regi6 especifica on s’uneix el folat.

Afegir RF de llet  Afegir FH]-APG Adsorci6 [3H]-APG Lectura
Y4 N N/

50 uL RF 250 L carboni
S ASB-T UL carboni
diluci6-2 (RF) 50 pL PHI-APG 2L OBTC activatdextra al 12
10%
4 7 9
R 3 5 6 8 10 1
V. 7z -
Mostra 13
tractada Zoom 3,

@ rH-APG
;' Autoanticossos contra RF
P RF d'origen bovri

FIGURA 15. Técnica del blocking

(1: ategir 50 ul de la dilucio-2 de RF (receptors de folat) a la mostra tractada préviament, Zoom
1: en el cas d’una mostra tractada negativa per autoanticossos contra RF només (A) i en el cas
d’una mostra tractada positiva per aquests autoanticossos (B), ara s’afegeix una concentracio

coneguda de RF d’origen bovi, 2: barrejar bé, 3: incubar tota la nit a 4°C, 4: afegir el dia
segtient, 50 ul de acid pteroilglutamic marcat amb l'isotop estable trité (PHJ-APG), 5: barrejar,
Zoom 2: en abséncia d’autoanticossos contra RF, el PHJ-APG s’unira al lloc especific d’unié
del RF bovi (A), accié interferida en el cas de la preséncia d’autoanticossos blocats del RF (B),
6: incubar 20 minuts a temperatura ambient, 7: afegir 25 ul d’albamina sérica bovina tractada
amb carboni activat (ASB-TC) al 10%, 8: barrejar, 9: afegir 250 ul de carboni activat/dextra al
10%, 10: barrejar homogéniament, 11: centrifugar la mescla a 15339xg durant 3-4 minuts,

Zoom 3: el sobrenedant quedara net de PHJ-APG lliure, amb els RF units a PHJ-APG (A) o als
autoanticossos contra RF (B), Zoom 4: el carboni activat adsorbira el PHJ-APG que no s’ hagi
pogut unir als RF d’origen bovi, 12: transferir el sobrenedant a 15 mlL de “scintillation fluid”,

13: barrejar bé i llegir la radioactivitat emesa pel PHJ-APG per minut).
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El dia segiient, s’afegeixen 50 pL de [’H]-APG i s’incuba 20 minuts a temperatura
ambient. El PH]-APG s’unira als RF afegits a la mostra. En el cas de la preséncia
d’autoanticossos contra RF, aquests blocaran la uni6 del [’H]-APG al RF, quedant el
PH]-APG lliure en la mostra. No interessa tenir un excés de [*H]-APG a la mostra,
sin6 que només hi hagi el que s’ha unit als RF. Per aixo, cal eliminar el sobrant. Per
tal de protegir els RF, s’afegeixen 25 plL de ASB-TC al 10% (Protocol 15) i
homogeneitza bé. Per una quiestié de probabilitat, si s’afegeix unes 1000 vegades més
quantitat de ASB-TC, el carboni activat abans adsorbira a la ASB-TC al 10% que als
RF. Finalment, s’afegeixen 250 pL de carboni activat/dextra al 10% (Protocol 17) i
s’homogeneitza amb un agitador de tubs. Seguidament es centrifuga la mostra a
15339 x g durant 3-4 minuts per acabar recuperant el sobrenedant i transferir-lo a 15
mL de scintillation Auid (MP Biochemicals, Irvine, CA, USA) en un vial de lectura
(VWR, West Chester, PA, USA) i barrejar bé. Tal com es feia amb les aliquotes
assajades en el procés de purificacio de RF, es llegeix la radioactivitat emesa pel [*H]-
PGA/minut (CPM) amb I’analitzador 7R/-CARB Liguid Scintillation Analyzer Mode/
71900CA (Packard Instrument Company, Downers Grove, IL, USA).

Es imprescindible incloure en una tanda de mostres un control negatiu (abséncia
d’autoanticossos contra RF) i un control positiu (preséncia d’autoanticossos contra
RF). El control negatiu, proporciona el valor de referéncia per quantificar els pmol RF
blocat/mL de mostra assajada, i el control positiu, té la funcié6 de verificar que la
tecnica esta ben realitzada. La TAULA 5 és un exemple dels resultats obtinguts en
I’assaig de 14 mostres. Per comoditat a I’hora de preparar i portar a terme la técnica

del blocking, s’han assajat tandes de 14 mostres.

Els estudis PreC i NUTCIR, representen col- leccions de diferents mostres recollides
de forma longitudinal, entre les participants. S’han assajat totes les mostres
procedents d’una mateixa participant sempre dins una mateixa tanda. Com s’ha
indicat anteriorment, a cada tanda s’inclou un control negatiu, i un control positiu
entre totes les tandes de la jornada. El valor del control negatiu ha de tenir un valor
entre 10000-15000 CPM, i tal com es pot comprovar a la TAULA 5, el control positiu

un valor molt inferior. Primer es calcula la diferéncia entre els CPM del control
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negatiu i el de cada mostra. A partir d’aquesta diferéncia es calculen els pg de [*H]-

APG blocats. En aquest cas el [’H]-APG que s’ha utilitzat en I’assaig de les mostres

tenia una equivalencia de 1pg [’H]-APG = 125 CPM.

DURANT L'EMBARAS

TAULA 5. Resultats obtinguts en la técnica del blocking en 14 mostres.

ID CPM
1 13520
2 13777
3 13618
4 14014
5 13761
6 13950
7 13145
8 13842
9 12812
10 8672
1 7662
12 13849
13 14245
14 14311
POS 4650
NEG 14180

ID: identificacio de la mostra, CPM: emissions per minut, pg APG bl.: pgr d'acid pteroilglutamic marcat
amb ['isotop estable trité blocats, pmol APG bl. / 200uL: pmol PHJ-APG blocat en els 200 ul de
mostra assajada, pmol APG bl. /mL: pmol PHJ-APG blocat/mL de mostra, POS: control positiu, NEG:
control negatiu, *resultat positiu per autoanticossos contra RF

Diferéncia

660

403

562

166

419

230

1035

338

1368

5508

6518

331

-131

9530

pg APG bl.

5.28

3.22

4.50

1.33

3.35

1.84

8.28

2.70

10.94

44.06

52.14

2.65

-0.52

-1.05

76.24

pmol APG bl. /200 pL

0.01

0.01

0.01

0.00

0.01

0.00

0.02

0.01

0.02

0.10

0.12

0.01

0.00

0.00

pmol APG bl. / mL

0.06
0.04
0.05
0.02
0.04
0.02
0.09
0.03
0.12
0.50*
0.59*
0.03
-0.01
-0.01

0.86

Es calcula a partir dels pg [’H]-APG blocat, els pmol [’HI-APG blocat en els 200 pL
de mostra assajada en base al pes molecular del [’H]-APG = 125 pg/pmol. El resultat,

es converteix en pmol [’H]-APG blocat/mL, multiplicant per 5. El [’H]-PGA s’uneix a
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RF en una proporcio 1:1, per tant el resultat de pmol [*H]-APG blocat/mL és el mateix

que pmol RF blocat/mL de mostra assajada.

Es considera que una mostra presenta autoanticossos contra RF, quan el valor és igual
o superior a 0.2 pmol RF blocat/mL. Aquest valor correspon al 5% d’error acceptat.
Aquest marge d’error correspondria a errors comesos en els procediments de pipeteig
de la técnica. Abans de procedir a I’assaig de les mostres en qiesti6, el responsable

de realitzar aquesta técnica, s’haura d’assegurar que no supera aquest 5%.

Una limitacié6 molt important de la tecnica del blocking, és I'hemolisi de les mostres
sanguinies. L’hemolisi de les mostres podria induir a falsos positius. La detecci6 de les
emissions del tritd son interferides pels components alliberats del resultat de la

hemolitzaci6 dels eritrocits.

5. Assalg de deteccié d autoanticossos d unié de receptors de folat (Técnica
del “binding”)

Técnica per determinar la preséncia d’autoanticossos d’uni6 RF. Aquests
autoanticossos s’unirien a qualsevol part de la superficie del RF, inclos el lloc
especffic d’uni6 del folat. Tecnica portada a terme mitjangant un immunoassaig ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) colorimetric. Els coeficients de variacié intra-

i inter-assaigs son menors del 10%. Consta de 3 passos:

PAS 1: Tractament de la mostra

De forma similar a com es fa en la técnica de blocking, la mostra (plasma/serum) ha
de ser tractada per tal d’eliminar el folat endogen que contingui. Aquest tractament
s’inicia amb I’acidificaci6 de la mostra, afegint 380 pL de tampé acid-3 (Protocol 22)
a 20 pL de mostra en un tub tipus £ppendorfde 2mL. Aquesta barreja s’afegira a un
bot6 de carboni activat 5% / dextra 1% (Protocol 24). Resuspendre el bot6 de carboni
activat/dextra amb I’ajuda d’un agitador de tubs i posteriorment es precipitara la
barreja centrifugant la mostra a 15339 x g durant 5 minuts. Per afavorir posteriorment

la recuperaci6 del sobrenedant, es col- loquen els tubs a la centrifuga amb I’obertura
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del tap el més allunyat possible del centre del rotor. Per tal de compactar més el
precipitat, girar els tubs 180 graus (obertura del tap del tub el més a prop possible del
centre del rotor), i tornar a centrifugar sota les mateixes condicions. Seguidament es
transfereix el sobrenedant, on quedaran els autoanticossos en el cas que n’hi hagi a la
mostra, a un altre tub tipus Eppendorfde 2 mL i, es neutralitzara el pH de la mostra
afegint 60 uL de NaPO, dibasic TM (Protocol 11). Finalment, s’homogeneitza la
barreja amb I’ajuda de I’agitador de tubs i s’augmenta el volum total afegint 40 pL de
tamp6 fosfat-EDTA (Protocol 26). La mostra estara preparada per tal de poder ser
assajada. Fins aleshores la mostra tractada es pot mantenir congelada a -20°C. A partir
d’ara, en fara referéncia a la mostra, com “mostra tractada”. D’aquesta mostra
tractada, s’assajaran 25 pL, que en realitat representen 1 uL de mostra (plasma/sérum

inicial).

PAS 2: Revestiment dels pous d’ ELISA amb receptors de folat purificats

S’han de preparar les plaques d’ELISA (Reacti-BindTM Amine-binding, maleic
anhydride 96-well plates, Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, IL, USA) que
s’utilitzaran per I’assaig. Aquestes plaques es caracteritzen per permetre la
immobilitzaci6 de peptids i altres Iligands que continguin una amina primaria. En
aquest cas concret, seran els RF purificats a partir de llet bovina. El fons dels 96 pous
d’aquest tipus de plaques, esta revestit d’anhidrid maleic, al qual s’hi unira el RF que
conté una amina primaria. Aquesta unié és estable a pH neutre o superior (FIGURA
16).

Superffcie placa

Superficie placa

FIGURA 16. Reacci6 d’uni6 del receptor de folat a la superficie dels pous de la placa d’ELISA.

100



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

La FIGURA 17 es representa esquematicament un pou de la placa d’ELISA, amb els
passos a seguir. A cadascun dels 96 pous de la placa, s’afegeixen 100 puL de RF

purificats a una concentracié de 10-50 pug/mL; diluits amb tamp6 fosfat-1 (Protocol 1).

) Retirar solucid )
Afegir 100 pL de € ";;?F”C'O Afegir 200 L de Afegir 100 pL de
RF purificats 100% SNC-TC 100% SNC-TC O

rn—[RE] Retirar SNC-TC

H‘N_El RF dorigen bovi’

O SNC-TC

Placa ELISA

FIGURA 17. Revestiment dels pous de la placa d’ELISA.

(RF: receptor de folat: 1: Incubacié dues hores a temperatura ambient; 2: Rentat amb 200 ul de
tampo fosfat-3; SNC-TC: sérum normal de conill tractat amb carboni activat; 3: Incubacio tota
la nit a 4°C; 4: Tres rentats amb tampé fosfat-3).

Es deixa incubar durant un miim de 2 hores a temperatura ambient. En tot moment
al llarg de I’assaig s’ha d’evitar I’evaporacio6 del contingut dels pous de la placa. Aixo
s’aconsegueix mantenint durant els temps de incubacions les plaques dins una bossa
amb tancament procurant d’eliminar el maxim aire possible del seu interior.
Transcorregut aquest temps, es recupera la solucié de RF sobrant que no s’ha lligat al
anhidrid maleic. Aquesta solucié de RF es pot reciclar per revestir els pous d’altres
plaques d’ELISA evitant la seva congelacié. Rentar els pous, afegint 200 plL de tampd

fosfat-3 (Protocol 27). En aquest punt, a cadascuna de les molécules d’anhidrid
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maleic que revesteixen els pous de la placa s’hi ha unit un RF per I’amina primaria
d’aquest. Pero al fons dels pous resten espais de la superficie lliures. Per evitar unions
inespecifiques posteriorment, s’ha de reduir al maxim aquests espais lliures. Aixo es fa
bloquejant aquests espais amb la unié de les proteines que conté el serum normal de
conill tractat amb carboni activat (SNC-TC) (Protocol 28). Es pot utilitzar un sérum
d’una espeécie diferent de la de conill, sempre i quan no sigui d’origen huma.
L’objectiu és per una banda omplir els buits que queden al fons de la placa i per una
altra, evitar unions amb els autoanticossos d’uni6 de RF. Aquest sérum normal de
conill, ha estat tractat amb carboni activat per eliminar el folat endogen i aixf, evitar

la possibilitat que aquest folat es pugui unir als RF immobilitzats al fons de la placa.

A cada pou, afegir 200 pL de SNC-TC, i deixar incubar tota la nit a 4°C dins una
bossa amb tancament. El segtient pas consistira en rentar els pous de la placa per tal
d’eliminar totes les restes possibles que puguin quedar. Aixd es fa mitjangant 3 rentats
amb 250 plL de tampo fosfat-3 (Protocol 27). Es molt important que els pous estiguin
constantment hidratats, per tant, evitar que aquests romanguin sense tamp6 molta
estona. Més endavant s’explica I’ordre, sentit i direcci6 en el pipeteig dels diferents
pous de la placa d’ELISA, per tal d’evitar errors i controlar en tot moment la

identificacié de mostra en cada pou.

Finalment, s’afegeixen 75 uL de SNC-TC/pou en el cas que el dia segtient es continui
amb el tercer pas de la tecnica. Pero si ha de transcorrer més temps, s’afegiran 100
uL. I es guarda la placa a 4°C dins una bossa de plastic amb tancament. La placa ja

estara preparada per portar a terme la tecnica del binding propiament dita.

PAS 3: Assaig d’ELISA

Abans d’iniciar ’assaig, hi ha uns previs a tenir en compte. Si al final del pas anterior
s’ha guardat la placa amb 100 puL de SNC-TC/pou, el primer pas consistira en
descartar 25 pL de cadascun dels pous. En el cas que hi hagi 75 pL de SNC-TC/pou,
no és necessari treure’n. Préviament s’han de descongelar a temperatura ambient les
mostres tractades que s’havien reservat fins aquest moment a -20°C. A la FIGURA 18,

es representa en forma d’esquema els passos a seguir en I’assaig d’ELISA i el que

102



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL,
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

DURANT L'EMBARAS

molecularment succeeix en el cas de queé la mostra contingui o no autoanticossos
d’uni6 de RF.

Afegir 100 pL anticos de cabra
anti-IgG humana conjugada amb Afegir 100 pL Afegir 100 pL

T™B O HCI<>

Afegir 25 pl mostra
tractada (O Retirar la mostra

peroxidasa
tractada %

g
I
I
g O
N Je
3
< )
P
M AL Yy Qi
4 A 4 A 4 A 4 A
SNC-TC
, , . . u ., 40 , O
ropens oA oA o@D oy E
autoanticossos P > P — P — >
d'unié de RF ¢
—_—
Autoanticos A B
dlunis de RF O O
H H H
I preséncia o N o N o N o N
autoanticossos oS s 4 s
d’uni6 de RF P T N — ~ — ~
—_—
HzN—- RF d'origen bovi =f Autoanticossos d'uni6 O ™B O HA
O SNC-TC % Anticos de cabra anti-lgG Q) Producte de color O Canvi de color del
humana conjugada amb blau producte blau de la
O  Mostra tractada peroxidasa reaccié anterior

FIGURA 18. Tecnica del bindling.

(1: Incubacio tota la nit a 4°C, 2: Quatre rentats amb 250 ul de tampé de rentat, 3: Incubar una
hora a temperatura ambient i fer quatre rentats amb 250 ul per pou de tampo rentat, A: reaccio
del TMB amb la peroxidasa, el resultat és ' aparicio d’un producte de color blau, 4: Incubar 10
minuts a temperatura ambient, B: El HCI para la reaccio del TMB, el resultat és el canvi de
color del producte de color blau a groc).

A cada pou cal afegir 25 uL de mostra tractada i incubar tota la nit a 4°C dins una
bossa de plastic amb tancament. El dia segtient, retirar tot el contingut dels pous. En
el cas que la mostra contingui autoanticossos d’uni6 de RF, aquests s’uniran al RF
que s’ha immobilitzat a través de I’anhidrid maleic. Seguidament, es rentaran tots els

pous 4 vegades amb 250 uL de tamp6 de rentat (Protocol 29), per eliminar qualsevol
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resta de mostra tractada. El tamp6 de rentat, conté Tween 20 (Tween®-20: Surfact-
AMps® 20 Purified Detergent Solution. Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, IL, USA),

un detergent que elimina les unions especifiques.

Cal incubar 100 pL per pou d’un anticos de cabra anti-IlgG humana conjugat amb
peroxidasa (#P/-3000; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluit 1:6000 amb
SNC-TC, durant 1 hora a temperatura ambient. Aquest anticos de cabra s’unira als
possibles autoanticossos d’unié de RF que hi hagi. Transcorregut aquest temps, es

torna a rentar els pous 4 vegades amb 250 plL/pou amb tamp6 de rentat (Protocol 29).

En aquest punt I’anticos de cabra estara unit especificament a I’anticds huma present
a la mostra de plasma/serum. Aquest anticos de cabra anti-lg humana té conjugat
I’enzim peroxidasa. En aquest cas concret és la peroxidasa de rave, la qual té moltes
aplicacions en les técniques immunoquimiques, per les seves caracteristiques d’alta
estabilitat, de facil conjugaci6 a les immunoglobulines i per la senzillesa de la seva
deteccié mitjangant métodes colorimétrics. En aquest Gltim aspecte es basa el segtient
pas, ja que aquesta peroxidasa reaccionara amb els 100 uL de TMB (3,3’,5,5"-
tetramentylbenzidine) (1-StepTM Ultra TMB-ELISA, Pierce Biotechnology, Inc.
Rockford, IL, USA) soluble que s’afegira a cada pou. Al reaccionar el TMB amb la
peroxidasa, es produeix un producte de color blau. En el transcurs dels 10 minuts que
es deixara reaccionar el TMB, el color del contingut dels pous virara d’incolor a blau
(FIGURA 19). Transcorregut aquest temps es para aquesta reacci6 afegint 100 ul/pou
de HCI 1M (. T. Baker Phillipsburg, Nj, USA) el qual canvia el color del producte
blau a color groc (FIGURA 20). Aquest s’absorbeix a una longitud d’ona de 450 nm i
proporciona major sensibilitat de lectura que el producte blau. Per mesurar
I’absorbancia de cada pou a aquesta longitud d’ona s’utilitza un lector de plaques
d’ELISA Bio-Rad Model 3550 Plate Reader (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA). El HCI que s’ha afegit té una concentracié molt alta (1M), de manera que si es
deixa reaccionar molt de temps acabara eliminant la immobilitzacié inicial dels RF
amb I’anhidrid maleic, cosa que s’ha d’evitar, per poder reutilitzar la mateixa placa
fins un total de 3 assaigs. Per aquesta rad, una vegada I’espectrofotometre hagi

proporcionat els resultats d’absorbancia, és necessari retirar el més aviat possible tot
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el contingut dels pous de la placa i neutralitzar el pH, afegint 250 pL de tamp6 de
rentat (Protocol 29).

FIGURA 19. Reacci6 del 3,3°,5,5 -tetramentylbenzidine.

FIGURA 20. Reacci6 de I'acid clorhidric.

Transcorreguts uns minuts s’elimina el tampé de rentat i s’afegeixen 100 ul/pou de

SNC-TC. La placa es guarda a 4°C dins una bossa de plastic tancada.

Per tal d’evitar confusions i errors es recomana establir un ordre de treballar en totes
les plaques (FIGURA 21). S’haura de treballar amb la placa en una posicié concreta —
numeraci6 a la part superior i abecedari al costat esquerra — i sempre pipetejar els

volums en una direcci6 i sentit concret — de dalt (comengant pel pou A1) a baix (A2,
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A3, ...) i d’esquerra (comencgant per la columna 1) a dreta (columna 2, columna 3, ...);
sempre i quan no es treballi amb una micropipeta multicanal. En aquest altim cas, la
micropipeta multicanal dispensara el volum al mateix temps als pous de tota una
columna, i la direccié de treball sera d’esquerra a dreta (columna 1, columna 2,
columna 3, ...). En els punts de la técnica on s’ha de dispensar en tots els pous de la
placa el mateix volum d’una mateixa substancia, utilitzar una micropipeta de
repeticioé de volum o una micropipeta multicanal. S’ha de procurar evitar al maxim el
contacte de la punta de la micropipeta amb les parets del pous. Per retirar el

contingut dels pous, es recomana utilitzar un sistema d’aspiracié per buit.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

L Control Negatiu

| Positi
L7 Control Positiu

ntrol Intern
L7 Col

I O ™ m OO @ >

FIGURA 21. Esquema de treball a seguir en I’Gs de la placa d’ELISA.

Es necessari afegir a cada placa d’ELISA uns controls que proporcionin la informaci6
necessaria que confirmi la validesa dels resultats obtinguts. Seran un control positiu,
un control negatiu i un control intern, que sempre es col- locaran les posicions
concretes dins la placa tal com es representa a la FIGURA 21. A F12, G12 i H12 s’hi
dipositara el control negatiu, el control positiu i el control intern, respectivament.
Aquests tres pous, es tractaran seguint I’ordre de treball descrit anteriorment. Es

diferencia la mostra a assajar i la interpretacié que se n’ha de fer en cadascun:

Control negatiu: plasma/serum huma que no conté autoanticossos d’uni6 de RF. Es

podria pensar que com es tracta de plasma/serum que no conté autoanticossos d’unié
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de RF, el valor de la lectura, hauria de ser gairebé identic al control intern. Pero aixo
no sera aixf, doncs aquest control negatiu és d’origen huma i per tant conté 1gG
d’origen huma; de manera que I’anticos de cabra anti-IgG detectara i s’unira a I1gG
presents en la mostra, perd aquesta sera minima (FIGURA 22). Si la lectura d’aquest
pou és alta, indica que hi hagut contaminacié, que els rentats no han estat ben

realitzats.

Control negatiu

Control positiu

Control intern

FIGURA 22. Reacci6 del 3,3°,5,5 -tetramentylbenzidine en els diferents controls.

Control positiu: assaig d’un plasma/serum d’origen huma que conté autoanticossos
d’uni6 de RF. La lectura sera positiva (FIGURA 22). Indica si I’anti-IgG humana de
cabra és funcional i per tant capa¢ de detectar la preséncia d’autoanticossos d’unio6

de RF en la resta de pous.

Control intern: enlloc de mostra s’assaja SNC-TC (el mateix que s’ha utilitzat en la
resta de passos). Resulta imprescindible, ja que informa de la validesa del procés.
Quant més baixa sigui la seva lectura, millor s’han realitzat els rentats en tota la placa
(FIGURA 22). No existeix especificitat de reaccié immunologica entre les possibles 1IgG
que contingui el SNC-TC i I’anti-IgG humana de cabra, per tant, un resultat positiu

indicara contaminacié inter-pous.

107



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

6. Discussio
Des del 2004 que es va descriure per primera vegada la técnica del blocking*® s’han
introduit diverses modificacions amb [|’objectiu de millorar el rendiment de

processament de mostres. Resten encara perd, moltes quiestions per resoldre.

L’efecte de la preséncia d’autoanticossos blocants dels RF, implicaria I’alteracié del
transport de folats cap a la cel- lula per aquesta via de transport. El resultat variara
segons la dependéncia de la cel- lula per aquesta via de transport, perd podria causar
un deficit intracel- lular en folats, i com a conseqiiéncia la integritat de la cél- lula
compromesa. Aquesta situacié és possible detectar-se a través de la tecnica del
blocking. Per contra, la tecnica del binding, permet detectar autoanticossos capagos
d’unir-se a qualsevol regi6 de la superficie del RF inclosa I’especifica d’uni6 a folats.
Resulta dificil interpretar el resultat de la tecnica del binding, en quant a la possible
consequiéncia biologica que pot representar. Si els autoanticossos units a qualsevol
part del RF no bloquen el lloc d’uni6 del folat, I'efecte sobre el transport de folat no
seria el mateix que en el cas del bloqueig. No obstant, la preséncia d’autoanticossos

units a qualsevol altra part del receptor podria afectar la funcionalitat del receptor.

Una de les quiestions que es plantegen, és saber si els autoanticossos que s’uneixen a
qualsevol area del RF, perd no al lloc especific del folat, poden tenir una
conseqiencia biologica important. En aquest cas, a priori es pot pensar que la funcioé
de transport de folat en si mateixa no estaria alterada ja que el folat podria unir-se al
lloc especific del RF i probablement no es veuria afectat I’estat cel- lular en folats.
Pero es desconeix la possible consequiencia biologica que podria representar la seva
preséncia. Hi ha la possibilitat que poguessin interferir en el procés d’endocitosi, o un
altre efecte fins ara desconegut. Abans perd de poder questionar-se la possible
conseqiencia biologica que se’n pot derivar, és necessari tenir I’eina adequada per
poder-los detectar. Actualment, la técnica del binding no discerneix entre els dos
tipus d’autoanticossos. La tecnica del binding descrita podria ser I’eina de partida per
la seva determinaci6. En aquesta técnica, els RF amb els que es revesteix el fons de la

placa, son lliures de folat (apo-RF). Si aquests RF tinguessin el lloc especific d’uni6é

108



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

del folat ocupat, simpediria la possible uni6 d’autoanticossos a aquesta zona.

D’aquesta manera, es detectarien només la resta d’autoanticossos d’unié (FIGURA 23).

Cabrera i els seus col- laboradors (2008)**° descriuen la preséncia d’autoanticossos
pels RF en el serum de dones gestants, tant d’un fetus amb algun tipus de DTN (casos)
com d’un embaras sense malformacions (controls). En I’assaig de les mostres seriques
utilitzen RF d’origen bovf, tant purificats a partir de llet bovina (seguint la técnica
descrita per Antony i col- laboradors el 1982"°) com de comercialitzats, i també RF
purificats a partir de dues placentes humanes. Les mares amb gestacié afectada per un
DTN, presentaven concentracions d’autoanticossos pels diferents tipus de RF assajats
superiors que en el grup control. Aquest treball demostra que depenent de la font de

RF utilitzada, el resultat de deteccié d’aquests autoanticossos sera variable.

FIGURA 23. Possibles llocs d’uni6 dels autoanticossos pels receptors de folat.

A. Deteccio d’autoanticossos blocants del lloc especific d’unié del folat al receptor de folat
(técnica del blocking), B. barreja d’autoanticossos blocants del lloc especific i d’unié a altres
regions de la superficie del RF (técnica del binding), C. possibilitat de detectar autoanticossos

d’unio en qualsevol area del receptor de folat pero no al lloc especific del folat, ocupat aquest
altim préviament amb acid folic.

La purificacié de RF a partir de placenta humana, aporta una barreja de isoformes RF-
o i RF-B. Aquest fet recolzaria la hipotesi de que el RF-B desenvoluparia una funcié

clau en el desenvolupament gestacional, tot i que la seva afinitat per les formes de
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folat fisiologiques és menor respecte el RF-a.®'®"'® La preseéncia del RF- a la
placenta, justificaria I'as de RF purificats a partir de placenta en la determinacio
d’autoanticossos de RF en relaci6 a complicacions d’embaras, ja que s’ha de
considerar la funci6é de transport materno-fetal, a través de la placenta. No obstant, no
seria adequat utilitzar aquest tipus de receptor en I’estudi de mostres sanguinies
procedents del genere masculi, pel menor index d’expressi6 de RF-B en nens/homes.
La utilitzacié de dues isoformes de forma conjunta, aporta variabilitat al resultat.”*°
Un altre punt a tenir en compte, sera la variabilitat genética existent entre les donants
d’aquestes placentes. Perd de la mateixa manera, també existeix aquesta variabilitat
entre els diferents animals productors de la llet. A més a més, tot i que el percentatge
d’homologia en la seqiiéncia proteica de RF de la llet bovina i d’origen huma supera
el 80%,'° I’assaig de mostres humanes amb RF d’origen animal aporta el risc de no

detectar la totalitat d’autoanticossos presents a la mostra.

Donat la demanda, que segueix augmentant, per les determinacions d’autoanticossos
contra RF, la técnica s'esta adaptant per afrontar aquesta demanda. Trobar una font
que proporcioni una sola isoforma de RF per permetre reduir la variabilitat de la
tecnica, que aquests s’obtinguin en la seva conformaci6 estructural ideal per poder
detectar autoanticossos capacos de blocar el transport de folats i per tant assegurar la
seva funcionalitat biologica, que permeti incrementar el rendiment de la técnica i que
aquesta es vegi influenciada el minim possible pel factor huma, és una tasca en vies
de resoldre’s. Els dissenys de tots els treballs publicats fins la data, han contemplat un
volum de mostres relativament petit. Aquest no és el cas del nostre treball, en que
s’han assajat 1971 mostres. Els RF purificats a partir de llet de vaca ha estat una de les
solucions. Aquests RF s’obtenen en la seva configuracié biologica i s6n 100%
funcionals. Aixo resulta imprescindible per poder interpretar el significat biologic de
les concentracions d’autoanticossos detectats. Per altra banda permeten incrementar

el rendiment de treball.
Un total de 1971 mostres van ser enviades a SUNY-Downstate Medical Center.

D’aquestes, 787 provenen de I'Estudi Poblacional, 198 de I'Estudi PreC i 986 de
I'Estudi NUTCIR. S’han aplicat les tecniques del blocking a totes les mostres, perque

170



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL,
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

DURANT L'EMBARAS

la tecnica del binding no permet quantificar la concentracié d’autoanticossos capagos

d’unir-se al RF. La millora d’aquesta técnica esta en procés de desenvolupament.
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CAPITOL 2

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT A LA POBLACIO GENERAL

1. Introduccio

L'estat en folats és vital per la integritat cel- lular.**® La deficiéncia en folats porta a
errors en la sintesi”® i la metilacié’® de '’ADN, i a elevar les concentracions de tHcy.”*!
Concentracions elevades en tHcy han estat associades amb diferents patologies, com

els DTN,/ altres complicacions de Pembaras, malaltia cardiovascular,®

3 4

Alzheimer,*? esquizofrénia i depressio,”** risc de fractures osteoporotiques™® i

cancer.%®

La biodisponibilitat cel- lular del folat depén de la font, les reserves i el transport dels
folats. Una alteracié en aquest Gltim per la preséncia d’autoanticossos blocants del
RF, pot veure’s traduida en un desequilibri en I'estat en folats. La inhabilitacié del RF
per la preséncia d’autoanticossos contra RF en certes etapes de la vida (embaras,
desenvolupament del sistema nervios central), i en llocs concrets de |’organisme
(placenta, plexe coroidal), en que els requeriments en folats sén especialment elevats,

209,211,212,220

sha associat amb complicacions de [|’embaras. i en malalties

neurodegeneratives infantils.204204215.218,216:247

Hi ha hagut diferents hipotesis sobre el mecanisme de generacié d’autoanticossos
contra RF. Al 2004, es proposava que epitops generats a partir d’'una lesi6 de teixits
reproductius podrien desencadenar la seva generaci6.?®® També s’ha proposat que un
excés de tHcy potenciaria la formaci6 de HTL,>® la qual afegiria residus de Hcy a
diferents proteines (N-homocisteinilizacio), activant-se el sistema immunitari.**® La N-
homocisteinilizacio de RF, afavoriria la formaci6 d’autoanticossos pels RF.??' Més
recentment, segons Ramaekers i els seus col- laboradors, la repetida exposicié al
tracte digestiu de RF de la llet d’origen bovf, seria el responsable de la generacio6

d’aquests autoanticossos.?”
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Fins la data s’ha investigat la relaci6 amb el desenvolupament neurologic del fetus i
en nens. No s’ha explorat la prevalenca d’autoanticossos contra RF a la poblacio
general, ni el possible efecte que poden tenir aquests sobre I’estat nutricional en

folats.

2. Hipotesi i Objectius particulars
La presencia d’autoanticossos contra RF podria perjudicar el transport folats i afectar

I'estat en folats a la poblacié.

Els objectius particulars plantejats en aquest capitol son:
o Determinar la prevalenca d’autoanticossos contra RF en una mostra
representativa seleccionada a I'atzar d’una poblacié espanyola.
« Investigar I'associaci6 entre la preséncia d’autoanticossos contra RF i I’estat
nutricional en folats a la poblacié.
o Investigar l'associacié entre el consum habitual de llet i la preséncia

d’autoanticossos contra RF.

3. Disseny de [ estudi

Els participants que conformen aquest estudi provenen de I’Estudi Poblacional. Dels
812 individus reclutats, es disposava de suficient mostra per la determinacio
d’autoanticossos per RF en 787. La selecci6é de participants i les dades relacionades

es resumeix a la FIGURA 24.

La poblacié estudiada es caracteritza per haver estat minimament exposada a
profilaxis amb acid folic. A Espanya no és obligatori la fortificacié de la farina amb
acid folic. |1 a diferencia d’altres paisos industrialitzats, el consum de cereals
d’esmorzar fortificats amb acid folic és relativament baix entre la poblacié adulta

espanyola.’
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Col- lecci6 Estudi Poblacional

812 individus

25 individus exclosos per
insuficiéncia de mostra
sanguinia per la determinacio
de la titulacié d’autoanticossos.

N

787 individus

FIGURA 24. Diagrama de selecci6 de individus de I'Estudi Poblacional i dades utilitades.

(tHcy: homocisteina total plasmatica en deja, Cbl: cobalamina, CRP: proteina C-reactiva. A
l'apartat de Material i Metodologia s’han expossat les técniques utilitzades per les diferents
determinacions bioquimiques)

4. Analisi estadistica

Els resultats de les variables quantitatives s’expressen com a mitjana i DE. La
freqiiencia de genere, de la variant TT del polimorfisme 677C—T MTHFR, de I’habit
tabaquic, del consum d’alcohol, de la presencia d’inflamaci6 activa (CRP > 10
mg/mL), de I’Gs de suplements de vitamines B, del consum de cereals d’esmorzar i de
consumidors del llet al quintil més alt (variables dicotomiques), entre els portadors
d’autoanticossos contra RF i els no portadors, van ser comparades utilitzant la prova
de la Ji-quadrat. La mitjana de I’edat, I’index de massa corporal (IMC), la Cbl
plasmatica, el folat plasmatic i eritrocitari, la tHcy i, la ingesta de llet i de productes

lactics van ser comparades entre portadors i no portadors d’autoanticossos contra RF
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mitjancant I’analisi de la varianca (ANOVA). Les variables que no seguien una
distribucié normal (en concret la tHcy) van ser log-transformades per tal de poder

aplicar proves estadistiques paramétriques.

Per investigar si el bloqueig del transport de folat al RF per autoanticossos contra RF
interfereix amb el metabolisme dels folats, s’ha utilitzat I'analisi de regressi6 lineal
maltiple. Tots els models van ser ajustats per factors confusors de I'associaci6é entre
folat plasmatic i tHcy (geénere, edat, creatinina plasmatica, Cbl plasmatica i genotip
677TT MTHFR). Es va partir de la hipotesi que la tHcy (biomarcador d’estat en folats)
podria estar afectada en el cas que els autoanticossos blocants de RF estiguessin
impedint el transport de folat. Es va verificar aquesta hipotesi en diferents models de
regressi6. Tots els models van ser ajustats per factors confusors coneguts de

I'associacio entre folat plasmatic i tHcy. Els models son:

Model global. Estudi de I'existencia d’interaccié significativa entre folat plasmatic i
titulacié d’autoanticossos, en la seva relacié amb els nivells de tHcy. Analisi de tota la
poblacio.

Variable dependent: tHcy.

Variables independents: folat plasmatic, titulacié d’autoanticossos contra RF, terme
d’interacci6 entre folat plasmatic i titulaci6 d’autoanticossos contra RF [(folat
plasmatic) x (titulacio d’autoanticossos)]

Ajustat per les variables confusores: Cbl plasmatica, genotip 677TT MTHFR,

creatinina plasmatica, génere i edat.

Com la interacci6 entre folat plasmatic i titulacié d’autoanticossos contra RF era
significativa, aquestes dues variables no podien interpretar-se de forma independent.

Per aquesta ra6 es van dissenyar diferents models:

Model 1. Estudi de [Iassociaci6 entre folat plasmatic i tHcy en absencia
d’autoanticossos contra RF.
Variable dependent: tHcy.

Variable independent: folat plasmatic
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Ajustat per les variables confusores: Cbl plasmatica, genotip 677TT MTHFR,

creatinina plasmatica, génere i edat.

Model 2. Estudi de [Iassociaci6 entre folat plasmatic i tHcy en preséncia
d’autoanticossos contra RF.

Variable dependent: tHcy.

Variable independent: folat plasmatic

Ajustat per les variables confusores: Cbl plasmatica, genotip 677TT MTHFR,

creatinina plasmatica, génere i edat.

Model 3. Estudi de I'associaci6 entre la titulacié d’autoanticossos contra RF i tHcy.
Variable dependent: tHcy.

Variable independent: titulacié d’autoanticossos contra RF

Ajustat per les variables confusores: Cbl plasmatica, genotip 677TT MTHFR,

creatinina plasmatica, génere i edat.

Amb I’analisi de regressi6 logistica maltiple es va determinar el risc [odds ratio (OR)]
de tenir autoanticossos contra RF entre els consumidors en cada quintil de consum de
llet comparat amb el quintil més baix. | també es va determinar la OR de tenir
autoanticossos contra RF al quintil més alt de consum de llet comparat amb la resta
de la poblacié. Els models de regressio logistica maltiple a part de ser ajustats per edat
i genere, també es van ajustar per altres factors confusors potencialment importants
per la produccié d’autoanticossos contra RF. Les infeccions agudes comunes
inevitablement presents a diferents fases en una mostra poblacional d’edats variables
recollides al llarg de I'any pot haver afectat temporalment la integritat gastrointestinal.
Per aquesta rad es van ajustar els models de regressi6 logfstica maultiple per
concentraci6 de CRP > 10 mg/mL (indicatiu de la presencia d’inflamacié activa)
respecte una concentracié6 de CRP < 10 mg/mL. La N-homocisteinilizacié de residus
de lisina en preséncia de HTL, associada amb tHcy alta podria desencadenar la
produccié d’autoanticossos contra RF.?*' Vam ajustar per tenir tHcy alta [ > Py, (tHcy
> 13.8umol/L)] respecte la resta de la poblacié. El nivell de significaci6 utilitzat és de
p<0.05.
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5. Resultats

La prevalenca d’individus portadors d’autoanticossos contra RF en la poblacié
estudiada és d’un 7.2%, amb una titulaci6 mitjana (DE) de 0.3 (0.27) pmol RF
blocat/mL de plasma (entre els portadors). Els habits d’estil de vida i dietétics i, I'estat
nutricional en folats i vitamines B involucrades en la regulaci6 de la tHcy estan

resumides pels portadors i no portadors d’autoanticossos contra RF a la TAULA 6.

TAULA 6. Caracteristiques dels habits d’estil de vida i dietétics i, estat en vitamines en no

portadors i portadors d’autoanticossos contra receptors de folat.

N (%)

Genere masculi, n (%) [n]

Edat (anys), mitjana (DE') [n]

Genotip 677TT MTHFR, n (%) [n]

Fumadors, n (%) [n]

Consumidors d’alcohol, n (%) [n]

IMC?(Kg/m?), mitjana (DE) [n]

Cbl? plasmatica (pmol/L) mitjana (DE) [n]

Folat plasmatic (nmol/L), mitjana (DE) [n]

Folat eritrocitari (nmol/L), mitjana (DE) [n]
tHcy4 (umol/L), mitjana (DE) [n]

Titulaci6® (pmol RF blocat/mL), mitjana (DE) [n]
CRP >10mg/L, n (%) [n]

Us de vitamines B, n (%) [n]

Consum de cereals d’esmorzar, n (%) [n]
Ingesta de llet (g/dia), mitjana (DE) [n]

Ingesta productes lactics (g/dia), mitjana (DE) [n]

Quintil alt d’ingesta de llet, n (%) [n]

No portadors
730(92.8)
348 (47.7) [730]
42.9 (15.3) [730]
123 (17.0) [724]
249 (34.3) [727]
303 (42.5) [713]
26.9 (5.0) [718]
373 (149) [724]
13.4 (8.3) [725]
874 (353) [726]
10.1 (3.3) [725]
0 [730]

30 (4.3) [704]
13 (1.8) [730]
49 (7.1) [692]
199 (147) [692]
102 (80) [692]
133 (19.2) [692]

Portadors
57(7.2)
30 (52.6) [57]
43.1(15.4) [57]
10 (17.5) [57]
24 (42.8) [56]
25 (44.6) [56]
27.2(5.3) [57]
353 (110) [57]
13.6 (7.6) [57]
912 (409) [57]
9.8 (2.9) [57]
0.30 (0.27) [57]
3(5.8) [52]
0 [57]

6 (10.5) [57]
255 (199) [57]**
88 (82) [57]
18 (31.6) [57]*

'DE: desviacié estandard, ?IMC: index de massa corporal, 3Cbl: cobalamina, 4tHcy.'
homocisteina plasmatica total en deji, °Titulacié: concentracié d'autoanticossos contra
receptors de folat (pmol RF blocayml), */i-quadirat: més portadors amb ingesta de llet
al quintil més alt respecte a no portadors (p<0.05), **ANOVA: més alt en portadors

que en no portadors (p<0.01).
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La ingesta diaria de llet és significativament més alta entre els portadors
d’autoanticossos respecte els no portadors (TAULA 6). La proporcié de portadors
d’autoanticossos contra RF amb consum de llet al quintil més alt (31%) és

significativament més elevada que en no portadors (18%), p<0.05 (TAULA 6).

L’analisi de regressi6 lineal mudltiple utilitzat per investigar la influencia dels
autoanticossos contra RF sobre I'associaci6 entre I'estat en folats i la tHcy mostrava
que hi havia interacci6 significativa entre la titulacié d’autoanticossos contra RF i el
folat plasmatic en les seves associacions amb la tHcy (p<0.01). Degut a que la relacié
entre el folat plasmatic i tHcy depén de la titulacié d’autoanticossos contra RF
diferents, aquesta associacio es va investigar en models diferents per I'abséncia i la

presencia d’autoanticossos contra RF.

En el model en qué s’incloia només els no portadors d’autoanticossos contra RF, hi
havia una associaci6 inversa significativa entre folat plasmatic i tHcy (Model 1, TAULA
7).

En els portadors d’autoanticossos la magnitud de I'associacié inversa entre folat
plasmatic i tHcy era almenys la meitat que entre els no portadors, perd no era

significativa (Model 2, TAULA 7).

L’augment en una unitat de la titulacié d’autoanticossos contra RF, s’associa amb un
increment en un 22% de tHcy. La prevalenca de individus portadors d’autoanticossos
en aquesta poblaci6 és baixa i, la mitjana de titulacié és de 0.30 pmol RF blocat/mL
de plasma. Com I'increment en 1 pmol RF blocat/mL en aquesta mitjana resulta una
magnitud poc probable, es va calcular I’increment de tHcy a partir de 1 DE (0.27
pmol RF blocat/mL) en la titulaci6 d’autoanticossos. L’increment en 1 DE en la
titulacié d’autoanticossos contra RF, s’associa amb un increment del 5.5% de la tHcy,

pero sense ser significatiu (Model 3, TAULA 7).
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TAULA 7. Resum dels models de regressi6 lineal maltiple.

% canvi en F de
Variables independents
tHcy' Snedecor
No portadors®  Folat plasmatic (1 nmol/L) -0.7%%*
Genotip 677TT MTHFR 19.6%** Fors=48.6¥%  0.28
Cbl plasmatica (50 pmol/L) -2.0%**
Portadors’ Folat plasmatic (1 nmol/L) -0.4
Genotip 677TT MTHFR 17.9 Fosr=3.4% 0.2
Cbl plasmatica (50 pmol/L) -3.0%
Portadors* Increment 1 DE® en la titulacio® 5.5
Genotip 677TT MTHFR 17.9 Fes7=3.9%* 0.24
Cbl plasmatica (50 pmol/L) -3.5%

"tHcy: homocisteina plasmatica total en dejd, ?No portadors d'autoanticossos contra receptors de
folat (RF): model ajustat per génere, edat, cobalamina plasmatica i creatinina sérica, *Portadors
d'autoanticossos contra RF: model ajustat per génere, edat, cobalamina plasmatica i creatinina
sérica, *Portadors d'autoanticossos contra RF: model ajustat per génere, edat, cobalamina
plasmatica, creatinina sérica i titulacié d'autoanticossos contra RF, SDE: desviacié estandard,
¢Titulacié: concentracié d'autoanticossos contra RF (pmol RF blocat/ml), *p<0.05, **p<0.01,

#400.001

El 90% dels participants que van completar el recordatori dietétic de 3 dies (674 de
749 participants), van afirmar ser consumidors de llet. L’analisi de regressi6 logistica
maltiple mostrava que el risc de tenir autoanticossos contra RF augmentava amb
I'increment del quintil d’'ingesta de llet comparat en estar al quintil més baix (FIGURA
25). La OR de ser portador d’autoanticossos contra RF estant al quintil més alt de
ingesta de llet (rang: 307-1247 g/d) comparat amb el quintil més baix (rang: 0-67 g/d)
era de 2.41 (95% IC 1.02, 5.69; p<0.05; tendéncia lineal, p=0.02). Situar-se al quintil
més alt d’'ingesta de llet comparat amb la resta de la poblaci6, doblava el risc de tenir
autoanticossos contra RF (OR:2.38 [95% IC 1.28,4.42]; p<0.01). L’associacioé
d’ingesta de Ilet amb la titulacié d’autoanticossos era significativa tant si es tractava de

llet sencera o llet amb menys greix (desnatada/semidesnatada).
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OR’autoanticossos contra RF

1(0-67) 2(69-165)  3(167-220) 4 (221-300) 5 (307-1247)
Quintil (rang en g/dia de ingesta diaria de llet)

FIGURA 25. Risc de ser portador d’autoanticossos contra receptors de folat en cada quintil
d’ingesta de llet comparat amb el quintil més baix.
("OR: Odds ratio, °REF: quintil de referéncia, >[95% IC: 0.28, 2.37], *[95% IC: 0.41, 2.80],
5[95% IC: 0.58, 3.67], 5[95% IC: 1.02, 5.69], p<0.05])

6. Discussio

La prevalenca d’autoanticossos contra RF és del 7.2% en aquesta mostra
representativa d’'una poblacié d’homes i dones, amb baixa exposicié a la fortificacié
d’aliments amb acid folic. La ingesta més alta de llet estava associada amb un risc

més alt de tenir autoanticossos contra RF.

A Espanya no és obligatori la fortificacié d’aliments amb acid folic. Només un 1.6%
de la poblacié estudiada prenia suplements d’acid folic. Entre els participants adults
de la nostra poblaci6 la freqtiencia de consumidors de cereals d’esmorzar (10.1%) és

inferior al 49.8% publicat en un estudi de nens i adults joves espanyols.'*?

Tot i que l'estat en folats és similar entre portadors i no portadors d’autoanticossos
contra RF, el folat plasmatic i la titulacié d’aquests autoanticossos interactuaven en les
seves associacions amb la tHcy. Aixo indica que I'associacio del folat sobre la tHcy és

diferent a concentracions diferents de titulacié d’autoanticossos contra RF, per tant, la
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seva presencia interfereix amb l'efecte del folat sobre la tHcy. Si el bloqueig del
transport de folat a nivell de RF no és suficientment compensat per un altre
mecanisme de transport, aix0 podria afectar la biodisponibilitat del folat per la
remetilacio de la Hcy amb el resultat d’un increment en la tHcy. La reduccié mitjana
en tHcy associada amb I'increment de folat plasmatic era menor en portadors que en
no portadors d’autoanticossos contra RF i no significatiu. El increment en la titulacié
d’autoanticossos contra RF estava associada amb I'augment de la tHcy, tot i que no
era significativa. Degut al nimero petit de portadors d’autoanticossos a la nostra
poblacio, és possible que no tinguéssim suficient poténcia estadistica per trobar una

associacio significativa.

La mitjana de la titulaci6 d’autoanticossos contra RF és considerablement més baixa
que les titulacions previament publicades que han estat associades amb condicions
patologiques de I'embaras®® o el desenvolupament neuronal a la infantesa.?**2%%215218
L’estat en folat era pitjor entre mares de nens amb FLP portadores (tHcy: 12.0 umol/L,
folat seric: 13.0 nmol/L) que en no portadores (tHcy: 10.4 umol/L, folat seric: 22.0
nmol/L) d’autoanticossos contra RF.2'" Nosaltres no hem observat cap diferéncia en
I'estat en folat entre portadors i no portadors d’autoanticossos contra RF utilitzant
I'analisi bivariat. Hi ha la possibilitat que la preséncia d’autoanticossos contra RF pot
només ser important en situacions / organs amb una alta expressi6 de RF degut als
elevats requeriments, com és el cas del desenvolupament embrionari. Sota algunes
circumstancies normals els requeriments en folat podrien trobar altres rutes de
transport de folat, com és el cas del RFC que s’expressa de forma constitutiva a
gairebé tots els tipus cel- lulars,** o el sistema PCFT'* descrit recentment en teixits
més especifics. Sembla que en la poblacié general, aquestes rutes sén suficients per
contrarestar |'efecte del bloqueig del transport de folat a nivell de RF i a baixes
titulacions d’autoanticossos contra RF.

Ramaekers i els seus col- laboradors (2008)%%

van proposar que I'exposici6 repetida
al tracte digestiu de RF de llet bovina podria resultar en la produccié d’autoanticossos
contra RF. El 90% de la nostra poblacié van afirmar ser consumidors de llet a un

nivell semblant a la poblaci6 americana®’ pero inferior a la d’altres poblacions
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europees.”' Els nostres resultats mostren que els consumidors d’entre 307-1247 g/d
de llet, independentment de que es tracti de llet sencera o amb menys greix
(desnatada/semidesnatada), tenen el doble de risc de ser portadors d’autoanticossos
contra RF comparat amb la resta de la poblacié. Com el consum de llet és extensa en
la nostra poblacié perd només una petita minoria tenen autoanticossos contra RF,
quantitats majors de llet consumida sén necessaries per produir aquests
autoanticossos o altres factors desconeguts que contibueixin a la produccié d’aquesta
resposta immune. La llet bovina és rica en FBP.? Préviament ha estat proposat que un
sistema immune gastrointestinal podria tenir un paper important en la produccioé
d’autoanticossos contra RF associat amb la ingesta de llet en nens.”®® Les plaques de
Peyer, que formen una important part del sistema immune de la mucosa
gastrointestinal, son riques en cel- lules immunitaries. Els possibles antigens
alimentaris transportats des del lumen de I'intesti per les cel- lules M s6n presentats al
sistema immune en aquest punt. La tolerancia a aquests és conferit per cel- lules
dendritiques especialitzades i cel- lules T reguladores. A més a més, la secreci6 de
IgA proporciona una protecci6 addicional contra antigens dietétics.”*”**> Qualsevol
anomalia en la inducci6 de la tolerancia durant la infancia temprana degut a infeccio,
inflamacié o factors genétics podria potenciar la resposta immune que podria estar
estimulat per I'exposicioé repetida del antigen a la vida adulta. Aixd sembla factible ja
que préviament ha estat observada la resposta immune d’autoanticossos contra RF des
de nens de 1 any fins a adults joves de 16-19 anys*® La baixa titulacio
d’autoanticossos contra RF en la majoria dels casos pot no ser patologic. Pero, la
titulaci6 d’autoanticossos a la sang probablement reflecteix només una fraccié del
anticos ja que la majoria és segrestat a teixits que expressen aquest receptor de

membrana.

Una resposta immune a nous antigens provocat per la homocisteinilitzacié de residus
de lisina del RF en presencia de HTL ha estat proposat com un possible mecanisme
pel qual els autoanticossos contra RF podrien poduir-se.??*??' La HTL constitueix fins
un 0.28% de la tHcy® i la N-homocisteinilitzacié pot produir-se inclas a
concentracions de HTL tant baixes com 10 nmol/L.”*® No shan mesurat les

concentracions de HTL en la nostra poblacié. Perd en la nostra poblacié sembla poc
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probable aquesta causa de produccié d’autoanticossos contra RF ja que no s'observen
diferencies en les concentracions mitjanes de tHcy entre portadors i no portadors
d’autoanticossos. El rang de tHcy en cadascun d’aquests grups era: 5.8-20.3 umol/L i
4.4-33.8 umol/L, respectivament. A més a més, estant al decil més alt de tHcy no

incrementava el risc de producci6 d’autoanticossos contra RF.

Es conclou que tant homes com dones adults entre 18-75 anys poden produir
autoanticossos contra RF. A baixes concentracions aquests autoanticossos no afecten
I'estat nutricional en folats. No obstant, en preséncia d’autoanticossos hi ha tendéncia
a incrementar la tHcy. El consum elevat de llet és un factor de risc per la produccioé

d’autoanticossos contra RF.
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CAPITOL 3

AUTOANTICOSS0OS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT DURANT LA PRECONCEPCIO |
DURANT L’ EMBARAS

1. Introduccio

Els folats juguen un paper important en la reproduccié humana.”**” La
biodisponibilitat fisiologica adequada en folats resulta vital durant el perfode critic de
divisi6 intensa cel- lular que es produeix a la concepci6 i a les primeres etapes de la
gestaci6. Nivells suboptims en folats han estat associats amb anomalies
periconcepcionals com els DTN.2%%8%9 E| paper dels folats en altres processos

anomals de la periconcepci6 encara és desconegut.

Aproximadament un 25% d’embarassos no séon detectats clinicament degut a AE

O els quals passen inadvertits per la mateixa dona. | un 12% dels

primerencs,?®
diagnosticats acaben en AE.*®" La subfertilitat, definida com la probabilitat més baixa
del normal de concepci6 durant un cicle menstrual®®? és una altra complicacio
associada als estadis més primerencs de la concepci6 i del desenvolupament huma.
La temporalitat i la dificultat en la deteccié d’aquests dos tipus de complicacions,
complica la investigacio de les seves etiologies, especialment quan es produeixen per

primera vegada.

La importancia de I’estat en folats als diferents periodes del desenvolupament tempra
ha estat definit en diversos treballs. L’aportacié insuficient en folats durant la fase de
divisi6 cel- lular exponencial que es produeix després de la fecundaci6, ha estat

3

associada amb implantaci6 i viabilitat embrionaria afectades,”® un increment del

procés d’apoptosi de les cel- lules citotrofoblastiques humanes®* i risc d’AE.®°
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Da Costa i els seus col- laboradors al 2003 demostraven el important paper dels RF
materns durant les primeres etapes del desenvolupament embrionari en rata.*' El
mateix grup, proposava que el bloqueig del lloc especific d’uni6 pels folats d’aquests,
podria tenir un efecte en els primers processos de la reproduccié en rata. El bloqueig
dels RF per autoanticossos ha estat proposat com possible causa etioldgica de
DTN.2%211220 Gj | bloqueig per autoanticossos dels RF succeis després de la
fecundacié, podria impedir el transport de folat de mare a embrié. La conseqiiencia
seria l'alteraci6 de quantitat de vitamina disponible per les primeres divisions
cel- lulars i la formaci6é de les tres fulles embrionaries (ectoderm, endoderm i

mesoderm) a partir de les quals en deriven els diferents tipus de teixits i organs,®

durant el periode critic d’embriogenesi.

2. Hipotesi i Objectius particulars

La presencia d’autoanticossos contra RF a la preconcepci6, podria ser la causa d’una
alteracio en la biodisponibilitat de folats durant els primers estadis de divisio6 cel- lular
i ’embriogenesi. Aquest bloqueig pot afectar a la implantacio, o al desenvolupament
dels estadis més primerencs de divisié cel- lular després de la fecundaci6, traduint-se
en subfertilitat. Si aquesta alteracié del transport és produfs al primer trimestre
d’embaras, el desenvolupament de I’embrié viable implantat es veuria afectat

acabant en AE.

Els objectius particulars plantejats en aquest capitol son:
o Determinar la presencia d’autoanticossos contra RF de forma longitudinal a la
fase preconcepcional en dones planificant un embaras.
« Investigar I'associaci6 entre la presencia d’autoanticossos contra RF i la
subfertilitat.
o Investigar I'associaci6 entre la preséncia d’autoanticossos contra RF durant el

primer trimestre d’embaras i AE d’embri6 viable diagnosticat ecograficament.

130



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL,

I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES
Maria Isabel Berrocal Zaragoza
ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

DURANT L'EMBARAS

3. Disseny de [ estudli

Les participants sotmeses a estudi provenen dels dos estudis longitudinals sobre

embaras (PreC i NUTCIR). La FIGURA 26 resumeix de quin estudi provenen els casos i

controls seleccionats per I'estudi de la subfertilitat i per I'AE.

Estudi PreC

159 dones no embarassades

Preconcepcié

Estudi NUTCIR

reclutades
< 12 setmanes de
gestaci6 326 dones embarassades
reclutades
CEE CEEl\
10 excloses? 17 casos 100 dones 213 dones 110 excloses?
32 abandonen subfertilitat embarassades embarassades 3 abandonen
94 embarassos I 6 casos d’'AE l I 19 casos d’'AE I 194 embarassos
sense compl. sense compl.
¢ 25 casos
d'AE
25 controls 25 controls 18 controls
subfertilitat d’'AE d’'AE
T 43 controls T
d’'AE

FIGURA 26. Diagrama de reclutament de casos / controls per subfertilitat i per avortament
espontani a partir dels Estudis PreC i NUTCIR.

(CEE: confirmacié d embaras per ecografia, compl.: complicacions, *Subfertilitat: abséncia de
concepcio durant 12 o més cicles menstruals, AE: avortament espontani, *veure criteris
d'exclusié a la pagina 67, veure criteris d'exclusié a la pagina 70. A l'apartat de Material i
Metodologia s’han exposat les técniques utilitzades per les diferents determinacions
biologiques)
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Casos i controls per subfertilitat

Tant casos com controls per subfertilitat, provenen de I’estudi PreC (FIGURA 26).
S'identifiquen els casos de subfertilitat com aquelles participants que després de 4
repeticions de la visita preconcepcional (4 extraccions sangufnies a la preconcepci6)
no es van quedar embarassades, i que van confirmar no estar embarassades quan es
va contactar amb elles per programar una quarta extracci6 sanguinia
preconcepcional (en total, després de 12 cicles menstruals intentat quedar-se
embarassades). Es van detectar 17 casos de subfertilitat. Aquests casos de subfertilitat,
s’han aparellat amb 25 controls, que havien tingut un embaras amb eéxit, després de
proporcionar una mostra sanguinia preconcepcional. D’aquests controls, a més a
més, es compta amb les mostres sanguinies recollides als tres trimestres de I’embaras

(setmanes 8, 20 i 32), amb una mostra del moment del part i de la vena del cordé.

Casos i controls per AE

En aquest grup es van incloure participants tant de I’Estudi PreC com del NUTCIR
(FIGURA 26). El moment de recollida de la mostra sanguinia difereix en els dos estudis.
A les 8 setmanes de gestaci6 al PreC i, entre les 8 i 12 setmanes en el cas del
NUTCIR. En 4 dels 19 casos provinents del NUTCIR, també es compta amb una
mostra sangufnia corresponent a les 15 setmanes de gestaci6, doncs encara no havien
avortat en aquest punt. En total, es van detectar 25 casos d’AE, 6 procedents del PreC
i 19 del NUTCIR. Aquests casos, han estat aparellats amb 43 controls que havien
tingut un embaras sense complicacions. Els 43 controls provenien: 25 del PreC (els
mateixos que han estat utilitzats per comparar amb els casos de subfertilitat) i, 18 del

NUTCIR que van ser aparellats amb els 19 casos d’AE del mateix estudi.

Tant per subfertilitat com per AE, casos i controls van ser aparellats per paritat, edat,
IMC i habit tabaquic.

Suplementacié amb acid folic
Cap de les participants de I’Estudi PreC prenien suplements d’acid folic durant la fase
preconcepcional ja que aquest es va portar a terme abans d'adoptar-se les

recomanacions actuals a Espanya sobre suplementaci6 periconcepcionals amb acid
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folic.”" A més a més, a Espanya la farina no esta fortificada amb acid folic. A I’Estudi
NUTCIR, a les dones que no prenien suplements amb acid folic abans de la primera
visita antenatal, I'obstetra els en prescrivia fins al final del primer trimestre d’embaras
seguint les recomanacions actuals de la Sociedad Esparola de Ginecologia y

Obstetricia (SEGO) i del Sistema Nacional de Salud a Espanya.”®®

4. Analisi estadistica

Els resultats de les variables quantitatives s’expressen com a mitjana i DE. La
frequiencia d’incidéencia d’autoanticossos contra RF, els habits tabaquics i I'Gs de
contraceptius orals (variables dicotomiques) entre casos i controls per subfertilitat i
per AE van ser comparades utilitzant la prova de la ji-quadrat. La mitjana d’edat i IMC
es van comparar entre casos i controls utilitzant ’ANOVA. La variable de tHcy va ser
log-transformada per tal de normalitzar la seva distribuci6 i poder aplicar proves

parametriques.

L’analisi de regressi6 logistica, es va utilitzar per estimar la OR de patir subfertilitat
entre les portadores d’autoanticossos contra RF comparat amb no portadores. El
model va ser ajustat pels factors confusors que influeixen en la fertilitat de la mare:

edat, habit de fumar, IMC i tHcy. El nivell de significacié acceptat va ser de p<0.05.

5. Resultats

Les caracteristiques basals de les participants estan resumides a la TAULA 8. No hi ha
diferencies significatives entre casos i controls per subfertilitat. Quatre casos del grup
d’AE eren més grans (30-40 anys d’edat), fet que incrementava la mitjana d’edat del

grup. Excloent aquestes del grup, els resultats i les conclusions no es veien afectades.

Entre el grup de subfertilitat, es va disposar d’un total de 83 mostres separades entre
elles de 10 a 12 setmanes, i 104 mostres provinents dels controls. En 18 de les 83
mostres dels casos de subfertilitat, es van detectar titulacions positives per

autoanticossos contra RF comparat amb 1 d’entre les 104 mostres analitzades dels
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controls (p<0.001). Almenys una lectura positiva per autoanticossos contra RF del
total de mostres avaluades de cada participant, es va observar en un 29.4% (5/17)
[mitjana (DE) titulacié: 0.88 pmol RF blocat/mL plasma (0.39)] de casos de
subfertilitat comparat amb el 4% (1/25) [titulaci6: 0.19 pmol RF blocat/mL plasmal

del grup control.

TAULA 8. Caracteristiques basals dels casos i controls per subfertilitat i per avortament

espontani.
Subfertilitat Avortament Espontani
Visita preconcepcional Primera visita antenal
Casos Controls Casos Controls
N 17 25 25 43
Edat (anys), mitjana (DE") 30.5 (3.1) 29.3 (2.5) 32.6 (4.0)* 30.7 (3.3)
IMC? (Kg/m?), mitjana (DE) 23.8(3.8) 22.9 (2.4) 22.9(2.5) 22.8(2.1)
Fumadores, n (%) 7 (41.0) 7 (28.0) 5(28.0) 9 (21.0)
Consum CO?, n (%) 4(28.6) 9 (37.5) ND* ND
tHcy® (umol/L), mitjana (DE) [n]® 8.0 (3.1) [15] 8.5 (2.0) [24] 7.7 (3.00[21]  6.8(1.7) [42]

" DE: desviacié estandard, ?IMC: index de massa corporal, >*CO: Gs d'anticoncepctius orals 6 mesos previs a
quedar-se embarassada, *ND: no disponibilitat de dades, *Homocisteina plasmatica total en deja en
subfertilitat: de cada participant es va calcular la mitjana de totes les visites preconcepcionals;
homocisteina plasmatica total en deja en avortament espontani: primera visita antenatal (7.5-12 setmanes
de gestacio), *nombre de mostres disponibles, YANOVA, més grans que els controls (p<0.05).

Ajustant per edat, habit de fumar, IMC i tHcy, el risc de patir subfertilitat era 12
vegades superior en dones amb autoanticossos comparat amb les que no els

presentaven [OR 12 (95% IC: 1.9, 129.6); p<0.05].

Les titulacions d’autoanticossos de les diferents mostres sanguinies de les 6 dones
positives per autoanticossos, presenten fluctuacions (TAULA 9). El temps transcorregut
entre cada mostra de cada participant és de 12 setmanes. En aquestes 6 participants
vam observar entre 1 i 3 vegades valors de titulacions d’autoanticossos per sota del

[fmit de detecci6 (0.1 pmol RF blocat/mL) durant el temps que van ser controlades. La
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resta de dones presentaven lectures negatives per autoanticossos en totes les seves
mostres (fins a 7 mostres cadascuna, recollides a una distancia entre elles de 12

setmanes).

Entre els 17 casos de subfertilitat, 5 van aconseguir quedar-se embarassades entre 12-
19 mesos després d’intentar-ho. Entre aquests 5 casos, només un era positiu per
autoanticossos contra RF, i va aconseguir un embaras després de 19 mesos de
intentar-ho, i del que va néixer un nadé a terme amb un pes entre els percentils 25 i

50 pel seu génere i edat gestacional (cas 2, TAULA 9).

No es van detectar autoanticossos contra RF en cap de les participants del grup de

casos d’AE.

TAULA 9. Resum de titulacions d’autoanticossos contra receptors de folat en dones amb
titulacions positives en almenys una ocasié

Preconcepcio Embaras Part
. . . . a
Visites preconcepcionals Trimestres
4 5) 6
1" mM? 0413 053 o* 046 0 045 048
2 093 0 118 121 123 1.27 121 125 123 1.37 1.32
3 0 0 0 048
4 0 0 0 0 022 0
5 0 0.63 0 M
6 0.19 0

71,2345 (casos de subfertilitat), 6 (control), °’M: mostra insuficient, 3pmo/ FR blocat/mlL de plasma, *valor per
sota del limit detectable.

6. Discussio

Aquest estudi demostra una associacié entre la preséncia d’autoanticossos capagos de
blocar el RF i la subfertilitat. Aproximadament un 30% dels casos de subfertilitat no
son explicats per les causes convencionals descrites a la literatura com per exemple

I’endometriosi, un defecte tubaric, abséncia I'ovulacié o anomalies genétiques entre
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daltres.”®?*” En aquesta mostra de dones espanyoles sanes en edat fertil s’observa
que tenir autoanticossos contra RF que bloquen el transport de folats a nivell de RF és
un factor de risc significatiu per subfertilitat. L’arribada de folat a la cel- lula és

especialment important en processos reproductius.'®

L'alteraci6 en aquest
mecanisme podria afectar la sintesi i reparacié de I’ADN, I’apoptosis i desencadenar
els mecanismes d’estrées oxidatiu. Les espécies d’oxigen altament reactives tenen
funcions importants en el tracte reproductiu femeni com la maduracié d’oocits, perd
un increment en la producci6 d’aquestes espécies tenen una influéncia sobre el
desenvolupament embrionari a partir de la modificacié de I'expressié genica dels
gens implicats. Aquestes espécies d’oxigen han estat relacionades amb alteracions en
el procés de fecundacié de l'oocit i en el procés d’implantacio.”®®? Per tant, la
inhibicié de I'arribada de suficient folat, podria afectar la qualitat de les gametes, la
implantacio, el desenvolupament embrionari i el manteniment de I’embaras. També
ha estat descrit I’efecte de la hipometilacié de I’ADN sobre I’expressio del gen Cyp19
a les cel- lules de la granulosa, el qual desenvolupa una important funcié en la sintesi

d’estrogen durant el desenvolupament fol- licular.””°

La importancia dels RF en assolir una gestacié a terme quan la funcié del RF esta
alterada ha estat descrita anteriorment en rates.?'® Autoanticossos materns contra RF,
han estat associats amb els DTN, anomalies derivades de problemes del
desenvolupament durant les primeres etapes de I’embaras.’® Les formes de folat
reduit son essencials durant el periode embrionari preimplantacional.’®® En el cas de
la subfertilitat, I’estat en folat adequat durant la fase de rapida divisi6 cel- lular
després de la fecundacio, podria afavorir la viabilitat de I’embri6 i la implantacié o el

manteniment de I’embaras.2321°

En un dels casos de subfertilitat, de sis mostres preconcepcionals analitzades, només
en una no es va detectar autoanticossos contra RF. En la resta varen presentar
titulacions en autoanticossos molt altes (cas 2 de la TAULA 9). Aquesta participant
després de 19 mesos va quedar-se embarassada i va tenir un nad6 a terme amb un
pes neonatal entre P, .. Les tres mostres de I’embaras, la mostra del treball de part i

la del cord6 eren també positives per autoanticossos contra RF, i amb titulacions
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d’autoanticossos contra RF molt similars a les preconcepcionals. Aixo indicaria que
els canvis fisiologics que succeeixen durant I’embaras no afecten a la preséncia

d’autoanticossos contra RF.

Aquest és el primer estudi que investiga la preséncia d’autoanticossos contra RF en
mostres repetides recollides longitudinalment durant la preconcepcié i 'embaras, i a
intervals relativament curts. S’ha detectat la preséncia d’autoanticossos contra RF tant
abans com durant I’embaras, i s’ha observat que en alguns casos les titulacions
disminuien a nivells per sota del [imit de detecci6. Un artefacte en les condicions de
detecci6 d’autoanticossos contra RF seria poc probable, ja que totes les mostres de la
mateixa participant han estat analitzades dins la mateixa tanda de mostres, tal com
s’ha exposat en el CAPITOL 1. A més, cada tanda de mostres es llegia amb controls
interns, de mostres positives i negatives per autoanticossos. S’ha observat una
fluctuacié en la titulaci6 d’autoanticossos quan la titulaci6 és baixa en altres
condicions autoimmunes, com per exemple la diabetis mellitus autoimmune o de

tipus |.271,272

Ha estat observat el caracter transitiu d’aquests autoanticossos en un estudi
d’intervenci6 anterior.”® Els autors proposaven com a possibles responsables de la
generaci6 d’aquests autoanticossos contra RF, els RF solubles presents a la llet, i per
tant un efecte a nivell de la barrera immunologica del tracte gastrointestinal podria ser
la possible ruta d’exposicié de I’antigen (RF soluble de llet de vaca) responsable de la
producci6 d’autoanticossos contra RF. En aquest estudi (PreC), no es va registrar la

ingesta de llet.

No s’ha detectat la preséncia d’autoanticossos contra RF en mostres recollides abans
del AE en cap de les participants que van patir aquesta complicacié d'embaras.
Aquests resultats contrasten amb els d’un treball anterior,””* on les dones portadores
d’autoanticossos contra RF tenien almenys 3 vegades més probabilitat de patir un AE
que les dones que no els tenien. Tot i que nosaltres tenim un menor nimero de casos
d’AE, la diferéncia fonamental entre els dos estudis és el moment de recollida de les

mostres. En el treball de Neuman i els seus col- laboradors,?'? la mostra de sang era
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recollida quan la dona ja no estava embarassada, després d’avortar. Nosaltres
comptem amb mostres a la preconcepci6 i/o durant I’embaras, perd sempre abans de
patir I’AE. Si la preséncia d’autoanticossos contra RF fluctua al llarg del temps, seria
possible que en el moment en qué s’ha avaluat la seva preséncia no estiguessin
presents. Tot i aixi, el no haver-los detectat abans de I’AE suggereix que
probablement no siguin la causa més probable d’AE en el nostre estudi. Cap dels
dissenys dels estudis dels que provenen les mostres (PreC i NUTCIR), va contemplar
la recollida de mostra de sang després de I’AE, per aquesta rad no és possible
I"avaluacié de la preséncia d’autoanticossos després del succés. S’ha proposat que
I’aparici6é d’autoanticossos contra RF podrien ser produits com a resultat de I’AE més
que com una possible causa.?”® L'exposici6 a epitops generats per la proteolisi de
teixits reproductius podria ser la desencadenant de la producci6 d’aquests

autoanticossos contra RF.

Una limitaci6é del nostre estudi ha estat el moment de recollida de les mostres en
referéncia als AE. Les mostres provinents de I’estudi PreC, van ser recollides a les 8
setmanes gestacionals, mentre que les del NUTCIR, entre les 8 i 12 setmanes. Pel
disseny d’aquests estudis els AE anteriors a aquestes setmanes gestacionals no s’han
detectat. | per tant, la possible relaci6 amb la preséncia d’autoanticossos es perdi a
més avancades setmanes de gestacié. Els resultats obtinguts tant entre el grup de
subfertilitat com entre els d’AE, podria ser indicatiu de que I’efecte de la preséncia
d’autoanticossos contra RF, es limita a les etapes periconcepcionals, probablement
molt més sensible a la preséncia d’aquests. Les maltiples causes d’AE, reduirien la
possibilitat de determinar en el nostre estudi el paper dels autoanticossos contra RF en
aquesta complicacié de I’embaras. S’hauria d’explorar en un estudi aquesta hipotesi
amb I'objectiu d’investigar autoanticossos contra RF com a causa d’AE amb suficient

poteéncia estadistica.

Les mesures preventives de la suplementacié amb acid folic han tingut éxit en la
reducci6 de la incidéncia®® i en la recurréncia® de DTN. La forma oxidada de folat, té
una alta afinitat pel RF. Si I’afinitat de I’acid folic pel RF és major que la de

I"autoanticdos blocant, I'acid folic podria ser capa¢ de desplacar aquests
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autoanticossos que estarien blocant el lloc especific d’unié del RF. Aquest seria un
possible mecanisme pel qual la suplementacié amb acid folic podria protegir contra
DTN?* i altres complicacions del desenvolupament embrionari en portadores
d’autoanticossos contra RF. De la mateixa manera doncs, I’acid folic provinent de la
suplementacié preconcepcional podria tenir un efecte positiu en casos de subfertilitat

en preséncia d’autoanticossos contra RF.
Es requereix investigar més sobre la naturalesa de I’associaci6 entre els autoanticossos

contra RF i la subfertilitat i, els beneficis potencials de I’Gs de supressors immunes,

corticosteroides i altes dosis d’acid folic en aquest desordre.
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CAPITOL 4

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT EN COMPLICACIONS DE
L’ EMBARAS

1. Introduccio
El resultat final de I'embaras ve determinat per mltiples factors, tant genétics com
ambientals d’origen matern i fetal. A part de les maltiples complicacions de I'embaras

%7 el pes al néixer ha suscitat interes, per les

relacionades amb el déficit el folats,
possibles conseqiiencies que pot tenir sobre la mortalitat perinatal i la morbilitat
neonatal. Un pes adequat al néixer, és el resultat d’haver assolit un potencial de
creixement /n utero adient per la constitucié genética del nounat, que permetra la
bona adaptaci6 del nounat al periode neonatal i durant la infancia.”’? S’ha suggerit
que el pes baix al néixer és el desencadenant de diferents patologies croniques com
per exemple malaltia cardiovascular i hipertensioé durant la vida adulta, responsables

d’una elevada morbimortalitat en la nostra societat.?’#275276

Quan un fetus no assoleix el seu potencial de creixement per I'edat gestacional es
tracta d’un creixement intrauterf retardat (CIR).””” El diagnostic de CIR és un pes de
naixement per sota del P,, de les corbes de creixement fetal segons el seu génere i
I'edat gestacional,””® tot i que hi ha autors que els classifiquen més estrictament per
sota del P,”” o d'altres per sota del P,5.”° La seva etiopatogenia és molt heterogenia.
S’identifiquen diversos factors materns (habit tabaquic, drogoaddiccié, consum
d’alcohol i de cafeina, diversos components vasculars que redueixen el flux sanguini),
fetals (cromosomopaties i altres defectes geneétics) i, placentaris (vasculopatia
placentaria) entre d'altres.”” L’estat nutricional de la mare és important durant el
progrés de I'embaras tant per les necessitats de la propia gestant com pel fetus en
desenvolupament.”® La demanda de nutrients per part del fetus és satisfeta per la

transferéncia d’aquests a través de la placenta. Si bé és important un bon estat

743



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

nutricional en folats per part de la mare, el correcte transport a través de la placenta
sera determinant pel desenvolupament de I'embaras. El fetus pot regular el transport
placentari de nutrients a través de la despesa cardfaca fetal i el grau de utilitzacié dels

21 El transport placentari materno-fetal del folat es produeix en dos

nutrients.
passos.?®? Primer es produeix una captaci6 del 5-MTHF circulant al costat matern per
unié als RF. En contra de gradient aquest folat s’anira acumulant a I'espai intervellés
triplicant la seva concentraci6 respecte a la circulacié materna. Aquest folat acumulat
s'alliberara passivament a la circulacié fetal a favor de gradient. Aquest mecanisme
assegura la minima influéncia de les fluctuacions en les ingestes de folats per part de
la mare. També han estat descrites concentracions elevades a I'espai intervell6s de
Cbl, vitamina intimament relacionada amb la funcié dels folats com a cofactor en la
transferencia de grups metil per la remetilaci6 de la Hcy,>® seguint un patr6

d’acumulacié molt semblant al dels folats.?3?

Ha estat descrita I'associaci6é de concentracions baixes de folat plasmatic matern a les

28 i a les 30 setmanes de gestaci6 amb baix pes al néixer (nad6 amb pes <2500g)*** i

amb CIR (<P,; per la seva edat gestacional),””?

respectivament. Concentracions de
tHcy (com a biomarcador de I'estat en folats) al tercil més alt a les 8 setmanes de
gestacio i al treball de part, s’han relacionat amb un augment de risc de tres i quatre
vegades) respectivament, de tenir un nadé amb un pes al tercil més baix de la
224

poblacié estudiada (< 3120 g).

La preséncia d’autoanticossos contra RF entre les 15 i les 18 setmanes de gestaci6, ha

estat relacionada amb el risc de DTN.22°

2. Hipotesi i Objectius particulars

La presencia d'autoanticossos contra RF podrien interferir amb el procés
d’acumulacié de folats a la placenta. Aquest bloqueig podria perjudicar I'estat en
folats al cord6 amb la subsequent alteracié del desenvolupament del fetus i per tant

de la corba normal de creixement del nounat.
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Els objectius particulars plantejats en aquest capitol sén:

o Investigar I'efecte de la preséncia d’autoanticossos contra RF en qualsevol
moment de I'embaras sobre l'estat en folats de la mare i la preséncia
d’autoanticossos contra RF al cord6 sobre I'estat en folats al cordé.

o Investigar la consequiéncia de la preséncia d’autoanticossos contra RF en

qualsevol moment de I'embaras i al cordd, sobre el pes de naixement.

3. Disseny de [ estudi

La mostra que conforma aquest estudi consta de 189 voluntaries procedents de
I’Estudi NUTCIR, amb un total de 965 mostres. A la FIGURA 27 es detalla el nimero de
mostres de les que es va disposar en cada punt de 'embaras estudiat, la relaci6 del
namero de determinacions biologiques i de la titulacié d’autoanticossos contra RF. En
25 de les 965 mostres, no va ser possible determinar la titulaci6 d'autoanticossos
contra RF. Les causes foren: alt grau d’hemolisi en 23 mostres (21 de cord6 i 2
maternes), pérdua de volum de mostra en el trasllat de mostres de Reus a SUNY (1

mostra) i error comés en el processament de la técnica del blocking (1 mostra).

Casos de creixement intrauteri retardat (CIR)

Per la identificaci6 dels casos de CIR, es van utilitzar les taules espanyoles de pesos
neonatals segons edat gestacional i sexe, de la Sociedad Espariola de Ginecologia y
Obstetricia. Es defineixen els casos de CIR com aquells nadons amb un pes al néixer

per sota del P, per la seva edat gestacional i sexe.
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D’AUTOANTICOSSOS
DETERMINACIONS
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INFORMACIO HABITS |
TOXICS

FIGURA 27. Resum del nimero de mostres analitzades i dades disponibles de I'Estudi NUTCIR.

(Determinacions biologiques: folat plasmatic, cobalamina plasmatica, homocisteina plasmatica total en deja per totes les mostres i, cotinina
plasmatica per la mostra 1 i el cordo. A l'apartat de Material i Metodologia s’han exposat les técniques utilitzades per les diferents
determinacions biologiques i rangs de classificacio d'exposicio al tabac per la cotinina plasmatica. A I'Annex 2 es reprodueix l'enquesta 1 i 2).
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Suplementacio amb acid folic
A les participants se’ls ha aconsellat la suplementaci6 amb acid folic a I'etapa
periconcepcional segons les recomanacions ministerials espanyoles de suplementacio

[.¥" No obstant, comparat amb altres

amb acid folic a I'etapa periconcepciona
poblacions de paisos industrialitzats, han estat poc exposades a la fortificacio
d’aliments amb acid folic, ja que a Espanya no és obligatori la fortificaci6 amb acid
folic i, en quant a la fortificacié voluntaria a través del consum per exemple de
cereals d'esmorzar encara és poc habitual comparat amb altres paisos

industrialitzats.'?

4. Analisi estadistica

Els resultats de les variables quantitatives s’expressen com a mitjana i DE. Les mitjanes
d’edat i IMC es van comparar mitjancant 'TANOVA, i les distribucions de les variables
qualitatives mitjancant la prova de la Ji-quadrat, entre portadores i no portadores
d’autoanticossos contra RF. En el cas de no tenir una distribucié normal es va aplicar
la log-transformaci6, per tal de normalitzar la distribucié i poder aplicar proves

paramétriques (concretament en el cas de la tHcy).

Amb la prova de la Ji-quadrat, s’ha avaluat la relaci6 entre la planificacié de
I'embaras i el consum de suplements d’acid folic a la preconcepci6. Per corregir per
la variabilitat d’edat gestacional a I'hora de recollir les mostres sangufnies durant
'embaras, vam ajustar els parametres bioquimics (folat plasmatic, Cbl plasmatica i
tHcy) per I'edat gestacional (dies). S’han comparat les concentracions mitjanes de
folat plasmatic, Cbl plasmatica i tHcy entre portadores i no portadores
d’autoanticossos contra RF, en cadascun dels punts estudiats, amb la prova U de

Mann-Whitney degut al baix nimero de portadores d’autoanticossos contra RF.

Es va utilitzar TANOVA de mesures repetides amb correccié post-hoc de Bonferroni,
per explorar I'efecte de ser portadora d’autoanticossos contra RF en algun moment de
'embaras (factor inter-subjecte) sobre les concentracions de folat plasmatic, Cbl

plasmatica i tHcy al llarg de I'embaras (factor intra-subjecte).

147



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

Per investigar I'associacié entre la preseéncia d’autoanticossos contra RF en qualsevol
moment de I'embaras o al cordé i, el pes al moment de néixer o I'estat en folats al

cordé es van ajustar diferents models de regressio lineal maltiple:

Model 1. Estudi de I'associaci6 de la preséncia d’autoanticossos contra RF en
qualsevol moment de la gestaci6 sobre el pes al néixer.

Variable dependent: pes al néixer.

Variable independent: preséncia d’autoanticossos contra RF en algun moment de
I'embaras.

Ajustat per les variables confusores: edat gestacional (setmanes) al moment del part,
genere del fetus, IMC materna, edat materna, concentracié de cotinina plasmatica al
cordd, s regular de ferro durant la gestaci6, consum de suplements d’acid folic al

segon i tercer trimestres d’embaras, concentraci6 de tHcy al treball de part.”**

Model 2. Estudi de I'associaci6 de la preseéncia d’autoanticossos contra RF en
qualsevol moment de la gestaci6 sobre la concentracié de folat plasmatic del cordé.
Variable dependent: folat plasmatic al cordé.

Variable independent: preséncia d’autoanticossos contra RF en algun moment de
I'embaras.

Ajustat per les variables confusores: edat gestacional, cotinina plasmatica al cord6 i

consum de suplements d’acid folic al segon i tercer trimestres d’embaras.

Model 3. Estudi de I'associacio entre I'efecte de la preséncia d’autoanticossos contra
RF en qualsevol moment de la gestacio6 sobre la concentraci6 de tHcy del cordé.
Variable dependent: tHcy al cordé.

Variable independent: preséncia d’autoanticossos contra RF en algun moment de
I'embaras.

Ajustat per les variables confusores: edat gestacional, cotinina plasmatica al cordd,

folat plasmatic al cordé i Cbl plasmatica al cordé.

Model 4. Estudi de I'associaci6 de I'efecte de la preséncia d’autoanticossos contra RF

al cord6 sobre la concentraci6 de folat plasmatic del cordé.
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Variable dependent: folat plasmatic al cordé.
Variable independent: preséncia d’autoanticossos contra RF al cordé.
Ajustat per les variables confusores: edat gestacional, cotinina plasmatica al cordé i

consum d’acid folic al segon i tercer trimestres d’embaras.

L’analisi de regressio logistica multiple ha estat la prova utilitzada per calcular:

- La OR de tenir un pes al néixer < P,; en preséncia d’autoanticossos contra RF en
algun moment de la gestaci6. El model va ser ajustat per les variables edat i IMC de la
mare, cotinina plasmatica al cordd, Us regular de suplements de ferro, tHcy al treball
de part i edat gestacional.

- La OR de tenir autoanticossos contra RF al cordé en presencia d’autoanticossos
contra RF en algun moment de la gestaci6. El model va ser ajustat per edat materna,
cotinina plasmatica al cordé, i edat gestacional.

- La OR de tenir autoanticossos contra RF en algun moment de la gestacié havent
consumit aliments fortificats 6 suplements d’acid folic. El model va ser ajustat per edat
materna, consum de suplements d’acid folic al segon i tercer trimestre d’embaras,

cotinina plasmatica al cordé i edat gestacional.

El nivell de significacié utilitzat és de p<0.05.

5. Resultats

La TAULA 10 resumeix les caracteristiques basals d’habits i estil de vida de les

participants. No hi ha diferéncies significatives entre no portadores i portadores

d’autoanticossos contra RF en les variables comparades.
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DURANT L'EMBARAS

TAULA 10. Caracteristiques generals, d’habits i estil de vida en no portadores i portadores
d’autoanticossos contra receptors de folat en algun moment de I'embaras.

N (%)

Edat’ (anys), mitjana (DE?) [n]
IMC? (kg/m?), mitjana (DE) [n]
Paritat*

No portadores

177 (93.6)
31.4 (4.8) [136]
23.4(3.7) [131]

Portadores

12 (6.3)
32.4 (3.7) [10]
22.6 (1.9)[8]

- Cap fill, n (%) [n] 69 (50.7) [136] 4 (40.0) [10]

- 1fill, n (%) [n] 58 (42.6) [136] 5 (50.0) [10]

- 2 fills, n (%) [n] 9 (6.6) [136] 1(10.0) [10]
Habit tabaquic segons cotinina® mare

- No fumadores, n (%) [n] 115 (73.7) [156] 9(81.8) [11]

- Fumadores passives, n (%) [n] 15 (9.6) [156] 1(9.1) [11]

- Fumadores actives, n (%) [n] 26 (16.7) [156] 1) [11]
Habit tabaquic segons cotinina® cord6

- No fumadores, n (%) [n] 105 (80.8) [130] 7 (77.8) [9]

- Fumadores passives, n (%) [n] 7 (5.4) [130] 2(22.2) 9]

- Fumadores actives, n (%) [n] 18 (13.8) [130] 0 (0.0) [9]
Consum d’alcohol durant I'embaras

- A les 20 setmanes de gestacio, n (%) [n] 31(19.4) [160] 1(8.3) [12)

- A les 32 setmanes de gestacio, n (%) [n] 9 (5.6) [160] 1(8.3) [12]
Consum de substancies toxiques durant I'embaras, n (%) [n] 2(1.3) [160] 0(0.0) [12]
Suplements acid folic a la preconcepcié®, n (%) [n] 52 (34) [153] 4(36.4) [11]
Suplements acid folic al primer trimestre d’embaras, n (%) [n] 148 (92.5) [160] 9 (75.0) [12]
Suplements acid folic segon i tercer trimestre d’embaras, n (%) [n] 34 (21.3) [160] 4(33.0) [12]
Suplements de ferro, n (%) [n] 88 (89.8) [98] 8 (66.7) [12]
Consum habitual de cereals d’esmorzar, n (%) [n] 46 (28.8) [160] 5(41.7) [12]
Us de CO7 abans de I’embaras, n (%) [n] 15 (21.1) [71] 1(12.5) [8]
Activitat fisica®

- Sedentaria, n (%) [n] 58 (37.4) [155] 6 (50) [12]

- Moderadament activa, n (%) [n] (52.3) [155] 4(33.3) [12]

- Molt activa, n (%) [n] 16 (10.3) [155] 2(16.7) [12]

Planificacié de ’embaras, n (%) [n] 120 (77.4) [155] 10(83.3) [12]

"Fdat a la primera extraccié sanguinia (8-12 setmanes de gestacic), >DE: desviacié estandard, *IMC: index
de massa corporal a la primera visita antenatal, *Nimero de fills vius, > Classificacié de les participants en
l'habit tabaquic segons la concentracio de cotinina plasmatica a la primera extraccié sanguinia (8-12
setmanes de gestacio) i al cordé (<5 nmol/L: no fumadora, 5-85 noml/L: fumadora passiva, >85 noml/L:
fumadora activa), *Consum de suplements d’acid folic durant els 3 mesos previs a I'embaras, ”CO: s de
contraceptius orals 6 mesos previs a quedar-se embarassada, ®Classificacié segons l'activitat fisica

realitzada a I'ocupacio laboral i durant el temps de lleure i, la fregiiéncia d'aquesta dltima.

El consum de suplements d'acid folic a la preconcepcié és significativament més
elevat en el grup que van planificar el seu embaras respecte el que no ho van fer
(p<0.001).

150



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

Del total de 940 mostres analitzades, 23 eren positives per autoanticossos contra RF
(2.4%). La TAULA 11 descriu la freqiiencia de mostres positives per autoanticossos en
cadascun dels moments estudiats, la mitjana, el rang i la DE de la titulacio
d’autoanticossos contra RF. Les mostres de cordd, son les que presenten un major
percentatge d’autoanticossos contra RF, seguit per la mostra del treball de part (TAULA
11). Entre les 12 dones portadores d’autoanticossos en algun moment de la seva
gestacié, només una tenia dues mostres amb autoanticossos (mostra de 24-27
setmanes de gestaci6 i mostra del cord6). La prevalenca de portadores
d’autoanticossos contra RF en algun moment de la gestaci6 en la mostra estudiada és
d'un 6.3%.

TAULA 11. Descripci6 de les mostres positives per autoanticossos contra receptors de folat en
cada moment estudiat de I'embaras i al cordé.

Setmanes de gestaci6

15 24-27 el e
de part
Total mostres' 182 156 167 162 153 120
n positius (%2) 3(1.6) 2(1.3) 3(1.8) 1(0.6) 5(3.3) 9(7.5)
Titulacio® mitjana 0.50 0.34 0.44 0.23 0.45 0.45
(rang) (0.29-0.61) (0.32-0.36) (0.20-0.64) - (0.26-0.69)  (0.22-0.75)
[DEY] [0.10] [0.22] [0.13] - [0.82] [0.07]

" Niimero total de mostres analitzades, *Percentatge de mostres positives per autoanticossos contra receptors de
folat, 2 Titulacié: concentracié mitjana d'autoanticossos contra receptors de folat per les mostres positives per
autoanticossos en pmol RF blocay/ml, *DE: desviacié estandard.

La TAULA 12, mostra les caracterfstiques dels embarassos de les portadores i les no
portadores d’autoanticossos contra RF. No s’han detectat diferéncies significatives

entre els dos grups.
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TAULA 12. Caracteristiques dels embarassos en les no portadores i portadores d’autoanticossos
contra receptors de folat en algun moment de I'embaras.

No portadores Portadores
Fetus genere masculi, n (%) [n] 69 (45.4) [152] 6 (54.5) [11]
Edat gestacional (set), mitjana (DE) [n] 38.5(2.7) [147] 39.2 (1.5) [11]
Pes al néixer (g), mitjana (DE) [n] 3136 (478) [152] 3189 (371) [11]
Casos de CIR?, n (%) [n] 14 (9.3) [151] 1(9.1) [11]

T Edlat gestacional del nadé al néixer, en setmanes complertes (set), 2CIR: creixement
intrauterr retardat.

S’han comparat les mitjanes de folat plasmatic, Cbl plasmatica i i tHcy en cadascuna
de les 5 mostres maternes i del cordb, entre no portadores i portadores
d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras (TAULA 13). El folat
plasmatic és significativament més elevat en les portadores que en les no portadores
al primer trimestre d’embaras, i al cordé. La tHcy és significativament inferior al
primer trimestre d’embaras i a les 24-27 i 34 setmanes de gestaci6 en les portadores.
La Cbl plasmatica del cord6 també esta més elevada en les portadores tot i que tan
sols s’aproxima a la significacié6 en la mostra del cordé. La frequéncia d’Gs de
suplements vitaminics no va ser significativament diferent entre els 2 grups, ni a la

preconcepcio ni durant tot I'embaras.
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TAULA 13. Mitjanes de les determinacions biogquimiques en no portadores i portadores d’autoanticossos contra receptors de folat en algun
moment de I'embaras, per les mostres maternes i del cordé.

Setmanes de gestacio

Treball de

8-12 15 24-27 34
part

Folat plasmatic (nmol/L), Np? 31.13 (23.48) 27.19 (15.39) 13.42(9.38) 11.04 (8.95) 10.33(7.16) 23.48(11.36)
mitjana' (DE?) [N]3 [124] 2] [17] [120] [112] [112]
pPs 49.72 (30.26)* 33.22(27.39) 16.27 (15.27) 16.58 (9.52) 15.71(13.14) 38.55 (19.45)*
(8] (7] 91 (7] (8] [9]
Cbl® plasmatica (pmol/L), NP 346 (110) 300 (91) 248 (78) 225 (71) 207 (71) 301 (167)
mitjana (DE) [N] [124] [112] [117] [120] [112] [112]
P 379 (53) 315 (56) 284 (56) 246 (64) 244 (79) 414 (175)
9] (8] [10] (8] [9] [9]
tHey” (umol/L), NP 5.46 (1.14) 4.49 (1.20) 4.74(1.24) 5.43 (1.26) 6.10 (1.31) 4.97 (1.38)
mitjana (DE) [N] [124] [112] [117] [120] [112] [112]
P 4.24 (1.18)** 3.90(0.91) 3.79 (0.64)**  4.33(0.68)** 5.74 (1.81) 4.97 (1.50)
(8] (7] [9] (7] 8] [9]

"mitjana adjustada per edat gestacional al moment de I'extraccio, *DE: desviacié estandard?[Nj: nimero de mostres, *NP: no portadores
d'autoanticossos contra receptors de folat, >P: portadores d'autoanticossos contra receptors de folat en algun moment de 'embaras, °Cbl: cobalamina,

“tHcy: homocisteina plasmatica total en dejd. S'ha utilitzat la proba U de Mann Whitney; diferent entre NP i P: *p<0.05, **p<0.01, Tsaproxima a la
significacié (p=0.053).
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La condici6 imprescindible per poder incloure una participant a TANOVA de mesures
repetides és que s’ha de disposar de totes les mostres maternes. La comparacio6 dels 4
moments de I'embaras (15, 24-27, 34 setmanes de gestacio i treball de part) respecte
la mostra del primer trimestre (8-12 setmanes de gestacié) suposa una pérdua de
poténcia estadistica degut al baix namero de participants (4 portadores i 86 no
portadores) que compleixen aquest requisit. El nivell de significacié d’aquest analisi
esta expressat a la FIGURA 28, on s’han representat les mitjanes de les concentracions
de folat plasmatic, Cbl plasmatica i tHcy en portadores i no portadores descrites a la
TAULA 13. El folat plasmatic, la Cbl plasmatica i la tHcy tenen un comportament

similar en el grup de portadores i de no portadores al llarg de I'embaras.
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FIGURA 28. Representaci6 de les concentracions mitjanes de folat i cobalamina plasmatiques i
homocisteina plasmatica total en deja de les mostres maternes, en portadores i no portadores
d’autoanticossos contra receptors de folat i, nivells de significacié6 de TANOVA de mesures

repetides.

(Nivells de significacio de I'analisi de la variancia de mesures repetides en 4 portadores i 86 no portadores
d'autoanticossos contra RF: *p<0.05 i **¥p<0.001 significativament inferior respecte el primer trimestre,
**<0.01 significativament superior respecte la mostra del primer trimestre)
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Els models de regressi6 lineal estan resumits a la TAULA 14. La preséncia
d’autoanticossos contra RF en qualsevol moment de I'embaras no té efecte significatiu
sobre el pes al néixer, no obstant s’associa amb un increment de 12.3 nmol/L en la
concentraci6 de folat plasmatic del cord6 respecte a no tenir-ne. Ser portadora
d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras tot i que s’associa amb una
reduccié de la concentracié de tHcy al cord6, no és significativa. | la preséncia
d’autoanticossos contra RF al cordd, no s’associa amb la concentracié de folat

plasmatic al cord6.

TAULA 14. Resum dels models de regressio lineal maltiple.

Model Unitats de canvi F de
Variable independent (variable dependent) Snedecor
Model 1!
Preséncia autoanticossos contra RF 16g
) Fose= 4.1%* 0.34
durant 'embaras (pes al néixer)
Model 22
Preséncia autoanticossos contra RF 12.3 nmol/L**
) Foizo=5.5%**  0.12
durant I'embaras (folat plasmatic al cordo)
Model 3°
Presencia autoanticossos contra RF - 4% pmol/L
Fsip = 4.7%% 0.13
durant I'embaras (tHcy al cordo)
Model 4*
Preséncia autoanticossos contra RF 1.7 nmol/L
_ Fotos= 3.6%* 0.09
al cordo (folat plasmatic al cord6)

"Model ajustat per edat gestacional, génere del fetus, index de massa corporal de la mare, edat
materna, concentracié de cotinina plasmatica al cordd, ds regular de ferro durant la gestacio,
consum de suplements d'acid flic al segon i tercer trimestres d'embaras, concentracio de
homocisteina plasmatica total al treball de part, ’Model ajustat per edat gestacional, cotinina
plasmatica al cordé i consum d'acid fdlic al segon i tercer trimestres d'embaras, *Model ajustat
per edat gestacional, cotinina plasmatica al cordo, folat plasmatic al cordé i cobalamina
plasmatica al cords, *Model ajustat per edat gestacional, cotinina plasmatica al cords, consum
d'acid olic al segon i al tercer trimestre d'embaras, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Els resultats dels models de regressi6 logistica, indiquen que la presencia
d’autoanticossos contra RF en qualsevol moment de la gestacié suposa un risc 4.6
vegades major de tenir un nadé amb un pes < P,; OR: 4.6 (95% IC [1.08-19.85];
p<0.05). Ser portadora d’autoanticossos contra RF en algun moment de la gestacié no
s'associa a un augment del risc per presentar aquests autoanticossos al cordo.
Finalment, el consum d’aliments fortificats / suplements d’acid folic durant la gestacio,

no té cap risc sobre la preséncia d’autoanticossos contra RF.

6. Discussio

La presencia d’autoanticossos contra RF en qualsevol moment de I'embaras és d’'un
6.3% i d'un 7.5% al cord6. Recentment hem trobat que un 7.2% d'una mostra
representativa de la poblaci6 adulta de la mateixa zona eren portadors
d’autoanticossos contra RF. En 8/9 mostres de cordd6 amb autoanticossos no s’ha
detectat autoanticossos en la mare. La sang de cordd no esta afectada per
I’hemodilucié, condici6 fisiologica a I'embaras, que tipicament redueix les
concentracions de parametres serics durant I'embaras. No es pot descartar que aixo
podria dificultar la detecci6 d’autoanticossos en algunes mares especialment a

titulacions baixes.

Ser portadora d'autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras no es
relaciona amb el CIR (definit per sota del P,(), pero si que s'observa un risc augmentat
(4.6 vegades) de tenir un nadé amb un pes per sota del P,;. Un pes al néixer inferior
al P,; , tot i no ser clinicament diagnosticat com a patologic, podria indicar el no
assoliment de la poténcia optima de creixement del fetus que correspondria amb la
seva constitucié genetica. L'analisi va ser ajustat per 'IMC matern i altres factors
confusors que influeixen sobre la relaci6. Els resultats del nostre analisi aporten
evidencia de risc de la presencia d’autoanticossos materns sobre el pes de naixement

del fetus com a indicador del creixement del fetus.

La presencia d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras, suposa un

increment en 12.3 nmol/L en la concentraci6 de folat plasmatic del cordé. El fet que
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el consum de suplements vitaminics no era diferent entre el grup de portadores i no
portadores, ni a la preconcepcié ni durant I'embaras, indicaria la preséncia d'un
possible mecanisme d'adaptacio, per tal de compensar el bloqueig de transport a
nivell de RF. Experiments /n vitro demostren la capacitat de diferents linies cel- lulars
a adaptar-se a situacions de deficiencia de folat en el medi.?®>?* Les formes
d’adaptaci6 varien des de I'augment de la vida mitjana del mRNA del RF,?®* fins a la
perdua de lactivitat exportadora de folats a favor de la seva acumulacié
intracel- lular.”® També ha estat descrita la sobreexpressio de RF en linies cel- lulars
en condicions de privacié de folat.?®® A més, sha observat que aquest procés és
reversible amb una normalitzaci6 de I'expressié de RF al normalitzar la concentracié
de folat del medi, a causa de la reorganitzaci6 de la regi6 promotora per la produccio
de transcrits més estables.”*?*! L'increment d’expressio de RF podria ser el procés
d’adaptaci6 utilitzat per contrarestar I'accié dels autoanticossos contra RF. Una altra
possibilitat seria una compensaci6 de I'efecte de la inhibicié de la ruta del RF per la

preseéncia d’autoanticossos afavorint-se altres sistemes de transport.

El RF-a és el que contribueix en major mesura al transport placentari de folats al llarg
de I'embaras. No obstant, també hi ha evidéncia de I'existéncia d’altres rutes de
transport de folats a nivell placentari. S’ha identificat el PCFT al costat apical de les
vellositats de la placenta a terme humana (superficie en contacte amb la sang materna
amb funcions de transport).??? El RFC també ha estat localitzat en aquesta superficie i
al costat basal. Resultats recents indiquen que les tres vies de transport de folat
participen en aquesta funcié a la placenta humana a terme.?”> Amb l'evolucié de la
gestacio, incrementa la mida de la placenta i del fetus, de manera que també
incrementen les seves necessitats pel desenvolupament fetal. De forma paral- lela,
incrementa I'expressi6 dels sistemes de transport de folat a la placenta, tal com
demostren Yasuda i els seus col- laboradors (2008)*? en rates gestants. L'expressio a
la placenta del RF-a augmenta progressivament i de forma significativa al llarg de
I’embaras, igual succeeix amb el PCFT. Perd aquest altim en menor grau i de forma
significativa només al final de I'embaras. El RFC també experimenta un augment
significatiu, pero al final de I'embaras la seva expressi6 és la meitat de I'index

d'expressi6 del PCFT i molt menys que el RF-a. L'augment observat en la
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concentraci6 del folat plasmatic dels cordons de mares portadores d’autoanticossos
podria ser degut a la potenciaci6 del transport de la vitamina per alguna d’aquestes

vies.

Tant en portadores com en no portadores d'autoanticossos contra RF, les
concentracions de folat i Cbl plasmatics s6n superiors al cordé que en la mostra
materna del treball de part i, de forma inversa succeeix per la tHcy, tal com ja ha
estat descrit anteriorment.?**?***2%¢ E|ls mecanismes de transport de folats de mare a
fetus a través de la placenta resulten imprescindibles per assegurar I'aportacio
nutricional necessaria al fetus que esta en constant creixement. Per assegurar aquest
procés, la placenta té la important funcié de concentrar folat a I'espai intervell6s.?®?
Aquest mecanisme assegura la minima influéncia de les fluctuacions en les ingestes
de folats per part de la mare. La Cbl segueix un patr6 d’acumulaci6 similar.”® La
concentraci6 de folat a I'espai intervell6s és consistent amb les concentracions més
elevades de folat als cordons tant en mares suplementades amb acid folic a la
gestaci6 com en no suplementades.”” La suplementacié amb acid fdlic durant
I'embaras pero, es reflecteix en els valors de folat plasmatic materns*” i del cord6*?
com també en els nounats.?® El grup de portadores i no portadores perd, no diferien

en quant al consum de suplements vitaminics ni abans ni durant 'embaras.

El patr6 de les fluctuacions en tHcy tant en portadores com en no portadores
d’autoanticossos va ser I'esperat, seguint una tendéncia a disminuir fins a mig

? i augmentant a partir de les 34 setmanes.””**” No obstant, la tHcy era

embaras?
significativament inferior al primer trimestre i entre les 24 i les 34 setmanes de
gestacioé en el grup de portadores d’autoanticossos respecte les no portadores. Degut
al baix namero de participants s’ha perdut la poténcia estadistica necessaria per
trobar també diferéncies significatives en els altres punts de I'embaras estudiats (15
setmanes de gestacio i treball de part). Entre els dos grups no hi havia diferéncies en
les freqiiencies de consum de suplements d’acid folic ni en la dosi ingerida a la
preconcepcié ni en cap moment de I’embaras entre portadores i no portadores (dades

no mostrades).
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La concentracié de folat plasmatic de les portadores tan sols és significativament més
alta que en les no portadores durant el primer trimestre d’embaras. Factors confusors
que podrien causar una concentracié mitjana inferior de folat plasmatic en un grup
respecte a I’altre podrien ser I’hemodiluci6, el consum més frequent de suplements
d’acid folic i el consum de dosis més altes d’acid folic. Encara que la hemodilucié no

s'estableix a partir de les 10 setmanes de gestacio,”’

varem ajustar totes les
determinacions bioquimiques per I’edat gestacional al moment de recollir la mostra
per minimitzar I’efecte d’aquest factor confusor. No hi va haver diferéncia
significativa entre |’edat gestacional de la recollida de la primera mostra entre no

portadores i portadores (dades no mostrades).

Havent descartat aquests 2 possibles factors confusors, el millor estat nutricional en
folats durant el primer trimestre explicaria la tHcy inferior en les portadores durant el
primer trimestre. Tot i que no hi ha diferéncies significatives en I’estat en folats ni de
Cbl plasmatica entre portadores i no portadores en la resta de I’embaras, es manté la
tendéncia a concentracions marginalment superiors i de tHcy inferior en les

portadores.

La tHcy tot i no ser un biomarcador exclusiu d’'estat en folats és molt sensible als
canvis d’aquesta vitamina. Les concentracions menors de tHcy indiquen en general
un millor estat en folats.*® Es requereix més investigacié mitjancant un estudi amb
més potencia estadistica, pero el fet de que les portadores tenen tHcy menor a llarg
de tot I’embaras i el fet de que ser portadora s’associa amb un augment en la
concentraci6 de folats plasmatics del cord6, apunta a un possible mecanisme

d’adaptaci6 en situacié d’embaras per millorar I’estat en folats.

Anteriorment ha estat descrita la preséncia d’autoanticossos a les 15-18 setmanes de
gestacié com un factor de risc per DTN.”® En aquest moment el procés de tancament
del tub neural ha finalitzat. La deteccié d’autoanticossos entre les 15-18 setmanes

' o anys®” després de I'embaras afectat per DTN,

d’embaras i fins a 14 mesos”
suggereix que es tracti d’'una sensibilitzacié immunitaria perdurable en el temps. Cal

investigar encara pero, per qué en uns casos la presencia d’aquests autoanticossos es
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relaciona amb complicacions d’embaras tant greus com els DTN i en altres casos no.
La magnitud de les titulacions d’autoanticossos i el moment de la seva preséncia
podrien ser factors determinants. A la quarta setmana de gestacié6 quan comenga a
bategar el cor de I'embri6, el sistema vellositari de la placenta esta completament
format per proporcionar a I'embri6 els nutrients i l'oxigen necessaris pel seu
desenvolupament.®® L'expressio dels diferents sistemes de transport a la placenta

s'incrementa?®?

en funcié de les necessitats en folats pel desenvolupament de la
placenta i del fetus. Fins aleshores, els sistemes de transport de folat presents a
'endometri son els responsables d’aportar el folat necessari pels processos
d’embriogenesi. L'efecte de les titulacions altes d’autoanticossos contra RF en aquest
periode sobre I'estat en folats, no podra ser compensat de la mateixa manera que ho
pot fer a etapes més avancades de I'embaras en que la placenta ha incrementat I
expressio de RF, RFC i PCFT. L'efecte sobre I'embrié en desenvolupament podria ser
molt més greu que en etapes més avancades de I'embaras. Es necessari també
estudiar en un futur, I'efecte d’aquests autoanticossos contra RF sobre la formaci6 de
la placenta i per tant en els possibles conseqiiéncies directes sobre la funcionalitat de
la placenta i indirectament sobre el desenvolupament fetal. El nostre estudi no cobria

el desenvolupament de I'embaras abans de les 8-12 setmanes de gestacio.

Es conclou que la preséncia d’autoanticossos contra RF en qualsevol moment de
I'embaras a partir de les 8 setmanes de gestacio fins el treball del part o al cordd, no
s’associa significativament a un pitjor estat en folats de la mare (en el curt termini de
la durada de la gestacio) ni del cordé. Podria existir algun mecanisme d’adaptacioé per
compensar I'efecte del bloqueig del transport dels folats al RF per autoanticossos.
Aix0 requereix més investigacié. No obstant ser portadora suposa un risc 4.6 vegades
major de tenir un nad6 per sota del P,; respecte no ser portadora d’autoanticossos

contra RF.
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DiscussiO GENERAL

Aquesta tesi avanca el coneixement sobre els autoanticossos blocants del RF amb
diferents aportacions. Es descriu per primera vegada la prevalenca d'autoanticossos
en una mostra representativa d’una poblacié adulta no exposada a fortificacio
obligatoria ni suplementacié amb acid folic. En aquesta mostra I'estat en folats no esta
afectat per la preséncia d’autoanticossos i es confirma que un elevat consum de llet
en adults és un factor de risc per la produccié d’autoanticossos contra RF. La
preséncia d’autoanticossos contra RF és de naturalesa transitiva i s'associa amb risc de
patir subfertilitat en dones. Per contra no es relaciona amb I'AE. La preséncia
d’autoanticossos contra RF en algun moment de I'embaras o al cordé no sassocia
amb el naixement de casos de CIR, tot i que si amb un risc de no assolir la poténcia
optima de creixement fetal. L’estat en folats de la mare i del cordé no s’associa amb la
presencia d’autoanticossos contra RF, probablement per ['existencia d’algun

mecanisme compensatori pel bloqueig de transport de folats del RF durant 'embaras.

S’ha observat la presencia d’autoanticossos contra RF a la poblacié general en homes
i dones adults que estan exposats als efectes derivats del bloqueig del transport de
folats a través del RF. Els resultats que hem obtingut no recolzen la hipotesi de la
implicaci6 de la HTL (produida en situacions de hiperhomocisteinemia) en la
produccié d’autoanticossos contra RF.??' Si que suggereixen que 'elevat consum de
llet té algun tipus de paper en la generaci6 d’autoanticossos. En I'estudi d'intervencio
de Ramaekers i els seus col- laboradors (2008)** es va establir I'associacio entre el
consum de llet i la produccié d’autoanticossos en nens malalts amb DFC. El nostre
estudi aporta més detalls, sobre aquesta quiesti6, amb la quantificaci6 del risc derivat
d’'un consum elevat de llet entre la poblacié adulta espanyola. Establert aquest risc, a
partir d’ara les Iinies de investigacié s’haurien de dirigir a buscar el/els factor/s
capacos d’afectar la tolerancia immunologica durant la primera etapa de la vida de
I'individu, deixant-lo desprotegit de la proteccié contra RF de la llet. Tot i que en la

nostra poblaci6, I'estat en folats no es veu afectat per la preséncia d’autoanticossos
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contra RF, futurs estudis de poblacions amb un consum de llet superior a la nostra
podrien investigar si la titulaci6 d’autoanticossos augmenta amb més exposici6 a la

llet i si afecta I'estat en folats.

La preséncia d’autoanticossos contra RF a la preconcepci6 s'associa amb el risc de
patir subfertilitat en dones. La limitaci6 del nostre estudi, és que només hem
considerat el factor femenf implicat en el procés de la concepcid. L’extensa expressid

(137168 i en espermatozoides,'? demostra la important

del RF al tracte genital mascul
funci6 que tenen els folats en els processos de produccié espermatica i en la
reproducci6. Ha estat descrita la millora en el recompte i la mobilitat espermatica en
homes tractats amb 15 mg/d d’acid folinic durant 3 mesos pel tractament d’infertilitat
masculina.?*' Dos estudis d'intervencié demostraven increments de fins un 74% en el
recompte espermatic tant en homes fértils com en subfertils amb la suplementacié
durant 26 setmanes de 5 mg/d d’acid folic i 66 mg/d de sulfat de zinc.****% En
aproximadament el 50% de les parelles subfertils I'origen del problema esta en
'home. | d’aquests, un 40-60% dels casos sén diagnosticats com de causa
idiopatica.*®* Els nostres resultats demostren que els homes adults també poden ser
portadors d’autoanticossos contra RF. Futurs estudis de parelles amb problemes de
infertilitat idiopatica tindrien que investigar el paper dels autoanticossos contra RF en
la fertilitat femenina i masculina. Si es demostrés que la preséncia d’autoanticossos
contra RF fossin una possible causa de infertilitat tant en homes com en dones,
mesures profilactiques dirigides a la poblacié de risc podrien beneficiar aquestes

parelles.

No hem trobat cap relaci6 entre la presencia d’autoanticossos contra RF i I'AE. El
treball anterior’'? que establia la relacio, ho feia amb dones no embarassades en el
moment de recollida de la mostra. Tot i haver recollit mostres a la preconcepci6, a les
8 setmanes de gestaci6 i, el algun cas a les 20 setmanes de gestaci6 al nostre estudi
el namero de casos amb autoanticossos era molt baix. Les multiples causes possibles
d’AE, la dificultat de diagnosticar la presencia d’un fetus viable per ecografia i obtenir
una mostra biologica abans que es produeixi I'avortament, compliquen i alenteixen el

reclutament de casos. Seria interessant estudiar la preséncia d’aquests autoanticossos
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al teixit endometrial, placentari i embrionari, recollits en el moment de I'AE, per tal

d’establir la possible associacié amb la preséncia d’autoanticossos contra RF.

La preséncia d’autoanticossos contra RF és de naturalesa transitiva. Aquest resultat
només pot confirmar-se durant la preconcepci6, ja que durant I'embaras la seva
detecci6 pot estar condicionada per la hemodiluci6. Per primera vegada s’avalua la
relacié de la preséncia d’autoanticossos contra RF amb complicacions de I'embaras
amb mostres recollides longitudinalment al llarg de I'embaras, i també en el moment
de treball de part i al cordé. Dos dels treballs publicats fins el moment sobre la relacié
dels autoanticossos contra RF i complicacions de I'embaras®®®?'" tenen una limitacio
important en els seus dissenys d'estudi. L'estudi del 2004°® que demostrava per
primera vegada la relacié dels autoanticossos contra RF amb els DTN, va analitzar
mostres de dones amb embaras previ afectat en la seva majoria. Algunes de les
mostres sanguinies van ser recollides fins a anys després de I'embaras afectat. En el
treball de Bliek i els seus col- laboradors®' havien transcorregut fins a 14 mesos
després del part quan es va recollir la mostra sangufnia a les participants.
L’inconvenient de no disposar de mostres bioldgiques abans de qué sorgeixi la
complicacié és que no es pot descartar que no siguin produits com a conseqtiéncia
de la complicaci6. Només el treball de Cabrera i els seus col- laboradors®® va
estudiar mostres de sang recollides entre les 15-18 setmanes de gestacié. Tot i les
limitacions descrites, aquests treballs suggereixen una positiva associacié entre la
presencia dels autoanticossos contra RF i complicacions als processos de la

reproducci6 investigats.

L’aparicié6 de casos de CIR no es relaciona amb la preséncia d’autoanticossos en
algun moment de I'embaras, pero si el risc de no assolir el potencial de
desenvolupament fetal adequat. No obstant el mecanisme no esta clar. No hem trobat
relaci6 entre la preséncia d’aquests autoanticossos en algun moment de I'embaras
amb I'estat en folats ni de la mare ni del cord6, pero si que es va observar un augment
significatiu de la concentraci6 de folat plasmatic al cordé. Molt probablement
existeixi un mecanisme d’adaptacié que compensi |'efecte del bloqueig del transport

de folats. No obstant no hi ha evidéncia de que I'increment de concentraci6 hagi
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afavorit el desenvolupament fetal. Un excés en folats, pot induir un desequilibri de la
metilaci6 de '’ADN?*® i afectar el desenvolupament fetal. Si I'augment en I'estat en
folats del cordd fos beneficios pel desenvolupament fetal, la preséncia
d’autoanticossos no hauria estat un risc per tenir un pes de naixement inferior al P;.
Seria interessant estudiar en profunditat I'efecte de la preséncia d’autoanticossos sobre
la formaci6 de la placenta, i en definitiva la seva funcionalitat, en els casos de
nounats amb un pes al néixer clinicament no diagnosticat com patologic, perd que

tampoc han assolit el desenvolupament optim esperat.

La preséncia d’autoanticossos contra RF no es relaciona amb I'evoluci6 de I'estat en
folats al llarg de I'embaras. Només es descriu una concentracié de folat plasmatic
significativament més elevada entre les portadores d’autoanticossos durant el primer
trimestre respecte les no portadores, que no pot explicar-se per la influéncia de
factors confusors com I'is de suplements. Seria necessari dissenyar un estudi que
contemplés la recollida de mostres sangufnies maternes abans de les 8 setmanes de
gestacio, per tal d'esclarir una possible relacié entre la preséncia d’autoanticossos i

I'estat en folats durant les primeres etapes del desenvolupament embrionari.

Finalment, aquesta tesi aporta resultats addicionals que no van ser objectiu d’estudi
en aquesta tesi, pero que aporten informaci6 des del punt de vista de la salut pablica.
Gairebé un ter¢ de les participants (34%) de I'Estudi NUTCIR (el més actual) van
consumir suplements d’acid folic a la preconcepcié comparat amb el 8% i el 13%°%
descrit en treballs espanyols anteriors. Probablement aquesta diferéncia sigui deguda
a l'origen de les voluntaries del nostre estudi. Les voluntaries que vam reclutar no
representen la poblacié general. Part de les reclutades van ser derivades als serveis
d'alt risc obstétric dels dos hospitals per antecedents de complicacions d'embaras
prévies. La resta eren treballadores de la mateixa empresa hospitalaria i dones que
accedien directament al control de I'embaras a I'hospital enlloc del seguiment
habitual a I'Assistencia Primaria. El criteri d’exclusi6 de gestants de més de 12
setmanes d’embaras dificulta el reclutament d’'una mostra més representativa de la
poblaci6 pel factor limitant de la rogramacié de la primera visita antenatal. El disseny

de I'estudi NUTCIR, explica I'alt percentatge de dones que van consumir suplements
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d’acid folic durant el primer trimestre d’embaras (92%). Aquest demostra I'alt index de
compliment de tractament profilactic recomanat pel ginecoleg a la primera visita
antenatal que pel disseny de l'estudi era abans d'acabar el primer trimestre de
gestacié. Aquest percentatge no sera representatiu de la poblacio, ja que totes
aquelles dones que tenen la primera visita antenatal després del primer trimestre
d’embaras no hauran rebut les recomanacions del seu ginecoleg sobre la
suplementacio. Al treball de Coll i col- laboradors (2004),” es descriu que només un
6.3% van prendre suplements d’acid folic durant el periode aconsellat (4 setmanes
abans i 4 després de la concepcid), un 18% en l'estudi de Gibert i col- laboradors
(2003)*% (periode periconcepcional definit com un mes abans de la gestacio i durant
els 3 mesos segiients a la concepcio), i 52%*” en un estudi holandés (4 setmanes
abans i després de la concepcid). Els estudis amb poblacié espanyola, registren un
percentatge de suplementacié encara molt inferior a la d’altres paisos europeus. Els
nostres resultats confirmen que la planificacié de I'embaras repercuteix en el consum
de suplements d’acid folic a la preconcepci6, i per tant pot afavorir 'estat nutricional
en folats tal com ja s’ha demostrat anteriorment.*® Pero tot i que entre les nostres
participants el 78.5% van afirmar haver planificat I'embaras, només el 34% van
prendre suplements d'acid folic a la preconcepcié. Per tant encara existeix la
necessitat de buscar formules i estratégies més efectives per potenciar la profilaxis

periconcepcional dels DTN amb acid folic.

S'obrira la nova Ifnia d’investigacié durant les primeres etapes de desenvolupament
embrionari amb el treball de recerca postdoctoral “Folate deficiency and folate
receptor antibody in brain development and behaviour” sol- licitat a la convocatoria
Beatriu Pin6s de la AGAUR (resolucié pendent per abril 2009).
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CONCLUSIONS

La prevalenca d'individus portadors d’autoanticossos contra RF en una
mostra representativa d’'una poblacié mediterrania espanyola és del 7.2%.

La preséncia d’autoanticossos contra RF amb una titulacié6 mitjana de 0.3
pmol RF blocat/mL en una mostra representativa d’una poblacié mediterrania
espanyola no afecta I'estat en folats ni tHcy de la poblaci6.

Els consumidors de llet del quintil més alt (entre 307-1247 g/dia) de la
poblacié tenen 2.4 vegades més risc de ser portadors d’autoanticossos
comparat amb la resta de la poblacio.

Els autoanticossos contra els RF poden presentar-se de forma transitiva durant
la preconcepcié.

Les dones que al periode preconcepcional son portadores d'autoanticossos
contra RF, tenen un risc 12 vegades superior de patir subfertilitat respecte les
que no.

No es va detectar autoanticossos contra RF en cap mostra sanguinia recollida
de forma prospectiva de les participants que van patir un avortament
espontani.

La prevalenca de portadores d’autoanticossos contra RF en algun moment de
I'embaras en la mostra estudiada és d'un 6.3%.

La prevalenca d’autoanticossos contra RF al cord6 és d'un 7.5%.

La preséncia d’autoanticossos contra RF en qualsevol moment de I'embaras
no té cap efecte sobre I'estat en folats de la mare.

Ser portadora d’autoanticossos contra RF s’associa amb un augment en 12.3
nmol/L de folat plasmatic del cord6 respecte a no ser portadora.

Les dones portadores d’autoanticossos contra RF en algun moment de
I’embaras tenen un risc 4.6 vegades superior de tenir un nadé amb un pes al
néixer per sota del P,s respecte les no portadores.

La preséncia d’autoanticossos contra RF al cordd, no s'associa amb la

concentracio de folat plasmatic al cordé.
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o El folat plasmatic, la Cbl plasmatica i la tHcy tenen un comportament similar

en el grup de portadores i de no portadores d’autoanticossos al llarg de
I’embaras.
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APORTACIONS CIENTIFIQUES

Articles cientifics
Els resultats obtinguts en aquesta tesi, s’han publicat o estan en procés de preparacio
per enviar a una revista cientifica. L’ANNEX 3, inclou aquests articles. Les referencies

bibliografiques d’aquests son:

Berrocal-Zaragoza MI, Fernandez-Ballart JD, Murphy MM, Cavallé-Busquets P,
Sequeira JM, Quadros EV. Association between blocking folate receptor
autoantibodies and subfertility. Fertil Steril 2008 Oct 22 (doi:10.1016/j.fertnstert.
2008.08.104)

Berrocal-Zaragoza MI, Murphy MM, Ceruelo S, Quadros EV, Sequeira JM, Fernandez-
Ballart JD. High milk consumers have an increased risk of folate receptor blocking
autoantibody production but this does not affect folate status in Spanish men and
women. J Nutr 2009;139 Mar 12 (doi:10.3945/jn.108.102475)

Contribucions a Congressos

Tres participacions a congressos internacionals en forma de poster:

Murphy MM, Scott JM, Molloy AM, Arija C, Ceruelo S, Berrocal M, Salat J,
Fernandez-Ballart J. Determinants of total fasting plasma homocysteine (tHcy) in a
ramdonly selected representative sample of a population unexposed to B-vitamin
fortification or supplementation. FASEB Summer Research Conference. Folic Acid,
Vitamin B12 and One Carbon Metabolism. Indian Wells, California, (Estats Units),
2006.

Murphy MM, Berrocal-Zaragoza MI, Quadros EV, Sequeira JM, Ceruelo S, Fernandez-

Ballart JD. Prevalence of blocking folate receptor autoantibodies and interactions with
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folate status in a population study. FASEB Summer Research Conference. Folic Acid,
Vitamin B12 and One Carbon Metabolism. Lucca (Italia), 2008.

Berrocal-Zaragoza MI, Fernandez-Ballart JD, Murphy MM, Cavallé-Busquets P, Salat-
Batlle J, Albaiges-Baiget G, Sequeira JM, Quadros EV.

Association between blocking folate receptors autoantibodies and subfertility. FASEB
Summer Research Conference. Folic Acid, Vitamin B12 and One Carbon Metabolism.
Lucca (Italia), 2008.

Premis

Premi de la Fundaci6é Caixa Sabadell pel projecte “Relaci6 dels receptors de folat i

complicacions de I’embaras”, amb 7500 euros.

Student, post Doc Poster Award. Premiat per la Federation of American Societies For

Experimental Biology (FASEB), amb 500 dolars.

Altres d interés
Participacioé activa en posada a punt del treball de camp de I'estudi NUTCIR al
Hospital Universitari Sant Joan de Reus des del 2004.

Creaci6é amb la col- laboracié de Pere Cavallé-Busquets d’un triptic informatiu sobre

I’embaras, per les participants de I’estudi NUTCIR (ANNEX 4).

Establiment de col- laboraci6 amb I’empresa SEIBE, S.A. de Reus (Tarragona) amb

I"estudi NUTCIR, amb un regal pels nounats de les participants d’aquest estudi.
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ANNEX T

PROTOCOLS PER LA PREPARACIO DF REACTIUS

Protocols per la preparacié de les solucions necessaries per la realitzacié de les
tecniques descrites al CAPiTOL 1. En cadascun dels protocols s’especifica els reactius
necessaris, el procediment a seguir i certes consideracions a tenir en compte per la

seva preparacio. Els protocols que conté aquest annex son:

Protocol 1. Tampé fosfat-1

Protocol 2. NaPO, dibasic 0.1M

Protocol 3. NaPO, monobasic 0. 1M
Protocol 4. Tampo fosfat-1/NaCl

Protocol 5. Tamp6 fosfat-2

Protocol 6. NaPO, dibasic 0.01M

Protocol 7. NaPO, monobasic 0.01M
Protocol 8. Tampé acid-1

Protocol 9. Glicina/HCIl 1M, pH 2.5
Protocol 10. Triton X-100 al 10%

Protocol 11. NaPO, dibasic 1M

Protocol 12. Urea 6M

Protocol 13. NaCl 4M

Protocol 14. Tamp6 base

Protocol 15. ASB-TC al 10%

Protocol 16. EDTA 0.5M

Protocol 17. Carboni activat/dextra al 10%
Protocol 18. Carboni activat/dextra al 5%
Protocol 19. Tampé acid-2

Protocol 20. Tamp6 glicina/HC, pH 2.5
Protocol 21. Botons de carboni activat/dextra al 5%
Protocol 22. Tampé6 acid-3

Protocol 23. Tampé glicina / HCI, pH 2.8
Protocol 24. Botons de carboni activat 5% / dextra 1%
Protocol 25, Carboni activat 5% / Dextra 1%
Protocol 26. Tamp6 fosfat-EDTA

Protocol 27. Tamp6 fosfat-3

Protocol 28. SNC-TC

Protocol 29. Tampé rentat
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Protocol 1. Tampo fosfat-1

FORMULA: NaPQ, 0.1M 1% Triton X-100 Ultrograde, pH 7.4

REACTIUS:
- NaPO, dibasic 0.1M (Protocol 2).
- NaPO, monobasic 0.1M (Protocol 3).
- Triton X-100 Ultrograde (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ, USA).

CONSIDERACIONS:
- El Triton X-100 Ultrograde és molt dens. Per dispensar-lo tallar al biaix I’extrem més
estret de la punta de micropipeta. Tant a I’aspirar-lo com al dispensar-lo fer-ho

lentament.

PROCEDIMENT:

- Dispensar 1 L de NaPO, dibasic 0.1M en un vas de precipitats de 2 L i un imant
agitador. Col- locar sobre I’agitador magneétic.

- Calibrar el pH-metre i introduir I’eléctrode en la solucié de NaPO, dibasic 0.1M. Posar
en funcionament I’agitador magnétic.

- Amb la solucié NaPO, monobasic 0.1M ajustar el pH fins a 7.4.

- Mesurar amb una proveta graduada el volum final de la solucié preparada.

- Dispensar tota la solucié preparada de nou al vas de precipitats, amb I’imant agitador i
sobre |’agitador magnétic.

- Afegir 1 mL de Triton X-100 Ultrograde per cada 99 mL de soluci6.

- Guardar el tampd fosfat-1 en ampolles de vidre amb tap de rosca a temperatura
ambient.

Protocol 2. NaPO, dibasic 0.1M

FORMULA: Na,HPO, dibasic 0.1M
(Preparacio6 de 1 L de NaPO, dibasic 0.1M)

REACTIU:
- Na,HPO, dibasic 1M (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).

CONSIDERACIONS:
- Quan el NaPO, dibasic 1M entra en contacte amb I’aigua destil- lada, es cristal- litza.
Per evitar-ho incorporar-lo lentament i amb continuo moviment de I’aigua destil- lada.

PREPARACIO:
- Dispensar en un matras aforat 800 mL d’aigua destil- lada i un imant agitador. Col- locar
sobre I’agitador magnétic.
- Amb [I’agitador en funcionament, afegir 14.19 g de Na,HPO, dibasic 1M lentament.
Deixar dissoldre completament.
- Retirar el imant agitador del matras i enrasar amb aigua destil- lada finsa 1 L.
- Tapar el matras, i barrejar bé la dissolucié per inversio.
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Protocol 3. NaPO, monobasic 0.1M

FORMULA: NaH,PO,- H,0O monobasic 0.1M
(Preparaci6 de 500 mL de NaPO, monobasic 0.1M)

REACTIU:
- NaH,PO,- H,0 monobasic 1M (Sigma-Aldrich, LTD. St., Louis, MO, USA).

PREPARACIO:
- Dispensar en un matras aforat de 500 mL, 400 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar sobre |"agitador magnétic.
- Amb I’agitador magneétic en funcionament afegir 6.89 g de NaH,PO,- H,O monobasic
1M. Deixar dissoldre completament.
- Retirar I'imant agitador del matras aforat i enrasar amb aigua destil- lada fins a 500 mL.
- Tapar el matras i barrejar bé la dissolucio per inversioé.

Protocol 4. Tampd fosfat-1/NaCl

FOrRMULA: NaPO, 0.1M, 1% Triton X-100 Ultrograde, NaCl 1M, pH 7.4

REACTIUS:
- Na,HPO, dibasic 1M (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).
- NaH,PO,- H,0O monobasic 1M (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).
- NaCL 1M (Fisher Scientific Fairlawn, NJj, USA).

PREPARACIO SoLucIO 1:
- Dispensar en un matras aforat 800 mL d’aigua destil- lada i un imant agitador. Col- locar
sobre |’agitador magnétic.
- Amb I’agitador en funcionament, afegir 58.44 g de NaCl 1M i 14.19 g de Na,HPO,
dibasic 1M lentament. Deixar dissoldre completament.
- Retirar el imant agitador del matras i enrasar amb aigua destil- lada finsa 1 L.
- Tapar el matras, i barrejar bé la dissolucié per inversio.

PREPARACIO SoLuCIO 2:
- Dispensar en un matras aforat, 800 mL d’aigua destil- lada i un imant agitador.
Col- locar sobre I’agitador magnétic.
- Amb [’agitador magnétic en funcionament afegir 58.44 g de NaCl 1M i 13.79 g de
NaH,PO,- H,O monobasic 1M. Deixar dissoldre completament.
- Retirar I'imant agitador del matras aforat i enrasar amb aigua destil- lada fins a 1 L.
- Tapar el matras i barrejar bé la dissolucié per inversioé.

PREPARACIO SOLUCIO FINAL:
- Dispensar la solucié 1 en un vas de precipitats de 2 L i un imant agitador. Col- locar
sobre |’agitador magnétic.
- Calibrar el pH-metre i introduir I’eléctrode en la solucié 1. Posar en funcionament
I’agitador magnétic.
- Amb la soluci6 2 ajustar el pH fins a 7.4.
- Mesurar amb una proveta graduada el volum final de la soluci6 preparada.
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- Dispensar tota la solucié preparada de nou al vas de precipitats, amb I’imant agitador i
sobre |’agitador magnétic.
- Afegir 1 mL de Triton X-100 Ultrograde per cada 99mL de soluci6 final preparada.

Protocol 5. Tampd fosfat-2

FOrmULA: NaPO, 0.01M, 1% Triton X-100 Ultrograde, pH 7 .4

REACTIUS:
- NaPO, dibasic 0.01M (Protocol 6).
- NaPO, monobasic 0.01M (Protocol 7).
- Triton X-100 Ultrograde (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ, USA).

CONSIDERACIONS:
- El Triton X-100 Ultrograde és molt dens. Per dispensar-lo tallar al biaix I’extrem de la
punta de micropipeta. Tant al aspirar-lo com al dispensar-lo fer-ho lentament.

PROCEDIMENT:

- Dispensar 1 L de NaPO, dibasic 0.01TM a un vas de precipitats de 2 L i un imant
agitador. Col- locar sobre |"agitador magnétic.

- Calibrar el pH-metre i introduir I’eléctrode en la solucié de NaPO, dibasic 0.01M. Posar
en funcionament I’agitador magnétic.

- Amb la solucié NaPO, monobasic 0.01M ajustar el pH fins a 7.4.

- Mesurar amb una proveta graduada el volum final de la soluci6 preparada.

- Dispensar tota la solucié preparada de nou al vas de precipitats, amb I’imant agitador i
sobre |’agitador magnétic.

- Afegir 1 mL de Triton X-100 Ultrograde per cada 99 mL de soluci6.

- Guardar el tamp6 fosfat-2 en ampolles de vidre amb tap de rosca a temperatura
ambient.

Protocol 6. NaPO, dibasic 0.01M

FORMULA: Na,HPO, dibasic 0.01M
(Preparacio6 de 1 L de NaPO, dibasic 0.01M)

REACTIU:
- Na,HPO, dibasic 1M (Sigma-Aldrich, LTD. St. Louis, MO, USA).

CONSIDERACIONS:
- Quan el NaPO, dibasic 1M entra en contacte amb I’aigua destil- lada, es cristal- litza.
Per evitar-ho incorporar-lo lentament amb continuo moviment de I’aigua destil- lada.

PREPARACIO:

- Dispensar en un matras aforat 800 mL d’aigua destil- lada i un imant agitador. Col- locar
sobre I’agitador magnétic.
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- Amb I’agitador en funcionament, afegir 1.42 g de Na,HPO, dibasic 1M. Deixar
dissoldre completament.

- Incloure el Na,HPO, dibasic 1M al matras lentament.
Retirar el imant agitador del matras i enrasar amb aigua destil- lada fins a 1 L.
- Tapar el matras, i barrejar bé la dissolucié per inversio.

Protocol 7. NaPO, monobasic 0.01M

FORMULA: NaH,PO, - H,0 monobasic 0.01TM
(Preparaci6 de 500 mL de NaPO, monobasic 0.01M)

REACTIU:
- NaH,PO,- H,O monobasic 1M (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).

PROCEDIMENT:
- Dispensar en un matras aforat de 500 mL, 400 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar sobre I’agitador magnétic.

- Amb I’agitador magneétic en funcionament afegir 0.69 g de NaH,PO,- H,0O monobasic
™.

- Incloure el NaH,PO,- H,O monobasic 1M al matras. Deixar dissoldre completament.

- Treure I'imant agitador del matras aforat i enrasar amb aigua destil- lada fins a 500 mL.
- Tapar el matras i barrejar bé la dissolucio per inversioé.

Protocol 8. Tampd acid-1

FORMULA: Glicina / HCl 1M, 0.1% Triton X-100, pH 2.5
(Preparaci6 de 101 mL de Tampé acid-1)

REACTIUS:
- Glicina/HCI 1M, pH 2.5 (Protocol 9).
- Triton X-100 al 10% (Protocol 10).

PROCEDIMENT:

- En un vas de precipitats, dispensar 100 mL de Glicina / HCI 1M, pH 2.5 i un imant
agitador. Col- locar sobre un agitador magnetic.

- Amb I’agitador magneétic en funcionament, afegir 1 mL de Triton X-100 al 10%.
- Retirar I’imant agitador.

Protocol 9. Glicina / HCI 1M, pH 2.5

FOrmuULA: Glicina TM/ HCI, pH 2.5
(Preparacio6 de 1 L de Glicina/HCI 1M, pH 2.5.)
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REACTIUS:

Glicina 1M (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).
HCI 12N (. T. Barker, Philljpsburg, Nj, USA).

PREPARACIO:

Dispensar a un matras aforat de 1 L, 800 mL d’aigua destil- lada i un imant agitador.
Col- locar sobre un agitador magnétic.

Amb [’agitador magneétic en funcionament, afegir 75.07 g de glicina 1M. Deixar que es
dissolgui completament.

Retirar I'imant agitador i enrasar fins a 1 L amb aigua destil- lada.

Transferir tota la dissoluci6 preparada a un vas de precipitats de grans dimensions junt
amb un imant agitador. Col- locar sobre |’agitador magnétic.

Calibrar el pH-metre i introduir I’eléctrode en la dissolucié.

Posar en funcionament I’agitador magnétic.

Amb I’ajuda del HCI 12N ajustar el pH fins a 2.5.

Protocol 10. Triton X-100 al 10%

FORMULA: Triton X-100 Ultrograde al 10%
(Preparaci6 de 100 mL de Triton X-100 al 10%)

REACTIU:

Triton X-100 Ultrograde (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, Nj, USA).

CONSIDERACIONS:

El 7riton X-100 Ultrograde és molt dens. Per dispensar-lo tallar al biaix I’extrem de la
punta de micropipeta. Tant al aspirar-lo com al dispensar-lo fer-ho lentament.

PREPARACIO:

En un vas de precipitats de 200 mL, dispensar 100 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar sobre un agitador magnétic.

Amb I’agitador magnetic en funcionament, 10 mL de T7riton X-100 Ultrograde
lentament.

Retirar I"imant agitador i transferir tota la solucié a una ampolla de vidre amb tap a
rosca.

Guardar a temperatura ambient.

Protocol 11. NaPO, dibasic 1M

FORMULA: Na,HPO, dibasic 1M
(Preparacio6 de 250 mL de NaPO, dibasic TM)

REACTIU:
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CONSIDERACIONS:

- A temperatura ambient, una dissolucié aquosa de NaPO, dibasic 1M es cristal- litza. Per
dissoldre els cristalls, escalfar uns 10 segons al microones, tenint la precaucié d’afluixar
una mica el tap a rosca de I’ampolla que la conté. Una vegada escalfat, barrejar
vigorosament amb moviments circulars. Pot repetir-se el procés fins la seva total
dissolucié. Es pot mantenir I’ampolla amb la dissolucié aquosa de NaPO, dibasic 1M
sobre una placa calefactora (a temperatura minima) mentre s’utilitza, per tal d’evitar la
seva crital- litzacio.

PROCEDIMENT:
- Dispensar a un matras aforat de 250 mL, 200 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar sobre un agitador magnétic.
- Amb I’agitador magnétic en funcionament, afegir poc a poc 35.49 g de NaPO, dibasic
1M. Deixar que es dissolgui completament.
- Retirar I'imant agitador i enrasar amb aigua destil- lada fins a 250 mL.
- Guardar en una ampolla de vidre amb tap a rosca a temperatura ambient.

Protocol 12. Urea 6M

FORMULA: Urea 6M
(Preparaci6 de 100mL d’urea 6M)

REACTIU:
- Urea 1M (Fisher Scientific Fairlawn, Nj, USA).

PREPARACIO:
- En un vas de precipitats de 200 mL, dispensar 100 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar a sobre d’un agitador magnétic.
- Afegir 36 g d’urea 1M. Deixar que es dissolgui completament.
- Treure el imant agitador.
- Guardar en una ampolla de vidre amb tap a rosca i a temperatura ambient.

Protocol 13. NaCl 4M

FORMULA: NaCl 4M
(Preparacio6 de 250 mL de NaCl 4M)

REACTIU:
- NaCl 1M (Fisher Scientific Fairlawn, Nj, USA).

PREPARACIO:
- Dispensar en un matras aforat de 250 mL, uns 200 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar a sobre d’un agitador magnétic.
- Amb [’agitador magnétic en funcionament, afegir 58.44 g de NaCl 1M. Deixar que es
dissolgui completament.
- Treure el imant agitador.
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- Enrasar fins a 250 mL amb aigua destil- lada.
- Guardar en ampolla de vidre amb tap a rosca i a temperatura ambient.

Protocol 14. Tamp6 base
FORMULA: NaPO, 1% Triton X-100 Ultrograde, 0.05% ASB-TC, 10mM EDTA, pH 7.4

REACTIUS:
- Tampoé fosfat-1 (Protocol 1).
- ASB-TC al 10% (Protocol 15).
- EDTA 0.5M (Protocol 16).
PREPARACIO:
- Dispensar en un vas de precipitats 100 mL de tampé fosfat-1 i un imant agitador.
Col- locar a sobre d’un agitador magnétic.
- Amb I’agitador magnétic en funcionament, afegir 5 mL de ASB-TC al 10%.
- Afegir 200 uL d’EDTA 0.5M. Barrejar bé.
- Guardar en una ampolla de vidre amb tap a rosca a temperatura ambient.

Protocol 15. ASB-TC al 10%

FORMULA: AlbGmina sérica bovina (ASB) tractada amb carboni activat (TC) al 10%
(Preparaci6 de 100 mL de ASB-TC al 10%)

REACTIUS:
- Albamina serica bovina (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).
- Carboni activat (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).

PREPARACIO:

- Dispensar a un vas de precipitats de 200 mL, 90 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar sobre |"agitador magnétic.

- Amb I’agitador en funcionament, afegir 100 g d’albamina serica bovina, i deixar que es
dissolgui completament.

- Transferir a una proveta graduada i enrasar fins a 100 mL.

- Transferir la dissolucié de nou a un vas de precipitats, amb un imant agitador. Col- locar
sobre |’agitador magnétic.

- Amb I’agitador magnétic en funcionament, afegir 2 g de carboni activat. Deixar que es
dissolgui completament (aproximadament 5 minuts).

- Repartir la mescla en 4 tubs de policarbonat de 50 mL. Assegurar-se que els 4 tubs
contenen el mateix volum per evitar desequilibris a la ultracentrifuga.

- Centrifugar a 23425 x g a 4°C durant 5 minuts.

- Sense retirar els tubs del rotor de la ultracentrifuga, girar els tubs 180 graus amb cura de
no moure el bot6 de carboni activat. | tornar a centrifugar a les mateixes condicions.

- Recuperar el sobrenedant en una ampolla amb I’ajuda d’un embut i paper de filtre.

- Repartir el sobrenedant recuperat en diversos tubs tipus Falcon i guardar a -20°C, per
evitar la seva contaminacio.
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Protocol 16. EDTA 0.5M

FOrRMULA: 0.5M EDTA dipotassium salt, dihydrate Ultrapure
(Preparaci6 de 100 mL de EDTA 0.5M)

REACTIUS:
- 0.5M EDTA dlipotassium salt, dihydrate Ultrapure (Amresco, Solon, OH, USA).

PREPARACIO:
- Dispensar a un vas de precipitats de 200 mL, 100 mL d’aigua destil- lada i un imant
agitador. Col- locar sobre I’agitador magnétic.
- Amb I’agitador magnétic en funcionament, afegir 20.2 g de 0.5M EDTA dljpotassium
salt, dihydrate Ultrapure. Deixar que es dissolgui completament.
- Guardar en ampolla de vidre amb tapa a rosca i a temperatura ambient.

Protocol 17. Carboni activat / dextra al 10%

FOrRMULA: Carboni activat al 10% recobert amb dextra al 10%
(Preparaci6 de 50 mL de carboni activat al 10% recobert amb dextra al 10%)

REACTIU:
- Carboni activat / dextra al 5% (Protocol 18).

CONSIDERACIONS:
- Tota solucié que conté carboni activat / dextra té tendéncia a precipitar. Abans de
transferir un volum d’una solucié amb aquestes caracteristiques, procurar que la soluci6é
sigui homogenia (resuspendre el precipitat).

PREPARACIO:
- Preparar 100 mL de Carboni activat/dextra al 5%.
- Transferir 50 mL de carboni activat / dextra al 5% a dos tubs tipus Falcon.
- Centrifugar a 1163 x g durant 5 minuts.
- Subjectar el tub tipus Falcon a I’altura dels ulls, i aspirar el sobrenedant amb un sistema

d’aspiraci6 per buit fins que al tub quedi un volum de 25 mL. Repetir el procés amb
Ialtre tub tipus Falcon.

- Resuspendre el precipitat de carboni activat.
- Transferir el contingut dels dos tubs tipus Falcon a una ampolla amb tap de rosca, i
guardar a 4°C fins el moment de la seva utilitzacio.

Protocol 18. Carboni activat / dextra al 5%

FORMULA: Carboni activat al 5% recobert amb dextra al 5%
(Preparaci6 de 100 mL de carboni activat / dextra al 5%)
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REACTIUS:
- Carboni activat (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).
- Dextra (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA).
- Tampoé fosfat-1 (Protocol 1).

PREPARACIO:

- Dispensar a un vas de precipitats de 200 mL, 100 mL de tampé fosfat-1 i un imant
agitador. Col- locar sobre un agitador magnetic.

- Amb |’agitador magneétic en funcionament, afegir 5 g de dextra. Deixar que es dissolgui
completament.

- Afegir 5 g de carboni activat. Deixar que es dissolgui completament (aproximadament
10 minuts).

- Guardar la mescla en una ampolla de vidre amb tap a rosca a 4°C fins el moment de
preparar els botons de carboni activat / dextra al 5%.

Protocol 19. Tampé acid-2

FORMULA: Glicina/HCI 0.1M pH 2.5, 10mM EDTA, 0.1% ASB-TC
(Preparaci6 de 5mL aproximadament de tamp6 acid-2)

REACTIUS:
- Tampo glicina/ HCI, pH 2.5 (Protocol 20).
- ASB-TC al 10% (Protocol 15).
- EDTA 0.5M (Protocol 16).

CONSIDERACIONS:

- Preparar en condicions de fred. En un recipient amb gel en escames, incloure el tub
tipus Falcon de 14 mL on es preparara el tamp6 acid-1, i mantenir-lo en aquestes
condicions durant tot el procés tant en la seva preparaci6 com en el procés de
tractament acid de les mostres en el que s’utilitza.

PROCEDIMENT:
- Dispensar 5 mL de Tampé glicina / HCI, pH 2.5.
- Afegir 50 pL de ASB-TC al 10%.
- Afegir 100 uL d’EDTA 0.5M.
- Barrejar bé la mescla amb I’ajuda d’un agitador de tubs.

Protocol 20. Tamp

FOrmuULA: Glicina / HCl 0.1M, 1% Triton X-100 Ultrograde, pH 2.5
(Preparaci6 de 1 L de tamp6 glicina/ HCI 0.1M, pH 2.5)

REACTIUS:
- Glicina 1M (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).
- HCI 12N (/. T. Baker Pillipsburg, Nj, USA).
- Triton X-100 Ultrograde (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ, USA).
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CONSIDERACIONS:
- El Triton X-100 Ultrograde és molt dens. Dispensar-lo tallant al biaix I’extrem de la
punta de micropipeta. Dispensar lentament.

PREPARACIO:

- Dispensar a un matras aforat de 1 L, 800 mL d’aigua destil- lada i un imant agitador.
Col- locar sobre un agitador magnétic.

- Amb I’agitador magneétic en funcionament, afegir 7.5 g de glicina TM. Deixar que es
dissolgui completament. Retirar I'imant agitador i enrasar fins a 1 L amb aigua
destil- lada.

- Transferir tota la dissoluci6 preparada a un vas de precipitats de grans dimensions junt
amb un imant agitador. Col- locar sobre |’agitador magnétic.

- Amb I’agitador magnétic en funcionament i I’ajuda del pH-metre, ajustar el pH a 2.5,
amb HCI 12N.

- Mesurar amb una proveta graduada, el volum total de la dissolucié. Transferir la
dissoluci6é a un altre vas de precipitats de grans dimensions, amb I’imant magnétic i
sobre I’agitador magnétic. Amb I’agitador magnétic en funcionament, afegir 1 mL de
Triton X-100 Ultrograde per cada 99 mL de tampo.

- Guardar en una ampolla de vidre amb tap a rosca a 4°C.

Protocol 21. Botons de carboni activat / dextra al 5%

REACTIU:
- Carboni activat / dextra al 5% (Protocol 18).

CONSIDERACIONS :

- Temperar la soluci6 carboni activat / dextra al 5% a temperatura ambient abans de
comengar a preparar els botons.

- Preparar sempre el nimero de botons necessaris per I’assaig.

- El carboni activat / dextra al 5% té tendéncia a precipitar. Abans de transferir o pipetejar
un volum, procurar que la solucié sigui homogenia (resuspendre el precipitat).

- La solucié de carboni activat / dextra al 5% és molt densa. Per pipetejar el volum
desitjat exacte, es tallara al biaix I’extrem de la punta de micropipeta. Pipetejar sempre
aquesta solucio lentament.

PROCEDIMENT:

- Dispensar 250 pL de carboni activat / dextra al 5% a cadascun dels tubs tipus Eppendorf
de 1.5 mL a preparar (1 tub tipus £ppendorfper mostra a assajar).

- Per facilitar després I’aspiraci6 del sobrenedant, col- locar els tubs a la centrifuga amb
I’obertura del tap el més allunyat possible del centre del rotor. I centrifugar a 11269 x g,
3 minuts.

- Girar els tubs 180 graus (obertura del tap del tub quedara el més a prop possible del
centre del rotor). | tornar a centrifugar amb les mateixes condicions.

- Aspirar el sobrenedant amb un sistema d’aspiraci6 per buit pel costat del tub on el boto
esta a un nivell inferior. Procurar no aspirar contingut del bot6, i tampoc deixar
sobrenedant.
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Protocol 22. Tampo acid-3

FOrmuLA: Glicina/HCl 0.1M pH 2.8, 10 M EDTA, 1% Triton X-100 Ultrograde
(Preparaci6 de 5 mL aproximadament de tampé acid-3)

REACTIUS:
- Tampé Glicina / HCI, pH 2.8 (Protocol 23).
- EDTA 0.5M

CONSIDERACIONS:

- Preparar en condicions de fred. En un recipient amb gel en escames, incloure el tub
tipus Falcon de 14 mL on es preparara el tamp6 acid-2 i es mantindra en aquestes
condicions durant tot el procés, tant en la seva preparacié com en el procés de
tractament acid de les mostres en el que s’utilitza.

PROCEDIMENT:
- Dispensar 5 mL de Tamp6 glicina/ HCl, pH 2.8 a un tub tipus Falcon.
- Afegir 100 pL d’EDTA 0.5M.
- Barrejar bé la mescla amb I’ajuda d’un agitador de tubs.

Protocol 23. Tamp

FOrRMULA: Glicina / HCl 0.1M, pH 2.8, 1% Triton X-100 Ultrograde
(Preparaci6 de 1 L de tamp6 glicina/HCI 0.1M, pH 2.8)

REACTIUS:
- Glicina 1M (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA)
- HCI 12N (/. 7. Barker, Phillipsburg, Nj, USA)
- Triton X-100 Ultrograde (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ, USA)

CONSIDERACIONS:
- El Triton X-700 Ultrograde és molt dens. Per dispensar-lo tallar al biaix I’extrem de la
punta de micropipeta. Tant a I’aspirar-lo com al dispensar-lo fer-ho lentament.

PREPARACIO:

- Dispensar a un matras aforat de 1 L, 800 mL d’aigua destil- lada i un imant agitador.
Col- locar sobre un agitador magnétic. Amb I’agitador magnétic en funcionament, afegir
7.5 g de glicina 1M. Deixar que es dissolgui completament.

- Retirar I'imant agitador i enrasar fins a 1L amb aigua destil- lada.

- Transferir tota la dissoluci6 preparada a un vas de precipitats de grans dimensions junt
amb un imant agitador. Col- locar sobre |’agitador magnétic.

- Amb I’ajuda del HCI 12N ajustar el pH fins a 2.8. amb I’ajuda del pH-metre i amb
I’agitador magnétic en funcionament.

- Mesurar amb una proveta graduada, el volum total de la dissolucio.

- Transferir la dissolucié a un altre vas de precipitats de grans dimensions, amb I’imant
magnetic i sobre |’agitador magnétic en funcionament afegir 1mL de 7riton X-100
Ultrograde per cada 99 mL de tampbd.

- Guardar en una ampolla de vidre i a 4°C.
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Protocol 24. Botons de carboni activat 5% / dextra 1%

REACTIU:
- Carboni activat 5% / dextra 1% (Protocol 25).

CONSIDERACIONS :

- Temperar la soluci6é carboni activat 5% / dextra 1% a temperatura ambient abans de
comengar a preparar els botons.

- Preparar sempre el nimero de botons necessaris per I’assaig.

- El carboni activat 5% / dextra 1% té tendéncia a precipitar. Abans de transferir o
pipetejar un volum, procurar que la solucié sigui homogenia (resuspendre el precipitat).

- La solucié de carboni activat 5% / dextra 1% és molt densa. Per pipetejar el volum
desitjat exacte, es tallara al biaix I’extrem de la punta de micropipeta. Pipetejar sempre
aquesta soluci6 lentament.

PROCEDIMENT:

- Dispensar 200 pL de carboni activat 5% / dextra 1% a cadascun dels tubs tipus
Eppendorfde 1.5 mL a preparar.

- Per facilitar després la recuperacié del sobrenedant, col- locar els tubs a la centrifuga
amb I’obertura del tap el més allunyat possible del centre del rotor. | centrifugar a
11269 x g, 5 minuts.

- Girar els tubs 180 graus (obertura del tap del tub quedara el més a prop possible del
centre del rotor). | tornar a centrifugar amb les mateixes condicions.

- Aspirar el sobrenedant amb un sistema d’aspiracié per buit pel costat del tub on el botd
esta a un nivell inferior. Procurar no aspirar contingut del bot6, i tampoc deixar
sobrenedant.

Protocol 25. Carboni activat 5% / Dextra 1%

FOrRMULA: Carboni activat al 5% recobert amb dextra al 1%
(Preparaci6 de 100 mL de carboni activat 5% / Dextra 1%)

REACTIUS:
- Carboni activat (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA).
- Dextran (Polisciences Inc., Warrington, PA, USA).
- Tampo fosfat-1 (Protocol 1).

PREPARACIO:

- Dispensar en un vas de precipitats de 200 mL, 100 mL de tamp6 fosfat i un imant
agitador. Col- locar sobre un agitador magnétic.

- Amb I’agitador magneétic en funcionament, afegir 1 g de dextra. Deixar que es dissolgui
completament.

- Afegir 5 g de carboni activat. Deixar que es dissolgui completament (aproximadament
10 minuts).

- Guardar la barreja en una ampolla amb tap a rosca a 4°C fins el moment del seu s.
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Protocol 26. Tampo fosfat-EDTA

FOrRMULA: NaPO, 0.1M, 1% Triton X-100 Ultrograde, 10 M EDTA, pH 7.4
(Preparar 100 mL de Tamp6 fosfat-EDTA)

REACTIUS:
- Tampoé fosfat-1 (Protocol 1).
- EDTA 0.5M (Protocol 16).

PROCEDIMENT:
- Dispensar en un vas de precipitats de 200 mL, 98 mL de tamp6 fosfat-1 i un imant
agitador. Col- locar sobre un agitador magnétic.
- Amb I’agitador en funcionament, dispensar 2 mL d’EDTA 0.5M. Mesclar bé.
- Guardar la mescla en una ampolla de vidre amb tap a rosca a temperatura ambient.

Protocol 27. Tampo fosfat-3

FORMULA: NaPQO, 0.1M, pH 7.4

REACTIUS:
- NaPO, dibasic 0.1M (Protocol 2).
- NaPO, monobasic 0.1M (Protocol 3).
PROCEDIMENT:
- Dispensar 1 L de NaPO, dibasic 0.1M a un vas de precipitats de 2 L i un imant agitador.
Col- locar sobre |’agitador magneétic.
- Calibrar el pH-metre i introduir I’eléctrode en la solucié de NaPO, dibasic 0.1M. Posar
en funcionament I’agitador magnétic.
- Amb la solucié NaPO, monobasic 0.1M ajustar el pH fins a 7.4.
- Guardar el tamp6 fosfat-1 en ampolles de vidre amb tap de rosca a temperatura
ambient.

Protocol 28. SNC-TC

FORMULA: Sérum normal de conill (SNC), tractat amb carboni activat (TC)
(Preparaci6 de 100 mL de SNC-TC)

REACTIUS:
- Sérum normal de conill.
- Carboni activat (Sigma-Aldrich, LTC., St. Louis, MO, USA).

CONSIDERACIONS:

- EI SNC-TC, una vegada descongelat, pot tornar-se a congelar fins la propera vegada que
es necessiti.
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PREPARACIO:

Dispensar en un vas de precipitats de 200 mL, 100 mL de serum normal de conill i un
imant agitador. Col- locar sobre un agitador magnétic.

Amb [|’agitador en funcionament, afegir 2 g de carboni activat. Deixar homogeneitzar
completament (10 minuts aproximadament).

Repartir la barreja en tubs de policarbonat de 50 mL.

Precipitar el carboni activat, centrifugant a 26891 x g a 4°Cdurant 10 minuts.

Recuperar el sobrenedant filtrant-lo amb I’ajuda de gases.

Tornar a centrifugar el filtrat sota les mateixes condicions i finalment filtrar el
sobrenedant amb paper de filtre.

Guardar en aliquotes en tubs tipus Falcon a -20°C fins la seva utilitzacio.

Protocol 29. Tampo rentat

FORMULA: NaPO, 0.1M, Tween 20 0.05%, pH 7.4
(Preparaci6 de 200 mL de Tampé rentat)

REACTIUS:

Tampo fosfat-2 (Protocol 27).
Tween 20 (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA).

CONSIDERACIONS:

Preparar aquest tamp6 abans d’iniciar I’assaig. No es guardara.

A la TAULA 17, es descriu el volum minim necessari de Tampo rentat en 1,4 i 8 rentats
en 1 pou i en tota la microplaca. Aquests son volums minims necessaris, perd s’haura de
preparar una mica més. Per facilitar els calculs, en aquest protocol es proporcionen els
volums necessaris per la preparaci6 d’un volum total requerit per assajar una
microplaca (total de 8 rentats).

PREPARACIO:

Dispensar en un vas de precipitats 199.9 mL de Tamp6 fosfat-2 i un imant agitador.
Col- locar sobre I’agitador magneétic. Amb I’agitador en moviment, afegir 100 pL de
Tween 20.

TAULA 15. Relacié de volums minims necessaris de tamp6 rentat utilitzat en la técnica del

bindling.

Volum tamp6 rentat

1 pou 1 microplaca
Rentats 1 250 pL 24 mL
4 1mL 96 mL
8 2mL 192 mL
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ANNEX 2

ENQUESTES D'HABITS 1 ESTIL DE VIDA DF L 'ESTUDI NUTCIR

ENQUESTA 1 SOBRE HABITS I ESTIL DE VIDA

ANOTT LES RESPOSTES EN LES ESPALS CORRESPONENTS A CADA PREGUNTA.
Aquestes dades serviran a la Universitat Rovira i Virgili per fer un estudi comparatiu entre diferents

poblacions. En els resultats mai apareixerd el seu nom.

US DE SUPLEMENTS DE VITAMINES / MINERALS
Per diferents motius, els suplements de vitamines i minerals recomanats no es prenen sempre: per oblit, per
sentiment de que no sén necessaris, perqué em trobo bé, perqué donen molésties, etc. Si us plau, contesti
sincerament aquestes preguntes per ajudar-nos a valorar la realitat del seguiment dels suplements.

® Ha pres per iniciativa propia o receptat per un metge algun tipus de suplement vitaminic / mineral?
Mai n'he pres 0 Si n'he pres O

En el cas que si, indiqui el nom del preparat i les vegades que ho ha pres habitualment amb una X. Posi una X en
cada mes de 'embardas que ho ha pres.

Exemple, una dona que ha pres cada dia dci

i Nom del preparat -

ACID FOLIC ® Cadadia [ ] ]

- . . L1 Lamayoria de los dias (4-6 veces) a ju} [ n] [m]
1 Quin? : FOLIDOCE [0 Algunos dias (1-3 veces) [} [m) a =} o

ACID FOLIC

O Cada dia O 0o o o o
) O Lamajoriadels dies (4-6vegades) i O O O O O
Quin?: O  Alguns dies (1-3 vegades) O O O 0o o
FERRO O cada dia o o o o o
Quin?: O Lamajoriadelsdies(4-6vegades) : 0 O O O 0O
) 0 Alguns dies (1-3 vegades) O O o o o
MULTI-VITAMINES 0O Cada dia o o o o o
) [0 Lamajoriadelsdies(4-6vegades) i 0 O O O O
Quin?: O  Alguns dies (1-3 vegades) O O o o o
e Vaprendre dcid félic en els 3 mesos abans de quedar-se embarassada?  Si O No O
® Vaprendre ferro en els 3 mesos abans de quedar-se embarassada? siO No O

ESMORZAR (durant 'embaras)

Té el costum d'esmorzar?

Esmorza cereals inflats habitualment (p.ex. fipus Kelloggs / Nestlé etc) ?

Pren café ?

O|gaoo
Oo|oaia

Pren café descafeinat ?
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o Es fumadora passiva (exposada al fum de tabac habitualment (a casa o a la feina) ?

siO No O

TABAC

Només per fumadores en els dltims 5 anys

DURANT L'EMBARAS

Actualment fumo O O [}
Fumava durant els 12 mesos abans de
'embards o o D

Deixat durant I'embards
durant els mesos

[}

ALCOHOL

Actualment bec alcohol

En els 12 mesos abans de
'embards

Deixat durant 'embards

durant els mesos

[m]

O

® Ha pres algun altre tipus de substdncia toxica (p.ex. marihuana, cocadina, heroing, etc...) en els lltims 5 anys?

sio No O

En el cas de que si hagi pres alguna substdncia tdxica, especifiqui quines:

Actualment prenc substdncies toxiques

En els 12 mesos

abans de I'embards prenia subst. téxiques

Deixat durant fembaras
durant els mesos
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ACTIVITAT FiSICA (durant I'embaras)

® Quina activitat fisica fa en el treball, estudi o feina de casa?

- El meu treball és bdsicament d'estar asseguda i caminar poc (estudiant, docent, conductora
de vehicles, dependenta, administrativa) O

- Al meu treball camino forga perdé no faig cap esforg vigordés (mestressa de casa, fdbrica,
pagesa, venedora, cartera....)

- E) meu treball és basicament de molta activitat fisica (esportista.)

® Quina activitat feu en el temps de lleure?

Si varia amb l'estacio, escollir el grup més representatiu (només 1 grup).

- Lectura, televisié i activitats que no requereixin activitat fisica important...........ccoovvvevervvvenn. O
- Caminar, anar amb bicicleta, jardineria (no s'inclou el transport d'anar i tornar del treball)...... [
- Cérrer, esquiar, gimndstica, jocs de pilota o esports vigorosos regularment............ccevovenrrrennn. O
- Enfrenament esportiu regular per compefticié ]

®  Quants cops per setmana realitza les activitats referides en la pregunta anterior?

e Durant els dltims 12 mesos

Ha tingut el costum de prendre el Sol? O ] O

® Ha buscat / planificat aquest embaras? siO No O

e Durant els 6 mesos abans de I'embards

Quin métode d'anticonceptiu ha fet servir? O ] [}

® Anoti qualsevol dubte relacionat amb aquesta enquesta:
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ENQUESTA 2 SOBRE HABITS T ESTIL DE VIDA

ANOTT LES RESPOSTES EN LES ESPAIS CORRESPONENTS A CADA PREGUNTA.
Aquestes dades serviran a la Universitat Rovira i Virgili per fer un estudi comparatiu entre diferents poblacions. En els
resultats mai apareixerd el seu nom.

US DE SUPLEMENTS DE VITAMINES / MINERALS
Per diferents motius, els suplements de vitamines i minerals recomanats no es prenen sempre: per oblit, per
sentiment de que no sén necessaris, perqué em frobo bé, perqué donen moleésties, etc. Si us plau, contesti
sincerament aquestes preguntes per ajudar-nos a valorar la realitat del seguiment dels suplements.

® Ha pres per iniciativa prdpia o receptat per un metge algun tipus de suplement vitaminic / mineral?

Mai n’he pres O Sin’he pres [J
En el cas que si, indiqui el nom del preparat i les vegades que ho ha pres habitualment amb una X. Posi una X en
cada mes de I'embards que ho ha pres.

P

E le, una dona que ha pres la majoria dgls dies ferro durant els mesos 6,7 ,8i9:
i, Nom del preparat. . R ‘

i

Cada ‘diu
La majoria dels dies (4-6 vegades)
Alguns dies (1-3 vegades)

FERRO

Oox0O
Ooxo
oxOd
oxO

X

Quin?: FERPLEX

 Nom del preparat

Cada dia

FERRO O o O g o

O La majoria dels dies (4-6 vegades) o 0o o 0O

Quin?: O Alguns dies (1-3 vegades) O O o o
ACID FOLIC O Cada dia O 0O O O

0] Lamajoria dels dies (4-6 vegades) o 0o o 0

Quin?: [0 Alguns dies (1-3 vegades) O O O O
MULTI-VITAMINES O Cada dia o o o o

O La majoria dels dies (4-6 vegades) o o o o

Quin?: O Alguns dies (1-3 vegades) O O O O

e  Siha deixat de prendre el ferro, per quin motiu o motius ha estat?

O oblit O Li causava molésties
O No el considerava molt important per la salut O Altres (especificar)

ESMORZAR (durant |'embaras)

Té el costum d'esmorzar?

Esmorza cereals inflats habitualment (p.ex. tipus Kelloggs / Nestlé etc) ?

Pren cafe ?

m|
O
O
O

O og|o

Pren café descaféinat ?
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TABAC
e Es fumadora passiva (exposada al fum de tabac habitualment (a casa o a la feina) ?
sio No O

Només per fumadores en els Ultims 5 anys

Actualment fumo

Fumava durant els 12 mesos abans de
'embards o O o o

Deixat durant I'embards

durant els mesos O g o
ALCOHOL
Mal
Actualment bec alcohol O
En els 12 mesos abans de
'embards o u a a
' 0.a 3 mesos
Deixat durant I'embards
O O O

durant els mesos

® Ha pres algun altre tipus de substdncia tdxica (p.ex. marihuana, cocaina, heroina, etc...) en els ltims 5 anys?
siO No O

En el cas de que si hagi pres alguna substancia téxica, especifiqui quines:

‘Ocasionalment

Actualment prenc substancies féxiques O [}

En els 12 mesos o
abans de I'embards prenia subst. toxiques U

Deixat durant I'embards durant els mesos
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ACTIVITAT FESICA (durant I'embards)

e Quina activitat fisica fa en el treball, estudi o feina de casa?

- El meu treball és basicament d'estar asseguda i caminar poc (estudiant, docent, conductora
de vehicles, dependenta, administrativa) ]

- Al meu freball camino forga perd no faig cap esforg vigords (mestressa de casa, fdbrica,
pagesa, venedora, cartera....)

- El meu treball és basicament de molta activitat fisica (esportista.)

® Quina activitat feu en el temps de lleure?
Si varia amb l'estacio, escollir el grup més representatiu (només 1 grup).

- Lectura, felevisid i activitats que no requereixin activitat fisica important..........cocennnenns

- Caminar, anar amb bicicleta, jardineria (no s'inclou el transport d'anar i fornar del treball)......

- Cérrer, esquiar, gimndstica, jocs de pilota o esports vigorosos regularment...

O o o o

- Entrenament esportiu regular per competicié

® Quants cops per setmana realitza les activitats referides en la pregunta anterior?

e Durant els (ltims 12 mesos
Ha tingut el costum de prendre el Sol?
® Ha buscat / planificat aquest embaras? si0 No [

®  Anoti qualsevol dubte relacionat amb aquesta enquesta:
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ANNEX 3

ARTICLES CIENTIFICS

FERTILITYZ

STERILITY

The Official Journal of the
American Society for Reproductive Medicine

Berrocal-Zaragoza MI, Fernandez-Ballart JD, Murphy MM, Cavallé-Busquets P,
Sequeira JM, Quadros EV. Association between blocking folate receptor
autoantibodies and subfertility. Fertil Steril 2008 Oct 22 (doi:10.1016/j.fertnstert.
2008.08.104)
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DURANT L'EMBARAS

Association between blocking folate receptor
autoantibodies and subfertility

The association between blocking FoIale receptor (FR) autoauubodles and subfertility was investigated in a lon-
gitudinal study of women pting 1o become preg women with subfentility (failure to con-
ceive during 12 menstrual cycles) and 25 control women (wuun:n who conceived and went on to have normal
pregnancy outcomes) were studied. Subfertility risk was 12 times higher in women with blocking FR autoan-
tibodies compared with those without (odds ratio, 12; 95% confidence interval, 1.9-129.6). (Fertil Stenl® 2008;
W:E-E. 22008 by American Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: Folate receptor antoantibodies, subfenility, pregnancy
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Folate plays an important role in human reproduction (1, 2).
It is essential for genomic integrity and DNA methylation
{3). Insufficient folate supply during the rapid cell division
phase after conception has been associated with neural tube
defects (NTDs) (4-6), impaired embryo viability and
implantation (7), increased rate of apoptosis in human cyto-
trophoblastic cells (8), and risk of spontaneous abortion (9).
Immunohistochemical evidence of folate receptor (FR)
expression in different reproductive tissues of both pregnant
and nonpregnant female rats and in different anatomical
components of the embryo at different stages of develop-
ment has been reported, and a specific antiserum capable
of blocking the binding of folate to its receptor before
conception has been proposed as a cause of infertility
{10}, Maternal FR autoantibodies capable of blocking folate
transport have been reported to be more frequent in women
with NTD-affected pregnancies than in controls (11, 12).
Blocking FR autoantibodies in children have been associ-
ated with cerebral folate deficiency (13, 14), autism (15),
and Rett syndrome (16).

Approxi :ly 25% of p sies are clinically unde-
tected due to early pregnancy loss (17), and 12% end in
spontaneous abortion (18). Subfertility [lower than normal
probability of conception during a given menstrual cycle
{19}] is another complication associated with the very early
stages of conception and human development. The timing
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and difficulty in detecting these events complicates the
investigation of their etiology, especially in the case of
a first-time occurrence.

Blockage of FR by maternal FR autoamtibodies during
the periconception period could alter folate bioavailability
during the primary stages of cellular division and embryo-
genesis. This could lead to subfertility/early pregnancy
loss. The aim of this study was to investigate the associa-
tion between maternal blocking FR autoantibodies and
subfertility.

Women planning pregnancy participated in the PREC
(PRE Conception} longitudinal study of maternal nutri-
tional status from preconception throughout pregnancy
(Unit of Preventive Medicine and Public Health, Faculty
of Medicine and Health Sciences, Universitat Rovira i Vir-
gili, and Unit of Obstetrics and Gynecology, University
Hospital Sant Joan, Reus, Spain [1991-96]} (20-22). Ethics
committee approval was obtained, and signed informed
consent was provided by the participants in accordance
with the Declaration of Helsinki (23). Exclusion criteria
were previous diagnosis of infertility or chronic illnesses
affecting nutritional status and use of medication interfering
with folate metabolism. Data regarding lifestyle, toxic
habits, vitamin/mineral supplement, and recent oral contra-
ceptive use were collected, and body mass index BMI) was
recorded.

The collection of a fasting blood sample between days 7
and 12 of the menstrual cycle was scheduled on the first day
of that cycle. Samples from the antecubetal vein were col-
lected into EDTA-K;-treated vacutainers, kept at 4°C, and
processed within 2 hours of collection. Plasma was stored
in aliquots at =20°C. If the participant had not become
pregnant during three cycles, another blood sample was
collected. Subfertility cases were participants who after
providing three preconception blood samples had not be-
come pregnant and who confirmed not being pregnant
when contacted to schedule a fourth p eption sample
(after 12 menstrual cycles of trying). Seventeen cases of
subfertility were detected. Controls were 25 participants

Fertility and Sterility® Viol. 8, No. 1, W 2008
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who became pregnant after providing a preconception
blood sample and provided further blood samples at weeks
8, 20, and 32 of gestation and at labor and from the umbil-
ical cord from normal term pregnancies.

None of the participants took folic acid supplements dur-
ing the periconception phase of the study. The study was
carried out before the current recommendation for pericon-
ceptional folic acid supplementation was in place in Spain.
Flour in Spain is not fortified with folic acid.

Testing for blocking autoantibodies against FR was per-
formed at the State University of New York Downstate
Medical Center as described elsewhere (11, 13). Briefly,
200 pL of serum was acidified with 300 gl of 0.1 molar
glycine/HC1, pH 2.5/0.5%, Triton X-100/10 mM EDTA
and was added to 12.5 mg of dextran-coated charcoal pel-
lets to remove free folate, After centrifugation, the super-
natant was collected and the pH was raised to 7.4 with 62
Ll of 1 M dibasic sodium phosphate. This sample was
incubated ovemight at 4°C with 0.34 pmol of apo-FR
purified from bovine milk. Tritiated (*H]) folic acid
was added, and the mixture was incubated for 20 minutes
at room temperature. Free [*H]folic acid was adsorbed to
dextran-coated charcoal, and receptor-bound radioactivity
in the supernatant fraction was determined. Blocking
autoantibodies prevent the binding of [*H]folic acid to
FR, and the autoantibody titer is expressed as picomoles
of FR blocked/milliliter of plasma. Total fasting plasma
homocysteine (tHey) was determined by the IMx immu-
noassay (Abbott Laboratories, Diagnostics Division,
Abbott Park, IL).

Statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences, version 15.0 (SPSS, Chi-
cago). Frequency of blocking FR autoantibody occurrence
and smoking habits and use of oral contraceptives (dichot-
omic variables) between cases and controls was compared
using the ¥ -test, and mean age and BMI were compared
using analysis of variance. The odds ratio (OR) of having
subfertility when positive for blocking FR autoantibodies

TABLE 1

Baseline (preconception) characteristics of cases and controls for subfertility.

compared with being negative for them was estimated by
logistic regression analysis adjusting for age, smoking
habit, BMI, and tHcy. P<.05 was considered statistically
significant.

The baseline characteristics summarized in Table 1 did
not differ significantly between cases and controls. A total
of 83 repeated blood samples collected 10-12 weeks apart
were available for cases, and 104 were available for con-
trols. A total of 18/83 samples collected from cases had pos-
itive FR autoantibody titers compared with 1/104 samples
collected from controls (P</.001). At least one positive
reading for FR autoantibodies was observed in 29.4% (5/
17, mean [SD] titer: 0.88 [0.39] pmol FR blocked/ml
plasma) of the subfertility cases compared with in 4% (1/
25; (titer: 0.19 pmol FR blocked/mL plasma) of the control
group (P<.05). Autoantibody titers fluctuated to different
degrees in the six women who had tested positive in re-
peated blood samples 12 weeks apart: 2/7 readings over
23 months, 1/10 readings over 31 months, 3/4 readings
over 14 months, 5/6 readings over 15 months, 2/3 readings
over 12 months, and 1/2 readings over 3 months were below
the assay’s detection limit (0.1 pmol FR. blocked/mL). The
remaining 36 women had negative readings for antibodies
on all occasions {up to 7 times, each 10-12 weeks apart).
The risk of subfertility was 12 times higher in women
with autoantibodies compared with those without (OR,
12; 95% confidence interval [CT], 1.9-129.6; P<.05). A to-
tal of 5/17 cases went on to become pregnant after between
12 and 19 months of trying. Only one case positive for
blocking FR autoantibodies became pregnant after 19
months. She went on to have a term pregnancy with the
baby’s birth weight between P and Py,

Approximately 30% of cases of subfertility reported in
previous studies were not explained by conventional causes
(24, 25). In our sample of Spanish women of rep
age, we observed that having autoantibodies that block fo-
late transport at the FR level is a significant risk factor for
subfertility. Folate cell delivery via the FR is especially im-
portant in reproductive processes (26). Impairment of this

tive

Cases Controls
N 17 25
Age in years, mean (SD) 30.52 (3.06) 29.30 (2.52)
BMI in kg/m?, mean (SD) 23.78 (3.83) 22.94 (2.39)
Smokers, n (%) 7(41.0) 7 (28.0)
Cigarettes/day, mean (SD) 10.2 (5.7) 9.4 (10.3)
Oral contraceptive® user, previous 6 months, n (%) 4 (28.6) 9 (37.5)
THey in umoles/liter, mean (SD) [n] 8.0°(3.1) [15] 8.5° (2.0) [24]

® Mean of preconception visits.

Berrocal-Zaragoza. Folate receptor anfibodies and subfersility, Fersil Steril 2008,

A Oral contraceptive use during the & months before starting the study.

Al Berrocal-Zaragoza ef al, Correspondence

Vol. M, No. W, W 2008

DURANT L'EMBARAS



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

mechanism could affect DNA synthesis and repair and ap-  REFERENCES

optosis and trigger oxidative stress mechanisms, This could 1, Scholl TO, Johnsor WG, Folic acid: influence on

lead to impaired quality, impl. ion, fetus devel- preguancy. Am J Clin Nutr 2000:71(Suppl):12955-303. )

opment, and pregnancy maintenance as reported in folate Tamura T, Picciano MF. Folate and buman reproduction. Am J Clin
. . Nutr 2006,83:993-1016.

deficiency (27, 28). DNA hypomethylation has also been re- Friso S, Choi Sang-Woo. Gene-nutrient interactions and DNA methyl-

ported to affect the expression of Cyp19, the key gene of es- ation. J Nutr 2002:132:23825-7.

trogen biosynthesis (29). Hibbard ED, Smithells RW. Folic acid metabolism and embryopathy.

Lancet 1965;1:1254=6.

outeome of

=

il

o

The importance of FR in cellular folate uptake and the 5. Smithells EW, Sheppard 8, Schorah CJ. Vitamin deficiencies and neu-
difficulty in successfully conceiving when FR function is ral tube defects. Arch Dis Child 1976;51:944-50.
inhibited were previously reported in rats (10). Maternal 6. Kirke PN, Molloy AM, Daly SE, Burke H, Weir DG, Scott IM. Mater-
blocking FR autoantibodies have been associated with de- nal plasma folate and vitamin B12 are independent risk factors for neu-

. 2 903867 .
velopmental problems in the embryo during the very early ral wbe defects. Q 1 Med 1993:86:705-8

N L 7. O'Neill CO. Endogenous folic acid is essential for normal development
stages of pregnancy (11). Reduced folate is essential in pre- of preimplantation embryos, Hum Reprod 1998:13:1312-6,
implantation embryos (7). Conceivably, in the case of sub- 8, Steegers-Theunissen RPM, Smith SC, Steegers EAP, Guilbert LJ,
fertility, insufficient, reduced folate during the rapid cell Baker PN. Folate affects apoptosis in human trophoblastic cells.

Br I Obstet Gynaecol 2000;107:1513-5.
9. George L, Mills JL, Johanssor ALV, Nordmark A, Olander B,
Granath F, ¢1 al. Plasma folate levels and risk of spontaneous aborti

division phase after conception may prevent embryo viabil-
ity and implantation or pregnancy maintenance (7, 10). We

investigated the presence of blocking FR autoantibodies in IAMA 2002;288:1867-T3.

repeated samples collected longitudinally and at relatively 10. Da Costa M, Sequeira IM, Rothenberg SP. Weedon J. Antibodies to fo-
close time intervals. We detected blocking FR i- Late receptors impair embryogenssis and fetal development in the rat.
bodies both bef d d and observed Birth Defects Res (part A) 2003,67:33747.

h s ore A p uring dpmlgn“'l"fz o m" dm‘ 11. Rothenberg S, da Costa ME, Sequeira IM, Cracoo I, Roberts JL.
. at m. “{mecascs titers ‘.'Icmal.e to ICVC 5 ‘?0“’ © :?lm- Weedor: 1, et al. Autoantibodies against folate recepiors in women
tion limit. Such fluctuations in antibody titer especially with a pregnancy complicated by a neural-tube defeet. N Engl T Med
when the titer is low have been observed in other autoim- 2004;350:134-42.

mune conditions (30, 31). Questions as to what triggers 12, Blick JB, Rothenberg S, St Theunissen REM. Materal folate

- § | : _ recepior autoantibodies and cleft lip andfor palate. Int ] Gynaecol
FR antibody response and what factors contribute to fluctu Chatet 2006031423,

ations in the titer are fundamental issues pertaining to all au- 13, Ramackers VT, Rotherberg SP. Sequeira M, Opladen T, Blau N,

toimmune disorders. Significant decreases in antibody titer Quadros EV, et al. Autoantibodies to folate receptors in the cercbral
were observed in her study on eliminating cow’s milk folate deficiency syndrome. N Engl ] Med 2005;352:1985-91.
and related p‘rﬂd‘uc[s from the diet of children with posir.ive 14, Ramackers VT, Sequeira IM, Blau N, Quadros EV, A milk-free diet
: : 5 s r F . _ downsegulates folate receptor autoimmunity in cerebral folate defi-
leCk;;g rI:{ aln:dantll?ody [;IETS (Ili.:';} T:.: ledto th.e hy p(:llh ciency syndrome, Dev Med Child Newrol 2008;50:346-52.
esis that the production of blocking FR autoantibodies is 15 puyaeker VT, Blau N, Sequeira IM, Nassogne MC, Quadros EV. Fo-
caused by exposure to the antigen {cow’s milk FR) because late receptor autoaimmunity and cerebral folate deficiency in low-func-
of a defect in the immunological barrier of the gastrointes- tioning autism with logical deficits. pediatrics 2007;38:
tinal tract. 276-81.
16. Ramackers VT, Sequeira JM, Artuch R, Blau N, Temudo T,
Further investigation is required to understand the nature of Omazabal A, et al. Folate receptor autoantibodies and spunal ﬂmd
the association between FR autoimmunity and subfertility 5 iency in Rett synd '
and the petential benefits of using i Lo 5 Q‘mﬁ:ﬁz inberg CR. Time of i
ticosteroids, and high-dose folic acid in this disorder. ceptus and loss of pregnancy. N Engl ] Med 1999;310.
18, Blohm F, Fridén B, Milsom 1. A prosp k H
Maria Isabel Berrocal-Zaragoza, M.S? based study of clinical miscarriage in an urban Swedish po'p.l]z:wr
Joan D. Fernandez-Ballart, Ph.D.*" Br | Obstet Gynecol 2008;115:176-82.
Michelle M. Murphy. Ph.D.*" 19, Nguyen RHN, Wilcox Al Terms in reproductive and perinatal epide-
Pe:e Cat, Al é-strgu:ts MDD miology. 1. Reproductive terms. ) Epidemiol Comumun Health 2005:50:
i 916-9,
Jeffrey M. Sequeira, M.S.* 20, Murphy MM, Scott IM, McPartlin 1M, Fernandez-Ballat JD.
Edward V. Quadros, PhD! The pregrancy-related decrease in fasting plasma homocysieine is
* Area of Preventive Medicine and Public Health, Faculty of not explained by folic acid supplementation, hemodilution, or a de-
Medicine and Health Sciences, Universital Rovira i groase in albumin in & langirudinal study. Am J Clin Muw 2002:76:
S 11 b . . - N .
V"X‘f"»_fmﬂ' CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y 21, Murphy MM, Scott JM, Arija ¥, Molloy AM, Fernindez-Ballart 1D,
Nutricicn (CBOGO3), Instinuto de Salud Carlos 1, Maternal homocysteine before conception and througheut pregnancy
Madrid, and © Unir of Obsterrics and Gynaecology, predict fetal homocysteine and birh weight. Clin Chem 2004;50:
Haospital Universitari Sant Joan, Reus (Tarvagona) 1406-12.

22, Murphy MM, Molloy AM, Uelard PM, Fernandez-Ballan ID,

Spain; and # Deparmment of Medicine/Cell Biology, Stat
pain; and " Department of Medicine/Cell Biology, State Schneede J, Arija V, et al. Longifudinal study of the effect of pregnancy

University of New York Downstate Medical Center, on maternal and fetal cobalamin status in healthy women and their
Brooklyn, New York offspring. 1 Nutr 2007;137:1863-7.
Fertility and Sterility= E

224



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

23

2B

Ethical committee of the World Medical Association. Draft code of
ethics on humar: experimentation. Br Med J 1964;2:177-80.

Linsten AME, Pasker-de-long PCM, de Boer EI, Burger CW,
Jansen CAM, Braat DDM, et al, Effects of subfertility cause, smoking
and body weight on the success rate of IVE Hum Reprod 2005;20:
1867-75.

the is and p ion of subfertility. Hum Reprod Update
2007;13:163-74.

28, Agarwal A, Gupta 5, Sharma RK. Role of oxidative stress in: female
reproduction, Reprod Biol Endocrinol 2005:3:28,

29. Vanselow J, Pohland R, Firbas R. Promoter-2-derived Cyp19 expres-
sion in bovine granulosa cells coincides with gene-specific DNA

Smick HKA, Amick TS, Evers JLH, Collins JA. The sp
s § cuhfartil .

the Walct

preg-
primary

nancy
care study. Hum Reprod 1097:12:1582-8,
Elnakat H, Ratram M. Role of folate receptor penes in reproduction
and related cancers, Front Biosci 2006:11:506=19.

Ebischh IMW, Thomas CMG, Peters WHM, Braat DDM, Steepers-
Theunissen RPM. The importance of folate, zine and antioxidants in

yp Mol Cel Endocrinol 2005;233:57-64.

30. Yu I, Y L, Bugawan TL, Erlich HA, Bamiga K, Hoffman M, et al.
‘Transient antiislet ibodies: i and lack of
association with penetic risk factors. ] Clin Endocricol Metab
2000;85:2421=8.

31, Cheng HM, Chamley L. Crypic natural autoantibodies and co-poten-
tatars. Autoimmun Rev 200874314,

Berrocal-Zaragoza et al,

Correspondence

Vol. M, No. W, W 2008

225



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL, DURANT L'EMBARAS
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

=
Jj\.‘l THE JOURNAL OF NUTRITION

Berrocal-Zaragoza MI, Murphy MM, Ceruelo S, Quadros EV, Sequeira JM,Fernandez-
Ballart JD. High milk consumers have an increased risk of folate receptor blocking
autoantibody production but this does not affect folate status in Spanish men and

women. J Nutr 2009;139 Mar 12 (doi:10.3945/jn.108.102475)

226



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AUTOANTICOSSOS CONTRA RECEPTORS DE FOLAT I ESTAT EN FOLATS A LA POBLACIO GENERAL,
I EFECTE SOBRE LA SUBFERTILITAT EN DONES

Maria Isabel Berrocal Zaragoza

ISBN:978-84-692-3233-0/DL:T-940-2009

DURANT L'EMBARAS

The Journal of Nutrition. First published ahead of print March 12, 2009 as doi: 10.3945/jn.108.102475.
Th<_e _Journal of Nutrition (‘\
Nutritional Immunology Ai}b
High Milk Consumers Have an Increased Risk
of Folate Receptor Blocking Autoantibody
Production but This Does Not Affect Folate
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Brooklyn, NY 11203

&d

Abstract

Folate receptor (FR)-blocking autoantibodies (FR-autoantibodies) have been reported in women with neural tube defect-
affected pregnancies and subfertility and in children with progressive neurodevelopment disorders. We investigated their
prevalence and association with folate status and milk intake in adults unexposed to folic acid fortification. A cross-
sectional study of a randomly selected representative sample of a Spanish population (aged 18-75 y) stratified by age
and gender was performed. Plasma and red cell folate, plasma cobalamin, fasting plasma total homocysteine (tHcy)
concentration, methylenetetrahydrofolate reductase C677T polymorphism, and FR-autoantibody titer were determined in
blood samples from 787 fasting participants. Lifestyle data were collected and milk intake estimated from a 3-d dietary
record. FR-autoantibody prevalence was 7.2% [0.30 % 0.27 nmol {(mean * SD) FR blocked/Ll, equally affecting men and
women of all ages. Plasma and red cell folate and tHcy did not differ between carriers and noncarriers of FR-
autoantibodies. Milk intake was higher in carriers (225 * 199 g/d) than in noncarriers (199 * 147 g/d) (P < 0.01). The risk of
having FR-autoantibodies increased progressively with increasing quintile of milk intake and was significant in the highest
quintile (=307 g/d) compared with the lowest (=67 g/d) [odds ratio {OR), 2.41 [95% Cl: 1.02, 5.69]; P < 0.05; linear trend,
P =0.02]. We concluded that FR-autoantibodies occur in men and women of all ages and do not affect indicators of folate
status such as plasma and red cell folate and tHcey. Higher milk intake is associated with increased risk of having FR-

autoantibodies. J. Nutr. 139: 1-5, 2009.

Introduction supply and transport to the cell. Folate-binding proteins (FBP)

(5) are one of various transport mechanisms. The folate receptor
(FR) is a form of FBP that is attached to the plasma membrane by
a glycosylphosphatidylinositol anchor (6). It is widely expressed
in tissues such as the choroid plexus for transport of folate across
the blood-brain barrier (7). Three different protein isoforms (a,
B, and ) have been described and are expressed in numerous
epithelial tissues (8), in the placenta, hematopoietic cells, and

Cellular integrity and division, DNA synthesis and methylation,
and fasting plasma total homocysteine (tHcy)® all depend on
folate status (1-4). Cellular folate availability depends on folate
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Fondo de Investigaciones Sanitarias) projects 00/0954, 03/0870, 05/1839,
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mature peripheral blood neutrophils (9-11) and in hematopoi-
etic tissues, the spleen, and bone marrow (12,13), respectively.
The gene coding a 4th isoform (8) has also been described (14).

The presence of autoantibodies capable of binding to the
folate binding site of the FR [FR-blocking autoantibodies
(FR-autoantibodies)] has been reported in mothers with neural
tube defect-affected pregnancies (14-17). They have been asso-
ciated with subfertility in women (18) and also with progressive
neurodevelopment disorders, such as idiopathic cerebral folate
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deficiency syndrome (CFD) (19), Rett Syndrome (20), and autism
(21). A high prevalence of specific immune response to differ-
ent & FR epitopes has been reported in women with breast and
ovarian cancer {22).

It is not yet known what triggers the production of FR-
autoantibodies. Reduced titers and clinical improvement in
children with CFD were reported when they were received a
milk-free diet (23). On reintroduction of milk, the average titer
tripled. It has also been proposed that the N- homocysteinyla-
tion of FR in situations of elevated tHcy could favor the for-
mation of FR-autoantibodies (24).

In this study, our aim was to investigate the presence of FR-
autoantibodies in the general population and to investigate their
influence on the association between folate status and tHey and
their association with dietary milk intake.

Participants and Methods

This cross-sectional study was carried out in the Unit of Preventive
Medicine and Public Health, Faculty of Medicine and Health Sciences,
Universitat Rovira i Virgili in collaboration with the health centers from
3 villages in the Tarragona province, Northeast Spain between 1998
and 2002. A representative sample of the population {aged 18-75 y),
stratified by age and gender according to the population distribution of
these variables, was randomly selected from the town halls’” population
registers. A letter was sent describing the characteristics of the study,
followed by an invitation to participate by telephone applying the
relevant exclusion criteria (Fig. 1). Sufficient plasma samples were
available from 787 of 812 participants for the FR-autoantibody
determinations (Fig. 1). The study was approved by the Sant Joan
University Hospital, Reus, Spain and by the Jordi Gol Gorina Founda-
tion ethics committees. All participants provided their signed informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki (25).

Lifestyle and dietary habits. Participants were asked at recruitment
whether they used B vitamin supplements. This was an exclusion cri-
terion. Participants were specifically asked again at the time of blood
sample collection whether they had taken a vitamin supplement that day.
Anthropometric and lifestyle/habits data were collected at a medical
check-up. The population studied was characterized by relatively litcle
exposure to folic acid. There is no mandatory fortification of flour with
folic acid and grain is milled locally in Spain. Participants completed a
3-d dietary record on nonconsecutive days, including 1 holiday. Subse-
quently, a dietitian revised their records with them, using photos of
household measures and portions to quantify the portions consumed.

Collection of blood samples. Overnight blood samples were collected
from fasting participants from the antecubital vein in 10-mL heparin-
lithium and EDTA-K3 and 5-mL EDTA-K; vacutainers. The samples
were kept at 4°C until they were processed, always within 2 h of
collection. Aliquots of plasma and whole blood diluted 1/10 with 10%
ascorbic acid solution (for red cell folate determinations) were stored at
—80°C until analysis. DNA was extracted from leukocytes.

Biological determinations. Plasma and red cell folate were determined
by microbioloigeal assay using Lactobacilus casei (26) and plasma
cobalamin using Lactobacillus leichmannii (27). These determinations
were carried out in Professor John M. Scott’s laboratory in Trinity
College, Dublin, Ireland. tHcy was determined using the IMx fluores-
cence polarization immunoassay (Abbott Laboratories Diagnostics
Division). The methylenetetrahydrofolate reductase C677T polymor-
phism (MTHFR C677T) was determined as previously described (28).
Plasma creatinine was determined by the Jaffé reaction {Quimica
Clinica Aplicada) on the Cobas Mira analyzer (Roche). Plasma C-reactive
protein (CRP) concentration (as a marker of inflammation) was
determined by turbidimetric immunoassay (29). FR-autoantibody titers
were determined as described previously (18). The assay’s cut off titer for
presence of FR-autoantibodies was =0.2 nmol FR blocked/L plasma.

2 Berrocal-Zaragoza et al.
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Statistical analysis. Statistical analysis was performed using the SPSS,
version 15.0. Values in the text are means = SD. Variables that were not
normally distributed were natural log-transformed for the application of
parametric statistical tests and in this case geometric mean (interquartile
range) is reported. The chi-square test was used to compare frequencies
of male gender, MTHFR 677TT genotype, smokers, alcohol consumers,
presence of active inflammation (CRP = 10 mg/L), B vitamin use,
breakfast cereal consumers, and proportion in the highest quintile of
milk intake between carriers and noncarriers of FR-autoantibodies.
Mean age, BMI, plasma cobalamin and folate, red cell folate, tHcy, and
milk and milk product intake were compared between carriers and
noncarriers of FR-autoantibodies by ANOVA. We investigated whether
the blockage of folate transport at the FR by autoantibodies interferes
with folate metabolism using multiple linear regression analysis. We
hypothesized that tHcy (a biomarker of folate status) would be affected
if the blocking autoantibodies were to impede folate transport. We tested
this hypothesis in different regression models. All of the models were
adjusted for the known confounders of the association between plasma

TOWN HALLS POPULATION REGISTERS
FROM 3 VILLAGES IN TARRAGONA
PROVINCE (SPAIN)

l

1563 people WERE RANDOMLY
STRATIFIED BY AGE AND GENDER

—> 238 people not
contacted due to
errors in register
data, death, etc.

1325 were INVITED TO
PARTICIPATE

90 subjects were excluded
for: non-Caucasian ethnic
group, B vitamin use,
illness/medication affecting
folate metabolism,
pregnancy, having given
birth during last 6 months
and lactation

391 refused «—

32 did not tumn up for
the medical check up «—

812 PARTICIPATED
(66% of eligible population)

22 had insufficient
sample for all of the
biological
determinations

787 had CHECK-UP / INTERVIEW
BIOLOGICAL DETERMINATIONS: tHcy,
plasma cobalamin, plasma and red cell folate,
MTHFR C677T polymorphism, CRP, plasma
creatinine, FR-autoantibody titer

l

749 completed 3 DAY
DIETARY RECORD

FIGURE 1 Recruitment of participating men and women and
available lifestyle and biological variables
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folate and tHcy (gender, age, plasma creatinine, plasma cobalamin, and
MTHEFR 677TT). In the presence of FR-autoantibodies blocking one of
the folate transport routes, this could impede the reducing effect of
plasma folate on tHey. In the global model, the association between the
dependent variable (tHcy) and the independent variable (plasma folate}
was also adjusted for the interaction term [(plasma folate) X (FR-
autoantibody titer)]. Given that the interaction was significant, plasma
folate and FR-autoantibody titer could not be included in the same
model. Therefore, we designed different models to investigate the
association between plasma folate and tHcy in FR-autoantibody
noncarriers and carriers separately and to investigate the association
between FR-autoantibody titer with tHcy in carriers. The percentage
change in tHey associated with the specified unit change in each
independent (explanatory) variable was calculated as: (the difference
berween the inverse transformed regression coefficient and 1) X 100.
Multiple logistic regression analysis was used to determine the risk
[odds ratio (OR)] of having FR-autoantibodies for consumers in each
quintile of milk consumption compared with the lowest and when in the
highest quintile of milk consumption compared with the rest of the
population. Apart from adjusting for age and gender, other potential
confounders of FR-autoantibody production were also considered in the
models. Common acute infections inevitably present at different stages
in a population sample of varying ages collected throughout the year
may have temporarily affected gastrointestinal integrity. The models
were adjusted for CRP concentration = 10 mg/L (indicative of the
presence of active inflammation) with respect to CRP concentration <
10 mg/L. Homacysteinylation of lysine residues in the presence of
homocysteine thiolactone (HTL), associated with high tHcy, has
previously been proposed as a mechanism that might trigger FR-
autoantibody production {24). The models were also adjusted for having
high tHcy [=Pyg (tHcy = 13.8 wmol/L)] with respect to the rest of the
population. The significance level for all tests was set at P < 0.05.

Results

A total of 7.2% of the population had positive FR-autoantibody
titers (0.30 = 0.27 nmol FR blocked/L of plasma, among carriers).
Gender, age, nutritional status variables, and habits in general did
not differ between noncarriers and carriers (Table 1), However,
milk intake was higher in FR-autoantibody carriers than in
noncarriers. Proportionally more FR-autoantibody carriers were
in the highest quintile of daily milk intake than noncarriers.

Multiple linear regression analysis investigating the influence
of FR-autoantibodies on the association between folate status and
tHcy showed that FR-autoantibody titer and plasma folate
interacted in their association with tHcy (P < 0.01) (model not
shown). Due to this evidence that the relationship between plasma
folate and tHcy was different at low than at high FR-autoantibody
titers, this association was investigated in the absence and in the
presence of FR-autoantibodies. In the model including only FR-
autoantibody noncarriers, there was a significant inverse associ-
ation between plasma folate and tHcy (model 1; Table 2). In FR-
autoantibody carriers, the magnitude of the inverse association
between plasma folate and tHcy was almost one-half that of
noncarriers and the association was no longer significant (model
2; Table 2). Also a 1-SD increase in FR-autoantibody titer was
associated with an increase in tHey (model 3; Table 2). However,
this association was not significant (P = 0.118).

A total of 674/749 (90%) participants that completed the 3-d
dietary records reported milk consumption. Multiple logistic re-
gression analysis showed that the risk of having FR-autoantibodies
increased with increasing quintile of milk intake compared with
being in the lowest quintile of milk intake (Fig. 2). The OR of
having FR-autoantbodies by being in the highest quintile of milk
intake (307-1247 g/d) compared with the lowest (0-67 g/d) was
2.41(95% Cl: 1.02, 5.69; P < 0.05; linear trend, P = 0.02). Being
in the highest quintile of milk intake compared with the rest of the
population, doubled the risk of having FR-autoantibodies (OR:
2.36 [95% CI: 1.27, 4.38); P < 0.01). The association of mitk
intake with FR-autoantibody titer was significant regardless of
whether the type of milk was full fat or reduced fat.

Discussion

The prevalence of FR-autoantibodies was 7.2% in this repre-
sentative sample of a population of men and women. Higher
milk intake was associated with a higher risk of having FR-
autoantibodies. There is no mandatory food fortification with
folic acid in Spain. Only 1.6% of the population studied took
multivitamin supplements. A total of 7.3% reported breakfast
cereal consumption. Thus, breakfast cereal consumption in our

TABLE 1 Lifestyle and dietary habits and vitamin status in men and women carriers and noncarriers
of FR- autoantibodies'

n Noncarriers n Carriers
Males, % 730 477 57 526
Age, y 730 429 = 153 57 431 = 154
MTHFR B77TT genotype, % 724 170 57 175
Smokers, % 727 343 56 421
Alcohol consumers, % 3 425 56 448
BMI, kg/m’ 718 269 = 50 57 272 £ 53
Plasma cobalamin, pmol/L 724 373 = 149 57 353 = 110
Plasma folate, nmol/L 725 134 =83 57 13676
Red cell folate, nmoi/L 726 874 = 353 57 912 + 408
tHey, wmoi/l 726 96(14) 57 8.4 (1.4)
FR-autoantibody titer, nmo! FA blocked/L 730 0 57 030 £ 027
CRP =10 mg/L, % 704 43 52 58
B vitamin use, % 730 18 57 0
Consumer of breakfast cereals, % 692 71 57 105
Milk intake, g/d 692 199 = 147 57 255 * 199°
Milk product intake, g/d 692 102 = 80 57 88 + 82
High quintile milk intake, % 692 192 57 318°

7 Values are means = SD, geometric means {interquartile rangel, or percentages. Letters indicate different from noncarriers: 2P < 0.01; °P

< 0.0

Folate autoantibody prevalence and milk intake 3
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TABLE 2 Association between plasma folate and tHey in FR-autoantibody noncarriers and carriers
and between autoantibody titer and tHcy in carriers in men and women

Muttiple linear regression model’ Regression coefficient Change in tHey,2* F{r) R?
1. Noncarriers
Plasma folate (1 nmol/t) —0.007 -07°
MTHFR 677TT genotype 0179 196° 486 (722 028
Plasma cobalamin (50 pmol/L} —0.020 —20°
2. Carriers
Plasma folate (1 nmoi/L) —0.004 -04
MTHFR 877TT genotype 0.165 179 34 (579 021
Plasma cobalamin {50 pmoi/L) —0.031 -31°
3. Carriers
1 8D increase in FR-autoantibody titer 0.054 55
MTHFR 677TT genotype 0.165 179 39(57)° 024
Plasma cobalamin {50 pmoi/t) —0.036 —-35°

T Al models were adjusted for gender, age, and plasma creatinine

2 Percentage change in tHcy per specified unit changes in plasma folate and cobalamin and FR-autoantibody titer and for MTHFR 677TT

genotype with respect to the other genotypes.

3 nrefers to those with complete data for all of the covariates included in each model. Letters indicate significance: °P < 0.001; ®P < 0.01:

P < 0.05.

adult population was lower than recently reported in a different
Spanish study of children and young adults (30).

Although folate status was similar in FR-autoantibody
carriers and noncarriers, plasma folate and FR-autoantibodies
interacted in their association with tHcy. This indicates that
although folate has a reducing effect on tHcy in the absence of
autoantibodies, their presence interferes with the effect of folate
on tHcy. If the blockage of folate transport at the FR level is not
sufficiently compensated by another transport mechanism, this
might affect folate availability for homocysteine remethylation
with a resulting increase in tHcy. The average reduction in tHcy
associated with increasing plasma folate was less in carriers than
in noncarriers of FR-autoantibodies and no longer significant.
Also, an increasing FR-autoantibody titer was associated with
increased tHcy, although not significantly (P = 0.118). We may
have lacked sufficient statistical power due to the small number
of FR-autoantibody carriers in our population.

The mean FR-autoantibody titer in our population is con-
siderably lower than previously reported titers that have been
associated with pathological conditions such as subfertility, neural
tube defect pregnancy, or CFD in infancy (18-21,23). Folate status

25 {1.02, 5.65; P < 0.05)
2
S 15
2
o
e
x 4
= Reference
quintile (g 25,2 35)
05
1(0-67)  2(69-165) 3 (167-220) 4(221-300) 5 (307-1247)

Quintile and range of daily milk intake (g/d)

FIGURE 2 Risk (OR [95% ClI)) of FR-autoantibodies for each quintile
compared with the lowest quintile of milk intake in men and women,

4 Berrocal-Zaragoza et al.

has been reported to differ between FR-autoantibody carrier
mothers of children with cleft lip and palate abnormalities (tHcy,
12.0 umol/L; serum folate, 13 nmol/L) and noncarriers (tHcy,
10.4 umol/L; serum folate, 22.0 nmol/L) (16). Folate status did
not differ between carriers and noncarriers of FR-autoantibodies
using bivariate analysis. FR-autoantibody presence may only be
clinically important in situations/organs with high FR expression
due to elevated folate requirements, such as the developing
embryo. Under some circumstances, folate requirements may be
met by other folate transport routes. The reduced folate carrier, a
transmembrane transporter with a higher affinity for reduced
folates, is expressed in most cell types and is considered an
alternative transport route for folates (31). Other transport
systems such as the proton-coupled folate transporter also exist in
specific tissues (32). It appears that in the general population,
these routes are sufficient to override the effect of the blockage of
folate transport at the FR level and at low FR-autoantibody titers.

Ramackers et al. (23) proposed that repeated exposure of the
digestive tract to bovine milk FR could result in the production
of FR-autoantibodies. Ninety percent of our population reported
milk consumption at a similar level to the American population
(33) but inferior to that of other European populations (34). Our
results show that consumers of between 307 and 1247 g/d of
milk, irrespective of whether it was full fat or not, had double the
risk of having FR-autoantibodies compared with the rest of the
population. Given that milk consumption was so extensive in our
population but only a small minority had FR-autoantibodies,
either large amounts need to be consumed to produce the auto-
antibodies or other unknown factors contribute to the production
of this immune response. Bovine milk is rich in FBP (35). Previ-
ously, it has been proposed that an immature gastrointestinal
immune system might play a role in FR-autoantibody production
associated with milk intake in children (23). The Peyer’s patches
that form an important part of the gastrointestinal mucosal
immune system are rich in immune cells. Food-borne antigens
transported from the gut lumen by the M cells are presented to the
immune system at this point. Tolerance to these is conferred by
specialized dendritic cells and regulatory T cells. In addition, se-
cretion of IgA provides additional protection against dietary an-
tigens (36,37). Any aberration in the induction of tolerance during
early infancy either due to infection, inflammation, or genetic
factors could trigger an immune response that could be stimulated
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ANNEX 4

MATERIAL RELATIU A L’ ESTUDI NUTCIR

Es va preparar una tarja d’agraiment per cadascuna de les participants i els neus
nadons. | un val per un regal, de la empresa textil SEIBE, S.A. de Reus (Tarragona), de
forma totalment gratuita, amb la qual s’ha mantingut la col- laboraci6 des del gener

del 2006.

Estem segurs que la seva

) participaci6 en I'estudi NUTCIR

contribuira al millor coneixement de

I’evolucié de I'embaras, i que aportara

noves dades a la ciéncia i aixi contribuir

R — a resoldre problematiques meédiques. No

= EL‘:.L" tindriem [I'ocasié de dur a terme un

; estudi tant beneficiés per la nostra

poblacié sense la col-laboraci6 i, sense
L equip investigador de Lestudi NUICIR, anim de lucre de voluntaris com vosté.

de la Unitat de Medicina Preventiva i Per d os | aci ;

Salut Piblica de la VRV i el Servei de Se:rbe,ogﬁlr-l ggor: san?l; I’Ieet?uip ETJ-T-ESR?

Ginecologia de [Hospital Sant Joan de amb un regal pel seu nad6, el qual

g 9 o (P 9 podra recollir a la botiga de la Plaga del

Reus, agmew{la Pepita W?ttar Clr'c,as ial Victor, 6 de Reus, presentant aquest val
seu nadd la seva col laboracid. (sense ell no esfara entrega del regal).

SEIBE
Plaga del Victor,6
43202-Reus

La investigacié sense la col laboracié de [a
poblacio no és possible. La vostra
participacid ha contribuit al millor
coneixement del [embards i aixi aportar
millores en la salut de futurs nadons.

J Universitat Rovirai Virgili

Es va crear amb la col- laboraci6 del Dr. Pere Cavallé-Busquets, ginecdleg
responsable de I’estudi NUTCIR de PHUSJR un triptic amb les principals

recomanacions a seguir durant I'embaras.
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- Diarrea
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= Inflamacit a una regié diferent
dels peus i turmells cap al
VESDrE, 0 les mateixes zones
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nocturn
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- De més tacil digestio

- Econdmica

- No cal preparar-la

- Més temps lliure

- Menys rics d'al|érgies

- Augmenta el benestar post part fisic i psicoligic
- Temperatura adequada

- Evita la rigidesa d'noraris

- Ajuda a recuperar la figura més rapidament

+ Natural al 100%

Recomanacions:

Puerperi
Durant el ouerperi, €ls orimers 40 dies us aconsellem una
revisit ginecologica al voltant del mes i mig després del part,
i sempre que noteu:

- Sagnat superior a una regla normal
/ - Febre superior a 38°C
- Mal olor del fluix vaginal
pY - Nodul delords en les mames
.~ - Molésties a I'orinar
- Inflamaci6 o dolor fort en una cama

Recordey que codeu anar ala llevadora del PASSIR (CAP de
Sant Pere} o de I'ABS que us comesgongui després del part
o davant de qualsevel complicacit o duble que se us presenti.

- El sostenidor ha de ser comede, de fibres naturals i amb suport suficient perd sense comprimir els pits
« Si voleu evitar taques ala roba utilitzar discs absorbents. Recordeu de canviar-los sovint per evitar maceracions al mugré
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