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ApoHC Apohaptocorrina
ApoTC Apotranscobalamina
ATRs Adenosiltransferases
CIR Creixement intrauteri retardat
CNCbl o vitamina B> Cianocobalamina
Cubam Cubilina-amnionless
DHF Dihidrofolat
DHFR Dihidrofolat-reductasa
DTN Defectes del tub neural
EGOTAC Erythrocyte Glutamic-Oxaloacetic

Transaminase Activation Coefficient
EGRAC Erythrocyte Glutathione Reductase
Activation Coefficient
ELISA Técnica d’enzimoimmunoassaig
FCE Factor de creixement epitelial
FI Factor intrinsec
HC Haptocorrina
HoloHC Holohaptocorrina
HoloTC Holotranscobalamina
IDR Ingesta diaria recomanada
MeCbl Metilcobalamina
MMA Acid metilmalodnic
MS Metionina-sintasa
MSR Metionina-sintasa reductasa
MTHFR Metilentetrahidrofolat-reductasa
NK Cél-lules “natural killer”

NutCIR Nutricio i Creixement Intrauteri Retardat
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Acronim Significat
OHCbl Hidroxicobalamina
RIA Radioimmunoassaig
SAH o AdoHcy S-adenosilhomocisteina
SAM o AdoMet S-adenosilmetionina
SD Sindrome de Down
TCII Transcobalamina II
tHcy Homocisteina plasmatica total en deju

THF Tetrahidrofolat
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INTRODUCCIO GENERAL

1. INICI DEL DESCOBRIMENT DE LA COBALAMINA FINS A LA SEVA
SINTESI

El 1824 Combe va descriure el cas d'un pacient amb una patologia molt peculiar:
«Pacient feble, amb respiracié accelerada en realitzar un minim esforg, sequedat en la
llengua, moviments i parla languids, rebuig de I'estomac a gairebé tot tipus d’aliment, set
constant i epidermis d’un color pal-lid com un mort». Pero no va ser fins que Addison va
fer-ne la descripcido anatomopatologica, que aquest tipus d’anémia es va considerar com
un quadre clinic diferenciat. Aquestes son les primeres descripcions detallades de les
conseqiéncies de la deficiencia d'una vitamina amb una de les estructures més
complexes que existeixen, la cobalamina. Els seus requeriments fisiologics s6n baixos,
perdo summament importants, a causa de les conseqiiéncies fatals si la seva caréncia no
és tractada. Biermer, el 1872, la va denominar anémia perniciosa (destruccié o mort
violenta) i la va definir com una malaltia incurable i progressiva, que, a més de |'afectacié
que presentava a nivell sanguini i digestiu, en fases avancades també danyava el sistema

nervios i arribava a causar una demeéncia irreversible.

En el segle XX, les observacions a partir de tractaments amb ingesta de fetge i carn
previament digerida amb suc gastric d’individus sans, juntament amb la proposta de
Castle d’un principi extrinsec antianémic, van ser les diferents peces d’un trencaclosques
complex que va acabar permetent la purificacid i cristal-litzacié de la cobalamina. La seva
descoberta i, sobretot, la possibilitat de sintetitzar-la quimicament, treball realitzat per
Woodward i un gran nombre de col-laboradors i que implica més de 10 anys de treball,
van obrir un nou cami en el tractament d’aquest tipus d’anémia megaloblastica i van fer
que, actualment, el terme perniciosa no sigui més que un homenatge als seus

descobridors (Taula 1).

2. BIODISPONIBILITAT: LA S‘fNTESI ENDOGENA, L'ESTRUCTURA
QUIMICA I LES FORMES COENZIMATIQUES DE LA COBALAMINA

La sintesi de cobalamina es limita a alguns bacteris i arqueus. Molts organismes,
incloent-hi els humans i els protists, necessiten cobalamina perd no la poden sintetitzar.
Es creu que les plantes i els fongs ni sintetitzen ni utilitzen la cobalamina en el seu
metabolisme; la preséncia de cobalamina en aquests organismes podria ser per la

dificultat d’excloure la contaminacié bacteriana en la mostra d’estudi® (Figura 1).

[21]



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FACTORS METABOLICS I GENETICS EN LA REGULACIO DE L'ESTAT EN COBALAMINA, EN LA POBLACIO ADULTA I DURANT L'EMBARAS

Judith Salat Batlle

DL:T.

286-2012

Taula 1. Fites essencials en la historia del descobriment de la cobalamina fins arribar a la seva sintesi

1824- | Combe? i Addison?: publiquen diverses descripcions de casos d’una misteriosa malaltia, caracteritzada per escassos globuls vermells i

1855 | mida anormalment gran.

1860 | Flint: observa que en aquests casos és freqlient una severa atrofia de I'estémac i relaciona la malaltia amb trastorns digestius®.

1872 Biermer: dona a la malaltia el nom d’anémia perniciosa, patologia incurable i progressiva amb afectacié a nivell sanguini i digestiu. En
fases avangades, pot provocar danys al sistema nervids, que poden ser causa d’'una deméncia irreversible®.

1925 Whipple: arriba a la conclusid, experimentant al laboratori amb gossos als quals produia anémia per sagnia, que la ingesta de fetge
era la manera que permetia reposar I’'hemoglobina amb menys temps®.

1926 Minot i Murphy: clinicament, suggereixen la conveniéncia d’utilitzar la ingesta de fetge per intentar tractar els casos d’anémia
perniciosa. El resultat no va ser-ne només I'atenuacid, sind la recuperacid absoluta dels pacients”’.
Castle: observa que la ingesta de carn, préviament digerida amb suc gastric d’individus sans, té beneficis equiparables a la ingesta de

1929 fetge en individus amb anémia perniciosa. D’aquest fet en dedueix la necessitat d’un factor intrinsec, segregat al suc gastric per les
cel-lules de l'estbmac, que reaccionaria sobre la nova vitamina o factor extrinsec present en els aliments formant el principi
antianémic. L'alteracié d’un dels dos factors o d’'ambdds originaria I'anémia perniciosa®.

1934 | Whipple, Minot i Murphy: reben el premi Nobel de medicina i fisiologia pel seu treball en el tractament de I’'anémia perniciosa®.
Rickes i Folkers'?: gairebé a la vegada que Lester Smith'*, anuncien I'éxit en la purificacid i cristal-litzacié de la vitamina Bi,. Va

1948 | rebre el nom de vitamina B;, abans de ser identificada, ja que mostrava propietats similars a les vitamines del grup B. Ells la van
anomenar cobalamina, ja que, en cremar les seves mostres pures, en les cendres apareixien restes de cobalt'?.

1955 Dorothy Hodgkin: estableix 'estructura molecular de la cobalamina utilitzant cristal-lografia de raigs X*3. El 1964 rep el premi Nobel
de Quimica per la determinacié d’importants substancies bioldgiques®.

1965 Hall i Finkler: determinen que la cobalamina passa de l'intesti a la sang amb la transcobalamina II, pero es redistribueix des del
fetge tant en forma de transcobalamina II, com transcobalamina I*4.

197> | Robert Woodward: amb I'ajuda d'un gran nombre de coinvestigadors i en més de 10 anys de treball, completa la sintesi quimica de

la vitamina B,*°.
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En la Figura 1, es mostren conclusions en la sintesi de cobalamina i el seu Us entre els

organismes vius, perd s’han documentat excepcions en algues i lleguminoses*®2,

Us cobalamina Qo 4+ -

Sintesi cobalamina 44+ e S

Bacteris Arqueus : Animals : Fongs

Protists Plantes

Anaerobiosi Aerobiosi | Metabolisme

Figura 1. Distribuci6 de la sintesi de cobalamina i I'is entre els organismes vius®

En la natura existeixen dues rutes de biosintesi de la cobalamina: 1) ruta aerdbica,
realitzada per organismes com Pseudomonas denitrificans i 2) ruta anaerobica,
investigada en organismes com Bacillus megaterium, Propionibacterum Shermanii i
Salmonella typhimurium®®. La visié detallada de la sintesi de cobalamina per bacteris
aerobis i anaerobis esta fora de I'ambit d’aquesta tesi, pero hi ha literatura que tracta
especificament aquest procés?’. A causa de la seva complexa naturalesa quimica, més de
30 gens sbn necessaris per a la biosintesi de la cobalamina, cosa que equival al voltant
de I'1% d'un genoma bacteria tipic?. Els gens que codifiquen enzims que contribueixen a
la biosintesi aerdbia presenten el prefix cob, mentre que els gens involucrats en

I'anaerdbia, normalment, porten el prefix cbi'®.

El nucli de la cobalamina és un anell de corrina amb un atom de cobalt en el centre.
Aguest anell de corrina conté quatre unitats pirroliques. Dues (els anells A i D) estan
unides directament, mentre que les altres estan enllagades per ponts de meti. L’'atom de
cobalt esta unit als quatre nitrogens pirrolics. El cinqué substituent és un derivat del
dimetilbenzimidazole que conté ribosa-3-fosfat i aminoisopropanol. Un dels atoms de
nitrogen del dimetilbenzimidazole s’uneix al cobalt. El grup amino de l'isopropanol enllaga
en forma d’amida amb una cadena lateral. El sisé substituent de I'atom de cobalt pot ser
un grup ciano (cianocobalamina o vitamina B;;), hidroxil (hidroxicobalamina), metil
(metilcobalamina) o 5’-desoxiadenosil (desoxiadenosilcobalamina, també anomenada

adenosilcobalamina)?? (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la cobalamina i els seus derivats
(Modificacié de Green R, 2007%3)

En la natura, la forma predominant és /‘adenosilcobalamina (AdoCbl), que en els
eucariotes es localitza, principalment, a nivell mitocondrial. Serveix com a cofactor per
I’enzim metilmalonil-CoA mutasa. L’altra forma majoritaria és la metilcobalamina
(MeCbl), que és la forma predominant en el plasma huma i en el citosol. Serveix com a
cofactor per l'enzim metionina-sintasa (MS). Tant AdoCbl com MeCbl, quan I'enllag
carboni-cobalt es veu afectat per I'exposici6 a la llum, es converteixen en
hidroxicobalamina. A nivell cel-lular i tissular, s’han identificat altres formes de
cobalamina com glutationilcobalamina, sulfitcobalamina i nitritcobalamina, pero els seus

papers fisioldgics no sén encara gaire clars?>.
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Per a ser utils a nivell cel-lular, la cianocobalamina (CNCbl o vitamina B;,) i la
hidroxicobalamina (OHCbl) han de convertir-se en AdoCbl i MeCbl, que son les dues

formes metabolicament actives o coenzims de la cobalamina.

En la CNCbl i OHCbI, I'estat d’oxidacié de I'atom de cobalt és Co®** (cob(III)alamina),
forma en la qual entra a les cél-lules unida a la transcobalamina II (proteina
transportadora). Un cop dins, les reductases citosodliques actuen reduint el cobalt a Co**
(cob(Il)alamina). Durant aquesta reduccid, els grups cianur i hidroxil son desplacats del
metall (cobalt). Part de la cob(II)alamina s’uneix, reduida a Co'* (cob(I)alamina) per les
reductases citosoliques, a la MS citosolica i és metilada formant la MeCbl en la seva
forma activa com a coenzim. La resta de les cob(II)alamines séon reduides en el
mitocondri per les reductases mitocondrials a cob(I)alamines, sobre les quals actuen

adenosiltransferases (ATRs) per formar I’AdoCbl**?° (Figura 3).

[}
= Cbl(1+) MetionMasa . [mechbl

Metionina A’ Tetrahidrofolat

Reductases

Cbl(2+) —_— Cbl(1+)
Adenosil
Metilmalonil-CoA transferases

Metilmalonil-CoA mutasa AdoCbl

Cbl(2+)
Mitocondri Succinil-CoA //
— Membrana plasmatica

Figura 3. Obtencio a nivell cel-lular dels derivats coenzimatics de la cobalamina a partir
de les seves formes metabodlicament inertes (Modificacié d’Andrés E, 20042°)

Receptor TCIl
enzims lisosomals C . . .
/ oo O Homocisteina 5-Met1ltetrah1drofolat\\

Reductases

—

=
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3. FUNCIO COENZIMATICA DE LA COBALAMINA

En general, les funcions de la cobalamina com a coenzim sén reordenaments
intramoleculars, reduccié de ribonucledtids i transferéncia de grups metil (Figura 4).
Pero, més especificament, un cop dins la cél-lula, la cobalamina participa com a cofactor
en dues reaccions metaboliques importants, una a nivell mitocondrial, la conversié de
metilmalonil CoA a succinil CoA, i l'altre a nivell citosolic, la conversié d’homocisteina a
metionina.

N-Metiltetrahidrofolat
H

R—CHy + Hs,
o0

NHg*

H

THF + HC-—S8,
COo0

NHg*

Reordenaments intramoleculars Reduccio de ribonucleotids Transferéncia de grups metil

Figura 4. Tipus de funcions de la cobalamina com a coenzim?’

3.1.- Conversio de metilmalonil CoA a succinil CoA

En el mitocondri, I’AdoCbl és essencial per a la conversié de metilmalonil CoA a succinil

CoA, reaccid catalitzada per I'’enzim metilmalonil CoA-mutasa®®?2°,

Aguest és un pas
intermedi en l'obtencié de succinil CoA a partir de propionil CoA, fet que es dona en
I'oxidacié d’acids grassos amb un nombre senar d’atoms de carboni i de determinats
aminoacids: valina (Val), isoleucina (lle), treonina (Thr) i metioina (Met). El succinil CoA
pot entrar en el cicle de Krebs i, via piruvat, pot ser glucogéenic (que promou la sintesi de
glucosa) o bé, juntament amb la glicina, pot participar en la sintesi del grup hemo'?-3°

(Figura 5).
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Figura 5. Funcié de la 5-desoxiadenosilcobalamina (AdoCbl) a nivell mitocondrial.
Met, metionina; Thr, treonina; Ile, isoleucina; Val, valina; AG, acids grassos; *punt
d’actuacié de I'enzim corresponent (Modificacié de Kapadia CR, 19952%%)

3.2.- Conversio d’homocisteina a metionina

En el citosol, la MeCbl és essencial per a l'accié de la MS, que catalitza la transferéncia
d'un grup metil del 5-metiltetrahidrofolat (5-MTHF) a l'homocisteina (Hcy) formant la

metionina®!'. Aquest és el punt de convergéncia entre el metabolisme de la cobalamina i

dels folats. La metionina, a més de ser necessaria per a la sintesi proteica, implicada en
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la correcta estructuracié de /‘acid desoxiribonucleic (ADN)3?, és també una precursora
clau pel manteniment de la capacitat de metilacié a través de la sintesi de

S-Adenosilmetionina (SAM) (vegeu l'apartat “Interaccions folat-cobalamina i politiques de
fortificacié”)*** (Figura 6).

NH, NH,
HN——CH—C——OH HeN—— CH—C—OH
N N N 2! N N \
N) R\ H-':CH:;
Metiltransferases
4 s-Adenosilmetionia S-Adenosilhomocisteina

PPI+PI Metionina i AdoHcy hidrolasa .
adenosiltransferasa < | "

Y Adenosina

HoN——CH—C——0H

R . HzN—CH—C—OH
Hz i Metionina-sintasa

c
| - CH,
- G - e
Metionina |I-lz K \ (|)H2 Homocisteina
s |
l - G SH

S— _‘_’_/Y
5- CH, THF /—"ﬂ:\ Tetrahidrofolat

Figura 6. Funcié de la metilcobalamina a nivell citosolic. AdoHcy hidrolasa,
adenosilhomocisteina hidrolasa; CHs;Cbl, metilcobalamina; 5-CHsTHF,
5-metiltetrahidrofolat (Modificacié de Thompson MD, 20093%)
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4. REQUERIMENTS DE COBALAMINA, FONTS DIETETIQUES I
SINTETIQUES

La cobalamina és un nutrient essencial, a més de la suplementacié o la fortificacio
d’alguns productes, I'Unica font dietética és I'aliment d’origen animal. Tot i que és cert
que la flora microbiana genera cobalamina, ho fa a l'intesti gros i no es pot aprofitar

perqué |'absorcié d’aquest vitamina es déna a I'ili®.

El percentatge de cobalamina absorbida disminueix a mesura que n’augmenta el seu
consum (Taula 2), de manera que una ingesta de 0,1 pg, de CNCbl, en forma de
suplement, correspon amb una mitjana del 77% d’absorcid, 1,0 ug el 56% i amb 10 ug
la mitjana d’absorcié baixa al 16%. Quan es déna una ingesta > 100 pg, l'eficiencia en

I'absorcid baixa a 1'1% i I'excés de vitamina s’excreta per I'orina*’.

Aguesta disminucié d’absorcid en augmentar la ingesta de cobalamina és conseqliéncia
de que el sistema d’absorcid intestinal, mitjancat pel factor intrinsec (FI), proteina
gastrica que transporta la cobalamina, se satura al voltant de I'1,5-2,0 ug. Tot i aix0, un
cop saturat el sistema, una petita quantitat de cobalamina pot ser absorbida per difusié
passiva. Aquest fet es va comprovar en veure que pacients amb anémia perniciosa
també eren capacos d’absorbir cobalamina. L'anemia perniciosa comporta deficiéncia en
cobalamina, a causa d’una disminucié o abséncia del FI, per atrofia de la mucosa gastrica
o per destruccio autoimmune de les cél-lules parietals productores d’aquest. En aquests
pacients I’'absorcié de cobalamina és baixa, pero es troba present sense FI, gracies a la
difusié passiva®® (vegeu I'apartat "“Procés d‘absorcié i transport de la cobalamina:

haptocorrina, factor intrinsec i transcobalamina II”).

Taula 2. Quantitat de cobalamina absorbida d'una dosi oral de CNCbIl en
individus control®’

0,1 0,08 77 52-92
0,25 0,19 75 32-92
0,5 0,35 71 33-97
0,6 0,38 63 20-92
1,0 0,56 56 26-87
2,0 0,92 46 4-83
5,0 1,4 28 2-50
10,0 1,6 16 0-34
20,0 1,2 6
50,5 1,5 3
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La cobalamina es troba present en carn vermella, pollastre i fetge, peix (incloent-hi el
marisc), ous i productes lactics com la llet, els iogurts i el formatge. En la carn i el peix,
es presenta majoritariament en forma d’AdoCbl i OHCbl i, en els productes lactics i els
ous, també n’és important la ingesta en forma de MeCbl*°. La biodisponibilitat no és igual
en tots els aliments; aixi, doncs, I'objectiu de molts estudis ha estat calcular I'eficiencia

d’absorcié de la cobalamina a partir de diferents queviures (Taula 3).

El marisc és un producte ric en cobalamina*®, perd la diferéncia en la determinacié de la
cobalamina entre el métode microbiologic i el de quimioluminescéncia, suggereix la
presencia d’analegs inactius de cobalamina que poden no ser biodisponibles en els
humans; tot i aix0, s’ha comprovat que la part comestible continua sent una excel-lent
font de cobalamina (= 6 pg/100 g)**. En el Japd, pero, el producte amb major contingut
en cobalamina és el mefun (ronyé de salmé salat i fermentat), que conté 328 ug/100 g.
Ingerint només 0,8 g de mefun es pot suplir la ingesta diaria de cobalamina recomanada
en adults (Taula 4). Tot i ser un producte amb limitades aplicacions i gairebé només
popular al Japd, el mefun podria ser |'aliment present en la natura amb la concentracio

més elevada de cobalamina®?.

Taula 3. Biodisponibilitat de la cobalamina ingerida en la dieta

100 0,9 67
Xai3® 200 3,0 83
300 5,1 52
Carn
100 0,5 65
Pollastre*? 200 1,1 63
300 1,6 61
100 4,1 38
Peix Truita®* 200 9,2 42
300 13,3 30
Llet Pasteuritzada®® 50° 0,2 65

3varia en funcié de la coccié; Pquantitat expressada en mL.

En tota ingesta d'aliments, el procés de cuinat és important a 'hora de parlar de
biodisponibilitat. Un bon exemple el trobem en els ous. La quantitat de cobalamina
present, majoritariament, en el rovell és ~1,3 ug/100 g*° perd la seva assimilacié és
inferior si es compara, per exemple, amb la que trobem en la carn®®4®, Aquest fet podria
ser conseqliéncia d'un efecte inhibidor de I'absorcié de cobalamina present tant en la

clara (on 'ovoalbimina representa el 54% del seu contingut proteic), com en el rovell*’.
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El valor nutricional de la cobalamina dels ous ferrats i bullits, és lleugerament superior al
que presenten els ous remenats, passant d’'una mitjana d‘assimilacié de la cobalamina
del 9% al 8% respectivament. Aquest fet sembla conseqliencia de |'efecte inhibitori en
I’'absorcio de la cobalamina més marcat de l'ovoalbumina, ja que, si el remenat d’ous
només es fa amb la clara, I'absorcié de cobalamina és major que si s’inclou tot I'ou
sencer®4°, Un altre exemple de la importancia en la cocciéd es mostra en la carn de bovi.
Respecte a la carn crua, el fet de rostir-la o fer-la a la planxa li produeix unes perdues
d’aigua i greix que es reflecteix en una pérdua entre el 27-33% de cobalamina®®. En el
peix, respecte a la carn, les perdues de cobalamina en els diferents processos de coccid
sén menors, el percentatge es rebaixa al 2,3-4,8%°!. També s’han avaluat les pérdues
que es donen en escalfar els aliments al microones. Es van posar a escalfar mostres de
carn bovina, porcina i una mostra de llet durant 6 minuts i es va comprovar, com a

resultat global, una pérdua apreciable de cobalamina d’entre el 30-40%°2.

Finalment, també s’ha estudiat quin efecte té sobre la retencié de cobalamina el procés
de produccié i facturacié. Es van analitzar sis productes fermentats d’Us comu en la
poblacié: per una banda, dos tipus de llets fermentades (iogurts) i, per l'altra, quatre
tipus de formatges, comencant pel matd i acabant amb formatge blau. En la produccié de
les llets fermentades, es van observar pérdues del 40-60% de cobalamina; aquestes no
eren causa del procés de pasteuritzacid, sind6 com a resultat de I'emmagatzematge
d’aquests productes a 4°C dues setmanes a partir de la fermentacié. En I'elaboracié dels
formatges, es va observar que es retenia entre el 18-56% de la cobalamina present en la
llet>3.

En la Taula 4, s’indiquen les recomanacions d’ingesta de cobalamina per la poblacio
espanyola (sén les propostes més recents, en via d’aprovacid) i americana (utilitzades en
la majoria de publicacions internacionals). Les dues recomanacions varien en alguns
punts. En els nadons, el punt inferior en el rang espanyol és inferior a la recomanacio
americana, mentre que, en els nens d'1 a 13 anys, els valors de recomanacioé espanyols
son més elevats que els americans. A partir dels 14 i fins als 70 anys, les recomanacions
es mantenen per tots els rangs d’edat; la recomanacié americana és el valor més elevat

del rang de recomanacié espanyol.

En les recomanacions americanes, es considera que entre el 10-30% dels individus
> 50 anys tenen gastritis atrofica i, per tant, han reduit I’'absorcié de cobalamina de la
dieta. Es planteja que les fonts de cobalamina siguin, principalment, aliments fortificats o
suplements, ja que aquests presenten la cobalamina en forma de CNCbl, que presenta

una biodisponibilitat més elevada que la cobalamina provinent de la dieta®®. En les
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recomanacions espanyoles, tot i conéixer que a partir dels 50 anys sorgeixen problemes
amb la biodisponibilitat de cobalamina, no s’estableixen uns requeriments majors fins a
individus > 70 anys, conseqlieéncia de la falta de dades amb relacié a la quantificacié

d’aquesta biodisponibilitat®®.

En les dones durant I'embaras i, sobretot, en la lactancia, a causa de l'augment dels
requeriments de cobalamina, les ingestes diaries recomanades (tant americanes com

espanyoles) sén les més elevades.

Taula 4. Recomanacions d’ingesta de cobalamina?® (indicada com a vitamina B;,)
per la poblacié espanyola®*i americana®®

0-6 mesos 0,3-0,5%* 0-6 mesos 0,4*
7-12 mesos 0,3-0,8* 7-12 mesos 0,5*
1-3 anys 0,9-1,1 1-3 anys 0,9
4-5 anys 1,4-1,5 4-5 anys 1,2
6-9 anys 1,5-1,7 6-8 anys 1,2
10-13 anys 2,0-2,1 9-13 anys 1,8
14-18 anys 2,0-2,4 14-18 anys 2,4
19-30 anys 2,0-2,4 19-30 anys 2,4
31-50 anys 2,0-2,4 31-50 anys 2,4
51-70 anys 2,0-2,4 51-70°€ anys 2,4
> 70 anys 2,0-3,0 > 70 anys 2,4
Embaras 2,2-2,6 Embaras 2,6
Lactancia 2,6-2,8 Lactancia 2,8

®Els valors son ingestes diaries recomanades (IDR), excepte els valors marcats amb
asterisc (*) que, en no poder-se’n calcular la IDR, s’exposen com a ingestes adequades
(IA). PEn els diferents rangs, els valors sén iguals per a homes i dones. “En els individus
> 50 anys, es recomana la ingesta d’aliments fortificats amb vitamina B;; o de
suplements que en continguin, per tal de mantenir les IDR davant de possibles
problemes de malabsorcié de la cobalamina.
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5. PROCES D’ABSORCIO I TRANSPORT DE LA COBALAMINA:
HAPTOCORRINA, FACTOR INTRINSEC I TRANSCOBALAMINA 11

El tracte gastrointestinal huma esta previst d’un complex sistema per a I'absorcioé eficient
de les minimes quantitats de cobalamina de la dieta, ja que, a causa de la seva elevada
polaritat, les quantitats diaries necessaries no es poden aconseguir per simple difusié®®.

El procés d'absorcidé es basa en 5 etapes (Figura 9).

5.1.- Alliberacio de la cobalamina dels aliments

Després de la ingesta, la cobalamina entra a I'estdmac unida a proteines animals i és
alliberada d’aquestes proteines en el medi acid, generat per les secrecions gastriques de

pepsina i acid clorhidric?327:58:39,

5.2.- Unid de la cobalamina a I’haptocorrina

La cobalamina lliure s’uneix a I’'haptocorrina (HC) provinent de la saliva i les secrecions
gastriques®®. La HC és una glicoproteina amb una elevada afinitat d’unié a la cobalamina
i als seus analegs en el medi acid de I'estémac®’®%®3, Se sintetitza, basicament, a les
glandues salivals, mucosa gastrica i cél-lules mieloides. La quantitat de cobalamina que
circula lliure és negligible; majoritariament, és transportada per la HC®*. La fraccié de HC
lligada amb cobalamina s’anomena holohaptocorrina (HoloHC) i la fraccid lliure,
apohaptocorrina (ApoHC). Aquesta uni6 amb la HC es considera com una possible
defensa davant la captacié de cobalamina per part de microorganismes intestinals®”-6°,

A l'estobmac, a més, es dbéna la secrecié del FI, que és una glicoproteina termolabil,
estable en medi alcali i resistent a la digestié proteolitica, que s’uneix a la cobalamina
amb elevada afinitat i especificitat, reduint I'absorcié i incorporacié d’analegs de la
cobalamina®. El pH acid, en el qual la HC presenta elevada afinitat d'unié a la
cobalamina, és el que inhibeix la funcid del FI. Tot i ser present, fins a la degradacio de la

HC en medi alcali, el FI no es pot unir a la cobalamina®’.

Una persona adulta té emmagatzemats uns 2000-5000 ug de cobalamina, poc menys del
80% dels quals, aproximadament, es troben en el fetge®®. Entre 5i 10 ug de cobalamina
se secreten diariament en la bilis, units a la HC®%7?; aquests complexos cobalamina-HC
sén tractats en l'intesti exactament igual que aquells que provenen de I'estémac?®. La HC
de la bilis pot provenir de la captacié dels hepatocits o de la seva sintesi en el fetge.
Independentment del seu origen, sera degradada en el lumen intestinal per les proteases

pancreatiques’*.
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La participacid de la cobalamina en la circulacidé enterohepatica genera un important
estalvi de cobalamina i com a conseqliéncia, la seva deficiencia exclusivament dietética
pot tardar anys a manifestar-se clinicament. Cal considerar també en aquest fet, la
influéncia de la difusié passiva als teixits de la cobalamina lliure, no obstant, tan sols

contribueix en aproximadament I'1% de la concentracié total de cobalamina’%73,

5.3.- Digestio de les haptocorrines per les proteases pancreatiques i
transferéncia de la cobalamina al FI

Quan els complexos cobalamina-HC passen al duodeé, sén exposats a les proteases
pancreatiques i al pH alcali de l'intesti’*. La HC és degradada i la cobalamina s’allibera
del complex i s'uneix al FI, formant el complex cobalamina-FI’*>7¢. El pH en el duodé és
més neutre que a l'estdbmac; en aquestes condicions, el FI té una elevada afinitat per
unir-se a la cobalamina. En contrast amb la HC, el FI és resistent als enzims
gastrointestinals i com a resultat el complex cobalamina-FI es manté fins al final de

I'ili7%77:7879 on és reconegut per la cubilina, proteina de membrana®°.

Tot i que se segrega una important quantitat de FI en l'estomac, la seva capacitat
d’absorcié es limita a 1-1,5 pg/dia de cobalamina®!. Aquest fet es deu a la restriccié de
I’expressié de la cubilina al final de l'ili i, aixi, a la limitada disponibilitat de llocs d'unié
del complex FI-cobalamina, juntament amb un procés lent de reciclatge del receptor.
Herbert V., en el seu treball del 1959%2, proposava que la limitacid en I'absorcié podia ser
conseqliéncia d'un excés de FI que podia unir-se sense la cobalamina als receptors
(Figura 7). Es va comprovar, pero, que l'absorcid depenia del nombre de receptors, ja
que aquests eren especifics a la unié amb el complex cobalamina-FI. Per si sols, ni el FI

ni la cobalamina es poden adherir al receptor®3.

Tot i la importancia del FI, en preséncia de quantitats suprafisioldgiques de cobalamina,
s’observa absorcié per un mecanisme paral-lel, basat en la difusié de petites quantitats

de cobalamina sense necessitar la preséncia de FI3%848586,87
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@ Concentracié optima
de factor intrinsec

E@ Factor intrinsec
Ij‘: Cobalamina

Q Calci

@ La meitat de la concentracio
optima de factor intrinsec

@ El doble de la concentracio
optima de factor intrinsec

Figura 7. Receptors ileals del complex cobalamina-FI segons Herbert V884

5.4.- Adhesié del complex cobalamina-FI al receptor especific en l'ili:

cubilina-amnionless-megalina

En arribar a l'ili, els complexos cobalamina-FI comencen a unir-se a receptors especifics
presents en les microvellositats de les cél-lules de la mucosa®®. La freqiiéncia d’aquests

189, amb la seva densitat maxima en les

receptors augmenta en aproximar-se la part dista
proximitats de la valvula ilio-cecal®®. També es troben receptors en la superficie apical de
les cél-lules tubulars proximals del ronyd°!, que permeten la reabsorcié del FI filtrat i

prevenen la pérdua de cobalamina per I'orina®2.

La interacci6 amb el receptor és altament especifica, no s’uneix a la cobalamina
incorporada a altres proteines transportadores, ni a complexos de FI amb analegs de
cobalamina®®°7, El complex cobalamina-FI s’uneix a la cubilina, proteina de membrana
de 460 KDa®%°'93  E| seu nom prové del fet que, aproximadament, el 88% de la seva
massa proteica és formada per dominis CUB®?. Aquest elevat nombre de dominis permet

la unié de diferents lligands com ara la megalina o 'amnionless®® (Figura 8).

La primera hipotesi que es va formular sobre aquest receptor es basava en el fet que era
format per la cubilina i la megalina®®°’. Més endavant, perd, el model es va canviar pel

)98,99,100

complex “cubilina-amnionless” (cubam , comprovant com la preséncia del grup

cubam permet I'endocitosi del lligand cobalamina-FI en abséncia de megalina.
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L'amnionless és una proteina de membrana de 50 kDa amb capacitat d’acoblar-se a la
cubilina formant el complex endocitic cubam. La unié es déna en la zona formada per 8
repeticions contiglies del factor de creixement epitelial (FCE). La cubilina és |'tnic lligand
conegut de I'amnionless®*°°. Es una peca clau tant en la sortida de la cubilina del reticle
endoplasmatic, com en la seva expressid en la membrana apical i, per tant, és basica per

permetre |'absorcié del complex cobalamina-FI*°*,

La megalina és una altra proteina de membrana de 600 kDa%%°3192103 que podria
intervenir tant en l'estabilitzacié de la cubilina a la superficie cel-lular, com en el procés
d’endocitosi de la cubilina unida al seu lligand®®>*°?, S'han identificat tres zones d’unié de
la cubilina a la megalina: a) fragment que conté I'extrem N terminal, els 8 dominis FCE i
els dominis CUB 1 i 2, b) dominis CUB 12-17, ¢) dominis CUB 22-27°° (Figura 8).

27
Cubilina
= Megalina
(&)
(20 o BV LI
£
£
[e]
©
N~
o~
8 dominis
FCE
Amnionless Extrem
N-terminal

Membrana plasmatica

Figura 8. Receptor ileals del complex cobalamina-FI. Format pel
grup cubam (cubilina-amnionless) i la megalina. FCE, Factor de Creixement Epitelial
(Modificacié de Kozyraki R,2007°%)
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S’ha comprovat en les cel-lules del tubul contornejat proximal, com el complex cubam en
absencia de megalina, és capa¢ només d‘absorbir una minima quantitat de grups

cobalamina-FI, mostrant el paper promotor de la megalina en el procés d’endocitosi*°®.

Considerant totes les dades, sembla que la contribucié d’'ambdds, megalina i amnionless,
és necessaria tant per la funcionalitat de la cubilina com a receptor, com perque la

captacio dels lligands i la seva absorcié es doni a un nivell optim.

5.5.- Endocitosi i unid intracel:-lular a la transcobalamina II (TCII

El complex cobalamina-FI és endocitat per la cara apical o luminal de la cél-lula ilial®3. En
la via endosoma-lisosoma, el receptor és reciclat cap a les microvellositats per la captacio
de nous complexos cobalamina-FI®®%7 j, en el lisosoma, es dona la degradacié del
FI108109 FE|s |isosomes contenen transportadors de membrana especifics que permeten
als productes de la degradacid, com, en aquest cas, la cobalamina, ser transportats al

citosol, on la cobalamina entra en vesicules de secrecié®’, que contenen la

)107

transcobalamina II (TCII El complex cobalamina-TCII se secreta via membrana

basolateral per entrar al sistema circulatori*?%:*19:111,

Des de la degradacio del FI en els lisosomes fins a l'alliberacié del complex cobalamina-

97,112,113

TCII, passen unes 4 hores , i la maxima concentracié de cobalamina en sang es

detecta, aproximadament, 8 hores després de la ingesta*'*.

115

La TCII és una proteina de transport formada per dues subunitats i sintetitzada,

principalment, a I'endoteli vascular''®, tot i que també es troba en fibroblasts''’, fetge i

118,119

ronyo . Quan la TCII s’uneix a la cobalamina, s’anomena holotranscobalamina

(HoloTC), pero, majoritariament, es troba com a fraccié lliure, identificada com

apotranscobalamina (ApoTC)*?°,

L'entrada del complex cobalamina-TCII a nivell cel-lular es déna via un receptor especific

121,122

de TCII, situat en la membrana plasmatica , i gue té més afinitat per I'HoloTC que

per I'ApoTC'?%'23_ E| receptor de TCII s’expressa en la seva forma dimérica tant en la

superficie basal com en l’apical de les cél-lules epitelials, ronyo*?*124

, intesti, placenta i
en el fetge. Aixi el complex cobalamina-TCII es pot filtrar en el glomeérul, seguit d’'una
reabsorcié tubular que en prevé la pérdua per l'orina; en aquest procés, la megalina

situada en els tubuls proximals del ronyd és essencial 124125126
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Un cop endocitat el complex cobalamina-TCII, la TCII és degradada en els lisosomes i la
cobalamina lliure es converteix en les seves formes coenzimatiques: AdoCbl i
MeCbl*?7:128129 (yegey [apartat “Biodisponibilitat: la sintesi enddgena, Iestructura

quimica i les formes conenzimatiques de la cobalamina”).

HC procedent de les E;“ @ Ingesta d’aliment amb

glandules salivals Cbl unida a proteina animal

Secrecions
gastriques

Glandula ]
biliar " HC dela
mucosa gastrica

|> Haptocorrina (HC)
Cobalamina (Cbl)

Proteina Animal

@ Factor Intrinsec (F)

1
\ - \ Cubilina

m Transcobalamina 11 (TCII)

Transportador
e L
lisosomal

Endocitosi del
complex Chl-TCII

Figura 9. Etapes del procés d’aborcio i transport de la cobalamina:1. Alliberaci6 de la
Cbl dels aliments, 2. Unié de la Cbl a la HC, 3. Digestio de les HC i unié Cbl-FI,
4. Adhesio Cbl-FI al receptor, 5. Endocitosi i unié Cbl-TCII
(Modificacié d’Andrés E, 2004°°)
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6. MARCADORS BIOQUIMICS DE L'ESTAT EN COBALAMINA

La deteccid de la deficiencia en cobalamina mitjancant I'analisi de la cobalamina total
sérica és vigent des de principi del 1950*3°. Tot i que avui en dia encara és una prova en
vigor, es considera que té una limitada especificitat. Baixes concentracions de
cobalamina sérica poden ser presents sense simptomes clinics*****2, També hi ha
controversia amb relacié a la seva sensibilitat, s’observen concentracions sériques d‘acid
metilmalonic (MMA) elevades, davant concentracions dins el rang normal de cobalamina
sérica'®*134, Qualsevol intent de millorar-ne I'especificitat baixant els punts de tall per la

deficiéncia en cobalamina donaria lloc a una marcada pérdua de sensibilitat (Taula 5).

Referent als problemes de sensibilitat en la determinaci6 de la cobalamina total
plasmatica, trobem pacients deficients en cobalamina que presenten concentracions
plasmatiques caracteristiques d’'un estat adequat o baix, perd no deficient, en
cobalamina®®**3¢, Una possible explicacié és que la mesura de la cobalamina total inclou
tant la transportada per la HC, aproximadament el 90% de la cobalamina circulant*®?,
com la que ho fa amb la TCII. Aquesta diferéncia en el percentatge de cobalamina
transportada per la HC i per la TCII, és conseqgliéncia de que la HC té un aclariment
plasmatic lent, vida mitjana d’uns 10 dies**®, mentre que la vida mitjana de la TCII és de
poques hores!3914% Gj es considera que només la cobalamina unida a TCII (HoloTC) és la

120,141,142

que es troba disponible a nivell cel-lular , sembla que seria especificament la

deteccid d‘aquesta HoloTC la que permetria conéixer substancialment |'estat en

cobalamingl43:144:145,146,147,148,149

La determinacid de la cobalamina sérica total, no és sensible a la deficiencia en
cobalamina disponible a nivell cel-lular, associada a baixes concentracions d'HoloTC en
conjuncié amb un augment de la fraccié d’'HoloHC. La deficiéncia en HoloHC no s’associa
a la deficiéncia clinica de cobalamina®®®, presumiblement perqué la fraccié d’HoloTC és
normal. A més, s’ha observat que I'HoloTC és un marcador més sensible al canvi en la
ingesta de cobalamina en forma de suplement, ja que, respecte la cobalamina total,
augmenta abans en resposta a la suplementacid i és el que disminueix primer en
atura-la'®!. Aquest fet podria implicar una falta d’associacié entre I’'HoloTC i la deficiéncia

en cobalamina, si la suplementacié no es té en consideracié°2.

En individus amb falta hereditaria de factor intrinsec o defectes en la cubilina o
I'amnionless, s’ha comprovat com el canvi en les concentracions seriques d'HoloTC és
significativament inferior, després de 24 hores de suplementaci®é amb cobalamina,

respecte el present en individus sans'®®. La resposta de I'HoloTC suggereix la seva
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utilitzaci6 com un bon marcador d’absorcié*®®. Tot i aixd s’han donat casos de
solapament de concentracions seériques d'HoloTC, entre pacients suplementats amb
problemes de malabsorcid i els controls, la qual cosa fa que hi hagi discrepancies sobre el

grau d’afectacié de I'absorcié de cobalamina sobre les concentracions d’HoloTC**#1°3,

Tot i que, ja des del 1980'%%57, es tractava I'HoloTC com un bon marcador per detectar
la deficiencia en cobalamina, no és fins al 2002 quan es troben assaigs disponibles per a

la seva determinacio*®®15°,

Inicialment, es tractava de técniques manuals i no
apropiades per un elevat nombre de mostres, tal com necessita un laboratori clinic, fins
que el 2003 es va posar a punt una técnica de radioimmunoassaig (RIA) per a la seva
deteccié®®®. No va ser, perd, fins el 2006 quan es va disposar d’un anticos monoclonal de
rata amb elevada especificitat per a I'HoloTC humana, que permetria la utilitzacié de la

)161

técnica d’enzimoimmunoassaig (ELISA i el posterior Us d’analitzadors d'immunoassaig

automatitzats'®2.

En comparar la precisio diagnostica en la deficiencia en cobalamina, en individus
> 60 anys, entre I'HoloTC, I'analisi de la cobalamina total i la combinacié d’ambdds, es va
observar com les dues proves juntes tenien una sensibilitat major que la presentada
només per l'analisi de la cobalamina total, pero igual que l'obtinguda només amb
I'HoloTC. En referéncia a |'especificitat, va ser lleugerament menor a la calculada per les
dues proves fetes per separat. Tot i que aquests resultats suggereixen que no hi ha cap
avantatge en combinar les dues proves, s’ha comprovat com, davant de concentracions
baixes d’'ambdds parametres, les concentracions plasmatiques de MMA i d’homocisteina
plasmatica total en deju (tHcy), sén més altes en comparacié a les presents, quan només
hi ha baixa concentracié de cobalamina o HoloTC'®3, En preséncia de la deficiéncia en
cobalamina, per una banda, la metilmalonil Coa-mutasa no pot convertir per falta
d’AdoCbl, el metilmalonil CoA en succinil CoA, fet que resulta en un augment en la
concentraciéo de MMA i, per l'altra, la metionina-sintasa, tot i tenir el grup metil procedent
del 5-MTHF, no pot remetilar la Hcy per la manca de MeCbl, fent que augmenti la
concentracié de tHcy (Figura 10).

Miller i els seus col-laboradors'®®, en una poblacié de gent gran de mediana de 70 anys,
amb un minim i un maxim de 60-101 anys, van classificar els casos amb cobalamina
< 148 pmol/L i HoloTC < 35 pmol/L com a probables deficients, els que només
presentaven un dels dos parametres baixos com a possibles deficients, i els que no
presentaven cap dels dos parametres afectats es van anomenar improvables deficients.
Les concentracions plasmatiques mitjanes de MMA i tHcy eren majors en els probables

deficients (576 nmol/L i 16,9 umol/L) respecte els possibles deficients (252 nmol/L i
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11 pmol/L) i aquests presentaven concentracions majors que els improvables deficients
(152 nmol/L i 9,6 pmol/L). Aquesta categoritzacié és important per la inclusié de
possibles deficients, ja que considera la possibilitat que individus amb concentracions de
cobalamina dins dels intervals de referencia, puguin estar en risc de ser deficients, tal
com indicaria la baixa concentracid d’HoloTC. Aixi, segons Miller, fent les dues proves

combinades es podrien identificar més individus en risc de deficiéncia.

ADN, proteines,
lipids i mielina
metilats

S-Adenosilhomocisteina

ADN, proteines,
lipids i mielina c
P Serina Cisteina

E 2
S-Adenosilmetionina 1 Homocisteina Cistationina O-KBT AG imparells

Propionil CoA
Metionina MS H
5-Metiltetrahidrofolat
MeCbl ‘ D-metilmalonil CoA — Acid
Dieta @ H metilmalonic

Tetrahidrofolat
etrahidrofola L-metilmalonil CoA

5,10-Metilentetrahidrofolat
Serina
AdoCbl

Slici @ Succinil CoA
icina

Figura 10. Acid metilmalonic i homocisteina, marcadors per la deficiéncia en
cobalamina. A, B: davant la deficiéncia en cobalamina, pot donar-se un augment tant
d’homocisteina com d’acid metilmalodnic. OL-KBT, alfa-cetobutirat; Met, metionina; Thr,

treonina; Ile, isoleucina; Val, valina; AG, acids grassos; MS, metionina-sintasa; AdoCbl,
adenosilcobalamina; MeCbl, metilcobalamina (Modificacié de Herrmann W,2000*3%)

Garrod i els seus col-laboradors'®*, a mitjan 2008, van investigar la rellevancia clinica de
la rad HoloTC/Cbl en l'avaluacié de l'estat en cobalamina. Consideraven que la rad
HoloTC/Cbl, el valor de la qual presenta una diferéncia interindividual que es troba
tipicament entre el 20-30%*®%, podria donar informacié sobre la cobalamina disponible
per ser alliberada als teixits i una mesura sensible de l'estat en cobalamina. L'estudi
realitzat en individus amb una mediana de 70 anys, va mostrar com la raé HoloTC/Cbl
s’associava a la funcié cognitiva en individus amb simptomes depressius, de manera que
la disminucié de la rad es relacionava amb un augment dels problemes cognitius, i podia
reflectir millor I'estat adequat de cobalamina necessari per mantenir la funcié del sistema
nervids, respecte a I’'HoloTC o la cobalamina per separat'®®. L’Gs de I'HoloTC en una rad

per avaluar l'estat en cobalamina ja s’havia donat anteriorment, perd en el context de
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percentatge de TC total unit a la cobalamina, o també anomenat percentatge de

C166

saturacié de la TC i calculat com la rad HoloTC/T , analitzat majoritariament com a

marcador d’abosorcié de cobalamina*?%*¢7,

Com s’ha comentat anteriorment, conseqliencia de que en la funcié coenzimatica de la
cobalamina, I’AdoCbl intervingui en la conversié del metilmalonil Coa a succinil CoA i la

MeCbl en la remetilaci6 de la Hcy a metionina, tant la determinacido d’elevades

168,169 170,171,172,173,174,175,176

concentracions de MMA a l'orina , 0 al plasma/sérum , com de

la tHcy'77:178179,180,181 = o5 consideren marcadors sensibles de la deficiéncia en

cobalamina®®?,

Clarke i els seus col-laboradors®?, en una poblacié = 75 anys, van definir com individus
amb elevat risc de deficiéncia en cobalamina, aquells amb concentracions de cobalamina
< 200 pmol/L, punt d’inflexié de la corba que relaciona la tHcy i el MMA, i que correspon
al percentil 80 de tHcy (> 15,0 pymol/L) i MMA (> 0,35 umol/L) en els individus amb
funcié renal normal. Davant el fet de I'elevat cost i la baixa disponibilitat dels assaigs
amb MMA, aquest estudi mostra que elevades concentracions de tHcy podrien detectar,
aproximadament, les 34 parts de les identificacions de deficiéncia en cobalamina, que es

farien per elevades concentracions de MMA.

En referéncia a la sensibilitat d’aquests marcadors, és important considerar que la
insuficiéncia renal, correlacionada amb elevades concentracions de creatinina®?, pot

associar-se amb concentracions elevades tant d’HoloTC sérica/plasmatica®#®:18%186¢

187,188,189,190 com de MMA séric /plasmatict’®191/192193 Tot | aixd diferents estudis

tHcy
han mostrat com I'HoloTC, igual que la cobalamina total, no es correlaciona amb la
disfuncid de la funcid renal'®®'9* considerant en poblacions propenses a patir
insuficiéncia renal, I'HoloTC com un marcador més sensible respecte el MMA i la tHcy en

la deteccid de la deficiencia en cobalamina (Taula 5).

En el cas del MMA, ja des del 1960, se centren esforcos cap a desenvolupar un métode

5 196,197
!

per a la seva analisi, primer en orina'®® i després tant en sérum com en plasma

que sigui rapid, simple, sensible i especific. Tot i millorar la técnica'®8*99:200,201,202,203,204
i haver-ne obtingut, fins i tot, assaigs que permeten la determinacié de MMA i tHcy
simultaniament?®®, continua sent una analisi costosa, amb cromatografia acoplada amb

espectrometria de masses, que limita la seva disponibilitat als laboratoris (Taula 5).

Els assaigs per a la deteccié de la tHcy també han anat evolucionant?°6:207:208,209,210,211 4

s’han aconseguit técniques amb un cost més baix i major disponibilitat que les del MMA,
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pero amb l'inconvenient que, en interpretar la tHcy, cal considerar que la seva sensibilitat
cap a la deficiéncia en cobalamina esta afectada per l'estat en folats!?7:21%:213,214,215
(Taula 5). Per aquest motiu, la utilitzacié de la tHcy es recomana juntament amb la del
MMA?216:217 |3 seva combinacidé permet tant el diagnositc de la deficiéncia en cobalamina

com de folats i la seva diferenciacig?'®29,

Per altra banda, s’ha comprovat com, en
individus amb baixes concentracions en cobalamina, elevades concentracions de folats
s’associen a un empitjorament de les conseqliéncies metaboliques, com augments més
important tant de tHcy com de MMA. S’ha plantejat que elevades concentracions de
folats poden ser precursores de I'exacerbacidé de les manifestacions cliniques propies de

la deficiéncia en cobalamina?2%:221.222,

L'analisi de la cobalamina total plasmatica/sérica, que permetria distingir els individus
deficients dels que tenen un bon estat en cobalamina, és l'opci6 més utilitzada per
valorar |'estat en cobalamina. La resta de marcadors permet distingir els individus
presents en la zona gris, definida entre els limits de 125-150 pmol/L i 250 pmol/L de

59:223 " anglobant els individus al limit de la deficiéncia, els

cobalamina plasmatica/sérica
que presenten un estat baix-adequat en cobalamina i els que en tenen un estat
adequat-bo. La determinaci6 de MMA i tHcy conjuntament, discriminaria els individus
amb deficiéncia en folats, cosa que augmentaria la sensibilitat de I'analisi considerant
pero, que entre MMA i tHcy la primera opcié és la preferible, ja que millora el grau
d’especificitat de la tHcy, tot i que aquesta tingui un cost menys elevat i major
disponibilitat®¥??* (Taula 5). El fet d’'utilitzar com a marcador discriminatiu de la zona
gris I'HoloTC?23, podria millorar |'especificitat de la prova conjunta amb la tHcy com
alternativa a l'elevat cost del MMA; tot i aix0 falten encara més estudis per tal de decidir
la validesa de I'HoloTC com a marcador Unic o en combinacié amb un altre dels

marcadors.
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Taula 5. Comparacio de I'ts individual de marcadors sérics per al diagnostic de
la deficiéncia en cobalamina (Modificacié de Carmel R, 1990%%%)

Comportament davant

Deficiéncia
clinica en
cobalamina

Deficiéncia
preclinica en
cobalamina®

Deficiéncia
en folats

Insuficiéncia
renal

Disponibilitat

Sensibilitat

Especificitat

Disminueix

Disminueix o es
manté dins el
rang normal

Disminueix o es
manté dins el
rang normal

Augmenta o es
manté dins el
rang normal

Amplia i de
rutina

Discutible

Discutible

Disminueix

Disminueix

Disminueix o
es manté dins
el rang normal

Augmenta o es
manté dins el
rang normal

Amplia, pero
no de rutina

Elevada

Raonable

Augmenta

Augmenta

Es manté dins
el rang normal

Augmenta

En pocs
laboratoris

Elevada

Discutible

Augmenta

Augmenta

Augmenta

Augmenta

Amplia perd
no de rutina

Elevada

Baixa

aCbl, cobalamina; HoloTC, holotranscobalamina; tHcy, homocisteina total plasmatica en
deju; MMA, acid metilmalonic. Pdeficiéncia preclinica: estat en el qual hi ha evidéncies
metaboliques de la insuficiencia en cobalamina en una persona sense simptomes o
anémia.
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7. TRACTAMENTS EN CASOS DE DEFICIENCIA

Els punts de tall, sérics i plasmatics, recomanats per al diagnostic de la deficiencia en
cobalamina i per a la deteccié d’estrés en les reserves s6n < 148 pmol/L i < 221 pmol/L
respectivament. Estan basats en |'aparicié de simptomes clinics (neurologics, cognitius
i/o hematologics), que es donen, normalment, per concentracions de cobalamina sérica
< 148 pmol/L o bé per la preséncia de signes d’insuficiencia bioquimics a partir de
marcadors de cobalamina (p. ex. augment MMA o tHcy, que normalment comencen amb

concentracions de cobalamina sérica < 221 pmol/L)??°.

El tractament classic per la deficiencia en cobalamina, si la causa no és deficiencia en la
dieta, és l'administraci6 parenteral que en la majoria de paisos, suposa injeccid
intramuscular en forma de CNCbl i OHCbl o, més rarament MeCbl, que per altra banda és

4227,228,229 |

la forma utilitzada amb més freqlieéncia en el Japd ‘'OHCbI es reté molt millor

en l'organisme, injeccions amb 1 mg d’OHCbl cada 1,5-3 mesos son suficients, la
mateixa quantitat de CNCbl seria necessaria cada 2 setmanes?3%:231,232,233,234,235 A mgg,
hi ha determinades patologies que necessiten un potent antagonista de cianur, propietat

que compleix I'OHCbI, perd no la CNCbI?3¢%37,

El tractament per injeccié intramuscular té, pero, inconvenients: els pacients que I'han de
rebre sén, majoritariament, gent gran, que a més acostuma a necessitar |'assisténcia
d’algun professional, sigui a nivell médic a la consulta o bé la visita d’'una infermera per
poder-se injectar; tot aix0 implica elevats costos que, amb un tractament oral, es
podrien evitar?3®239:240  Diferents estudis demostren que entre 500-2000 pg de CNCblI
oral diaria, en contrast amb |'administracié parenteral mensual, permeten tractar
adequadament tant les deficiéncies per problemes d’absorcié com per deficiéncia de FI,
necessari per a l'absorcié de la cobalamina?#1:242:243,244,245,246,247

Davant la millor retencié en l'organisme del tractament parenteral amb OHCbl respecte
CNCbI, el 1999 es va plantejar un impuls comercial per a I'Us terapéutic oral, ja que no hi
havia preparacions orals produides comercialment®*®24?, tot i que, clinicament ja s’havia

utilitzat com a tractament terapéutic amb dosis diaries de 1000 ug?°.

Actualment, tot i trobar preparats orals, els estudis continuen referint-se a I'OHCbI,
majoritariament, com a tractament parenteral®**2°2, E| tractament oral davant casos de

deficiéncia en cobalamina es considera eficient?®3

, pero sense determinar-ne una
estrategia concreta pel que fa a la forma (OHCbl o CNCbl), freqiéncia i/o durada del

tractament®®®. Tot i aixd, en casos de pacients amb problemes neuroldgics greus, les
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dades actuals no son suficients per donar suport a I'is de CNCbl oral, en dosis de 1000-

2000 ug, com a terapia efectiva®®®.

També cal considerar els pacients amb diarrea, vomits o incapacos de prendre medicacid
per via oral; per aixo, també s’ha provat el tractament sublingual i, fins i tot, intranasal
amb cobalamina com a alternativa a l'‘oral i parenteral. En un primer estudi, la dosi
sublingual diaria va ser de 2000 ug de cobalamina durant 7-12 dies; entre els individus
estudiats, n’hi havia amb anémia perniciosa, vegetarians i amb malaltia de Crohn, tots
amb deficiencia en cobalamina (< 148 pmol/L). Es va aconseguir el restabliment de la
concentracid sérica en cobalamina en tots els casos®®®. En un estudi posterior, es van
provar dosis més baixes, fent que individus deficients en cobalamina (< 138 pmol/L), el
50% dels quals eren vegetarians, prenguessin 500 g diaris de cobalamina sublingual
durant 8 setmanes, i es va aconseguir també en tots els casos la correccié de les
concentracions de cobalamina sérica?®*’. El tractament intranasal amb 1500 ug d’OHCblI
en 6 individus deficients en cobalamina (< 148 pmol/L) amb diferents patologies:
malaltia de Crohn passada o actual o bé problemes intestinals, siguin inflamacions
recurrents o defectes causats per una enteritis cronica, també va corregir les
concentracions de cobalamina sérica. La correccid de la deficiencia en tots els casos es va
donar amb 4 setmanes de tractament?°®,

Tot i les bones perspectives que mostren els diferents estudis d’acord amb alternatives a
les injeccions intramusculars, la recomanacié de cobalamina per via oral com a

tractament definitiu, encara no ha estat plenament validada en la practica clinica actual.
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8. LA COBALAMINA EN LA POBLACIO

La deficiencia en cobalamina es considera poc comuna a la poblacié general no
vegetariana, perqué els requeriments son relativament petits i ingerits normalment en
una dieta omnivora®®*? i, perqué la vitamina es conserva eficientment en la circulacié
enterohepatica®*. Hi ha perd la possibilitat d’'una ingesta insuficient relacionada amb un

nivell socioecondomic baix?*9%26%,

En els ultims anys l'estat en cobalamina ha estat un
tema recurrent en les poblacions amb fortificacié obligatoria d’acid folic de productes
derivats del blat, seguit de prop pels paisos que es plantegen la implementacié d’aquesta
intervencidé en la poblacidé (vegeu I'apartat “Interaccions folat-cobalamina i politiques de

fortificacio”).

S’estima que entre la poblacid occidental el 5-15% de la gent gran poden tenir
deficiencia en cobalamina, definida per concentracions sériques elevades de MMA
(> 271 nmol/L), amb o sense concentracions elevades de tHcy (> 16,2 umol/L), en
combinacié amb concentracions sériques baixes o baixes-normals de cobalamina (rang
normal 150-590 pmol/L)**%2%2, La definici6 de rang normal en les concentracions de
cobalamina, aplicat tant a adults com a gent gran és un tema controvertit. La variabilitat
entre els diferents estudis, en la seleccié d‘individus, els métodes d’'assaig i les
aproximacions analitiques que es tenen en compte, podrien explicar la diferéncia en la

prevalenca, d’entre el 0-45%7263:264:265 de deficiéncia en cobalamina.

En l'estudi Framingham, basat en una investigacié epidemiologica sobre la malaltia
coronaria®®®, es va observar com el 28% dels individus amb concentracions de
cobalamina serica < 185 pmol/L, presentaven concentracions sériques elevades de MMA

(> 376 nmol/L) respecte les persones amb millor estat en cobalamina®®’.

Per altra
banda, en l'estudi d’individus amb evidencies cliniques de deficiencia en cobalamina,
s’han trobat concentracions d’aquesta vitamina en un rang de 160-350 pmol/L*3®. Tots
aquests fets demostren que considerar les baixes concentracions de cobalamina com a

Unic indicador de la seva deficiéncia, deixa molts individus fora dels nivells de deteccid.

Dels 2000-5000 pg de cobalamina emmagatzemats en una persona adulta,
aproximadament el 80% es troben en el fetge®®. La cobalamina se segrega des del fetge
amb la bilis. La major part és reabsorbida a l'intesti prim i entra en el cicle enterohepatic.

La mitjana de vida de la cobalamina és de 2 a 3 anys®®®, com a conseqiiéncia la

t269.

deficiéencia es desenvolupa lentamen S’ha suggerit que la majoria de casos de

270

deficiéncia sén per ingesta inadequada®’® i malabsorcié?*®, perod l'estil de vida, com ara
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fumar o un consum elevat d’alcohol?’*?72, | determinades malalties, medicaments®’? i

defectes enzimatics també poden afectar el metabolisme de la cobalamina?’4.

El 1855 Thomas Addison® va descriure els simptomes mentals i neuroldgics de I'anémia
perniciosa, a més dels hematologics, considerats avui com els simptomes classics de la
deficiencia en cobalamina juntament amb els gastrointestinals. Aquests simptomes
classics normalment es donen en estadis avancgats de la deficiéncia. Carmel R el 199627,
en un estudi de 729 individus = 60 anys, va determinar que el 2% dels casos de
deficiéncia en cobalamina s’explicaven per I'anémia perniciosa, malaltia caracteritzada

per la pérdua de la secrecié del FI.

En la gent gran, la ingesta dietética pobra en cobalamina rares vegades és la causa de
les seves baixes concentracions, comunes en aquest sector de la poblacié?’®277, Alguns
autors, pero, no veuen tan clara aquesta falta d’associacié. La baixa ingesta d’aquesta
vitamina s’ha trobat com a causa important de la deficiéncia en cobalamina, tant en un

8

nombre reduit d’individus ingressats en un geriatric?’®, com en mostres més grans que

impliquen un sector més ampli de la poblaci?”°.

L'envelliment de la mucosa intestinal pot provocar un menor grau d’‘absorcid i
reabsorcié?’°. L’alta prevalenca de la deficiéncia en cobalamina entre la gent gran, tot i la
ingesta adequada, es relaciona amb canvis intestinals produits per I'edat, que dificulten

263

I'alliberament de la cobalamina dels aliments La capacitat de produir acid gastric

t280,281

disminueix amb |'eda , la causa més comuna de la qual és la gastritis atrofica. Fins

al 30% d’individus de 65 anys es veuen afectats®®?

per aquesta inflamacié de la mucosa,
i s’ha estimat?®® que la prevalenca arriba a ser fins al 40% entre persones > 80 anys. La
disminucié de la produccié d’acid gastric altera tant l'absorcié de cobalamina com de
folats. La infeccidé per Helicobacter pylori es considera una de les causes importants de la
gastritis atrofica?®* i afecta, aproximadament, el 50% de les persones > 60 anys en els
paisos industrialitzats, i una proporci6 major en els paisos en desenvolupament?s®,
Aguestes condicions poden donar lloc a deficiencies moderades tant de cobalamina com
de folats, que no sén detectables per les proves rutinaries de laboratori.

En diferents articles?86:287

s’han proposat revisions periodiques en la poblacié de gent
gran per tal de detectar les primeres etapes de la deficiencia en cobalamina. Aquest fet
passa a ser més rellevant a partir de la introduccié de la fortificacid obligatoria amb acid
folic de productes de gra als EUA el 1998, que, posteriorment, s’ha aplicat a altres
paisos. S’ha comprovat com un estat baix en cobalamina s’associa de manera més

evident amb la deficiéncia en cobalamina quan l'estat en folats és elevat?®®2%°, També
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s’ha observat com un elevat consum d‘acid folic pot prevenir el desenvolupament de
I'anémia caracteristica en la deficiencia en cobalamina, i aquest emmascarament,
afavorir la progressié de la malaltia neuroldgica®2°* (vegeu I’apartat “Interaccions folat-

cobalamina i politiques de fortificacid”).

El problema, accentuat en la gent gran, no és la deteccié de deficiencies greus en
cobalamina, sin6 la deteccié de les deficiencies marginals. Diferents estudis han mostrat
que un deteriorament cognitiu lleu podria ser un simptoma inicial*®2. La funcié
neurolodgica disminueix amb I'edat, fent que la incidéncia de casos de deméncia augmenti
amb l'edat, amb una prevalenca del 25% en adults entre 85 i 89 anys. Diferents estudis
prospectius i transversals han mostrat que concentracions elevades de tHcy i la
deficiéncia en cobalamina, sén factors de risc per al deteriorament cognitiu??3, tot i que
no tots els estudis han pogut mostrar associacions positives entre els indicadors

bioquimics de cobalamina i la deméncia?®?.

S’ha investigat la possible associacid de baixes concentracions de cobalamina amb
simptomes depressius. Hi ha estudis fets tant als Paisos Baixos?°® com a Irlanda®°®, en
que les concentracions de cobalamina < 258 pmol/L, obtingudes a partir de 806 individus
amb una mitjana d’edat de 73 anys, i concentracions d’'HoloTC (mitjana: 44,4 pmol/L) en
el quartil baix de 252 individus amb nivell socioecondmic baix i una mitjana d’edat de
78 anys, respectivament, es relacionen amb els simptomes depressius. Per contra,
estudis fets a Australia®®” amb 412 individus, en els quals I'estat baix en cobalamina es
considera < 97 pmol/L, o als Estats Units?*®®, on es compara la concentracié de
cobalamina dels individus amb elevats simptomes depressius de la resta, ampliant el

nombre d’'individus i el rang d’edat, no troben aquesta relacio.

Elevades concentracions sériques de MMA o tHcy es troben sovint en la poblacié de gent
gran3®2%2  En aquest sector de la poblacid, s’ha vist com elevades concentracions de
tHcy (> 15 upmol/L) s’han correlacionat inversament amb mesures de benestar, com
I'estat d’anim, [I'habilitat espacial o la memodria de reconeixement?®® i amb un

deteriorament fisic més rapid3°°.

En un estudi fet amb 101 individus sota sospita de deficiéncia en cobalamina, amb una
mitjana d’edat de 53 anys, es va proposar I'HoloTC com un millor marcador de deficiéncia
respecte a la cobalamina, i es va trobar una millor correlacié entre aquest marcador i una
possible situacié de malabsorcié*®**. En un altre estudi fet amb 700 individus amb edats
compreses entre els 63 i els 97 anys, es va confirmar que, dels indicadors investigats, (la

cobalamina, I'HoloTC, la tHcy i el MMA) com a marcadors de deficiéncia en cobalamina
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(cobalamina eritrocitaria < 33 pmol/L), I'HoloTC era el millor indicador en aquest estrat

de la poblaci3°t.

Hi ha, perd, una escassetat de dades sobre la relaci6 de les concentracions de
cobalamina, folats, HoloTC, tHcy i MMA i les seves interrelacions entre la poblacié
general. Molts dels estudis en gent gran estan basats en grups de pacients/participants
sense coneixer si son representatius de la poblacié general; o sén basats en la poblacid,
perdo amb exclusions bastant extenses, per diverses raons, fent que la representativitat
dels resultats es pugui veure alterada, dificultant la comparacid dels resultats de

diferents estudis.

Un exemple d'aquestes limitacions es troba en tres estudis realitzats a Nova Zelanda. En
el més recent, realitzat al 1991, hi van participar?’” 257 individus = 65 anys. Un cop
exclosos el 2,4% d’individus que prenien suplements de cobalamina, es va observar que
el 7,3% presentaven baixes concentracions de cobalamina (< 114 pmol/L). En dos
estudis anteriors fets en la mateixa regid, es va observar que el 3% tenia baixes
concentracions (cobalamina < 162 pmol/L), més d’un terg de la poblacié estudiada prenia

302

suplements®“?, i en I'estudi en qué la poblacié estava formada per individus ingressats en

geriatrics, el 23% presentaven baixes concentracions (cobalamina < 135 pmol/L)3°3.

La importancia de |'estat en cobalamina es desgrana en diferents sectors de la poblacid.
Com a punt comu, s’ha de considerar el factor genétic, en el qual diferents polimorfismes
poden afectar la biodisponibilitat de la cobalamina. Com a fet diferencial, I'assoliment de
les necessitats actuals. Les ingestes diaries recomanades augmenten amb l'edat, i
consideren la gent gran com sector diana vulnerable a la deficiéncia en cobalamina. Per
altra banda, donen especial importancia a 'embaras i la lactancia, i converteixen en
objectiu col-lateral la necessitat d’un bon estat en cobalamina en les dones d’edat fértil.
En aquest entramat, hi ha dues peces clau que cal considerar en valorar l'estat en
cobalamina de la poblacid, I'is de multivitaminics i I’aplicacié de la fortificacié obligatoria

amb acid folic.
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9. LA COBALAMINA AL LLARG DE L'EMBARAS

Per facilitar la lectura i comprensié d’aquest apartat s’han resumit de forma esquematica
les caracteristiques principals dels estudis citats. La informacié s’ha dividit en dues taules
per tal de diferenciar els estudis en qué s‘analitza la cobalamina plasmatica durant
I'embaras (Taula 7), dels que es centren més en l'estat en cobalamina mare-cordd
(Taula 8).

L'embaras es caracteritza per molts canvis fisiologics, I'objectiu i significat de molts dels
quals encara no s’entenen del tot. En els ultims anys diferents estudis han intentat
descriure els canvis de |'estat en cobalamina durant I'embaras. Una limitacié important és
la falta de concentracions de referéncia especifiques per I'embaras, i s’ha comprovat que

I'ts de la poblacid com a referéncia pot ser inapropiat3%4.

S’ha observat que la
concentracié de cobalamina sérica en les embarassades pot arribar a ser, ja en el primer
trimestre, inferior respecte a la de les dones no embarassades®?%:3%63%7  Aquest fet es va

confirmar en l'estudi fet per Murphy i els seus col-laboradors®°®

, en el qual els controls
eren les mateixes embarassades en la preconcepcié. En el primer trimestre, les
concentracions plasmatiques de cobalamina ja eren inferiors que en la preconcepcio. Fins
i tot s’ha observat que en gestants, les concentracions de cobalamina sérica en resposta
a la suplementacié amb 150 pg de cobalamina injectada, segueixen sent inferiors a les

concentracions que es troben fora de I'embaras3°®.

Tot i trobar estudis en gestants sanes, no vegetarianes, en els quals no s’‘observin signes

de deficiéncia funcional®?®

, la concentracié de la cobalamina sérica disminueix al llarg de
I'embaras306:310:311312  Eqtdis |longitudinals durant I'embaras han mostrat, fins i tot en
dones amb un bon estat nutricional, una disminucié gradual aproximadament del 30% en
cobalamina sérica, entre el primer i el tercer trimestre3°43°® Baker i els seus
col-laboradors®°? van observar una disminucié més marcada de |’estat en cobalamina a la
segona meitat de I'embaras, pero cal considerar que tot i recollir mostres dels tres
trimestres d’embaras, les gestants eren diferents en cada punt. Aquesta disminucio
progressiva es considera en la majoria de casos com un fet fisiologic, assumint un
augment de les necessitats de cobalamina ja en les primeres setmanes de gestacid, per

|313

I'augment de l'eritropoesi materna i embrio-feta Perd hi ha embarassades en les

quals la disminucié arriba a concentracions properes a la deficiéncia, sobretot, en el

304,309,314

tercer trimestre i es desconeix si aix0 representa una exageracio de la caiguda

fisiologica o bé una deficiéncia a nivell dels teixits.
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Deficiencies clinicament significatives només s’han documentat en embarassades amb

315,316

dietes tradicionalment vegetarianes amb concentracions de cobalamina serica entre

66-96 pmol/L317:318319  Tot | aixd, la deficiéncia en cobalamina definida com a baixa

concentracié d’aquesta es pot arribar a donar en el 10-28% dels embarassos normals32°.

En una embarassada tant amb un patré alimentari mediterrani com occidentalitzat, la

1 amb una

ingesta total de cobalamina en I'embaras es troba al voltant dels 2800 pg3?
mitjana d’absorcid aproximada de 1568 pg®’. En I'embaras els requeriments de la
gestant, basats en la ingesta diaria recomanada (IDR)*?, i del fetus sén de 728 ug i
84 ng3?2323 respectivament. Aquest fet permet assumir que el primer embaras monofetal
té un impacte minim en les reserves maternes, calculades en uns 3000 pg de

cobalamina324325,

No obstant, dones que inicien |I'embaras amb baixes reserves
d’aquesta vitamina podrien tenir problemes en proporcionar-ne suficient quantitat al
fetus306:326:327,328,329,330 A més cal considerar el posterior periode de lactancia, on el cost

de cobalamina materna és fins i tot major que durant I'embaras®*33! (Taula 6).

En un estudi realitzat a la Xina, en qué s’analitzava |'estat en cobalamina en dones
durant I'any anterior a la concepcio, es va observar que les dones amb concentracions
preconcepcionals de cobalmina < 258 pmol/L, tenien el 60% més de risc de tenir un part

L332.

preterme respecte a les que presentaven concentracions > 258 pmol/ Relacionat

amb aquest fet, en un estudi realitzat a I'india33?

, en el que es van recollir mostres de
sang dels tres trimestres d’embaras, es va observar que, en el segon trimestre, el fet
d’estar en el tercil baix de cobalamina (cobalamina sérica < 122 pmol/L) respecte al
tercil alt (cobalamian sérica = 240 pmol/L) augmentava el risc de creixement intrauteri
retardat fins a 9 vegades. Aquesta relacid6 no sempre és tan clara i es poden donar
resultats discrepants. Si es compara I'estat en cobalamina sérica de I'estudi fet a I'india
amb el d’un estudi realitzat als Paisos Baixos®*%, en qué no s’observa una relacié entre la
cobalamina plasmatica al tercer trimestre i pes al néixer, s‘observa que la mediana
[interval de confianca 95%] de cobalamina sérica de I'estudi holandés
179 [134-219] pmol/L, és més proper a l'estat en cobalamina de les gestants del tercil
alt 182 [169-210] pmol/L de la mateixa fase de I'embaras de I'estudi indi. Es probable,
doncs, que l'estat en cobalamina als Paisos Baixos no sigui suficientment baix com per
presentar un risc de creixement intrauteri retardat. També cal considerar que, en
poblacions amb baixa ingesta d’aliments rics en cobalamina, la poca variabilitat i el baix
estat en cobalamina entre les gestants, poden reduir les possibilitats d’identificar una

relacié amb el pes al néixer>*>,
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Taula 6. Estimacié® de la cobalamina necessaria durant I'embaras (40
setmanes) i en la lactancia de 6 mesos i 1 any

Cobalamina necessaria

Embarassada IDR 2,2-2,6 ug/dia (2,6 x 280) = 728 ug

Fetus necessitats 0,1-0,3 ug/dia (0,3 x 280) = 84 ug

Cost total: (728 + 84) 812 ug
Consum de cobalamina

Ingesta en la dieta 9-10 pg/dia®?* (10 x 280) = 2800 pg
Mitjana d’absorcié de 10 pug3’ (56%) 1568 ug

Cobalamina necessaria

Composicié de la llet 0,6- 1 pg/LP (1 x 180) = 180 g
Lactants IDR 2,6-2,8 ug/dia (2,8 x 180) = 504 g

Cost total: (180 + 504) 684 ug
Consum de cobalamina

Ingesta en la dieta 9-10 pg/dia (10 x 180) = 1800 pg
Mitjana d’absorcioé de 10 ug (56%) 1008 ug

Cobalamina necessaria

Composicié de la llet 0,6- 1 pg/L? (1 x 360) = 360 g
Lactants IDR 2,6-2,8 ug/dia (2,8 x 360) = 1008 pug

Cost total: (360 + 1008) 1368 ug
Consum de cobalamina

Ingesta en la dieta 9-10 pg/dia (10 x 360) = 3600 pg
Mitjana d’absorcié de 10 ug (56%) 2016 ug

Embaras i lactancia (6 mesos)

Ingesta (1568 + 1008) ug - Necessitats (812 + 684) ug = 1080 ug
Embaras i lactancia (1 any)

Ingesta (1568 + 2016) pg - Necessitats (812 + 1368) ug = 1404 ug

%En trobar dades en rangs s’ha agafat sempre el valor més elevat; "Valors basats en
volums de 600-1000 mL/dia. IDR, ingesta diaria recomanada.

L'estudi sobre la nutrici6 materna fet a I'India (Pune Maternal Nutriton Study) amb dones
que, majoritariament, presentaven dieta vegetariana, va ser el primer estudi que va
investigar la relacié entre |'estat en cobalamina i folats de la gestant, i el risc que el

nounat pateixi diabetis tipus 2 i malaltia cardiovascular???,

Es va observar que, en el
segon trimestre, el baix estat en cobalamina en les embarassades (cobalamina
plasmatica < 150 pmol/L) predisposava tant les gestants com els seus nounats a
I’'adipositat excessiva i a la resisténcia a la insulina, factors de risc per a la diabetis tipus
2. Els nounats que presentaven riscs més accentuats eren els procedents de mares que,

a més de baix estat en cobalamina presentaven elevat estat en folats??%33¢,
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Tot i el clar efecte de I’'hnemodilucid durant I'embaras, aquest no explica del tot la
disminucié de la cobalamina plasmatica3°®337:338 per altra banda, la paritat®*° i I'edat

04,340

materna® , s'associen amb l'empitjorament de l'estat en cobalamina. S’ha trobat

associacié entre paritat i edat materna tant en l'estat en cobalamina matern com dels

326 Respecte a les dones nul-lipares, les que han passat tres embarassos

nounats
anteriors, presenten concentracions de cobalamina sérica inferiors durant tot
I'embaras3'?. Hi ha estudis en qué la paritat i/o I'edat materna no s’associen amb l’estat
en cobalamina, perd, en aquests casos, s’ha de considerar que el nombre de gestants
estudiades era petit i podria faltar poténcia estadistica suficient per a detectar una
associacié. Una altra limitacié es déna en el cas d’un rang estret de paritat®*” o d’edat

materna, fet que no permetria trobar diferéncies3?9:341,

Hi ha informes sobre les fluctuacions de I'estat en cobalamina al llarg de I'embaras basats
en estudis transversals, que consideren diferents gestants en cada punt analitzat de

I'embaras342343

i inclis s’han barrejat punts transversals amb algun seguiment
longitudinal®**°. En no comparar mostres de diferents punts de I'embaras de la mateixa
gestant, sind de gestants diferents, s’ha arribat a concloure que la concentracid sérica de

cobalamina no disminueix a mesura que progressa |I'embaras.

Les mesures de MMA??%314  tHcy312338 | HoloTC3%%33? metabolits relacionats amb vies
dependents de cobalamina i el seu transport, s’han utilitzat per a investigar la deficiencia
de la vitamina a nivell funcional. El fet de determinar les setmanes gestacionals en les
quals es fa l'extraccid és important, ja que, investigar l'associacié entre metabodlits i
cobalamina és dificil en un sol analisis en el que les mostres sanguinies engloben

344,345

diferents fases de I'embaras Hi ha poques evidéncies de deficiencies funcionals

344,345[ perb, en

associades a un estat baix en cobalamina en els dos primers trimestres
canvi, s’han trobat concentracions baixes de cobalamina sérica, en el tercer trimestre
juntament amb un augment de tHcy i MMA, fet que suggereix que la deficiéncia
subclinica pot aparéixer en aquest punt, particularment en mares amb dietes
inadequades®3®, El MMA plasmatic augmenta a partir de mig embaras, tot i que es manté
la influéncia de I’'hemodilucié que causa la seva disminucié a principis d’embaras3°®. Amb
I'abséncia de I'hnemodilucié es preveu que la concentracid del MMA plasmatic seria més

elevada.

L'HoloTC plasmatica disminueix en aproximadament un 24% durant la primera meitat de
I'’embaras. A partir d’aleshores, tot i la continuada tendéncia a la reduccié6 de la
cobalamina plasmatica, la concentracié d’HoloTC es manté estable3°®, Morkbak i els seus

6

col-laboradors®*® van afirmar que les concentracions d’HoloTC no variaven en tot
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I'embaras. No obstant, en iniciar I'estudi a partir de les 18 setmanes de gestacié no van
observar la disminucié inicial. L'estabilitat de I’'HoloTC plasmatica durant la fase de
I'embaras en la que l'estat matern en cobalamina esta més estressat, podria ser
conseqliéncia d’un possible mecanisme compensatori per tal d’assegurar que hi hagi
suficient aportacié de cobalamina al fetus en el tercer trimestre. El fet que, a diferéncia
d’altres indicadors serics d’estat en cobalamina, la concentracié d’HoloTC es mantingui
estable al final de I'embaras®°®:34¢ ha propiciat que es consideri com un bon predictor per

I’estat en cobalamina del nounat®3°.

Tot i que en les fluctuacions de cobalamina plasmatica podria influir 1'Us de suplements
amb cobalamina, la majoria d’estudis recents no han considerat aquest fet. Si hi ha o no
suplementacio, durant quant de temps i la dosi implicada donen informacié precisa que
pot explicar les diferents concentracions trobades®*”. Moltes vegades algun d’aquests
parametres no ha estat controlat i aix0 pot dificultar la interpretacié dels resultats.
Diferents estudis d’intervencid han mostrat que la cobalamina plasmatica segueix la
tendéncia a disminuir durant I'embaras, tot i I’Us exclusiu de suplements amb acid folic,
5 mg, o cobalamina, 25%'° o 50 ug3*®. En preséncia de suplementacié combinada d’acid
folic i cobalamina, si que es redueix la baixada en cobalamina plasmatica, pero si s'inicia
durant el tercer trimestre I'estat en cobalamina no respon a la suplementacié*?,

probablement perque l'inici es massa tarda.

Les concentracions maternes de cobalamina sérica i plasmatica es recuperen en el
postpart3!4337:348:350  g'h3 calculat que I'augment de cobalamina és d’uns 3,3 pmol/L per
dia postpart®°?, fent que la recuperacié sigui evident sempre i quan les determinacions
no es facin en un periode massa curt, com ara una setmana postpart®**. Tot i la
recuperacio palesa, |'efecte de la lactancia pot contribuir de forma rellevant en la

disminucié de I'estat en cobalamina al postpart®>2.

Les concentracions de cobalamina sériques i plasmatiques maternes i dels cordons dels
nounats, estan altament correlacionades. Aixi, en un estudi fet al Brasil, es va observar
gue la concentracié en nounats de mares del quartil baix de cobalamina, és inferior als

nounats de mares del quartil alt®*3. Tot i aix0, la concentracid de cobalamina en els

308,309,326,341,354,355,356,357

nounats és major i arriba a augmentar fins a 4 vegades les

concentracions maternes®®8, fet que es considera indicatiu del pas d’aquesta vitamina de

359,360 g'han trobat en el corion placentari concentracions de

la gestant al fetus
cobalamina, fins i tot, més elevades que les trobades en els nounats3¢*3%2, pel que fa al
transport, s’han fet paleses concentracions d’'HoloTC majors en els cordons dels nounats

que en les gestants®®3%8,
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El pes del nounat s'associa negativament a la concentracié de cobalamina plasmatica, ja
que els nounats més grans tenen pitjor estat en aquesta vitamina®3°. Perd la correlaci6
entre concentracié de cobalamina al cordd i el pes al néixer es perd en nounats d’edat
gestacional > 40 setmanes. S’ha suggerit que, a partir de les 40 setmanes gestacionals,
la placenta podria comencar a degradar-se i perdre part de la seva funcionalitat, per la
qual cosa es perdria la relacié pes-cobalamina®®’. Sigui quina sigui I'explicacid, el pes al
néixer no esta associat a l'estat en cobalamina als 6 mesos, fet que suggereix que un
elevat pes al néixer no és un factor de risc per baix estat en cobalamina més tard en la
infancia33°. L'estat en cobalamina en els nounats no presenta efecte en la velocitat de

creixement d’aquests®**,

Diferents estudis han observat que la concentracié de tHcy en el cordd és inferior a la de

les gestants363:364:365

La falta de diferéncia en la tHcy mare-cordd, observada en un
estudi fet per Pardo i els seus col-laboradors®®®, podria ser deguda a la falta de poténcia
estadistica conseqiiéncia de I'analisi d’'un petit nombre de gestacions. Pel que fa al MMA
plasmatic, la concentracié en el cordd és major a la concentracié de la gestant en el
moment del part, tot i que I'estat en cobalamina del cordd és més elevat!®6:308:363 ng
de les explicacions de les elevades concentracions de MMA trobades en el cordd podria
ser la necessitat de satisfer I'alta taxa metabolica durant la vida postnatal®*®. A més la

7

preséncia de receptors de lipoproteines®®” i activitats lipasa®®® en la placenta facilita que

els acids grassos presents en els triglicerids plasmatics materns passin al fetus.

Contrariament a l'estat en cobalamina matern després del part, s’ha observat que,
durant les primeres 6 setmanes, |'estat en els nounats disminueix, fet acompanyat per
l'augment en el MMA plasmatic i la tHcy. Aquest augment és més accentuat en els
nounats amb concentracions de cobalamina < 150 pmol/L3®°, Bjorke-Monsen i els seus

col-laboradors37°

van observar que en nounats de 6 setmanes, la suplementacié amb
injeccions intramusculars de cobalamina va aconseguir corregir tant les elevades
concentracions plasmatiques de MMA com de tHcy. Aquest fet recolza I'argument que
I’alta incidencia d’elevades concentracions plasmatiques de MMA i tHcy, esta relacionada
amb el baix estat en cobalamina tot i que no es pot descartar que pugui ser un fet comu

en el periode neonatal®®°.

[56]
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Taula 7. Estudis en queé s’analitza la cobalamina plasmatica durant I'embaras

Autor/an Lloc Participants Estudi Recollida de la mostra S - Punts de tall
Y P Longitudinal (tipus de mostra) P baix estat Cbl
181-270 dies, 91-180 dies i ND
305 H a .
Boger WP, 1956 Estats Units 502 No 0-90 dies ébans del part (Exclusié de dones que revien injeccions amb B,,) < 73,8 pmol/L
(Serum)
3r trimestre
Erdberg MR, 1958%%* Estats Units 132 Si 1a setmana postp No ND
(Serum)
Young JE, 19592310 Estats Units 105° No 13,261 39 SG ND ND
(Serum)
Cada mes fins a les 27 SG Grup A': no suplementacié
752 Cada 3 setmanes entre les 27-32 SG Grup B': 25 ug B;,/dia
Young JE, 1959<3° Estats Units Si Cada 2 setmanes entre les 32-36 SG Grup C': 100 pg By,/dia ND
(<17 SG) Cada setmana a partir de les 36 SG Grup D': 5 mg acid folic/dia
(Serum) Grup E': (5 mg acid folic + 25 ug B;,)/dia
Lowenstein L, 1960°3%° Canada 30° No 1r, 2n i 3r trimestre ND ND
(Sérum)
. Abans del part
Lowenstein L, 1960%° Canada 45° No Dies 12, 4, 8 21 postp ND ND
(Sérum)
3r trimestre, abans de la injeccio o ‘
Lowenstein L, 19609309 Canada 9@ Si 7 i 15-16 dies després de la injeccié Injeccié amb 150 pg de By, al 3r trimstre ND
(Serum)
Durant embaras: intérvals de 4 setmanes Grup 1: 200 mg ferro/dia
Metz J, 1965348 Sud-africa 1757 Si 6 setmanes postp Grup 2: suplementacié grup 1 + 5 mg acid folic/dia < 158 pmol/L
(Sérum) Grup 3: suplementacio grup 2 + 50 pg B;,/dia
32-40 SG Suplementacié de les 28st fins al part
. 349 Sud-africa a No Dins de les 48 h postp Grup acid folic: (5 mg d'acid‘folic + 200 mg ferro)/dia ND
Edelstein T, 1968 Y " 396 6 i 12 setmanes postp Grup Cbl: (50 pg By, + 5 mg d'acid folic + 200 mg ferro)/dia
(Sérum) Grup ferro: 200mg ferro/dia
10-24, 32, 36 SG
Temperley 1J, 19683%¢ Irlanda 1552 Si Al part ND < 150 pmol/L
(Serum)
. A la 1a visita prenatal (SG independent) No
342 K a N <125 I/L
Brabin BJ, 1986 enve 291 ° (Serum) Dieta basada en blat de moro i iuca pmol/
16, 34 SG
Van den Berg, 1988337 Holanda 70¢ Si Al part ND < 180 pmol/L
6 setmanes i 6 mesos postp
(Sérum)
Bartels PC, 19893*  Paisos Baixos 23° si 12,20, 281136 SG ND ND
(Sérum)

(Continua a la pagina seglient)
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Autor/an Lloc Participants Estudi Recollida de Ta mostra Suplementacié Punts de tall |
Y P Longitudinal (tipus de mostra) P baix estat Cbl
Durant els mesos 5-8
Allen LH, 199532 Mexic 42° Si Als 7 mesos de lactancia No < 74 pmol/L
(Plasma)
16, 28 i 34 SG
Bruinse HW, 19953%°  Paisos Baixos 702 Si 6 dies, 6 setmanes i 6 mesos postp No ND
(Sérum)
Entre les 32-34 SG 82% embarassades van consumir suplements
Gadowsky SL, 1995347 Canada 58%f No Pl Consum mig diari en suplements: <148 pmol/L
(Plasma) 479 ug acid folic, 31 mg ferro i 2 ug By,
Metz J, 199534 Australia 75° No Entre les 12-40 SG NO suplementacié amb B, < 148 pmol/L
(Serum)
Pardo J, 2000345 Israel 64° No Entre 11-14 SG ND <100 pmol/L
(Sérum)
Bondevik GT, 2001343 Nepal 328° No Ala 1a visita prenatal (SG independent) ND < 150 pmol/L
! (Sérum) Predomini dieta vegeteriana
2n i 3r trimestre Consum mig diari en suplements:
Berg MJ, 2001%%° Estats Units 15° Si 4| 6 mesos postp Embaras: 905 ug acid folic i 4 ug Bi» < 111 pmol/L
(Sérum) Postp: 314 ug acid folici 1,7 ug By,
307 ) a 1r, 2n i 3r trimestre Diariament un multivitaminic amb
Baker H, 2002 Estats Units 563 No ND 12 ug By, + 1 mg d'acid folic ND
Koebnick C. 2002304 Alemanya 39¢ Si 9-12, 20-22i 36-38 SG 31% embarassades van prendre suplements amb B,, < 150 pmol/L
: (Sérum) i el 44% amb acid folic
Chéry C, 200233 Franca 15° si 4t, 6& i 9& mes d'embaras No ND
(Sérum)
Barén MA, 2003%%3 Venecuela 1223f No En el 1r control d‘?mbaras (< 14st SG) No < 150 pmol/L
(Serum)
27% embarassades van prendre suplements amb B,
Koebnick C, 2004315 Alemanva 109° No 9-12, 20-22i 36-38 SG i el 35% amb acid folic <130 /L9
oebnick &, Y (Sérum) Tipus de dieta: 25% embarassades ovo-lacto-vegeteriana, 39% pmol/
maxim 2 porcions carn/setmana i 36% ingesta diaria de carn
Garcia-Casal MN, 2005%%°  Venecuela 1289° No 1r, 2n i 3r trimestre ND < 148 pmol/L
(Sérum)
Yajnik CS, 2005335 india 80° No 28 SG A partir de les 18 SG consum diari de 60 mg ferro i < 150 pmol/L
! (Plasma) 0,5 mg d'acid fdlic (50% poblacié vegetariana )
Muthayya S, 2006333357 india 478° Si 12'(254\ i 34)SG Cada dia: 60mg ferro + 500ug acid folic ND
erum
18, 32,39 SG
Milman N, 20063 Dinamarca 406° Si 8 setmanes postp No < 150 pmol/L
(Plasma)

(Continua a la pagina segtient)
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Autor/an Lioc CEC el Estudi Recollida de la mostra e m—— Punts de tall
Y P Longitudinal (tipus de mostra) B baix estat Cbl
- - i - 0,
Takimoto H, 200732 Toquio 04¢ Si 7-14, 26 2‘9 i 34-36 SG "4 _/o e‘m_barass_ades van prendre suglements ND
(Sérum) d'acid folic al primer trimestre i un 5% als segon
92°¢ Pregestacional: 7-12 dies cicle menstrual I :
Murphy MM (dones amb 8,201 32 SG NO en la preconcepcid ni en el 1r trimestre
20043%%% i 20073°8 Espanya intencid de Si Treball de part 73% embarassades no van prendre suplementacié amb B;, < 150 pmol/L
quedar-se Sang de cord6 1% embarassades a partir de les 20 SG i un 26% a partir de
embarassades) (Plasma) les 32 SG van prendre suplements amb 5-10 pg de B,
18,32i39SG
Morkbak AL, 200734¢ Dinamarca 141° Si 8 setmanes postp ND ND
(Plasma)
3 181 28 SG A partir de les 18st els donen diariament 60 mg ferro
Yajnik CS, 2008%%* India 797¢ Si o i 500 g d'acid folic < 150 pmol/L
(Plasma) No ingesta de carn, peix ni ous: 33% 18 SG, 38% 28 SG
3r trimestre Suplementacié preconcepcional amb acid folic 7%, fins a les
Baker PN, 2009%¢* Regne Unit 293%f No (Serum) 20 SG 44% acid folic, ferro 8% i multivitamines 4% i només a ND
partir de les 28 SG 2% acid folic, 15% ferro i 2% multivitamines
. 0,
Krishnaveni GV, 200933 india 774¢ No 30 SG 31% embar.assades van prendre syplenjgnts amb By, < 150 pmol/L
(Plasma) i 8% suplements amb acid folic

ND, no hi ha dades disponibles; SG, setmanes gestacionals; postp, postpart; 2ND sobre I'exclusié de bessons; ®primer estudi de I'article; ‘segon estudi de I'article; ‘quart estudi de I'article; ®bessons

exclosos; fadolescents amb una mitjana d'edat de 17 anys; 91r trimestre < 130 pmol/L, 2n trimestre < 120 pmol/L i 3r trimestre < 100 pmol/L; lcada grup esta format per 15 gestants.
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Taula 8. Estudis en queé s’analitza la cobalamina plasmatica tant durant I'embaras com en el hounat*

Mostra materna Mostra nounat

Autor/any Lloc Participants (tipus mostra) (tipus mostra) Suplementacio
359 . Part Cordo
Okuda K, 1956 Estats Units 25 (Sérum) (Serum) ND
. 354 . Part Cordé
Ziffer H, 1958 Estats Units 113 (Sérum) (Sérum) ND
Poques hores
després part i/o Cordé
Lowenstein L, 19603°° Canada 100 entre 12-22 hores ND
postp
(Sérum) (Sérum)
. Part Cordé 77% prenien suplements amb
358
Baker H, 1975 Estats Units 174 (Plasma) (Plasma) 5-8 ug By, i 0,5-1,5 mg acid folic
Postp, després Cordé )
Giugliani ER, 1985%% Brasil 51 expulsié placenta >1% suplementacio amb Bi,
! (Sérum) (Sérum) No suplementacié amb acid folic
Just abans de la Cordé?
Abbas A, 1994°%° Regne Unit 75 mostra del nounat ND
(Sérum) (Sérum)
Nounat 63% embarassades no suplementades,
. 96-108h postp  96-108h postp 18% prenien suplements diariament, i 18%
369
Bjorke-Monsen AL,2001 Noruega 169 o o entre 2-3 dies a la setmana
(Serum) (Serum) (el 74% dels suplements portaven B;;)
. . 8h abans del part Cordo
353
Guerra-Shinohara EM, 2002 Brasil 69 (Sérum) (Sérum) ND
Molloy AM Just després part Cordo
Irlanda 201 ND
200235 | 20057°° ' (Plasma) (Plasma)
1025 gregues Just després Cordé
Schulpis K, 200425 Grécia 908 albaneses part No hi ha suplementacié excepte amb
! (immigrans a Grecia) (Serum) (Serum) ferro 1-2 mesos abans del part
366 Part Cordo
Pardo J, 2004 Israel 32 (Sérum) (Sérum) ND
Guerra-Shinohara EM, 20043%3 Brasil 119 12h(glg;a§:1)part (Plsaécrir;:e; Infreqlient suplementacié amb B,

(Continua a la pagina segtient)
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- Mostra materna Mostra nounat s
A LI Participan . . Suplementacio
utor/any oc articipants (tipus mostra) (tipus mostra) P
. 356 1-12h abans part Cordd 17% embarassades prenien suplements amb
Obeid R, 2005 Alemanya 82 (Sérum) (Serum) Scid folic
A la 1a visita
. Cordod
326 Regne Unit 504° prenatal ND
Relton CL, 2005 g (mitjana 11,5 SG)
(Sérum) (Sérum)
. 12, 24 i 34 SG Cordo - .
357 14 .
Muthayya S, 2006 India 185 (Sérum) (Sérum) Cada dia: 60mg ferro + 500pg acid folic
. 1-12h abans part Cordod 19% embarassades prenien suplements amb
166
Obeid R, 2006 Alemanya 22 (Sérum) (Sérum) acid folic, cap prenia suplements amb B;,
Entre 1-3h Cordé 71% embarassades no suplementades, 6%
Koc A, 200637 TuquiaC 180 abans part suplementades amb ferro i 19% amb
(Sérum) (Serum) multivitaminics (4% ND)
. . Després part Cordd
341
Hussein L, 2009 El Caire 84 (Sérum) (Sérum) ND
339 N 364 Entre 17-19 SG Cordo 51% embarassades prenien suplements amb
Hay G, 2010 oruega (Plasma) (Sérum) acid folic i el 54% amb B,
Hogeveen M, 201033 Paisos Baixos 366 30-34 SG Cordd 57% embarassades prenien suplements amb
! (Plasma) (Plasma) acid folic

ND, no hi ha dades disponibles; Postp, postpart; SG, setmanes gestacionals.?22 mostres obtingudes per cordocentesi; ®només el 32% de les mares s'han analitzat

amb els seus corresponents nounats; “estudi fet en una area amb alta prevalenca de deficiéncia en cobalamina, el vegeterianisme és rar pero hi ha la creenca que
la carn és dolenta en I'embaras i la lactancia.

*Els estudis de Murphy MM398:364 ot i disposar de sang de cordé s'ha considerat incloure'ls en la taula on s'analitzen els valors de la cobalamina al llarg de I'embaras,
perque a més de disposar de mostres dels tres trimestres també disposen d'una mostra pregestacional.
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9.1.- Estat en cobalamina, infertilitat i complicacions en I’'embaras

L’anémia perniciosa és una causa establerta d'infertilitat®”*37%373 i |a deficiéncia clinica
en cobalamina s’ha associat amb avortaments en etapes molt inicials de I'embaras®’437>,
Tot i que severes insuficiencies en cobalamina sén inusuals entre les embarassades no
vegetarianes, la prevalenca global de baix estat en cobalamina entre dones i nens podria
ser major del que es pensava inicialment. En els estudis poblacionals de prevalenga de
deficiéncia en cobalamina, les embarassades i els nens estan infrarepresentats davant els

adults i la gent gran®7¢.

En un estudi realitzat a Canada en dones d’edat fertil, es va
concloure que 1 de cada 20 dones podria comencar l'embaras amb concentracions
deficients de cobalamina sérica (< 125 pmol/L)*??. Diferents estudis han considerat els
efectes de la deficiencia nutricional en cobalamina en la salut tant de les mares com dels
seus nounats, considerant, entre altres aspectes, casos preterme®3?, baix pes al néixer®>’

o defectes del tub neural (DTN)37%:372,

Estudis realitzats el 1951 ja van trobar relacié entre el baix estat en cobalamina de la

gestant i casos d’hidrocefalia, en els quals la seva prevencid6 no era eficag amb

tractament Unic amb acid folic, perd si, amb la suplementacié amb cobalamina38%381:382,

Investigant la causa dels DTN, es van trobar concentracions de cobalamina serica molt

383

baixes en mares amb fetus amb anencefalia®®3, aixi com en casos d’omfalocele®*®** (Taula

9). S’ha suggerit la deficiéncia en cobalamina com a factor de risc per als DTN, tant per
I'estreta relacié metabolica entre la cobalamina i els folats, com per la influéncia de

I'estat en cobalamina sobre les concentracions de tHcy.

Tot i que comparar estudis és complex, entre d’altres, a causa de les diferéncies en la
mida de la mostra, la selecci6 de casos i controls i els métodes de mesura de la

cobalamina, un gran nombre d’estudis han trobat que les gestants amb baix estat en

cobalamina tenen un risc més elevat de tenir nounats amb DTN385-386,387,388,389,390,391

(Taula 9 i 10). Aquest risc és més pronunciat quan, per a definir estat normal i no

normal de cobalamina, s’utilitzen punts de tall més extrems, com ser al quartil de

£385,390

cobalamina sérica més baix respecte a ser al quartil més al Aguest augment del

risc, perd, es pot veure infravalorat pel fet d’estudiar l'estat de la mare ja en el

392,393 388
t

postpar , per la suplementacié de la poblacié estudiada o bé per la baixa

poténcia associada a una mostra petita®*®* (Taules 9 i 10).

No obstant aix0, I'associacié entre insuficiencia de cobalamina materna i risc de DTN es

manté, fins i tot, quan es controlen factors de risc materns com ara l'estat en

388,390,395,396,3

folats 97 (Taula 10). Un elevat estat en folats pot encobrir signes de

[62]
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deficiéncia en cobalamina®?®, aixi l'excés del consum d’acid folic en preséncia de
deficiencia materna en cobalamina, podria emmascarar les manifestacions
hematologiques (megaloblasts) i bioquimiques (hiperhomocisteinémia).

388 ;

i al Canada3°®

Dos estudis realitzats als Estats Units , en els quals durant la realitzacié
del treball de camp es va donar la implementacié de la fortificacid obligatoria de la farina
amb acid folic, van trobar el triple de risc de tenir nounats amb DTN en les mares del
quintil més baix respecte al més alt en cobalamina®®® o en el quartil més baix respecte al

més alt d’HoloTC3°,

Donat que la politica de fortificacid obligatoria amb acid folic no
resulta en una proteccid absoluta contra els DTN, altres factors que podrien estar
implicats serien factors genétics®°? i el baix estat nutricional en cobalamina. Aquest és un
dels motius de proposar que |'addicié de cobalamina als suplements d’acid folic o, fins i
tot, als aliments fortificats podria reduir més el risc de DTN®*°® (Taula 10). Fora de
I'’embaras, un estudi fet a Irlanda amb 30 homes i 23 dones sans, d’entre 34-65 anys, va
mostrar que després de la reduccié de tHcy amb acid folic, la cobalamina és el principal
determinant de la tHcy. Aquest resultat va portar als autors a suggerir que les politiques
de fortificacié basades en l'acid folic, podrien ser més efectives amb la inclusié de la
cobalamina®®® (vegeu [l'apartat ‘“Interaccions folat-cobalamina i politiques de

fortificacio”).

En analitzar l'efecte de l'estat en cobalamina sobre el risc de DTN, els estudis que

consideren les primeres setmanes d’embaras®®*3°!

, molt properes a les etapes finals de
tancament del tub neural, entre la 3a i 4a setmana de gestacio, observen un augment de
5 vegades el risc de DTN, mentre que els estudis que comencen a finals del primer i,
sobretot, del segon trimestre, observen un augment del risc triplicat®*%4°!, Si I'analisi es
fa a les poques setmanes postpart, la relacié observada es mostra encara més feble3%®
(Taula 10). Tot i que molts investigadors no troben diferéncies en les concentracions de
cobalamina, plasmatiques o sériques, entre casos i controls394401:402,403,404,405,406
(Taules 9 i 10), s'ha observat com la mitjana de cobalamina és consistentment inferior
en el liguid amniotic dels embarassos afectats per DTN, respecte als embarassos
normals384:407:408,409 (Tayla 9). Les concentracions de cobalamina en el liquid amniodtic
sOn majoritariament més altes que les presents a nivell plasmatic. Steegers-Theunissen i

els seus col-laboradors*®*

van observar com en mostres de sang recollides al segon
trimestre, tant les gestants amb nounats amb DTN com les gestants controls,
presentaven concentracions de cobalamina sériques (casos: 219 pmol/L,
controls: 238 pmol/L) inferiors a les concentracions presents en el liquid amniotic (casos:
379 pmol/L, controls: 481 pmol/L). Es consideren com a possibles explicacions tant la

sintesi de cobalamina en la placenta, com |'excrecid renal d’aquesta vitamina per part del
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fetus en el compartiment del liquid amniotic**®. Hi ha, perd, algun cas*®® en el que la

concentracio de cobalamina és més baixa en el liquid amniotic (Taula 9).

La necessitat tant dels folats com de la cobalamina per la formacié del tub neural, podria
ser conseqléncia a la interdependéncia que tenen aquestes vitamines tant a nivell
cel-lular, com en el flux de grups metil derivats del folat i destinats a la sintesi d’ADN o a
les reaccions de metilacié. Tot i que la sintesi d’ADN és essencial per al desenvolupament
embrionari, altres factors que provoquen canvis en el desenvolupament, poden veure’s
influenciats per les reaccions de metilacid, com ara l'expressié diferencial de gens i

I’activacio o repressio de vies apoptotiques.

[64]
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Taula 9. Estudis cas-control en que es compara l'estat en cobalamina matern entre casos d’embaras afectat per DTN
respecte embarassos sense complicacions

Nombre IT’articipants Recollida de la mostra Suplementacié6 Mitjana (E) cobalamina (pmol/L)

DAL/ ez Casos DTN Controls (tipus de mostra) amb Cbl Casos Controls VELEUGEE
Schorah CJ, 1980%% Regne Unit 6 48 1r trimestre No 228 (ND) 308 (ND) NS
(Serum)

Molloy AM, 1985402 Irlanda 28 363 1r, 2n i 3r trimestre ND 219 (314)° 204 (683)° NS
(Serum)
Gardiki-Kouidou, 198835 Grécia 16 65 2n tE'LFZ‘;Stre No 111 (108)° 162 (239)° 0,03
Economides DL, 1992403 Regne Unit 8 24 2n trimestre No Sérum 151 (125)° Sérum 170 (218) NS
(Sérum i LA) LA 92 (103)° LA 207 (679) < 0,01
Weekes EW, 1992407 Estats Units 8 47 2n tE'L”;‘)?Stre ND 140 (90) 600 (380) 0,0001
C
Wild 3, 199332 Regne Unit 29 29 Postpart No 331 (201-732)° 361 (229-858)° NS
(Serum)
Steegers-Theunissen RP, 1994%*  Paisos Baixos 41 50 POStPar?'z“O mesos No 268 (100) 288 (107) NS
erum
_ . 404 . . 2n trimestre Sérum 219 (67)  Serum 238 (66)
Steegers-Theunissen RP, 1995 Paisos Baixos 27 31 (Serum i LA) No LA 379 (298) LA 481 (278) NS
Mills JL, 1995%% Dublin 81 323 Primera visita prenatal ND 194 (76) 219 (82) 0,008
(Plasma)
Wald NJ, 1996%°% Internacional 18 75 ir tr‘|mestre ND 170(ND)? 177(ND)? NS
(Sérum) c
Steen MT, 1998%° Estats Units 15 63 2n trimestre ND 111 (80-325)° 399 (355-531)° 0,02
(Plasma)
Stoll C, 1999% Franca 170 340 1r trimestre No 303 (111) 325 (148) NS
(Plasma)
Dawson EB, 19994°° Estats Units 11 29 2n t;'l_rz‘)fs”e ND 226 (109) 618 (285) £0,02

Cbl, cobalamina; DE, desviacié estandard; ND, no hi ha dades disponibles; NS, no significatiu (p > 0,05); LA, liquid amniotic. ®Mediana (rang); "mediana (rang interquartilic);
°mesos postpart: mediana (rang interquartilic) casos 23 (17,5) controls 48 (92); Ymediana (IC 95%).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FACTORS METABOLICS I GENETICS EN LA REGULACIO DE L'ESTAT EN COBALAMINA, EN LA POBLACIO ADULTA I DURANT L'EMBARAS
Judith Salat Batlle

DL:T. 286-2012

Taula 10. Resultats d’estudis cas-control en qué s’avalua el risc de DTN en associaciéo amb indicadors d’estat en cobalamina

matern
Nombre de participants Recollida de la mostra . . Az Odds Ajust per
()
Autor/any Lloc Casos DTN Controls (tipus de mostra) Defincié de grups de comparacio rat_i01 IC 95% folats®
: b
Mills JL, 1992394 Finlandia 6 48 ir trlxmestre augment en 1 pg/mL de cbl 1,1 0,9-1,2 No¢
(Serum)
' 385 1r, 2n i 3r trimestre® e i N ' No®
Kirke PN, 1993 Irlanda 81 247 ' < quartil més baix vs.> quartil més alt de cbl i folats 54 1,2-25,2 .
(Plasma) aplicable
Casos: Postpart (ND)?
Van der Put NM, 1997387 Holanda 60 94 (24% homes) Controls: PG¢ < percentil 5 vs.> percentil 5 de cbl 3,9 1,3-11,9 No
(Plasma)
< quartil més baix vs.> quartil més baix de cbl
Postpart (ND)® iderant : h igot MTRR 21 0952
Wilson A, 19993%° Canada 58 89 pa _ considerant nomes no homozigots per o No'
(Serum) < quartil més baix i homozigots per MTRR vs.> quartil més baix 48 15-158
de cbl i no homozigots per MTRR 4 4 4
Casos: Postpart (ND)® < quartil més baix vs.> quartil més alt de cbl 1,8 0,6-5,2
Afman LA, 20013%% Holanda 46 73 (100% dones) Controls: PG® < quartil més baix vs.> quartil més alt d'HoloTC 2,9 0,9-9,2 No'
(Plasma) < quartil més baix vs.> quartil més alt de proporcié d'HoloTC? 5 1,3-19,3
Postpart: 5-6 setmanes®
Suarez L, 2003%%8 Estats Units 157 186 (Sérum) < quintil més baix vs.> quintil més alt de cbl 2,6 1,2-5,4 No"
Postpart: 1-3 anys® .
Groenen PM, 2004%%°  Paisos Baixos 44 83 p(sérum) Y < 185 pmol/L vs.> 185 pmol/L de cbl 35 1,3-89 No'
< quartil més baix vs.> quartil mes alt d'HoloTC 2,9 1,2-6,9
. 2n trimestred < quartil més baix vs.> quartil més alt d'HoloTC perd només )
396 i
Ray JG, 2007 Canada 89 422 (Serum) amb els embarassos que es dénen després de la fortificacié 3,2 0,9-11,0 Si
de la farina amb acid folic (49% casos i 48% controls)
Embaras amb DTN: Embaras no afectat i L . L .
< -
Grup 1 (N = 95) 1983-86  sense antecedents Mediana segons grups < quartil més baix vs.> quartil més alt de cbl (grup 1) 3,1 1,4-6,7 Si
Grup 3 (N = 76) 1986-90 Per grup 1 (N = 265) 14-16 setmanes® . . . . .
390 < -
Molloy AM, 2009 Irlanda Embaras sense DTN perd Per grup 2 (N = 414) (Sérum) < quartil més baix vs.> quartil més alt de cbl (grup 2) 2,8 1,4-5,3 .
antecedents personals Per grup 3 (N = 222) S
< I ) I )
Grup 2 (N = 107) 1986-90 < quartil més baix vs.> quartil més alt de cbl (grup 3) 2,5 1,1-5,3
Xina
N : . b
Zhang T, 2009%°* (en area amb 84 110 1r, 2n i 3r trimestre < 55 pmol/L vs.> 55 pmol/L de cbl 5 1,0-12,7  No
alta prevalenga (Serum)
de DTN)
. G|
Ceyhan ST, 2010 Turquia 31 32 Zn(tsrg:ue;t)re < 145 pmol/L vs.> 145 pmol/L de cbl 1,8  0,6-5,5 No

Cbl, cobalamina; IC 95%, interval de confianca del 95%; EM, edat materna; PG, poblacié general; ND, no hi ha dades disponibles; IMC, index de massa corporal; MP, multivitaminics precon-
cepcionals; VP, vitamines periconcepcionals; DM, diabetis mellitus. *Risc d'embaras afectat per DTN. ®Folats en sang (sérum/plasma); ®No hi ha suplementacié amb cbl; “ND sobre la suplemen-
tacié amb cbl; Proporcié d'HolotTC = (HoloTC/TC); “Grups 2 i 3 ajustats per el folat eritrocitari. Altres variables d'ajust: ‘Any extraccié, EM, edat gestacional i ocupacié; °ND; 'EM; "EM, IMC,
estudis, MP, ingesta de Cbl i folats; 'Contraceptius orals, estudis, VP, consum de tabac i alcohol; EM, paritat, pes, étnia, estat socioecondmic i DM pregestacional; 'EM, edat gestacional, estudis

i paritat.
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10. POLIMORFISMES QUE AFECTEN LA INTERVENCIO DE LA
COBALAMINA EN EL CICLE DE LA METIONINA

La cobalamina i els folats comparteixen una Unica via metabolica catalitzada per la MS, la
remetilacio de la Hcy a metionina. En I'apartat “Interaccions folat-cobalamina i politiques
de fortificaci6”, s'explicara més detalladament aquesta reaccio, perd I'objectiu d’aquest

apartat és analitzar els polimorfismes que poden afectar aquesta via metabolica.

La MS, l'activitat de la qual esta controlada per la metionina-sintasa reductasa (MSR),
remetila la Hcy en preséncia de la cobalamina com a cofactor i del 5-MTHF com a
substrat. La cobalamina es transporta als teixits unida a la TCII i la produccié de 5-MTHF
depén de l'estat en 5,10-metilentetrahidrofolat (5,10-MTHF) i de l'activitat de l'enzim
metilentetrahidrofolat-reductasa (MTHFR). L'activitat de la MS es pot veure afectada per
polimorfismes presents tant en el gen del propi enzim (MTR 2756A>G) com de la MSR
(MTRR 66A>G, MTRR 524C>T). Per altra banda, els requeriments d'HoloTC i folats,
podrien ser més elevats en preséncia dels polimorfismes en els gens de la TCII (776C>G)
i del MTHFR (677C>T, 1298A>C) respectivament.

10.1.- Polimorfismes del gen TCII 776C>G

A rad de la importancia que pot tenir per la comprensié d'aquesta seccid conéixer les
freqliéncies genotipiques en cada estudi, s’han resumit de forma esquematica aquestes
freqUéncies juntament amb les caracteristiques principals de cada estudi. La informacio
s’ha dividit en dues taules per diferenciar els estudis descriptius (Taula 11) dels cas-
control (Taula 12).

La seqlieéncia d’ADN del gen de la TCII expressat en diferents tipus cel-lulars, ha permés

d*11412 = considerant-se el

identificar diversos polimorfismes d’un sol nucleoti
reemplagcament de la prolina per l'arginina en la posici6 776, que porta a un canvi
d’aminoacid en el codd 259, com el major determinant genétic en el polimorfisme de la
TCII**3. S’ha proposat un segon mecanisme que també portaria a I’heterogeneitat de la
TCII, conseqliencia del procés de tall i unié que es déna entre la transcripcid i la sintesi
de proteines, consistent en |'eliminacio de les seqliéncies no codificants (introns), en llocs

alternatius del péptid lider**4.
No es coneix com la substitucié d’una arginina per una prolina afecta a la conformacié de

la proteina. L'analisi de fluid cerebroespinal va suggerir que la presencia del polimorfisme

TCII 776C>G, no disminueix |'afinitat de la TCII per la cobalamina, ni un cop aquesta
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unida, l'afinitat pel receptor*'®. Aquest fet ha estat reafirmat en altres estudis que han
analitzat I'estructura de la TCII**®4'7, Contrariament, s’ha suggerit que la unié de la TCII

8

al seu receptor diméric*'®, s’associa amb la dimeritzacié de la TCII fent que la isoforma

d’heterodimer TCII 776CG, pugui tenir menys afinitat que els homodimers TCII 776CC o
776GG*'°. Les dades d’estudis d’individus afectats per fenedures labials i/o palatals*?°,
de gent gran sana (mitjana d’edat [rang]: 67 anys [40-88])*%!, i de casos de malaltia
cardiovascular???, recolzen la hipotesi que la TCII té menys afinitat per la cobalamina en

presencia del genotip TCII 776GG respecte a TCII 776CC.

Namour i els seus col-laboradors*?® van observar que les concentracions sériques tant de
la TCII lliure (ApoTC) com de la cobalamina total, eren respectivament 1,7 i 1,4 vegades
majors en els TCII 776CC respecte als TCII 776GG. Estudis posteriors han corroborat la
relacio entre baixes concentracions sériques d’ApoTC i/o cobalamina en el genotip

TCII 776GG, respecte els altres dos genotips del polimorfisme*13419:424,

En el cas de I'HoloTC, s’han observat concentracions majors en TCII 776CC respecte
TCII 776GG, tant a nivell cel-lular*?® com plasmatic*?®. Si la menor concentracié d’HoloTC
observada en preséncia de TCII 776GG, no s’‘acompanya amb una reduccid en la
concentracio de cobalamina total, suggereix que correspon amb menys cobalamina

disponible a nivell dels teixits*?7:428,

L'HoloTC s’ha considerat tant com a fraccié de la cobalamina sérica total com de la TCII.
La rad HoloTC/Cbl, és menor en preséncia de TCII 776GG respecte els altres dos

1

genotips del polimorfisme*?!, suggerint que l'al-lel 776G respecte a l'al-lel 776C podria

codificar una proteina amb menys afinitat per la cobalamina®?®.

Hi ha controveérsia a
I’hora de relacionar aquest fet amb I'augment del risc per DTN que es déna en preséncia
de baixes concentracions d’HoloTC3°®, Pietrzyk i els seus col-laboradors**® en un estudi
fet a Polonia, van trobar una freqliiencia més elevada del genotip TCII 776GG en mares
amb nens amb espina bifida respecte els controls, que eren adults sense historia familiar
de DTN. Contrariament, en un estudi realitzat a Irlanda, en el qual els controls eren
mares de nens no afectats per DTN, no es van trobar diferéncies ni genotipiques ni

431 En un estudi anterior fet a Italia

al-léliques entre els casos amb DTN i els controls
amb nens amb espina bifida i els seus respectius controls, en qué es va trobar la mateixa
falta d’associacid en considerar el polimorfisme TCII 776C>G sol, en analitzar la
influéncia del polimorfisme conjuntament amb el MTHFR 677C>T, es va observar com es
duplicava el risc de patir espina bifida en els individus amb la combinaci6 MTHFR 677CC
+ TCII 776CG/GG respecte a les altres combinacions?32. Els autors d’aquest Gltim article

proposen un possible efecte protector per DTN de l'al-lel 677T, com a conseqliéncia de
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les diferéncies en la interaccid gen-nutrient. Suggereixen la freqliencia més elevada de
I'al-lel 677T com a conseqiéncia d'un consum més elevat de folats, fet que reduiria el
risc de DTN.

En l'analisi d’avortaments espontanis, es va veure com l'al-lel 776C es relacionava amb
un efecte protector durant I'embriogénesi**3, a causa del seu possible efecte positiu sobre
I'estat en TCII, el genotip TCII 776CC s'associa amb concentracions més elevades de
TCII respecte a TCII 776GG*'3. Aquest podria ser un fet important per a l’eficient
alliberacié de la cobalamina en un estat de rapida proliferacido cel-lular com és el
desenvolupament embrionari. En els heterozigots TCII 776CG s’observa una disminucio
significativa de la viabilitat fetal, contrariament al que passa amb els TCII 776GG**3.
Com ja s’ha comentat al principi d’aquesta seccid, una possible explicacié podria ser que
en la unié de la TCII al seu receptor dimeric, la isoforma d’heterodimer TCII 776CG pugui
tenir menys afinitat que els homodimers TCII 776CC/GG*'#4'9, També s’ha observat
I'associacié entre baixa concentracié de TCII i major concentracié de tHcy en els
heterozigots TCII 776CG respecte a la resta de genotips, tant en un estudi d’individus

[*?8, com amb malalts cerebrovasculars a Italia***. Per altra

sans a Franca®?® i Portuga
banda, analitzant teixit fetal d’avortaments espontanis, també s’ha comprovat com els
embrions amb la combinacié dels genotips MTHFR 677TT i TCII 776CG o 776GG, tenen
més risc de patir un avortament espontani que els que només presenten un dels
polimorfismes, fet que indica una associacid perjudicial entre els dos polimorfismes
durant I'embriogénesi*®*®. Aquesta relacid, perd, no és present en estudis posteriors com
el de Parle-McDermott i els seus col-laboradors*®*¢, en el qual analitzaven dones amb
antecedents d’avortament idiopatic en el segon trimestre. No es va trobar cap efecte en
el risc de patir un avortament espontani, del genotip TCII 776GG vs. CC/CG ni
MTHFR 677TT vs. CT/CC presents en la mare, ni tampoc cap associacié significativa entre

MTHFR 677TT i TCII 776CG/GG.

En mares amb nens amb DTN la raé HoloTC/TCII plasmatica, era menor en els
homozigots TCII 776GG respecte als altres dos genotips del polimorfisme. Donat que
I'HoloHC i la cobalamina plasmatica no variaven entre els tres genotips, la baixa rad
HoloTC/TCII podria indicar dificultats en el transport de la cobalamina per part de la
TCII*?**. En l'estudi de la prevencié del cancer colorectal, I'analisi de participants sans
(50-64 anys), va permetre observar concentracions majors de MMA en els individus
TCII 776GG que en la resta®®?. La relacié entre els diferents genotips tant amb MMA com
amb HoloTC podrien representar alteracions precliniques en l'estat i funcié de la
cobalamina®?!. Tots aquests fets suggereixen que el polimorfisme de la TCII pot dificultar

I’alliberament cel-lular de la cobalamina.
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Un altre polimorfisme és la TCII 67A>G del codd 23, on una isoleucina és substituida per
una valina*®*®. En un estudi de mares amb fills amb DTN, es va observar que la rad
HoloTC/TCII plasmatica materna era major en els heterozigots en comparacié amb els
homozigots TCII 67AA*?**, Aquest polimorfisme no es troba en cap de les 6 regions
hidrofobiques que es postulen com a involucrades en el transport de cobalamina, pero si

que sembla que podria estar implicat a facilitar-ne la unié**’.

L'estil de vida també pot influir sobre el risc de defectes al néixer; hi ha evidéncies que
suggereixen que |'efecte de fumar i/o consumir alcohol a la periconcepcié (un mes abans
de I'embaras i durant els tres primers mesos d’aquest), pot dependre o ser subjacent a
factors geneétics. S’ha observat que mares que fumaven i/o consumien alcohol a la
periconcepcidé i que presentaven el genotip TCII 776CG o 776GG, tenien un augment del
risc, respecte el genotip TCII 776CC, que el nounat tingués defectes congénits cardiacs.
Aguesta associacié podria ser conseqléncia d’un pitjor estat en folats i cobalamina en els
individus que fumen i/o consumeixen alcohol, juntament amb una menor eficiéncia en el
transport de la cobalamina a nivell cel-lular i dels teixits, a causa de la preséncia del
polimorfisme TCII 776C>G**?.

Aléssio i els seus col-laboradors*?”

van observar, en infants sans amb una mediana
d’edat de 4,8 anys, que la tHcy era més elevada en nens amb el genotip TCII 776GG
(9,15 umol/L) respecte al TCII 776CC (7,9 umol/L). Aquesta relacidé no s’havia donat en
estudis anteriors fets en dones d’edat fértil 20-30 anys*?® ni en dones de 40-88 anys**!.
S’han realitzat estudis sobre la trombosi venosa, en la qual I’'hiperhomocisteinemia es
considera un factor de risc, en els que no s’ha trobat relacié entre el polimorfisme i la

tHcy, o com a factor de risc per la malaltia trombotica®*%441,

La idea de la interacci6 gen-ambient va ser reforcada per Lievers i els seus
col-laboradors*?®, quan en estratificar en base a l'estat en cobalamina, el seu grup
d’estudi en quartils, van trobar que els individus homozigots TCII 776CC del quartil alt
(cobalamina plasmatica > 299 pmol/L) tenien concentracions inferiors de tHcy
(10,9 pmol/L) respecte als individus heterozigots (12,7 pmol/L) i homozigots mutants
(12,6 umol/L). Per altra banda, en el quartil baix (cobalamina plasmatica
< 174,9 pmol/L) la concentracio inferior de tHcy es va observar, tot i no ser de forma
significativa, en preséncia del genotip TCII 776GG. Resultats similars en relacié a un baix
estat en cobalamina, van ser observats posteriorment per Garrod i col-laboradors®*??,
perd en considerar un baix estat en HoloTC plasmatica (< 35 pmol/L), la concentracié de
tHcy va ser significativament inferior en els individus homozigots TCII 776CC

(14,0 umol/L) respecte els altres genotips del polimorfisme (17,0 umol/L).
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En un estudi en qué s’avaluava la prevalenca mundial del polimorfisme TCII 776C>G**2,
es va trobar la major freqiéncia de l'al-lel 776G a la Xina (60,7%), la menor a |'oest
d’Africa (17,8%) i la intermédia a Franca (44,5%), Italia (35,2%), el Marroc (37,0%) i
Méxic (37,4%). A Méxic i Franga, dos paisos amb una elevada taxa de baix estat en
cobalamina (< 100 pmol/L), el genotip TCII 776CG s’associava a concentracions més
elevades de tHcy respecte als altres genotips. Diferents factors ambientals, com pot ser
la ingesta dietética de cobalamina, poden conferir un avantatge selectiu o exercir una
pressié selectiva sobre la freqiiéncia de I'al-lel 776G, fet que podria estar relacionat amb
les frequiéncies observades a I’Africa i la Xina**2. En aquest cas, perod, aquesta hipotesi no
se sosté per la falta d'associacié entre la frequéncia al-lélica i I'estat en cobalamina dels

diferents grups.

Com s’ha comentat en l'apartat “Marcadors bioquimics de l’estat en cobalamina”, la
insuficiencia renal pot augmentar, entre d’altres, les concentracions plasmatiques tant
d'HoloTC com de tHcy. Estudis realitzats amb individus amb malaltia renal avancada en
dialisi, no han observat cap relacié del polimorfisme TCII 776C>G amb cap dels dos
marcadors***444445 En yn estudi fet en individus amb transplantament renal, tot i no
disposar de la mesura d’HoloTC, es va observar la falta d’associacié del polimorfisme tant

sobre la concentracid de cobalamina plasmatica com de tHcy**®.

La cobalamina també intervé en la funcié del sistema nervids central. En pacients amb
Alzheimer, s’'ha comprovat lI'associacié de l'al-lel 776G amb baixes concentracions de TCII
i HoloTC, especialment, en el fluid cerebroespinal®’. Per altra banda, també s’ha
observat com la freqiencia del genotip TCII 776GG és significativament major en nens
autistes respecte als controls, els quals arriben a tenir el doble de risc d’autisme respecte

als homozigots CC**%,
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Taula 11. Freqiiéncies genotipiques de la TCII 776C>G dels estudis descriptius

Autor/any Lloc Patologia Participants Polimorfisme FG (%)
Namour F cc 34,6
Franca Sans 159 TCII 776C>G CG 47,8

200143 GG 17,6
CC 30,5

Miller JW !
Estats Sans 128 TCII 776C>G CG 49,2

200241 Units GG 20,3
cC 30,8

Zetterberg H Suécia  Alzheimer 78 TCII 776C>G ~ CG 43,6
2003435 GG 25,6
- Malaltia renal CC 39,2
Fodinger M Austria  avancada 120 TCII 776C>G ~ CG 42,5
2003443 en dialisi GG 18,3
CC 34,6

Wans S Alemanya Sans 159 TCIT 776C>G ~ CG 48,4
2003%%° GG 17,0
. CcC 27,9
Winkelmayer WC Estats  Transplantats 732 TCII 776C>G CG 52,3
2004446 Units renals GG 19,8
CC 29,9

Von Castel-Dunwoody KM ¢, Sans 344 TCII 776C>G ~ CG 46,8
2005426 Units GG 23,3
. CC 39,5
Alessio AC Brasil Sans 207 TCII 776C>G ~ CG 48,0
20074%7 GG 12,5
. CC 33,0
Fredriksen A Noruega Sans 10601 TCII 776C>G ~ CG 47,0
200747 GG 20,0
CC 31,1

Castro R Portugal Sans 122 TCII 776C>G ~ CG 41,0
2010428 GG 27,9
CC 41,3

Garrod MG Estats Sans 554 TCII 776C>G ~ CG 47,1
201049 Units GG 11,6

FG, freqlieéncies genotipiques.
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Taula 12. Freqiiéncies genotipiques de la TCII 776C>G dels estudis cas-control

. Participants . . FG (%)
Autor/any Lloc Patologia Casos Controls Polimorfisme Casos Controls
CC 26,0 CcC 30,0
Afman LA
Holanda Defectes del tub 46 mares amb nens 73 dones sanes sense TCII 776C>G CG 60,0 CG 49,0
200139 neural (DTN) amb DTN historia familiar de DTN GG 14,0 GG 21,0
AA 81,0 AA 74,0
TCII 67A>G AG 17,0 AG 24,0
Afman LA 46 mares amb nens 73 dones sanes sense GG 2,0 GG 3,0
22 Holanda DTN s . : '
2002 amb DTN historia familiar de DTN CC 26,0 CC 30,0
TCII 776C>G CG 60,0 CG 49,0
GG 14,0 GG 21,0
AA 77,0 AA 75,3
TCII 67A>G AG 23,0 AG 23,5
Lievers KJ Paisos Malaltia 190 601 individus sense GG 0 GG 1,2
2002420 Baixos cardiovascular antecedents CcC 271 cCc 27,0
TCII 776C>G CG 50,3 CG 52,8
GG 22,6 GG 20,2
Zetterberg H . o cc 40,1 cc 33,9
Italia Malaltia 155 180 individus sans sense TCII 776C>G CG 41,3 CG 50,6
2002%4° trombotica antecedents GG 18,6 GG 15,6
Zetterberg H . L cc 91 cc 32,2
Grecia Avortaments 77 teixits fetals 115 mostres d'ADN de TCII 776C>G CG 66,2 CG 49,5
2002433 espontanis donants de sang sans GG 24,7 GG 18,3
40 nens afectats per 58 individus no afectats
Guéant-Rodriguez RM, Italia DTN espina bifida per espina bifida TCII 776C>G CC 45,0 CC 42,2
2003432 (1-15 anys) (7-20 anys)
TT/CC 2,6 TT/CC 1,3
Interaccio CC/CG 22,0 CC/CG 13,0
Avortaments 114 mostres d'ADN de MTHFR/TCII ~ CC/GG 7,9 CC/GG 14,0
Zetterberg H Grecia espontanis 76 teixits fetals donants de sang sans TT/CG 6,1 TT/CG 16,0
2003%%* MTHFR 677C>T TT/GG 0 TT/GG 3,9
TCII 776C>G  TT/CG i TT/CG i

TT/GG_6,1 TT/GG_20,0

(Continua a la pagina segtlient)
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. Participants . i FG (%)

Autor/any Lloc Patologia Casos Controls Polimorfisme Casos Controls

. cC 29,1 CC 24,0
Pietrzyk 1] L . .

Polonia Espina 103 mares amb nens 100 adults sense historia TCII 776C>G CG 42,7 CG 61,0

20034%3° bifida amb espina bifida familiar de DTN GG 28,2 GG 15,0

CcC 31,0 CC 32,0

Swanson DA Irlanda DTN 361 mares amb nens 724 mares amb nens no TCII 776C>G CG 49,0 CG 49,0

2005%* amb DTN afectats amb DTN GG 20,0 GG 19,0

cc 27,0 CcC 30,0

Avortament TCII 776C>G CG 50,0 CG 50,0

Parle-McDermott Irlanda idiopatic al 125 embarassades 625 embarassades sense GG 24,0 GG 20,0

2005436 2n trimestre amb antecedents antecedents CC 44,0 CC 44,0

MTHFR 677C>T CT 44,0 CT 44,0

TT 11,0 TT 12,0

Martinelli M . Fe_nedures CC 39,0 CC 30,8

Italia labials amb/ 218 289 TCII 776C>G CG 50,5 CG 51,9

200642 sense palatals GG 10,5 GG 17,3

Bosco P Malaltia CC 32,0 CC 34,0

Italia cerebrovascular 252 121 TCII 776C>G CG 50,0 CG 51,0

200643 isquémica GG 18,0 GG 15,0

James SJ CC 30,0 CC 32,0

Estats Autisme 80 nens afectats 73 nens sense desordres TCII 776C>G CG 44,0 CG 52,0

2006%48 Units (7,3 £ 3,2 anys)* neurologics (10,8 + 4,1 anys) GG 26,0 GG 16,0

Pereira AC . o . cc 357 CC 37,3

Brasil Trombosi 434 434 individus sense historia TCII 776C>G CG 47,5 CG 49,1

2007441 venosa personal de trombosi GG 16,8 GG 13,6

Hobbs CA Defec‘te_s CC 34,7 CC 36,2

Estats congeétis 572 embarassades de 363 no embarassades amb TCII 776C>G  CG 49,5 CG 46,2

2010%4%° Units  cardiacs (DCC) fetus afectats per DCC fills no afectats per DCC GG 15,8 GG 17,6

FG, frequéncies genotipiques; *mitjana + desviacié estandard.
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10.2.- Polimorfismes del gen MTHFR 677C>T i 1298A>C

Un enzim clau involucrat en la remetilacié de la Hcy és la MTHFR, que genera el 5-MTHF
a partir del 5,10-MTHF #*°, El polimorfisme del gen MTHFR més freqlientment associat a
hiperhomocisteinémia, és conseqliéncia de la substitucié de la citosina per la timidina al
nucleotid 677 del gen, que resulta en el canvi duna alanina per una valina
(MTHFR 677C>T)*°%%31_ La prevalenca del genotip MTHFR 677TT pot variar del 5-30% en

452 | ’activitat enzimatica en preséncia del genotip MTHFR 677TT,

diferents poblacions
que codifica per un enzim termolabil, és fins a un 70% inferior respecte a

MTHFR 677cc450,453,454,455 .

El polimorfisme MTHFR 677C>T s’'ha associat a complicacions d’embaras com els

avortaments de repetici§?>6:457:458

, la vasculopatia placentaria®®*® i els DTN, tot i que
aquest Ultim punt és controvertit. Hi ha estudis realitzats en diferents paisos que
relacionen aquest polimorfisme amb un augment del risc de DTN, com soén entre d’altres
dos estudis realitzats a Irlanda; en el primer es van analitzar 82 individus amb DTN i 99

controls*¢°

, el nombre d’individus va augmentar en |'estudi posterior, en el qual se’'n van
incloure 218 amb DTN i 242 controls*®*. Al Canada es van analitzar tant mares de nens
amb DTN com els propis afectats per DTN, observant I'associacié entre el polimorfisme i

el baix estat en folats*62.

L'analisi de liquid amniotic es va realitzar als Paisos Baixos,
amb 82 casos de DTN i 110 controls*®. A I'india es van analitzar 50 mares amb fills amb
DTN i 80 mares control*®*. Altres estudis, a més de trobar relacié entre el polimorfisme
MTHFR 677C>T i l'augment de risc de DTN, remarquen la importancia del genotip
MTHFR 677TT en aquest augment del risc de DTN*®>%%¢ fins i tot en paisos on la
prevalenca de DTN és baixa, com ara Italia, amb I'analisi de 203 individus amb DTN i 583
controls*®”. Contrariament, hi ha altres estudis que no hi troben cap tipus d’associacié.
Un estudi realitzat a Franga, que com Italia presenta una baixa prevalenca de DTN
respecte als Paisos Baixos o Irlanda, va analitzar 43 fetus, casos severs de DTN
procedents d’interrupcions legals de |I'embaras, i 133 controls, i van trobar el genotip
MTHFR 677TT en el 7% dels casos i el 10% dels controls*®®, En un altre estudi realitzat a
Alemanya, on es van incloure 137 individus amb espina bifida i 153 controls, no es va

trobar cap predisposicié genética del polimorfisme MTHFR 677C>T amb l’espina bifida*®°.

El possible risc del polimorfisme MTHFR 677C>T sobre els DTN sembla estar associat a

470,471 g

I'estat en folats 'ha observat, en dones amb genotip MTHFR 677TT, que la

suplementacié preconceptiva amb acid folic redueix el risc tant d’avortaments de

462

repeticié*’?, com de DTN*”3. En un estudi realitzat a Canada“®?, es va advertir que la

combinacié del genotip mutant i el baix estat en folats augmentava el risc de DTN
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respecte a qualsevol de les dues variables per si soles, fet que suggereix un efecte
interactiu genética-nutricié. En paisos amb elevada ingesta de folats, el risc conseqiiéncia

462 a5 va observar una associacié

de la mutacié pot veure’s disminuit. En el mateix estudi
entre |'estat en folats i el polimorfisme MTHFR 677C>T sobre les concentracions de tHcy.
Les mares (el 41% amb fills amb DTN) del quartil baix en folats i amb genotip
MTHFR 677TT, presentaven concentracions de tHcy majors (mares control: 13,9 pmol/L,
mares amb fills amb DTN: 22,5 umol/L) respecte a les que tenien el genotip mutant,
perdo no estaven en el quartil baix en folats (mares control: 12,5 ymol/L, mares amb fills
amb DTN: 13,6 pmol/L). Aixi es va reafirmar la relacidé entre la mutacio i les elevades
concentracions de tHcy, en els casos de baix estat en folats, observada pel mateix autor
en un estudi cas-control anterior en el qual la patologia estudiada eren les cardiopaties
coronaries*”%. En un altre estudi®*’® realitzat en poblacidé general dels Paisos Baixos, amb
edats entre els 20 i els 65 anys, també es va observar una associacié entre el baix estat
en folats i majors concentracions de tHcy en preséncia del genotip MTHFR 677TT
respecte els altres genotips. En relacido a aquest fet, s’ha suggerit que els individus amb
els dos al-lels 677T podrien tenir majors requeriments de folats per tal de mantenir les

concentracions plasmatiques fisioldgiques de tHcy*”°.

Elevades concentracions de tHcy s’han relacionat amb el dany vascular. Atesa la relacié
del polimorfisme MTHFR 677C>T amb la hiperhomocisteinémia, diferents estudis han

476,477 En un

analitzat la possible relacié del polimorfisme amb aquest dany vascular
estudi realitzat a Corea amb 237 casos i 223 controls, es va observar |'associacié entre el
genotip MTHFR 677TT i l'augment del risc d’accident vascular cerebral isquémic*’®,
Aguesta associacio també s’ha trobat amb patologies que podrien tenir el seu origen en
danys en la vascularitzacié placentaria, com la preeclampsia i la placenta abrupta. En

479 "amb 96 casos i,

relaci6 amb la preeclampsia, trobem dos estudis, un realitzat a Italia
com a controls, 129 dones sense antecedents, i 'altre al Jap4?®®, amb 67 casos i 358
controls, 98 dels quals sén dones sense antecedents i els altres 260, adults sans de la
poblacié general. En els dos estudis, la preséncia del genotip MTHFR 677TT duplica el risc
de patir preeclampsia. En el cas de la placenta abrupta, en un estudi fet a Noruega en
queé es van analitzar, 13971 embarassos, es va observar que la preséncia del genotip
MTHFR 677TT augmentava gairebé 3 vegades el risc, respecte el genotip MTHFR 677CC,
de despreniment prematur de la placenta*®!. Aquesta relacid, perd, esta en controvérsia,
ja que no s’ha pogut demostrar en tots els casos. En un estudi realitzat a Espanya amb
43 pacients amb preeclampsia i 122 embarassos control, la preséncia del genotip
MTHFR 677TT va ser en el 19% dels casos i en el 23% dels controls*®2. En relacié amb la
placenta abrupta, hi ha un estudi fet als EUA amb 195 casos i 189 controls, en el que el

genotip MTHFR 677TT es trobava en el 13% dels casos i el 18% dels controls*®3,
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La preséncia de l'al-lel 677T disminueix |'activitat de I’enzim MTHFR que pot resultar en

484§ b) una disminucié en les concentracions de metionina. James

a) un augment de tHcy
i els seus col-laboradors?®®, en un estudi de casos de sindrome de Down (SD) en mares
< 40 anys, van comprovar que les mares amb l'al-lel mutant 677T tenien gairebé 3
vegades més risc de tenir un fill amb SD. Els autors van proposar que la reduida activitat
del MTHFR podria promoure la hipometilaci6 de I'ADN, com a conseqiéncia de la
disminucié de la rad S-Adenosilmetionina/S-Adenosilhomocisteina (SAM/SAH) associada
a un baix estat en metionina. La metilacié aberrant de I’ADN augmentaria el risc de no-
disjuncié meiotica materna en la profase de la meiosi I. Per contra, s’ha donat la falta
d’associacio entre el polimorfisme i el risc de trisomia del cromosoma 21, en estudis cas-
control fets a Franga, en qué s’analitzava el risc de les mares a tenir fills amb SD*%® i
Italia, on, a més del risc present en les mares, també s’analitzava el risc en la poblacid
general, amb una mediana d’edat de 13 anys en els casos i 43 anys en els controls*®”, En
relaci6 amb aquest fet, s'ha suggerit que la ingesta de folats provinent de la dieta
mediterrania, podria contrarestar I'impacte metabodlic del polimorfisme, fent impossible la
deteccié de l'associacid d'aquest amb el risc de SD, a diferéncia dels paisos amb un

menor consum de folats?88489,

En un estudi fet a Noruega, es va observar |'associacié del genotip MTHFR 677TT amb
una disminucid del risc del 27% de cancer colorectal*®®. Amb un estat adequat en folats
I'augment de la concentracié del 5,10-MTHF, tipic de la preséncia del polimorfisme
MTHFR 677C>T, podria proporcionar aquest efecte protector, mentre que, davant un baix
estat en folats, el mateix polimorfisme podria comprometre la concentracié del
5-10-MTHF, i augmentar les incorporacions erronies d’uracil, procés que porta a la

inestabilitat de I’ADN i facilita els processos de carcinogénesi*®*.

La preséncia de l'al-lel 677T s’ha associat amb casos de depressié o altres desordres
neuropsiquiatrics com l'esquizofrénia®®2. Estudiant aquesta possible associacié en dones
postmenopausiques, es va observar gairebé 5 vegades més risc de patir una depressio
en preséncia del polimorfisme MTHFR 677TT, respecte els altres genotips*®®. S’han
suggerit possibles efectes negatius del polimorfisme MTHFR 677C>T en les reaccions de
metilacido sobre el sistema nervids, conseqiiéncia de la disminucido de la produccié de

metionina i S-Adenosilmetionina (AdoMet) en la seva preséncia.

Un segon polimorfisme del gen MTHFR és el 1298A>C, on el canvi d’aminoacid és un
glutamat per una alanina®®®. Aquesta mutacié també redueix I'activitat de MTHFR, encara
que de forma menys important que 677C>T, ja que I'enzim resultant no és termolabil*>?.

Aixi, I'efecte sobre la tHcy esta més atenuat*’”” i sembla que podria arribar a ser
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significatiu només en individus amb els dos polimorfismes*?*. S

'ha comprovat que en
individus heterozigots per les dues mutacions, |'activitat de MTHFR es redueix per sota
dels nivells que es troben en preséncia només del polimorfisme MTHFR 677C>T*°%, En un
estudi fet al Regne Unit tot i que el polimorfisme MTHFR 677C>T no s’associava amb
DTN, el genotip MTHFR 1298AA vs. 1298AC+1298CC s'associava amb un 43% menys de
risc de DTN (OR: 0,57 [IC95% 0,33-0,97]) i la combinacié dels dos polimorfismes
677TT/1298AC + 677TT/1298CC amb 6 vegades més de risc de DTN (OR: 6,56 [IC95%

1,10-39,33])%°°.

En analitzar factors de risc per alteracions microvasculars precoces en un grup
d’adolescents amb diabetis tipus 1, I'efecte protector del polimorfisme MTHFR 1298A>C
es va associar amb el genotip MTHFR 1298CC. Els autors suggereixen com a explicacié
I'associacié d’aquest genotip a concentracions menors de tHcy*®’. Es va comprovar com
el genotip MTHFR 1298CC per si sol estava associat amb un retard en l'aparicié de la
taxa augmentada d’excrecié d'albumina, fet que suggeria un possible efecte protector
sobre la nefropatia precoc. Aquesta observacié concorda amb que el genotip
MTHFR 1298CC sigui menys comu en adults amb diabetis tipus 2 i microalbamina. Cal
remarcar, perd, que aquest efecte protector es podria atribuir al fet que els individus
estudiats amb genotip MTHFR 1298CC sén també MTHFR 677CC*?%. El genotip
MTHFR 1298CC augmentava 4 vegades el risc de carcinoma de cel-lules escamoses
d’esdfag en un estudi en poblacid xinesa*®®. L'abséncia de |'efecte protector podria
explicar-se per la baixa ingesta de folats caracteristica d’aquesta poblaci4®°?. L'adequada
provisid6 de grups metil disminuiria el risc de danys tant en el deteriorament de la
metilaciéo de I’ADN, com en errors en la seva sintesi o reparacié. Davant baixes ingestes
de folats, la falta de grups metil augmentaria la possibilitat d’afectacié de la sintesi de
I’ADN, ja deteriorada per la disminucié de l'activitat enzimatica de MTHFR. Es doéna aixi
base genética per a la hipotesi que la baixa ingesta de folats i/o alteracions en el seu

metabolisme, poden tenir un paper important en la carcinogénesi en I'esdfag*®®.

Bailey i els seus col-laboradors®®*, en un estudi realitzat a Florida en dones d’entre
20-30 anys, van identificar una associacié inversa entre |'estat en cobalamina i tHcy en
dones amb el polimorfisme MTHFR 1298A>C. La cobalamina sérica s’associava de forma
inversa amb la tHcy en els doble heterozigots o homozigots mutants per MTHFR 677C>T

0 1298A>C, fins i tot, en I'abséncia de deficiéncia en cobalamina (> 148 pmol/L) o folats.
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10.3.- Polimorfismes del gen MTR 2756A>G i del gen MTRR 66A>G i 524C>T

L'aport limitat de cobalamina, com a conseqiéncia de la baixa ingesta o per alteracions
metaboliques i/o en el transport d’aquesta, pot disminuir l'activitat de la MS. La MS
catalitza la transferéncia de grups metil del 5-MTHF a la Hcy formant la metionina; una
disminucid de la seva activitat pot portar a un augment de Hcy. Un altre enzim clau en
aquesta reaccié és la MSR, important pel seu paper en el manteniment de la cobalamina
en la seva forma activa®°*°°3, El gen MTRR de la MSR, manté l'activitat del gen MTR de

la MS per la transmetilacié de la Hcy a metionina®*®’,

En el gen MTR, el polimorfisme 2756A>G es dona per la substitucio de l'acid aspartic per
un residu de glicina®°*°%%, S’ha suggerit que aquesta mutacié podria estar implicada en

N408:506 ' g'han observat alteracions en el funcionament de la MS i

I’etiologia d’alguns DT
un augment de la tHcy en els casos de DTN®°?. La prova definitiva de la implicacié del
polimorfisme MTR 2756A>G encara no s’ha obtingut®®®, per la qual cosa es donen
resultats discrepants sobre |'associacié entre aquesta mutacio i el risc de DTN. Aquestes
discrepancies podrien estar relacionades amb la baixa prevalenca d’aquesta

462,509,510 " 5ixi com de la tria dels controls; es troben, per exemple, grups control

mutacio
de poblacié general adulta en estudis en qué els casos sdn nens afectats per DTN°!,
Aquestes limitacions també podrien relacionar-se amb el fet de no trobar associacié entre

la tHcy i el polimorfisme MTR 2756A>G>2,

Per analitzar la relacié entre el polimorfisme MTR 2756A>G i la tHcy, es va partir de 625
homes de 30 a 49 anys, en els que ja s’havia demostrat que el polimorfisme
MTHFR 677C>T contribuia a un augment de la tHcy®*3. Tot i que el risc de tenir elevada
tHcy a causa del genotip MTR 2756GG, no era gaire més gran que el que presentaven els
homes amb baix estat en folats o cobalamina, es va determinar que el polimorfisme
MTR 2756A>G s’associava també a un augment moderat, perd significatiu, de tHcy®**.
En aquest estudi, no es va trobar associacidé entre baixes concentracions de cobalamina i
aquest polimorfisme. La falta d'associacidé podria ser conseqiéncia de que aquest
polimorfisme es localitza en un domini de la proteina, que interacciona amb SAM i
proteines auxiliars, i no amb el domini del cofactor de la cobalamina. Aixi I'al-lel 2756G
podria perjudicar el lloc d’'unié de SAM i/o proteines auxiliars, o I'estabilitat de la propia
proteina més que no pas la unid del cofactor. En el mateix estudi, no es va trobar cap
influencia de l'associacié dels genotips MTHFR 677TT i MTR 2756GG sobre la tHcy que

suggeris que actuaven independentment sobre aquest marcador bioquimic®*?,
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La relacié entre el polimorfisme MTR 2756A>G i la tHcy no és un fet consistent. Estudis
relacionats amb malalties coronaries no han trobat la relacié entre el polimorfisme i la
tHcy. Es el cas d’un estudi realitzat a Canada amb 109 individus que havien patit, com a
minim tres mesos abans d’entrar en l'estudi, un infart de miocardi, tot i que, cal
ressaltar, que només 1 dels participants presentava el genotip MTR 2756GG>*®. Tampoc
es va trobar relacié en un estudi fet als Paisos Baixos, en que, a més de casos d’infart de
miocardi, també es van incloure casos d’angina de pit, i van obtenir 123 casos totals
(9 individus MTR 2756GG) i 540 controls (12 individus MTR 2756GG)>'6. Per altra banda,
un estudi®'” en el que es van analitzar 1031 individus (39 amb genotip MTR 2756GG),
660 dels quals presentaven malalties coronaries, 289 eren poblacidé de risc i 82 eren
individus sans, suggereix la possibilitat que el polimorfisme pugui augmentar l'activitat
enzimatica que afavoreix la conversié de la Hcy a metionina. Aquest fet també es
proposa en un altre estudi que es va realitzar amb 387 casos d’infart de miocardi
(8 individus MTR 2756GG) i 767 controls (28 individus MTR 2756GG)>*2.

En la susceptibilitat al desenvolupament de tumors malignes com cancer de pit®'?,

520 |521

meningiomes anaplastics/malignes*°, limfoma del sistema nervids centra 0 cancer
colorectal, s’ha observat un efecte protector associat a I'al-lel 2756G que, en el cancer
colorectal, ha arribat a una reduccié del 35% del risc en els homozigots MTR 2756GG*°°,
S’ha suggerit que aquest paper protector del genotip MTR 2756GG podria basar-se en la
disminucié de la prevalenga de promotors hipermetilats dels gens supressors de tumors,

dificultant, aixi, la supervivéncia de les cél-lules cancerigenes®??,

Oposadament al seu vessant protector, s’ha observat com individus amb el genotip
MTR 2756GG tenien 4 vegades més de risc de patir malaltia coronaria, en comparacio
amb els individus amb genotip MTR 2756AA. Els individus MTR 2756GG tenien un 30%
menys de cobalamina que els individus amb els altres dos genotips del polimorfisme®*®,
També s'ha observat que la preséncia del genotip MTR 2756GG en dones
postmenopausiques, augmenta gairebé 6 vegades el risc de patir depressions moderades

i severes*?3,

En la MSR, un dels polimorfismes més estudiats en el gen MTRR és el 66G>A, on es dona
la substitucié d’'una metionina per una isoleucina®®°. El genotip MTRR 66AA es va associar
amb la tHcy més elevada respecte al genotip MTRR 66GG, en un estudi fet a Irlanda amb
601 homes sans d’edats entre els 30 i 49 anys®?3, i en un estudi cas-control realitzat a
Franca amb 530 casos amb malalties coronaries i 248 controls®?*. Tot i aixd, un estudi

7

italia de 68 individus sotmesos a una angiografia coronaria*’”, i un altre dels EUA amb
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504 individus amb malaltia coronaria®*®, no van observar cap associacié entre el
polimorfisme i la tHcy.

526

Aquest polimorfisme no s’ha relacionat amb els casos detectats d’aneuploidia®<®, perd es

considera com a factor de risc d’avortaments de repeticié®?” i casos de DTN*®*528, Wilson

i els seus col-laboradors3°°®

, en un estudi fet a Canada, van investigar |'efecte d’aquest
polimorfisme sobre el risc de DTN, tant en les mares (39,5%) amb nens amb DTN, com
en els nens (36,6%) amb espina bifida. Les mares del quartil baix de cobalamina i amb el
genotip MTRR 66AA tenien gairebé 5 vegades més de risc de tenir fills amb DTN,
respecte a les mares dels altres quartils amb el mateix genotip. Aquestes dades recolzen
la hipotesi que un baix estat en cobalamina i la MS poden estar involucrades en el risc de
DTN*®, En un estudi posterior realitzat al Regne Unit®>??, en el que es van analitzar 219
casos de DTN i 211 mares amb fills amb DTN, utilitzant com a controls 645 mares sense
antecedents i 602 mostres de sang de cordd de nens no afectats amb DTN, la preséncia
del genotip MTRR 66AA disminuia el risc de DTN en la descendéncia, perd no es va
observar relacio entre el genotip matern i la disminucio del risc. Estudis posteriors no han
trobat relacié entre el polimorfisme MTRR 66A>G i el risc de DTN ni en les mares ni en

els seus fills amb DTN>39/531,

Zhang i els seus col-laboradors®3? el 2005 van observar, en més de 1000 controls sans,
gue l'al-lel 66A era molt més comu que el 66G, la qual cosa va fer que el polimorfisme

passés a anomenar-se MTRR 66A>G.

Tot i que les dades presents en la bibliografia, en relaci6 a I'associacié entre el
polimorfisme MTRR 66A>G i el risc de DTN, i la designacié de quin és I'al-lel que implica
el risc no son concloents, una metanalisi realitzada amb articles que estudiaven la
possible relacié del polimorfisme MTRR 66A>G i el risc de DTN, mitjangant estudis cas-
control en qué consideraven tant el risc de DTN en els individus com en les seves mares,
va mostrar com la preséncia del polimorfisme augmentava en el 55% el risc de DTN quan
el genotip MTRR 66GG era present en les mares, sense trobar, pero, aquesta relacié en

els fills®33.

En un estudi realitzat als EUA es va observar que la preséncia combinada dels genotips
MTHFR 677TT/CT i MTRR 66GG augmentava fins a 4 vegades en el risc matern de tenir
un fill amb SD. No es va poder avaluar l'estat en folats, cobalamina ni tHcy®**. En un
estudi posterior a Irlanda, es va observar que el genotip MTRR 66GG no s’associava amb
la tHcy®3°. Els autors van suggerir que com a conseqiiéncia del baix nombre de

participants, |'associacié podia no haver-se detectat per falta de poténcia estadistica. No
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obstant, si que van confirmar que la preséncia conjunta dels polimorfismes
MTHFR 677C>T i MTRR 66A>G, augmentava gairebé 3 vegades del risc de tenir un nen
amb SD. Els autors argumenten el menor risc respecte a l'estudi fet als EUA, per la
preséncia d’una major freqiiéncia de I’al-lel mutant 66G en la poblacié irlandesa®®®. En un
estudi posterior fet al Brasil, analitzant per si sol el polimorfisme MTRR 66G>A i mares
amb un fill amb SD, no es va observar associacido entre el polimorfisme i el risc de

trisomia del cromosoma 21484,

Els estudis de la relacié entre el polimorfisme MTRR 66A>G i el cancer sén escassos i
alguns obtenen resultats contradictoris. Es va observar un augment del risc de carcinoma
de cél-lules escamoses d’esdfag en un estudi fet amb poblacié xinesa deficient en folats i
cobalamina, on els genotips MTRR 66AG i 66GG analitzats per separat, duplicaven cada
un el risc d’aquesta patologia respecte el genotip MTRR 66AA>°°. En un altre estudi, el
genotip MTRR 66AA disminuia el risc de carcinoma de cél-lules escamoses de coll i cap,
respecte MTRR 66GG (OR: 0,68 [IC95% 0,52-0,90]), perd0 quan es combinava amb
I'al-lel 2756G augmentava el risc d’aquesta patologia (OR: 1,67 [IC95% 1,23-2,27])%32.
Aguest estudi no va considerar ni la tHcy ni els folats plasmatics. Per contra, I'al-lel 66G
es va associar a una reduccid del risc de leucémia limfoblastica aguda (OR: 0,8 [IC95%
0,70-0,96]) en un altre estudi, no obstant, cal remarcar la notable diferéncia d’edat

mitjana entre els casos (6 anys) i els controls (32 anys)®3°.

Un segon polimorfisme del gen MTRR és el 524C>T, en el qual el canvi d’aminoacid és
una serina per una leucina®®’. La relacié entre el polimorfisme i la MS sembla produir-se
en combinacid amb el polimorfisme MTRR 66A>G. L'haplotip MTRR 66A/MTRR 524T i
MTRR 66G/MTRR 524C redueixen entre 3 i 4 vegades respectivament, l'activitat de la
MS, respecte el que s’observa en preséncia de MTRR 66A/MTRR 524C>%7,

De forma individual, el polimorfisme MTRR 524C>T no s’ha relacionat amb risc de cancer
de pit®38. L'haplotip MTRR 66G/MTRR 524C s’ha associat, en dones postmenopausiques,
amb concentracions més elevades d’osteocalcina, indicatiu d’increment en la taxa de
renovacio ossia que s’ha relacionat amb un augment del risc de fractura®3°, respecte als
dos polimorfismes analitzats per separat®*®. No es va trobar cap associaci® entre
haplotips d‘aquests dos polimorfismes del gen MTRR i el risc d'azoospérmia i

oligospérmia®**.

La preséncia dels al-lels mutants dels polimorfismes MTRR 524C>T i
MTHFR 1298A>C per si sols no afecten al risc de cancer de bufeta. No obstant la
preséncia de les combinacions MTRR 524CT/1298AC, MTRR 524TT/MTHFR 1298AC,
MTRR 524CT/MTHFR 1298CC, MTRR 524TT/ MTHFR 1298CC respecte els genotips

salvatges, doblen el risc (OR: 2,22 [IC95% 1,08-4,57])%%2.
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11. INTERACCIO FOLAT-COBALAMINA I POLITIQUES DE FORTIFICACIO

11.1.- Interacci6 folat-cobalamina

La cobalamina i els folats comparteixen una Unica via metabolica catalitzada per la MS, la
remetilacié de la Hcy a metionina. La MS necessita la MeCbl com a cofactor i la preséncia
de 5-MTHF, que aportara el grup metil necessari en demetilar-se a tetrahidrofolat
(THF)®43:544:345 E| THF serveix de font per les formes coenzimatiques de folat necessaries
per a la sintesi, entre d'altres, de purines, pirimidines (timidilat) i aminoacids (Figura
11). Tant la deficiencia en cobalamina com en folats porten al mateix déficit metabolic, la
falta de THF i, per tant, de les formes coenzimatiques necessaries per a les reaccions de
sintesi®*®. Problemes en la sintesi de purines i pirimidines provoquen errors en la sintesi
d’ADN, causants entre d’altres, de |'aparicié de I'anémia megaloblastica, amb defectes
morfologics en medul-la ossia i sang periférica i una progressiva disminucié en el
recompte d’eritrocits, leucocits i plaquetes (pancitopeénia), perqué moren abans de la
seva maduracié (hemopoesi ineficag)®*’.

548,549,550 an abséncia de cobalamina el 5-MTHF,

Segons la hipotesi de la trampa de folats
tot i estar disponible, no es pot utilitzar a nivell cel-lular, ja que la pérdua d’activitat de la
MS no en permet el pas a THF, tampoc pot tornar a formar 5,10-MTHF, el seu precursor,
ja que la reaccid és irreversible®®*. A més, la reduccid en l'activitat de la MS impedeix la
remetilacio de la Hcy. Com a resultat empitjora I'estat en metionina i, per tant, també la
de la seva forma adenosilada, la SAM o AdoMet. L'AdoMet regula per inhibicid
al-lostérica®®%*°°3 |a funcié de I'enzim MTHFR, que catalitza la conversié de 5,10-MTHF a

5-MTHF, Unica via biologica coneguda per generar 5-MTHF**? (Figura 11). Aixi, segons

554,555,556 557

aquesta hipotesi, avalada per estudis en cultius cel-lulars , models animals i

558,559,560,561,562

humans , problemes en la metilacié de la Hcy a metionina, resultarien en

la disminucié de la concentracié d’AdoMet, eliminant la inhibicié al-lostérica de |'activitat

de MTHFR, i permetent que més 5-MTHF quedi “atrapat”*°.

La menor disponibilitat d’AdoMet també repercuteix sobre les reaccions de metilacid,
responsables de modificacions de I’ADN, proteines, lipids i neurotransmissors. Aquestes
reaccions son reguladores de |'expressid geénica, la senyalitzacidé cel-lular i altres vies
cel-lulars essencials, que afecten el creixement, diferenciacid i reparacié tissular>9:563:564,
La SAH o AdoHcy, el coproducte d’aquestes reaccions, és un potent inhibidor competitiu
dels enzims metiltransferasa i, en condicions normals, és rapidament convertit en
adenosina i Hcy mitjancant I’AdoHcy hidrolasa®®®; no obstant, la reaccié és reversible i
afavoreix, llavors, la sintesi d’AdoHcy (Figura 11). Qualsevol augment en la concentracié

de Hcy pot alterar la concentracié d’AdoHcy i trencar la relacié AdoMet/AdoHcy, inhibint
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aixi l'activitat dels enzims metiltransferasa®®®°¢7,

S’ha comprovat que elevades
concentracions d’AdoHcy poden eliminar la inhibicié d’AdoMet sobre MTHFR®®2, fent que
el flux de grups metil per MS estigui controlat per la capacitat de remetilar Hcy i, també,
per la quantitat de metionina disponible. Un gran nombre de manifestacions
neurologiques de la deficiencia en cobalamina i, potser també, de la de folats, podrien

resultar d’alteracions d’AdoMet i AdoHcy en el sistema nervids®68:56°,

ADN, proteines,
lipids i mielina
metilats

S-Adenosilhomocisteina (AdoHcy)

ADN, proteines,

lipids i mielina Metiltransferases

Cistationina-g-sintasa
S-Adenosilmetionina (AdoMet)

Homacisteina (Hcy) — Cistationina

""""""""" Vitamina B6

Metionina-sintasa
(M5)

Cobalamina ~ 5-Metiltetrahidrofolat (5-MTHF)

DIETA Metil tetrahidrofolat ‘.-"'—-
: reductasa (MTHFR)
' Dihidrofolat- Tetrahidrofolat (THF)
H reductasa (DHFR}
: 5,10-Metilentetrahidrofolat (5,10-MTHF)
: Dihidrofolat Serina
E (DHF) Serina-hidroximetiltransferasa
i Dihidrofolat-
Aci d folic reductasa (DHFR}
(+suplementacid)

Timidilat-sintasa

TS, . .
Desoxiuridina —— Desoxiuridina monofosfat @ Desoxitimidina monofosfat — Sintesi ADN
(du) (dUMP) (dTMP)

Figura 11. Cicle metabolic dels folats amb la seva interaccié amb la cobalamina, la via
del timidilat i el cicle de la metionina (Modificacié de Kim YI, 2003°79)

11.2.- Acid folic no metabolitzat

Davant de casos de deficiencia en cobalamina, amb els consegiients problemes amb
I'activitat de la MS, la suplementacié amb acid folic permet la formacié de THF, que
podria utilitzar-se per mantenir la sintesi de purines i pirimidines millorant I'anémia. Pero
tant la concentracido de metionina com la d’AdoMet es troben limitades per la incapacitat
de la MS de remetilar la Hcy. Com a conseqliéncia la suplementaciéo amb acid folic no pot

recuperar la capacitat de metilacié. El resultat és I'emmascarament de la deficiéncia en
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cobalamina. La recuperacié de l'anémia retarda el diagnostic de la deficiencia en
cobalamina, permetent que els problemes amb les reaccions de metilacid, puguin seguir

fins provocar lesions neurologiques irreversibles.

L'acid folic, una forma sintética de folat, és la manera en la que s’afegeix els folats als
aliments fortificats i la que s’utilitza en els suplements. L'avantatge de l'acid folic és
I’elevada biodisponibilitat, cosa que li permet ser absorbit rapidament a través de
l'intesti®”:572,

Per poder entrar en el cicle dels folats, I'acid folic ha de ser reduit primer a dihidrofolat
(DHF) i, després, a THF. L'enzim que catalitza les dues reaccions és el mateix, la
dihidrofolat-reductasa (DHFR). A partir de la metilacié del THF, es forma el 5-MTHF, que
és la forma més comuna en que els folats es troben en la sang, tot i que I'Unica reaccid

que es coneix en mamifers que utilitza el 5-MTHF és la que implica la MS®>73,

Quan la suplementaci6 amb acid folic es déona en excés, es pot arribar a saturar la
capacitat normal d'absorcié intestinal®’4, fent que una proporcié de l'acid folic ingerit
apareixi en el plasma en la forma no metabolitzada®’®. Tot i la reduccié necessaria per
entrar en el cicle dels folats, es creu que la fracci®é no metabolitzada pot interferir
directament en el metabolisme, mitjancant la competéncia amb les formes reduides per
unir-se als enzims, proteines transportadores i proteines d’unié®’®. Les consideracions de
toxicitat en els programes de fortificacid, es relacionen amb I|'exposicié de la forma no
metabolitzada dels folats®””. Als EUA, aproximadament el 40% de la gent gran presenta
acid folic en sérum®’%. En paisos sense llei de fortificacié obligatoria, també s’ha trobat
acid folic en sang, fins i tot en el cordé umbilical i infants, sequrament, a causa de les

579

fortificacions voluntaries dels aliments®’®, o a la ingesta de suplements amb acid

folic®?7:389,

En un estudi postfortificacié realitzat en adults americans amb una mitjana d’edat de
70 anys, es va observar que el 66% utilitzava suplements diaris (tot i que no s'hi
especifica si els suplements eren només d’acid folic o multivitaminics), i que el 10%
presentava una ingesta > 1 mg d’acid folic/dia. Individus amb baix estat en cobalamina
sérica (< 148 pmol/L o MMA plasmatic = 210 nmol/L), combinat amb anémia i elevades
concentracions sériques de folats, van presentar un baix rendiment en les proves

291,581,582 § raforcen la

cognitives??!. Aquests resultats confirmen els d’estudis anteriors
idea que, en individus amb baix estat en cobalamina, ingestes elevades d’acid folic poden
danyar el sistema nervids; posteriorment diferents estudis han suggerit com a via

d’actuacié d’aquest fet, la implicacié de I'acid folic no metabolitzat?8%:583,
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La preséencia d’acid folic en sang s’ha relacionat amb una disminucié de la citotoxicitat de
les cél-lules natural killer (NK), fet que augmenta el risc de patir cancer®®*. Les cél-lules
NK, que poden eliminar cél-lules tumorals i infectades per virus, bacteris, parasits i fongs,
es consideren una primera linia dins el sistema immunologic per a la defensa contra la
carcinogénesi®®®, Els resultats d’estudis fets amb animals, suggereixen que l'efecte dels
folats en la carcinogenesi depén del moment del procés carcinogénic i de la dosi de folat.
La deficieéncia en folats inhibeix, mentre que la suplementacié pot promoure la progressid
de tumors ja establerts. Pero, per altra banda, la deficiéncia en folats en un teixit epitelial
normal, sembla que el predisposa a una transformacié neoplasica, que es podria evitar
amb petites dosis de folat en forma de suplement®®®. Aixi la suplementacié amb acid folic
podria tenir un doble paper en el cancer. Si comenca abans de |'establiment del focus
neoplastic, podria prevenir el desenvolupament i la progressido del tumor, pero, si

587,588

comenga després, en potenciaria el creixement i la progressi En humans, la

disminucidé de la citotoxicitat de les cél-lules NK té especial importancia en la gent gran,

ja que l'envelliment també afecta la funcionalitat d’aquestes cél-lules®®°,

En un estudi
amb dones postmenopausiques®’®, es va trobar que la citotoxicitat de les cél-lules NK era
el 6,2% menor, en les dones amb acid folic plasmatic no metabolitzat (78%) respecte a

les que no en presentaven.

11.3.- Fortificacié amb acid folic

La relacié entre la suplementacié amb acid folic durant la preconcepcid i la reduccié dels
DTN esta ben establerta®?%:591:592:593 E| fet més controvertit a 'inici de les campanyes de
prevencid, va ser amb quina quantitat d’acid folic s’havia de suplementar®°4595:596  fing
qgue el 1992 |'US Public Health Service va recomanar que les dones en edat fertil

%97 quantitat que ha mostrat una efica¢ reduccié

prenguessin 400 ug d’acid folic al dia
dels DTN, sobretot, en les arees d‘alta incidéncia®®®. Es va considerar que la
suplementacié¢ amb 400 pg d‘acid folic, seria suficient per obtenir una reduccié
aproximada del 50% de casos, sobretot referents a anancefalia i espina bifida, com a
maxims responsables de la carrega socio-sanitaria causada per el conjunt dels DTN.
També es va considerar una quantitat segura si la ingesta diaria no era > 1 mg/dia, limit
superior d'ingesta a partir del qual es considera la possibilitat que es pugui donar un

emmascarament de la deficiéncia en cobalamina®®-59°,

A Espanya la incidéncia d’espines bifides i anencefalies per cada 10000 naixements és de
0,88 i 0,10, respectivament, tenint en compte els avortaments voluntaris®®®. La rad per
aquesta baixa incidéncia no es coneix, pero s’ha suggerit que un dels motius podria ser la

dieta mediterrania, rica en vegetals, llegums i fruits secs, aliments amb important
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contingut en folat®°*®°2, A Espanya les politiques oficials de suplementacié amb acid folic
i les campanyes informatives als professionals, van comencar el 2001°°3, En un estudi,
en el qual es va implicar el grup de treball de I'Estudio Colaborativo Espafiol de

Y604 es va mostrar que la proporcié de mares que no

Malformaciones Congénitas (ECEMC
prenien acid folic disminuia significativament des de valors propers al 90%, entre els
anys 1991-1993, a 1I'11,5% el 2004, mentre que la proporcid de les mares que en
prenien quan ja estaven embarassades, augmentava significativament d’'un promig inicial
del 10% fins al 71,1% el 2004. En referéncia a les mares que prenien acid folic abans de
I'embaras, les primeres dades son del 1996 i la seva proporci6 augmenta
significativament, pero el 2004 només arriba al 17,4%. Aixi, tot i que la majoria de les
dones prenen acid folic quan saben que estan embarassades, el percentatge de dones
que el prenen abans de I'embaras és encara molt baix. Pel que fa a les dosis ingerides,
en el mateix estudi es va observar que, més del 50% de les dones que prenien acid folic
abans de la concepcié o després, en el periode 2003-2004, van utilitzar > 1 mg d’acid
folic/dia (amb un promig de 4,9 mg/dia) i més del 7% utilitzaren un promig de 8 mg

d’acid folic/dia®%4.

El primer pais que va adoptar la fortificacié obligatoria d’un aliment amb acid folic, com a
eina util per tal de reduir la taxa de DTN, va ser els EUA. La U.S Food and Drug
Administration (FDA) va recomanar la fortificacié de productes de gra, amb 140 ug d’acid
folic per cada 100 g de farina de blat, el marg de 1996, i aquesta fortificacid va passar a
ser obligatoria el gener del 1998°°%, Del 2004 al 2007, el nombre de paisos que havien
adoptat regulacions nacionals en referéncia a la fortificacié6 amb acid folic, va passar de
33 a 52. Estudis posteriors a la implantacid de l'obligatorietat de la fortificacié, han
mostrat una disminucidé del nombre de casos afectats per DTN. En el cas dels EUA,

Canada i Xile, la disminucié ha estat del 26%, 42% i 40%, respectivament®°®,

La fortificacié obligatoria ha aportat millores en I'estat nutricional en folats i es considera
un dels métodes més eficacos, per aconseguir fer arribar la quantitat recomanada
d’ingesta d’acid folic a la poblacié diana®®7:6%%:¢%° perd aquest fet també repercuteix en
I'estat en folats de la poblacid. En comparar l'estat en folats d’un estudi nacional sobre la
salut fet als EUA en el periode 1988-1994, amb un posterior estudi de les mateixes
caracteristiques fet en el periode 1999-2000, es va veure que la prevalenca d’elevades
concentracions en folat séric (> 45,3 nmol/L) havia augmentat en la gent gran
(= 60 anys) del 7% al 38%, increment, pero, encara més marcat, del 7% al 43%, en el
cas de nens de 3 a 5 anys®'°. Aixi, doncs, tot i aportar millores, la fortificacié obligatoria
necessita un pla detallat per a I'avaluacid no només de l'efecte que pot tenir sobre la

poblacid, sin6 també dels protocols de seguretat necessaris en un procés d’aquest tipus,
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que haurien de permetre la deteccié de conseqliéncies no desitjades ja des de les etapes
inicials®**. El problema de I'excés d’ingesta d’acid folic sembla influenciat per la quantitat
d’acid folic afegit als aliments. S’ha comprovat que una considerable proporcié de
productes contenen més folats totals dels que tenen establerts per regulacié®'?. Als EUA,
tot i que l'objectiu era fortificar amb 140 pg/100 g de producte, la FDA va acceptar un
rang de 95-309 ug/100 g per permetre als fabricants una certa flexibilitat, a fi
d’assegurar que les quantitats requerides pels reglaments i declarades en les etiquetes,
estiguessin presents durant la vida Util del producte®'3. Sembla, perd, que no hi ha dades
gue confirmin el fet de la necessitat d’'un excés d’‘acid folic, a causa de la seva
“inestabilitat” quan s’afegeix a productes de gra®'?. El resultat final sembla ser una
ingesta d’acid folic dues vegades més gran del que s’havia previst®**®'5 Tot i aix0, la
ingesta excessiva d’acid folic i els problemes posteriors que aixd pot comportar, semblen
conseqiiéncia, no tant a la fortificacié en si, sind al fet d’ajuntar-hi I'is de suplements®*®,
Prendre suplements pot augmentar la prevalenca d’ingestes per sobre el limit sequr®'’,
Als EUA, aproximadament el 40% de la poblacié pren suplements i el 46% d’aquests no
en prenen un de sol, sind que consumeixen productes amb combinacions de vitamines i
minerals. Aquest fet pren més transcendéncia en considerar que els majors consumidors
de suplements sén els nens d’entre 1-5 anys®'®, ja que el limit d'ingesta segura no és
com en els adults (1 mg/dia), sind que, per a nens d'1 a 3 anys i de 4 a 8 anys, és de
150 pg i 200 pg, respectivament®?®. En la ingesta de suplements en nens, s’ha arribat a

trobar com la ingesta total de folats superava el limit d’ingesta segura en > 50%°*°,

11.4.- Cofortificacio acid folic-cobalamina

Una opcié plantejada per prevenir el possible “emmascarament” de la deficiéncia en

t620 621,622,623,624
’

cobalamina, tema controvertit®*®, és la cofortificacido acid folic-cobalamina
proposta també recomanada en estudis fets postfortificacid, en qué s’observen millores
substancials en |'estat en folats, encara que les millores en l'estat en cobalamina sén
menys pronunciades®?®%2¢, |'augment de |'efectivitat dels beneficis dels folats quan es
complementen amb la cobalamina ja s’observa en la dieta. Estudiant la poblacié que no
utilitza suplements, s’ha observat que el consum elevat de folats déna una disminucié del
risc de cancer de mama, relacié especialment evident entre les dones amb consum de

grans quantitats de cobalamina en la dieta®?7:628,

Els objectius a complir en la fortificaci6 amb cobalamina serien dos: evitar I'evolucio
d’anomalies neurologiques, causades per deficiéncia en cobalamina no detectada a causa
de I'exposicio de la fortificacié amb acid folic, i contribuir a reduir I'elevada freqtieéncia de
deficiencies lleus o subcliniques en cobalamina, presents, generalment, entre la gent

gran®?8, en diferents graus de gravetat i implicacions en la salut. Un exemple d’aquestes
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implicacions és la influéncia que exerceix la deficiencia en cobalamina sobre una malaltia
comuna en les persones grans, l'osteoporosi. S’ha vist que la poblacidé gran femenina
amb estat marginal en cobalamina sérica (210-320 pmol/L) i deficient (< 210 pmol/L), té
més risc de patir osteoporosi que les dones amb estat normal en cobalamina
(> 320 pmol/L)®2%%3% Aquests resultats es van confirmar, posteriorment, també en

poblacié gran masculina®*.

Petites dosis de suplementacid6 amb cobalamina podrien ser suficients per reduir la
proporcié de casos preclinics de deficiéncia®®’. A curt termini, s’ha vist que la
suplementacié amb cobalamina és efectiva. Dades de I'estudi Framingham indiquen que
dels participants amb cobalamina sérica < 258 pmol/L, només el 16% prenien
suplements diaris amb 6 pg de cobalamina. En canvi, dels individus amb cobalamina
sérica = 258 pmol/L, el 40% en prenien. Un altre dels beneficis de la cofortificacid
folats-cobalamina és que podria reduir més els casos de DTN respecte a la fortificacio
només amb folats3/383/385,386,388,390,395,396,632  Tamhbé s'ha vist que, en la prevencié de
malalties coronaries, la disminucié del risc amb suplementacié amb acid folic és més

efectiva si s’hi afegeix la suplementaci6 amb cobalamina®®3.

Pero la suplementacié en
petites dosis no és suficient quan hi ha problemes de malabsorcio, ja que, en aquests
casos, les quantitats necessaries haurien d’augmentar a 500-1000 ug per tal de mantenir
un estat normal de cobalamina sérica®**. De la mateixa manera, els casos diagnosticats
com anemies megaloblastiques i/o disfuncions neuroldgiques, necessiten una intervencio
personalitzada que pot implicar des de dosis intramusculars a grans quantitats orals.

Aquestes patologies no poden curar-se amb fortificacié dels aliments de la dieta®9%.

La forma de deficiencia en cobalamina que permet justificar la fortificacido i que podria
respondre a petites dosis orals, és la deficiéncia lleu i asimptomatica, que, generalment,
només implica canvis bioquimics i obvia els morfologics, i que es va comencar a
considerar punt important d’estudi a partir del 19803435 |a deficiéncia subclinica
rarament sorgeix a partir de la manca d’absorcié per factors relacionats amb el factor
intrinsec, sind que, en el 30-50% dels casos, es caracteritza per una malabsorcié de la
cobalamina dels aliments. Es una malabsorcié parcial, resultat de defectes en
I'alliberament de la cobalamina dels aliments, fent que no pugui assimilar-se pel factor
intrinsec per tal de ser absorbida, i que acaba portant de manera molt lenta, pero
progressiva i potser, fins i tot, fluctuant, a la deficiéncia en cobalamina®3*®®3’ (Figura
12).

Si la deficiéncia subclinica, que, actualment, es defineix només pels canvis bioquimics, és

I'objectiu adequat per a la fortificaci6 amb cobalamina, l'adequacié de la fortificacid
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depen de demostrar les conseqiiéncies sanitaries de la deficiencia subclinica, i la seva
capacitat de resposta a petites dosis orals de cobalamina. Un dels arguments més
importants és que, si la deficiencia subclinica no es tracta, podria progressar cap a la
deficiéncia clinica amb possibles conseqiiéncies greus, com I'anémia megaloblastica i la
disfuncid neurologica. Pero la progressio de la deficiencia subclinica a clinica no es déna

en la majoria de casos?®*.

Fins i tot, els canvis bioquimics com ara l'augment en la
concentraci6 de MMA, que defineixen la deficiéncia subclinica, es mantenen estables
durant anys i, espontaniament, es normalitzen més (44%) que no pas empitjoren

(16%)75,

Inici de la malabsorcio

.
o,

o
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5 : No deficiencia

TU. H

2 AL . .

S Perdua del Malabsorcio de la cobalamina H

c factor intrinsec o~ dels aliments

wd .“:

o

k73 : s .

i ¢ Deficiéncia
preclinica

=\, Deficiéncia

. . \I , .. clinica
1 1 L]

10 15 20 25

o

Temps (anys)

Figura 12. Comparacio teorica de la progressid de I'esgotament de la cobalamina, en
situacions de pérdua de factor intrinsec o de malabsorcié de la cobalamina dels aliments
(Modificacié de Carmel R, 1997°%38)

L'efectivitat de la fortificaci6 amb cobalamina podria estar limitada per la seva
biodisponibilitat. El factor intrinsec maximitza l'eficiéncia d’absorcié (> 50% de
cobalamina biodisponible de la ingesta d’'1-2 ug). No obstant aix0, aquest mecanisme té
una capacitat limitada i se satura, amb una caiguda en picat de la biodisponibilitat quan
la quantitat ingerida excedeix dels 1-2 pg. Si el factor intrinsec desapareix o fallen els
seus receptors ileals, la biodisponibilitat disminueix a 1’'1,2%. Com a resultat, les perdues
diaries d'1 pg, generalment substituides pel 50% de biodisponibilitat de les ingestes
diaries recomanades de, 2,4 ug, només poden ser substituides, en les persones amb

malabsorcid, quan el consum s’eleva a 500-1000 pg al dia®**.

Considerant que el percentatge absorbit de CNCbl, ingerida via oral i en abséncia de

factor intrinsec, és d'1%, s’ha calculat que la quantitat minima que s’hauria d’afegir al
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gra o als suplements seria de 10 ug, per tal d'assegurar I'absorcié de 0,1 ug. Pero, a
aixo, cal afegir que, als EUA, la majoria dels grans estan fortificats amb ferro i que més
del 40% d’americans prenen suplements diaris de vitamina C%3964%641 Quan 200 mg de
vitamina C, juntament amb les quantitats recomanades de ferro, arriben a I'estémac amb
la cobalamina, en 30 minuts es destrueix, aproximadament, el 40% de la cobalamina. En
aquests casos, la quantitat calculada de CNCbl hauria de ser de 25 ug, per aconseguir

una absorcié d’aproximadament 13 pg %42

Independentment de la biodisponibilitat de la cobalamina ingerida per individus amb
problemes d’absorci6 o sense, aquesta decau cap al 40% quan és ingerida amb
menjar?*!, fet que complica més |'estratégia de fortificar determinats aliments. A més hi
ha debat sobre les conseqiiencies de |I'addicié de cobalamina al pa i als cereals. Mentre
per una banda, I'avaluacié de la produccio i qualitat del pa fortificat amb cobalamina,
afegint fins a 1000 pg/100 g de farina, no sembla afectar la massa del pa fortificat®*?,
per l'altra s’ha suggerit que l'addici6 de la cobalamina pot canviar les propietats
colorimétriques dels pigments presents en els aliments i/o, les condicions quimiques que
poden influir en el color final del producte, que resultaria en una coloracié rosacia i el

faria menys atractiu per al consumidor®42,

A Espanya es comercialitzen aliments fortificats voluntariament amb acid folic, amb una
addicié conjunta de CNCbl i vitamina Bg (piridoxina). El grup d’aliments majoritari és el
dels cereals i derivats (52%), seguit de productes lactics (17%). La majoria de productes
no tenen poblacié diana (37%), o van dirigits a poblacié que fa dieta per reduir pes
(28%) o infantil (23%), i s6n minoritaris els dirigits a dones en edat fertil (2%). Tot i
aquests registres, no es tenen dades especifiques i no és possible avaluar-ne I'impacte en

la ingesta de la poblacié®*?.
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Taula 13. Resum de qiiestions per resoldre amb les aportacions de la tesi

Coneixements previs

Qiiestions per resoldre

La deficiencia en cobalamina es considera poc comuna a la poblacié general no vegetariana,
els requeriments son petits i ingerits normalment en una dieta omnivora?®*® a més la vitamina
es conserva en la circulacié enterohepatica®?.

Algun sector d’una poblacié adulta amb un
baix seguiment de dieta vegetariana té risc
de deficiéncia en cobalamina?

L'HoloTC podria ser un marcador més sensible al canvi en la ingesta de cobalamina en forma
de suplement*®?,

La determinacio de I’'HoloTC plasmatica a
més de la cobalamina aportaria més
informacié respecte |'estat en cobalamina?

L'HoloTC plasmatica disminueix en aproximadament un 24% durant la primera meitat de
I'embaras i després s’estabilitza®®. Contrariament s’ha afirmat®*® que les concentracions
d'HoloTC no varien en tot I'embaras.

Quins factors determinen si I'HoloTC varia
durant I'embaras?

La concentracido de MMA plasmatic en el cordd, és major a la concentracié de la gestant en el
moment del part, tot i que I'estat en cobalamina del cordd és més elevat'®®398363  Ng es pot
descartar que pugui ser un fet comU en el periode neonatal®®®. Podria ser la necessitat de
satisfer I'alta taxa metabdlica durant la vida postnatal®®®.

Les concentracions més elevades de MMA
en el cordd es relacionen amb deficiéncia
en cobalamina?

Diferents estudis d’intervenciéo han mostrat que la cobalamina plasmatica segueix la tendéncia
a disminuir durant I'embaras, tot i I'Gs de suplements amb cobalamina®'%348,

L'Gs regular de suplements amb 2 ug de
CNCbl afecta l'estat en cobalamina de la
gestant? I del cordd?

1 de cada 20 dones podria comengar I'embaras amb concentracions deficients de cobalamina
sérica (< 125 pmol/L)*”’. Diferents estudis han considerat els efectes de la deficiéncia
nutricional en cobalamina en la salut tant de les mares com dels seus nounats, considerant,
entre altres aspectes, casos preterme®3?, baix pes al néixer>>” o DTN378379,

L'estat en cobalamina al principi de
I'embaras és un factor determinant de
I'estat de la gestant durant tot I'embaras?
I del cordd?

La cobalamina i els folats comparteixen una Unica via metabolica catalitzada per la MS, la
remetilacié de la Hcy a metionina. L'activitat de la MS es pot veure afectada per polimorfismes
presents tant en el gen MTR, com MTRR. Per altra banda, els requeriments d'HoloTC i folats,
podrien ser més elevats en preséncia dels polimorfismes en els gens de la TCII i del MTHFR
respectivament.

Els polimorfismes dels gens que regulen
enzims implicats en el metabolisme de la
cobalamina, s’'associen amb l'‘estat en
cobalamina a la poblacié adulta?

(Continua a la pagina segtient)
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Coneixements previs

Qiiestions per resoldre

En I'embaras I'estat baix amb cobalamina s’ha relacionat amb I'augment del risc de CIR333 ],
amb una predisposicid tant de les gestants com els seus nounats a lI’adipositat excessiva i a
la resisténcia a la insulina®?*33%712 |3 hipertensié gestacional s’ha relacionat amb

I’'hiperhomocisteinémia’*3.

L'estat en cobalamina i els polimorfismes que
afecten el seu metabolisme s’associen amb
complicacions de I'embaras?

En preséncia de la fortificacid obligatoria de la farina amb acid folic, la combinacié de baix
estat en cobalamina amb elevat estat en folats, s’associa amb un empitjorament de les
conseqliéncies metaboliques, com tHcy i MMA elevats. S’ha plantejat que un estat elevat en
folats pot contribuir a I'exacerbacié de les manifestacions cliniques propies de la deficiéncia
en cobalamina®?®??%222, S'ha comprovat com un estat baix en cobalamina, s’associa de
manera més evident amb la deficiéncia en cobalamina quan |’estat en folats és elevat?3%289,

La combinacié d’estat elevat en folats i baix
en cobalamina, s'associa amb un pitjor estat
funcional en cobalamina respecte un estat
baix en cobalamina combinat amb un estat
baix/normal en folats, en una poblacid no
exposada a la fortificacié obligatoria?
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HIPOTESIS I OBJECTIUS

HIPOTESI GENERAL

De forma secundaria a l'‘aportacid dietetica, I'estat en cobalamina en una poblacid
majoritariament no vegetariana, sera determinat per polimorfismes en gens que
intervenen en el seu metabolisme o transport, I’'Us de suplements vitaminics i situacions
de major demanda de cobalamina com I'embaras.

HIPOTESI ESPECIFICA

En situacions de deficiencia marginal, les reserves de cobalamina en els teixits
contribueixen al manteniment de la cobalamina plasmatica, atenuant la seva disminucio.
L'analisi de biomarcadors funcionals implicats en el metabolisme i transport de la
cobalamina, pot complementar la determinacid exclusiva de la concentracio de
cobalamina plasmatica, i permetre la deteccid precog d’estats deficients.

OBJECTIUS

Investigar en un estudi transversal d’'una poblacié adulta local que no pren
suplements amb cobalamina

1) L'estat en cobalamina.

2) Les freqgliéncies genotipiques dels polimorfismes implicats en el metabolisme de la
cobalamina, i la seva associacié amb |’estat en cobalamina.

3) Els factors predictius de les concentracions sériques dels indicadors bioquimics de
I’estat en cobalamina, en la poblacié general, en les dones d’edat fertil i en la gent
gran.

4) La influéncia de I'estat en folats en preséncia de baix estat en cobalamina, sobre
indicadors funcionals de I'estat en cobalamina.

Investigar en un estudi longitudinal de I'embaras en gestants no vegetarianes
5) L'estat en cobalamina al llarg de I'embaras i en el cordd.
6) Si el consum regular declarat de suplements multivitaminics amb baixes dosis de
cobalamina, s’associa amb una evolucié diferent d’estat en cobalamina al llarg

I'embaras i en el cordd, respecte al no consum/consum esporadic.

7) Si l'estat en cobalamina a principis de I'embaras, influeix en I’'estat en cobalamina
al llarg de I'embaras i en el cordé.

8) L’associacid entre els polimorfismes implicats en el metabolisme de la cobalamina,
i el seu estat, al llarg de I'embaras i en el cordé.

9) La relacio de l'estat en cobalamina amb la diabetis gestacional, el part preterme
espontani i el creixement intrauteri retardat.

10) Els factors de risc per baix estat en cobalamina durant I'embaras.

11) La influéncia de I'estat en folats en preséncia de baix estat en cobalamina, sobre
indicadors funcionals de I'estat en cobalamina durant I'embaras.
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MATERIALS I METODES

La investigacié de la regulacié metabolica de I'estat en cobalamina, tant en la poblacié
adulta com durant I’'embaras, ha implicat I’analisi de mostres de dos estudis diferents i

independents en el temps.

1. ESTUDI POBLACIONAL

1.1. Disseny de l'estudi i reclutament dels participants

Estudi transversal portat a terme entre els anys 1998 i 2002 a la Unitat de Medicina
Preventiva i Salut Publica, de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut (FMCS), de la
Universitat Rovira i Virgili (URV) en col-laboracié amb els centres d’assisténcia primaria
de tres municipis de la provincia de Tarragona. Es van reclutar els voluntaris per tal de
conformar una mostra representativa de la poblacié adulta local (entre 18 i 75 anys),
estratificada per edat i sexe. Els criteris d’exclusié van ser: Us de suplements vitaminics
del grup B, tractament amb injeccions de cobalamina, funcié renal alterada (> 97 pmol/L

)43, Us de medicaments

de creatinina sérica per les dones i > 124 umol/L per els homes
que afectessin el metabolisme dels folats, com els que tenen com a principi actiu I'acid
valproic o el metotrexat, embaras, part en els Ultims 6 mesos i lactancia materna.

L’estudi va ser aprovat pel Comité d’Etica de la Fundacié Jordi Gol i Gurina.

Els candidats es van seleccionar mitjancant un mostreig aleatori simple, a partir dels
registres dels padrons de 1996 de l'ajuntament dels tres municipis. L'equip investigador
va seleccionar a lI'atzar 1563 individus, als quals es va enviar una carta informativa sobre
I'estudi. Posteriorment, es va procedir a posar-s’hi en contacte telefonicament per a
convidar-los a participar. No es va poder contactar amb 238 individus per diferents
causes: errors en les dades del registre (adreca, niumero de teléfon, etc.), canvis de
residéncia, defuncio, etc. Dels 1325 individus restants, 126 van quedar fora de I'estudi en
aplicar els criteris d’exclusido (explicats al paragraf anterior), 391 van declinar
participar-hi i 32, encara que inicialment van acceptar, després no es van presentar a la
revisio medica concertada. Com a resultat 776 participants van entrar a I'estudi (65% de
la poblacid elegible) (Figura 1M). Tots els participants van ser informats de la naturalesa

de I'estudi i van firmar el consentiment informat d’acord amb la Declaracié d’Hélsinki®4¢,

Als individus inclosos en l'estudi se’ls va realitzar un reconeixement meédic i una citacio

per a una analitica de sang. Entre altres mesures antropométriques, se’'n va registrar el

pes i I'alcada. També se’ls va fer una entrevista personal sobre habits i estil de vida.
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ke
¢, Carta informativa i posterior contacte telefonic a 1563 individus d’un mostreig
aleatori simple fet dels padrons de 1996 dels municipis

238 individus amb els
que no es pot contactar

Poblacié accessible: 1325 individus sén invitats a participar

En aplicar els criteris de seleccié
s’exclouen 126 individus

| Poblacio elegible: 1199 individus |

32 individus accepten participar — 391 individus declinen participar

perd no es presenten a la visita

A\

776 individus participants
(65% de la poblacié elegible)

Figura 1M. Reclutament de voluntaris per I'Estudi Poblacional

1.2.- Recollida de les mostres sanguinies

En les extraccions de sang, realitzades en deju, a primera hora del mati al Centre
d’Atencio Primaria (CAP) del municipi corresponent, s’extreien per puncié antecubital
20 mL de sang amb EDTA-K3, 20 mL de sang amb heparina-liti i 20 mL de sang amb un
tub sense anticoagulant (tub sec). Es va registrar I'hora d’extraccio i les mostres es van
mantenir a 4°C fins a iniciar el processament a la FMCS. Les mostres es van transportar
del CAP a la FMCS amb nevera. L'hora d’iniciar el processament també es va registrar,
per assegurar que fos dins un temps inferior a 2 hores des del moment de l'extraccio. A
temperatura ambient, la Hcy és alliberada dels eritrocits, fet que contribueix a un
augment de la concentracio plasmatica. Aquest artefacte es prevé mantenint les mostres

en fred i processant-les abans de les 2 hores®¥’.

1.3.- Processament de mostres i obtencio de les fraccions sanguinies

El protocol va ser el mateix tant per a I'Estudi Poblacional com per I'estudi NutCIR. Del
tub d’extracci6 sense anticoagulant (tub sec), es va obtenir sérum, centrifugant
15 minuts a temperatura ambient a 1100 x g. Les aliquotes, de 250-1000 pL, es van
guardar a -80°C. Del tub d’'EDTA-K3; es va obtenir el plasma, centrifugant 15 minuts a

40C i 1100 x g, i es van congelar les aliquotes obtingudes, de 250-1000 uyL a -80°C.
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Amb la resta de contingut del tub d’EDTA-K;, es van obtenir els eritrocits rentats i els

leucocits.

1.3.1.- Obtenciod dels eritrocits rentats

Del tub d’EDTA-K3, un cop separat el plasma, es van dispensar 500 pL d’eritrocits en un
tub d’assaig de fons conic de 10 mL posat en gel, on s’havien afegit 5mL de sérum
fisiologic*. Seguidament, es va barrejar per inversio i es va centrifugar durant 5 minuts a
480 x g a 4°C, per després descartar el sobrenedant amb una pipeta de transferéncia. Es
van tornar a afegir 5 mL de sérum fisiologic i es va repetir el procés fins haver fet tres
rentats. Fet I'Ultim rentat es van diluir els eritrocits rentats 1/5 amb aigua Mili-Q en fred,

i es van congelar les aliquotes obtingudes, de 350 pL, a -80°C.

1.3.2.- Obtencid dels leucocits

Un cop obtingudes les aliquotes dels eritrocits rentats, es va procedir, de la resta del
contingut del tub d’EDTA-K3, a obtenir els leucocits, afegint PBS* (Phosphate Buffered
Saline) fins acabar d’omplir el tub. Seguidament, es va barrejar per inversio i es va
decantar tot el volum de sang amb PBS en un tub Falcon de 50 mL, on préviament
s’havien afegit 30 mL d’una solucié d’hemolisi* a base de sals d’amoni, per tal
d’hemolitzar els eritrocits. Es va tornar a barrejar per inversié i es va deixar reposar a
temperatura ambient 20 minuts. Passat aquest temps, es va centrifugar durant 5 minuts
a 1100 x g per després descartar el sobrenedant per decantacid. Les vores del boté de
leucocits resultant, es van rentar amb solucié d’hemolisi i, un cop el botd estava net, es
va resuspendre amb la mateixa solucié. Es va repetir el procés de rentat una vegada més
i, al final, es va deixar assecar el tub Falcon amb el botd de leucocits, girat i inclinat
sobre un paper absorbent. Una vegada sec, el botd de leucocits es va resuspendre amb
900 pL de PBS i es va transferir a un criotub, préviament autoclavat, que es va guardar a

-80°C, fins que es va procedir a extreure’n I’ADN.

[*Quant als protocols per a la preparacid de reactius, vegeu Annex 3].

1.3.3.- Extraccio de I’ADN genomic
Aguest procés es va realitzar amb el kit d’extracci6 Puregene (Gentra Systems,

Minneapolis, MN, USA). Constava de quatre fases en les quals el material amb que es

treballava era estéril o havia estat previament autoclavat.
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Lisi cel-lular: un cop descongelada l'aliquota de leucocits, es va traspassar a un tub
amb 10 mL de Cell Lysis Solution (ref. D-5F2, Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA),
gue es va deixar reposar a temperatura ambient i en foscor fins que les cél-lules van
estar lisades, fent que, en trencar-se la membrana plasmatica, s’obtinguessin les
fraccions de les cél-lules leucocitaries en solucid. El temps de permanéncia en Cell Lysis
Solution era, com a minim, d’'un mes. El temps depenia de la quantitat de material
leucocitari. Es va passar al seglient pas de precipitaci6 quan ja no es va observar

material en suspensio.

Precipitacio proteica: les cél-lules lisades es disposaven en un tub conic de 30 mL on
préviament s’havien afegit 3,33 mL de Protein Precipitation Solution (ref. D-5F3, Gentra
Systems, Minneapolis, MN, USA). Per tal d’obtenir una mescla homogénia, es va vortejar
i incubar en gel 2 hores. Passat aquest temps es va centrifugar a 1289 x g durant
15 minuts a 4°C, obtenint I’ADN en suspensid al sobrenedant sense impureses i, un botd

blanc compacte que contenia les restes cel-lulars.

Precipitacié de I’ADN: un cop recuperat el sobrenedant es va dispensar en un tub
Falcon de 50 mL amb 10 mL d‘isopropanol fred, per tal de produir la condensaci6 de
I’ADN. Es va barrejar fent 50 inversions consecutives, fins que es va visualitzar la
medusa d’ADN (precipitat d’ADN en forma de filaments). Seguidament, es van fer dues
centrifugacions a 1289 x g durant 5 minuts a 4°C. Un cop acabada la primera
centrifugacid, es va descartar el sobrenedant i es van afegir 10 mL d’etanol al 70% fred,
invertint diverses vegades per tal de netejar el boté. Un cop acabada la segona
centrifugacid, es va tornar a eliminar el sobrenedant i es van deixar evaporar les restes

d’etanol a temperatura ambient durant 30-40 minuts.

Hidratacié de I’ADN: al tub que contenia el boté d’ADN, s’hi van afegir 1200 yL de DNA
Hydration Solution (ref. D-5F4, Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA), i es va deixar
hidratar uns 3-4 dies a temperatura ambient i en agitacid. Per a conservar la mostra, es
va fer un pols de centrifuga i es va traspassar a un criotub, on es va afegir una gota de
cloroform per tal d’evitar-ne la contaminacié per fongs. El criotub es va emmagatzemar a
40C,

1.4.- Determinacions bioquimiques i genétiques

Les determinacions bioquimiques analitzades es van realitzar a partir de mostres
plasmatiques preparades amb EDTA-K;. L'HoloTC es va determinar de les mostres

plasmatiques preparades amb heparina-liti.
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En el cas de realitzar determinacions bioquimiques a l|'estranger, les mostres es van

transportar en neveres amb gel sec per missatger.

Cobalamina: per a la seva determinacio, feta al Departament de Bioquimica de Trinity
College, Dublin (TCD), es va realitzar un assaig microbiologic utilitzant Lactobacillus
leichmannii®*®, amb un coeficient de variacié intraassaig del 7,1% i interassaig del
10,7%.

Homocisteina total: es va determinar per immunoassaig quantificat mitjancant
polaritzacid de la fluorescéncia, utilitzant el kit IMx Homocysteine (Abbott Laboratories
Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA), amb limit de deteccid inferior a 0,5 pmol/L, i
amb un coeficient de variacié total inferior al 3%. A cada tanda de determinacions es va
incloure 1 control de concentracié elevada (25 umol/L) i 1 control de concentracid baixa
(7 ymol/L).

Holotranscobalamina: es va analitzar per immunoassaig utilitzant el kit AxSYM
Active-B12 (Abbott Laboratories Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA), amb un limit
de deteccid inferior o igual a 1 pmol/l, i amb un coeficient de variacié total inferior al
10%. A cada tanda de determinacions es va incloure 1 control de concentracié elevada

(48 nmol/L) i 1 control de concentracié baixa (21 nmol/L).

Tant per la determinacié de la tHcy com per I'HoloTC, es va calibrar la maquina abans
d’iniciar les determinacions. Es tornava a calibrar en utilitzar reactius amb un nou

numero de lot o quan els controls no es trobaven dins l'interval especificat.

Folat: es va analitzar al Departament de Bioquimica de TCD, mitjancant l|'assaig
microbioldgic amb Lactobacillus casei®*®. Els coeficients de variaci intraassaig i

interassaig van ser, respectivament, el 3,8% i el 9,5%.

Creatinina: estudiada per a analitzar I'estat de la funcié renal®®°. Es va determinar amb
I’'analitzador Cobas Mira (Roche, Basel, Switzerland), utilitzant el métode de Jaffé
modificat, amb el kit (ref. 998891) de Quimica Clinica Aplicada S.A. (Amposta, Espanya).
Els coeficients de variacid intraassaig i interassaig van ser, respectivament, 1'1,72% i el
2,11%.

Erythrocyte Glutathione Reductase Activation Coefficient (EGRAC) i Erythrocyte

Glutamic-Oxaloacetic Transaminase Activation Coefficient (EGOTAC): proves

funcionals de I'estat en riboflavina (EGRAC) i piridoxina (EGOTAC) seguint la técnica de
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Mount IN et al®*' amb l'analitzador Cobas Mira (Roche, Basel, Switzerland). Les dues
tecniques es basen en el calcul de la rad entre I'activitat estimulada (amb la forma activa
de la vitamina afegida de forma exdgena) i la basal de I'enzim, del qual la vitamina actua
com a cofactor. Els coeficients de variacidé intraassaig i interassaig van ser,

respectivament, el 0,7% i el 2,9%.

Totes les determinacions genétiques es van fer als laboratoris de Bevital®>? excepte la
del gen metilentetrahidrofolat-reductasa (MTHFR) 677C>T, que es va fer a la FMCS,
seguint la técnica descrita per Frosst**°. Es van determinar els polimorfismes que poden
afectar tant el metabolisme de la cobalamina com el seu transport. Del gen
MTHFR 677C>T*%%| 1298A>C*%%, del gen metionina-sintasa (MTR) el 2756A>G>%45%5 de|
gen metionina-sintasa reductasa (MTRR) el 66A>G399°32 | 524C>T°%*” i del gen

transcobalamina II (TCII) els 776C>G*'3%53 67 A>G*38,

2. ESTUDI D’EMBARAS: ESTUDI NUTCIR

2.1. Disseny de l'estudi i reclutament de les participants

NutCIR (Nutricid i Creixement Intrauteri Retardat) és un estudi longitudinal que implica
tot el periode de desenvolupament de I'embaras, des del primer trimestre fins al moment
del part. Aquest projecte va ser dissenyat per tal d’avaluar la contribucié de l'estat
nutricional matern, al desenvolupament del creixement intrauteri retardat (CIR) i altres

complicacions de I'embaras.

L'estudi es porta a terme des del 2005 en la Unitat de Medicina Preventiva i Salut Publica
de la URV, en col-laboraciéo amb I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus (HUSJR) i, en el
periode 2006-2008, també amb |'Hospital Universitari Joan XXIII de Tarragona
(HUJXXIII). L'estudi va ser aprovat pels comités d’ética dels dos hospitals. Totes les
voluntaries van ser informades sobre la naturalesa de l'estudi i van signar el

consentiment informat d’acord amb la Declaracié d’Hélsinki®4®.

El reclutament de les participants es va donar en la primera visita ordinaria de control de
I'’embaras, en la Unitat d'Obstetricia i Ginecologia dels dos hospitals. Totes eren
embarassades caucasiques, amb confirmacié ecografica d’'un embaras amb fetus viable
de menys de dotze setmanes de gestacio. Els criteris d’exclusio aplicats van ser: estar de
més d’onze setmanes de gestacid en la primera visita prenatal, embaras multiple, patir

alguna malaltia cronica que afecta |'estat nutricional, com la diabetis, la malaltia de
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Crohn o la celiaquia, i I'is de medicaments que interfereixen en el metabolisme dels

folats, com els que tenen com a principi actiu |I’acid valproic o el metotrexat.

La poblacié a la que es va poder accedir van ser 1422 gestants. En aplicar els criteris
d’exclusid (explicats al paragraf anterior), van quedar fora de l'estudi 839 gestants, 29
van declinar participar i 9 tot i acceptar participar no es van presentar a l'extraccio
concertada, resultant una mostra de 545 gestants (93% de la poblacié elegible) (Figura
2M).

Poblacié accessible: 1422 primeres visites ordinaries de control de I'embaras en
la Unitat d’Obstetricia i Ginecologia dels dos hospitals entre 2005-2008 .
e //—

O’

En aplicar els criteris de —

seleccio s’exclouen 839 gestants ¥

| Poblacié elegible: 583 gestants

9 gestants accepten participar —> 29 gestants declinen participar
perd no es presenten a la visita €

Y

Mostra: 545 gestants participants
(93% de la poblacié elegible)

Figura 2M. Reclutament de voluntaries per I'Estudi NutCIR

El disseny de l'estudi consistia en I'obtencié de 5 mostres de sang materna i una del
cordd umbilical. La distribucié de les extraccions maternes era a les 8-12 (mostra 1), 15
(mostra 2), 24-27 (mostra 3) i 34 (mostra 4) setmanes d’embaras, fetes en dejq,
coincidint amb les extraccions realitzades rutinariament, segons el protocol de seguiment
de I'embaras del Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya, vigent en els dos
hospitals®®®. També es va obtenir mostra durant el treball de part (mostra 5) i després
del naixement del nado, de la vena del cordd umbilical (mostra 6). A més, es van
realitzar dues enquestes de frequéncia d’aliments, la primera a les 15 setmanes, cobrint
els habits dietétics durant el primer trimestre de I’embaras i la segona el dia després del
part, per cobrir la segona meitat de I'embaras (vegeu Annex 1). A cada participant, a
més, se li van realitzar dues enquestes (vegeu Annex 2), mitjangant entrevistes a les 20 i
32 setmanes de gestacid, per tal d’obtenir informacié sobre els habits i estil de vida,
incloent-hi la utilitzaci6 de medicaments i/o suplements (Figura 3M). Aquests
s'identificaven a partir de cartolines amb imatges tant de I'envas com, quan es tractava

de pastilles, del seu contingut. De cada preparat, es va registrar el nombre de preses
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setmanals durant cada mes de lI'embaras. En el cas d’enquestes no realitzades o
incompletes, la informacié es complementava mitjancant les dades registrades a la
historia clinica. En les entrevistes també es registrava la informacid referent als habits
toxics de consum de tabac, alcohol i drogues tant durant els 12 mesos previs a
I'embaras, com durant I'embaras, la ingesta de cereals inflats per esmorzar i el consum
de café durant l'embaras. També es va recollir informacid sobre la planificacié de
I'embaras i les dades sociodemografiques familiars, que permeten classificar |'estat
socioeconomic familiar basant-se en la combinacié de les professions de la mare i el

5

pare®®®, El motiu de realitzar dues entrevistes va ser per controlar els canvis en els

habits toxics i I'Us de suplements tant durant el primer trimestre com en la resta de

I'embaras.
@ @ Enquesta I @ Enquesta 11 @ @ @
| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 |10|11 |1 2| 13|14 |15 |16|17|18 |19 |20|21| 22| 23| 24|25|26| 27|28| 29| 30| 31|32 |33 |34 |Treba|| Part | Cordé |
Setmanes gestacionals >

Figura 3M. Disseny de I'estudi NutCIR. 1-6: mostres de sang

En cada visita prenatal de control rutinari de I'embaras, es mesurava la pressié sanguinia
i s'analitzava la primera orina del mati amb tires reactives. Es va classificar la hipertensio
gestacional com l'aparicié d’una tensio sistolica (= 140 mm Hg), i/o una tensid diastolica
(2 90 mm Hg) en dues ocasions separades per 4-6 hores, com a minim, després de les
20 setmanes gestacionals. La preséncia de proteinliria es va definir com |'excrecié de
proteina > 0,3 g/dia en orina de 24 h, o tira reactiva d’orina amb > 2+°%°¢, Es va

diagnosticar la preeclampsia com la preséncia de proteinuria i hipertensié gestacional.

Seguint les recomanacions de la Societat Espanyola de Ginecologia i Obstetricia (SEGO) i

del Sistema Nacional de Salut®®?

, els obstetres recepten a les gestants 400 ug diaris
d’acid folic, ingerit en pastilles, des de la primera visita prenatal fins al final del primer
trimestre. Per a l'estudi NutCIR, es va receptar a cada gestant un suplement de 400 pg

d’acid folic i 2 ug de CNCbl.

A Espanya no hi ha obligatorietat de fortificacié de la farina amb acid folic, perd hi ha
productes al mercat fortificats, com els cereals d’esmorzar. Tot i que, entre la poblacid
espanyola, el consum de productes fortificats és relativament baix®®®. En les entrevistes
d’habits i estil de vida, es preguntava sobre el consum de cereals fortificats per

esmorzar, fet que es corroborava amb les enquestes de freqiuéncia d’aliments.
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Per tal de prevenir 'anémia en I'embaras®®, es recomana la suplementacid preventiva
amb ferro®*. En I'estudi NutCIR, es va estandarditzar la suplementacié preventiva amb
ferro prescrivint a partir de les 12 setmanes, 40 mg diaris de ferro en vials bevibles o
pastilles, excepte en els casos d’anémia en qué les gestants eren tractades segons els
protocols de I'hospital. L'estat en ferro es controla durant I'embaras per tal de tractar
I'anemia ferropénica o l'elevat risc d’anémia, especialment freqient durant la segona
meitat de I'embaras. També interessa la prevencid de I'anémia que podria resultar d’'una
hemorragia postpart. Cal que les gestants s’adhereixin a la pauta prescrita per 'obstetre
per tal de curar o prevenir I'anémia. No obstant aixd, moltes gestants no compleixen les
recomanacions a causa de molésties produides per les preparacions de 80 i 120 mg de
ferro. En l'estudi NutCIR, l'objectiu del régim de suplementacié va ser reforcar les
reserves de ferro, a través de la suplementacié amb dosis inferiors durant més temps,

per a minimitzar les molésties.

La concentracié d’hemoglobina sérica es va obtenir de I'hemograma realitzat en les
analitiques rutinaries de control de I'embaras, mitjancant un analitzador Coulter en els

laboratoris centrals dels dos hospitals.

A totes les gestants se’ls va realitzar el Test d’O’Sullivan per tal de detectar la diabetis
gestacional. En el cas d'un resultat positiu (= 140 mg/dL), la pacient es va sotmetre a un
test de tolerancia oral a la glucosa, que confirma la diabetis gestacional amb 2 o més
punts iguals o superiors als valors normals (valors normals: 0 minuts < 105 mg/ dL,
60 minuts < 190 mg/ dL, 120 minuts < 165 mg/ dL, 180 minuts < 145 mg/ dL)%%%.
Durant el seguiment de I'embaras, també es van registrar els casos de sindrome de

Down, malformacions congeénites i els avortaments.

Després del part, es va registrar l'edat gestacional i el pes i el sexe del nounat. Es va
considerar part prematur espontani aquell que es va donar abans de complir les

660 j ' creixement intrauteri retardat aquell nounat amb pes de

37 setmanes gestacionals
naixement inferior al percentil 10 de les taules de pes de naixement, segons el sexe i

I’edat gestacional, de la SEGO®*,

2.2.- Recollida de les mostres sanquinies

Les extraccions sanguinies maternes, a excepcié de la mostra del treball de part, es
realitzaven en deju per puncié antecubital. De cada extraccid, es van obtenir 10 mL de
sang amb EDTA-K; i 10 mL de sang sense anticoagulant (tub sec). Les mostres de cordd

s’obtenien per extraccié de la vena abans de I'expulsié de la placenta, fet que permetia
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optimitzar el volum de sang que es podia obtenir. Les mostres sanguinies es van
processar als laboratoris de la FMCS, del Biobanc Institut d’Investigacié Sanitaria Pere
Virgili (IISPV) i de I’Area de Recerca del HUJXIII, depenent del lloc on s’havien visitat les
gestants. Les mostres es van mantenir a 4°C i el periode entre I'extraccié i l'inici del

processament no va sobrepassar les 2 hores®*’,

2.3.- Determinacions bioquimiques i genétiques

Les determinacions bioquimiques es van realitzar a partir de mostres plasmatiques. Totes
les mostres del mateix embaras es van analitzar juntes, en la mateixa tanda, per tal de

minimitzar la variabilitat deguda a la técnica, entre mostres longitudinals.

En el cas de realitzar determinacions bioquimiques a l|'estranger, les mostres es van

transportar en neveres amb gel sec per missatger.

Cobalamina: es va determinar als laboratoris de Bevital AS (Bergen, Noruega), utilitzant
una adaptacié en forma de microplaca, per tal de robotitzar la técnica, de l'assaig
microbioldgic que utilitza el Lactobacillus leichmannii®*®. La sensibilitat de la técnica és de

30 pmol/l, amb un coeficient de variacié intraassaig del 4% i interassaig del 5%.

Homocisteina total: es va analitzar amb el kit AxSYM Homocysteine (Abbott
Laboratories Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA). El limit de deteccié va ser
inferior o igual a 0,8 pmol/L i el coeficient de variacio total, inferior al 5%. A cada tanda
de determinacions es va incloure 1 control de concentracido elevada (25 pmol/L) i

1 control de concentracié baixa (7 pmol/L).

Per la determinaci6 de la tHcy es va calibrar la maquina abans d’iniciar les
determinacions. Es tornava a calibrar en utilitzar reactius amb un nou nimero de lot o

quan els controls no es trobaven dins l'interval especificat.

Folat: es va determinar als laboratoris de Bevital AS (Bergen, Noruega), utilitzant una
adaptacié en forma de microplaca, per tal de robotitzar la técnica, de [|assaig

microbioldgic que utilitza Lactobacillus casei*”*.

La sensibilitat de la técnica va ser de
2 nmol/L, amb coeficients de variacidé intraassaig i interassaig del 4% i el 5%,

respectivament.
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Acid metilmalonic: es va analitzar als laboratoris de Bevital AS (Bergen, Noruega). La
teécnica utilitzada va ser la cromatografia de gasos amb espectrometria de masses (GC-
MS)2°°, amb una sensibilitat de 0,03 pmol/L i coeficients de variacié intraassaig i

interassaig del 2% i el 2,6%, respectivament.

Cotinina (metabolit de la nicotina): considerada com a marcador de I’'exposicié recent al
tabac®®?, es va analitzar als laboratoris de Bevital AS (Bergen, Noruega). Es va utilitzar el
métode de cromatografia liquida amb espectrometria de masses (LC-MS/MS)®®3, amb
una sensibilitat de 0,18 ng/mL i coeficients de variacié del 2-3% intraassaig i 6%

interassaig.

L'Holotranscobalamina i la creatinina es van determinar amb la mateixa técnica que

en |'estudi poblacional.

Totes les determinacions genétiques es van fer als laboratoris de Bevital®*2. Es van
analitzar els polimorfismes que poden afectar tant el metabolisme de la cobalamina com
el seu transport. Del gen metilentetrahidrofolat-reductasa (MTHFR) 677C>T*° |
1298A>C**, del gen metionina-sintasa (MTR) el 2756A>G°%%%%°  del gen
metionina-sintasa reductasa (MTRR) el 66A>G399°32 | 524C>T°37 i del gen

transcobalamina II (TCII) els 776C>G*'3%33 | 67 A>G*32,
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ANALISI ESTADISTICA I TRACTAMENT DE DADES
DE L'ESTUDI POBLACIONAL

Consum d’alcohol

En relacido a l'alcohol, el consum de risc es considera de = 40 g/dia en els homes i
> 24 g/dia en les dones®®#°%>, En |'estudi de la poblacié s’ha marcat el valor de 30 g/dia
com a terme mig, tant per homes com per dones, pel fet de ser el valor que correspon al

percentil 75 en consumidors habituals d'alcohol de la nostra poblacié.
Punts de tall

Per la deficiéncia en folats es va considerar una concentraci® < 7 nmol/L*®*%, en
cobalamina < 148 pmol/L*3*? i en HoloTC < 35 pmol/L***. Com a deficiéncia marginal es
van utilitzar, en folats una concentracié entre 7-10 nmol/L, equivalent al tercil baix de la
nostra poblacié, en cobalamina 148,1 - 220 pmol/L**® i finalment en HoloTC

35,1- 45 pmol/L, sent I'Gltim valor el percentil 10 de la nostra poblacié.

Els resultats de les variables quantitatives s’expressen com a mitjana i desviacio

estandard i les qualitatives com a freqliéncies absolutes i relatives (percentatges).

En l'analisi dels parametres bioquimics, les variables que no seguien una distribucio
normal (tHcy i folats), van ser transformades logaritmicament per normalitzar la
distribucié dels seus valors i poder aplicar les proves estadistiques paramétriques. Les
concentracions dels parametres bioquimics s’expressen com a mitjana aritmetica
(cobalamina i HoloTC), o geomeétrica (tHcy i folats) i l'interval de confianga 95%. En les
analisis on s’examina la tHcy, s’han exclos els 63 individus amb mostres que no es van
processar dins les dues hores posteriors a l’'extraccido, amb l'‘objectiu d’evitar valors

falsament elevats de tHcy®*”.

Es van comparar proporcions entre grups mitjancant la prova de la Ji-quadrat. Les
comparacions entre mitjanes de variables quantitatives amb distribucié normal, es van

realitzar mitjancant la prova t de Student per a dades independents.
Per investigar quins factors poden repercutir en I'estat en cobalamina de la poblacié, es

van dissenyar diferents models de regressio lineal multiple. El model amb la cobalamina,

I'HoloTC o la rad HoloTC/Cbl plasmatica com a variable dependent, es va ajustar per el
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consum d’alcohol = 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, fumar > 6 cigs/dia, la preséncia del
genotip MTRR 524TT, TCII 776GG, TCII 776CG i MTRR 66GG, el centre on es va realitzar

el treball de camp, I'edat (anys), el sexe, I'IMC i la creatinina.

En el model dissenyat per investigar quins factors expliquen la variabilitat en tHcy, es va
observar una interaccié entre creatinina i sexe, i entre IMC i sexe, per tant es van
dissenyar models individuals per homes i dones. Els models amb la tHcy com a variable
dependent es van ajustar, tant en el model dels homes com en el de les dones, per
consum d’alcohol = 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, fumar = 6 cigs/dia, la preséncia del
genotip MTRR 524TT, TCII 776GG, TCII 776CG, MTRR 66GG i MTHFR 677TT, folat
plasmatic, el centre on es va realitzar el treball de camp, 'edat (anys), 'IMC, I'EGOTAC,
I'/EGRAC i la creatinina. A causa de la correlacié entre cobalamina plasmatica, HoloTC i la
rad HoloTC/Cbl, es va investigar la relacidé entre aquestes variables i la tHcy en models
separats. Es va investigar I'associacié entre canvis de 50 pmol/L, de 10 pmol/L d'HoloTC i
d’l unitat d'HoloTC/Cbl.

Diferents models d’analisi de regressiéo multiple, es van utilitzar per investigar els factors
associats amb l'estat en cobalamina en les dones d’edat fertil (18-44 anys). Els models
amb la cobalamina, I'HoloTC i I'HoloTC/Cbl com a variables dependents es van ajustar
per consum d’alcohol > 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, fumar > 6 cigs/dia, la preséncia del
genotip MTRR 524TT, TCII 776GG, TCII 776CG i MTRR 66GG, el centre on es va realitzar
el treball de camp, I'IMC i la creatinina. Els models amb la tHcy com a variable dependent
es van ajustar per consum d’alcohol = 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, fumar = 6 cigs/dia,
la presencia del genotip MTRR 524TT, MTRR 66GG, TCII 776GG, TCII 776CG i
MTHFR 677TT, canvis de 50 pmol/L de cobalamina plasmatica, folat plasmatic, el centre
on es va realitzar el treball de camp, I'IMC, I'EGOTAC, I'EGRAC i la creatinina. Es va
repetir el mateix model amb la tHcy com a variable dependent pero substituint els canvis
de cobalamina, per canvis de 10 pmol/L d'HoloTC i d'1 unitat d'HoloTC/Cbl.

Per investigar quins factors poden repercutir en l'estat en cobalamina en la gent gran
(60-75 anys) es van dissenyar diferents models de regressié lineal multiple. El model
amb la cobalamina plasmatica, I'HoloTC o la rad HoloTC/Cbl com a variable dependent,
es va ajustar per consum d‘alcohol = 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, fumar = 6 cigs/dia, la
preséncia del genotip MTRR 524TT, TCII 776GG, TCII 776CG i MTRR 66GG, el centre on

es va realitzar el treball de camp, el sexe, I'IMC i la creatinina.

En la gent gran, en el model amb la tHcy com a variable dependent, es va observar

interaccid entre creatinina i sexe, i entre IMC i sexe, per tant es van dissenyar models
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individuals per homes i dones. En els models on només es consideren les dones, no
s'inclouen les variables dependents relacionades amb |'habit de fumar ni amb |'elevat
consum d’alcohol, ja que poques dones grans tenien aquestes caracteristiques. El model
limitat a les dones amb la tHcy com a variable dependent, es va ajustar per la preséncia
del genotip MTRR 524TT, MTRR 66GG, TCII 776GG, TCII 776CG i MTHFR 677TT, canvis
de 50 pmol/L de cobalamina plasmatica, folat plasmatic, el centre on es va realitzar el
treball de camp, I'IMC, I'EGOTAC, I'EGRAC i la creatinina. El model es va repetir
substituint els canvis de cobalamina per canvis de 10 pmol/L d'HoloTC i per I'HoloTC/Cbl.
El model limitat als homes, amb la tHcy com a variable dependent, es va ajustar per el
consum d’alcohol = 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, fumar = 6 cigs/dia, la preséncia del
genotip MTRR 524TT, MTRR 66GG, TCII 776GG, TCII 776CG i MTHFR 677TT, canvis de
50 pmol/L de cobalamina plasmatica, folat plasmatic, el centre on es va realitzar el
treball de camp, I'IMC, I'EGOTAC, I'EGRAC i la creatinina. EI model es va repetir

substituint els canvis de cobalamina per canvis de 10 pmol/L d'HoloTC i per I'HoloTC/Cbl.

Per analitzar si el baix estat en cobalamina és més perjudicial a nivell metabolic en
presencia d'un elevat estat en folats, es van dissenyar diferents models de regressid
lineal multiple per investigar la contribucié dels diferents indicadors d’estat en
cobalamina, a la variabilitat en tHcy segons la combinacié d’estat en cobalamina i estat
en folats. Aquests models no es van fer per separat entre homes i dones per falta de
suficient nombre d’individus per detectar els factors que s’associen de forma significativa

amb la tHcy.

En I'estudi dels factors que poden influir en les concentracions de tHcy en la gent amb la
combinacié de baix estat en cobalamina (tercil baix: cobalamina < 299 pmol/L) i baix-
normal (< 17,9 nmol/L) en folats en la poblacid, el model amb la tHcy com a variable
dependent es va ajustar per el consum d’alcohol = 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, fumar
> 6 cigs/dia, la preséncia del genotip MTRR 524TT, TCII 776GG, TCII 776CG i
MTHFR 677TT, els canvis de 50 pmol/L de cobalamina plasmatica, folat plasmatic, el
centre on es va realitzar el treball de camp, l'edat (anys), el sexe, I'IMC, I'EGOTAC,
I'EGRAC i la creatinina. El model es va repetir substituint els canvis de cobalamina per
canvis de 10 pmol/L d'HoloTC i per I'HoloTC/Cbl. Per l'estudi dels factors que poden
influir en les concentracions de tHcy en la gent amb un baix estat en cobalamina (tercil
baix: cobalamina < 299 pmol/L) i elevat en folats (quintil alt: folats = 17,9 nmol/L) en la
poblacid, es van fer els mateixos models perd sense incloure la variable independent

fumar 1-5 cigs/dia, ja que no hi havia individus amb aquesta caracteristica.
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En aquests models no es va ajustar per la preséncia del genotip MTRR 66GG. En
considerar aquest genotip el model dels individus amb baix estat en cobalamina i elevat
en folats no era significatiu, conseqlieéncia del petit nombre d’individus inclosos. En
excloure el genotip, tant el model que considera I'HoloTC, com la rad HoloTC/Cbl,
explicaven de forma significativa la variabilitat en tHcy d’aquest grup de participants.
L'exclusié d’aquest genotip no varia els resultats ni les conclusions, en els models que

inclouen individus amb baix estat en cobalamina i baix-normal en folats.
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RESULTATS DE L'ESTUDI POBLACIONAL

La poblacié s’estratifica en tres grups d’edat: 18-44 anys, en el que s’inclouen les dones

d’edat fertil, amb una mitjana d’edat de 32 anys, 45-59 anys, amb una mitjana d’edat de

52 anys, i finalment el grup de 60-75 anys, en el que es delimita la gent gran, amb una

mitjana d’edat de 68 anys. Entre els tres grups d’edat no hi ha diferéncies ni en el

percentatge d’homes i dones ni en el consum d‘alcohol, pero si en I'IMC, que és major a

partir dels 45 anys respecte els 18-44 anys, i el consum de tabac, que té una major

freqliéncia en els individus de 18-44 anys, respecte els altres dos grups d’edat, i on dels

individus que fumen (46%), el 27% ho fan amb un consum de més de 10 cigarretes/dia
(Taula P1).

Taula P1. Caracteristiques de la poblacioé segons els grups d’edat

Caracteristiques

de la poblacié

Mitjana (DE)* [N] o Nimero (%) [IC 95%]

Grup d’edat

Edat (anys)

IMC? (Kg/m?)

Sexe (homes)

Consum alcohol

< 30g/dia

> 30g/dia

Consum tabac

1-5 cigarretes/dia

6-10 cigarretes/dia

>10 cigarretes/dia

EGRAC?
EGOTAC*

18-44 anys

45-59 anys

60-75 anys

32 (7) [449]
25,2 (4,5) [442]

217/499 (48,3)
[39,1-48,0]

133/449 (29,6)
[25,4-34,1]

48/449 (10,7)
[8,0-13,9]

29/449 (6,5)°
[4,4-9,1]

57/449 (12,7)°
[9,8-16,1]

121/449 (26,9)°
[22,9-31,3]

1,4 (0,2)
1,7 (0,2)

52 (4) [199]
29,2 (4,6) [195]°

99/199 (49,7)
[42,6-56,9]

51/199 (25,6)
[19,7-32,2]

32/199 (16,1)
[11,3-21,9]

6/198 (3,0)
[1,1-6,5]

4/198 (2,0)
[0,6-5,1]

28/198 (14,1)
[9,6-19,8]

1,3 (0,2)°
1,7 (0,2)

68 (4) [128]

29,9 (5,1) [124]°

60/128 (46,9)
[38,0-55,9]

36/128 (28,1)
[20,5-36,8]

15/128 (11,7)
[6,7-18,6]

8/127 (6,3)
[2,8-12,0]

3/127 (2,4)
[015-617]

3/127 (2,4)
[0,5-6,7]

1,3 (0,2)°
1,6 (0,2)¢

!Desviacié estandard; 2index de massa corporal; 3indicador funcional d’estat en riboflavina;
*indicador funcional d’estat en piridoxina. Prova t de Student per a dades independents: °p<0,001,
°p<0,01, 9p<0,05 respecte a la poblacié de 18-44 anys. Prova de la ji-quadrat entre els tres grup

d'edat: °

p<0,001.
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Les mitjanes de cobalamina i HoloTC plasmatiques més baixes, son les presents en el
grup de 18-44 anys, pero respecte els de 60-75 anys, les diferéncies no arriben a ser
significatives. La rad HoloTC/Cbl no varia entre els diferents grups d’edat. En la gent gran
és on s’observa el millor estat en folats perd també la major concentracié de tHcy (Taula
P2).

Taula P2. Indicadors plasmatics de I'estat en cobalamina i folats segons grup d’edat

Grups d’edat

18-44 anys 45-59 anys 60-75 anys
Cbl* 355(344-367)° 398(378-419)° 366(342-389)°
(pmol/L) [449] [197] [128]
HoloTC? 88,5(82,7-94,2)> 109,9(97,9-122,0)° 100,9(88,7-113,1)
(pmol/L) [439] [197] [128]
0,25(0,24-0,26)? 0,27(0,25-0,30) 0,28(0,25-0,30)
HoloTC/Cbl [439] [196] [128]
Folats 9,7(9,3-10,1)* 13,7(12,7-14,7)? 15,6(14,1-17,2)%®
(nmol/L) [449] [198] [128]
tHcy® 9,2(8,9-9,5)* 9,3(8,9-9,6) 10,7(10,2-11,3)*
(umol/L) [417] [184] [118]

!Cobalamina; 2mitjana aritmética(IC 95%)[N]; 3holotranscobalamina; “mitjana geométrica (IC
95%)[N]; °homocisteina total. Prova t de Student per a dades independents: ®p<0,001, p<0,01
respecte a la poblacié de 18-44 anys. Prova t de Student per a dades independents: °p<0,05,
4p<0,001 respecte a la poblacié de 45-59 anys.

En la Taula P3 es presenta |'estat en folats i cobalamina. En aquesta poblacié que no ha
rebut cap tipus de suplementacid, s'observa la major prevalenga de deficiencia en folats,
en el grup de 18-44 anys, amb un 27% d'individus amb deficiéncia en folats i un 28%
amb deficiéncia marginal. La major prevalenca de deficiéncia en cobalamina i HoloTC es
troba en el grup de 60-75 anys, amb un 3% i 6% respectivament. La deficiencia marginal
tant en cobalamina com en HoloTC és més freqlient en el grup de 18-44 anys, amb una
freqiéncia del 10% i 9% respectivament. En considerar la classificacio de deficiéncia
marginal en cobalamina i/o HoloTC, la freqliéncia en els individus entre 18-44 anys és
semblant a la del grup de 60-75 anys, amb un 13% i 12% respectivament. Sén els

individus de 45-59 anys els que presenten una freqliencia menor del 6%.

[115]



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FACTORS METABOLICS I GENETICS EN LA REGULACIO DE L'ESTAT EN COBALAMINA, EN LA POBLACIO ADULTA I DURANT L'EMBARAS

Judith Salat Batlle

DL:T.

286-2012

Resultats. Estudi Poblacional

Taula P3. Estat en cobalamina i folats segons grup d’edat

Estat en cobalamina i folats

Ndmero (%) [IC 95%]

Deficiéncia en folats!

18-44 anys

45-59 anys

60-75 anys

119/449 (26,5)°

18/198 (9,1)

9/128 (7,0)

(< 7 nmol/L) [22,5-30,8] [5,5-14,0] [3,3-12,9]
Deficiéncia marginal en folats® 125/449 (27,8)° 36/198 (18,2) 20/128 (15,6)
(7-10 nmol/L) [23,7-32,2] [13,1-24,3] [9,8-23,1]
Deficiéncia en cobalamina?® 8/499 (1,8)° i 4/128 (3,1)
(£ 148 pmol/L) [0,8-3,5] [0,9-7,8]
Deficiéncia marginal en cobalamina?® 44/449 (9,8)° 8/197 (4,1) 9/128 (7,0)
(>148-220 pmol/L) [7,2-12,9] [1,8-7,8] [3,3-12,9]
Deficiéncia en HoloTC? 17/439 (3,9)° 6/197 (3,0) 7/128 (5,5)
(=35 pmol/L) [2,3-6,1] [1,1-6,5] [2,2-10,9]
Deficiéncia marginal en HoloTC? 38/439 (8,7)° 8/197 (4,1) 2/128 (1,6)
(>35-45 pmol/L) [6,2-11,7] [1,8-7,8] [0,2-5,5]

Deficiéncia marginal en
Cobalamina®(<220 pmol/L)

56/442 (12,7)°

12/196 (6,1)

15/128 (11,7)

[9,7-16,1] [3,2-10,5] [6,7-18,6]

0 HoloTC? (<35 pmol/L)

'Folat plasmatic; cobalamina plasmatica; 3holotranscobalamina plasmatica. Prova de la ji-quadrat
entre els tres grup d’edat: °p<0,001, ®p<0,05.

Les frequéncies dels polimorfismes TCII 776C>G, TCII 67A>G, MTHFR 677C>T,
MTHFR 1298A>C, MTRR 66A>G, MTRR 524C>T i MTR 2756A>G en la poblacié estan
resumides a la Taula P4. El polimorfisme amb la freqliéncia més elevada d’homozigots
mutants és el MTRR 66A>G amb un 23,8%. Degut a les baixes freqliencies (< 13%)
d’homozigots mutants dels polimorfismes TCII 67A>G, MTHFR 1298A>C i MTR 2756A>G,

no s’han considerat per analisis posteriors per falta de poténcia estadistica.

Es van investigar les associacions de factors ambientals i genétics amb I|'estat en
cobalamina, HoloTC i HoloTC/Cbl, amb analisis de regressid lineal multiple. El model
dissenyat per investigar la variabilitat en cobalamina plasmatica no va ser significatiu. Els
altres models tot i explicar tant sols el 3% de la variabilitat tant d'HoloTC com
d'HoloTC/Cbl, eren significatius i estan resumits a la Taula P5. Fumar > 6 cigarretes/dia
s’associa amb una reduccié mitjana de 13 pmol/L d'HoloTC, respecte a no fumar o fumar
1-5 cigarretes/dia. El genotip MTRR 524TT s’associa amb una reducci6 mitjana de
14 pmol/L respecte els altres genotips del polimorfisme, tot i ser al limit de la significacid
(p = 0,05). Els genotips MTRR 524TT, TCII 776CG i TCII 776GG, s’associen inversament

amb la rad HoloTC/Cbl respecte els altres genotips dels polimorfismes corresponents.
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Taula P4. Frequéncies de polimorfismes en gens implicats en la biodisponibilitat i transport de cobalamina i folats en la poblacio

. . 5-Metiltetrahidrofolat 5-Metiltetrahidrofolat
. Metilentetrahidrofolat- .y e g
Transcobalamina II homocisteina homocisteina
reductasa . .
metiltransferasa reductasa metiltransferasa
776C>G 67A>G 677C>T 1298A>C 66A>G 524C>T 2756A>G
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

262 609 275 394 199 303 544

ClGaa [ @95 |C Gso [ GLa | M| @60 || Goe [ (71,0)
351 147 354 321 385 361 201

Gl @s,e [2C] 92) |CT| @6,2) [AC] 1,9 | A€ | 50,3 | 7| 7,1 |AC (26,2)
153 10 137 51 182 102 21

GGl @000 [ @3 |T| az9 || 67 |°C| @38 || a3z [©© (2,7)

Taula P5. Models de regressio lineal multiple per investigar la contribucié de factors ambientals i genétics a la variabilitat d'HoloTC i

HoloTC/Cbl plasmatiques

'Els models es van ajustar per: consum d’alcohol > 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia, genotip MTRR 66GG, centre on es va realitzar el treball de camp, edat
(anys), sexe, IMC i creatinina; 2variable dependent: holotranscobalamina; variable dependent: holotranscobalamina/cobalamina; “no significatiu; °en la
rad HoloTC/Cbl en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme; écanvi en la raé HoloTC/Cbl respecte al genotip homozigot salvatge

MODEL!
HoloTC? HoloTC/Cbl*
R? (F)[N] 0,03 (2,9)[740]* 0,03 (3,1)[739]°
Coeficient B (error estandard)
Fumar > 6 cigs/dia -13,29 (6,2)° NS*

MTRR 524TT -14,49 (17,5)¢ -0,03 (0,0)*
TCII 776GG NS -0,04 (0,0)°°
TCII 776CG NS -0,03 (0,0)°°

del polimorfisme. ?p<0,01; °p<0,001; p<0,05; 9p=0,05.
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En un primer analisi dels factors associats amb la variabilitat en tHcy, els models limitats
a homes, expliquen d'un 25% a un 26% (p<0,001) de la variabilitat en tHcy. Les
variables que s’associen amb tHcy sdén les mateixes en tots els models. Cada nmol/L
d’augment en folat plasmatic, s'associa amb una reduccié mitjana en tHcy d’entre un
0,6-0,7%. La presencia del genotip MTHFR 677TT s’associa amb un augment mitja en la
concentracié de tHcy, d’entre un 22-23% respecte els altres genotips del polimorfisme.
Cada unitat d’augment d’EGOTAC i EGRAC s’associa amb augments mitjans de 13% i
16-18% en tHcy respectivament. En considerar la cobalamina plasmatica dins el model,
s’‘observa una reduccid mitjana del 2% en tHcy per cada augment de 50 pmol/L en
cobalamina. En canvi per cada augment de 10 pmol/L d'HoloTC, la reduccié mitjana és
del 0,4% (Taula P6).

Els resultats en analitzar la relacié en les dones sdn semblants, amb els models explicant
d'un 25% a un 30% (p<0,001) de la variabilitat en tHcy. Les variables que s’associen
amb tHcy també son les mateixes en tots els models. S’‘observen reduccions mitjanes del
0,4-0,5% en les concentracions de tHcy per cada unitat d’augment de folat, i augments
mitjans d’entre el 17-18% en preséncia del genotip MTHFR 677TT respecte els altres
genotips del polimorfisme. La preséncia del genotip MTRR 524TT s’associa amb una
reduccio del 8-9% en tHcy, respecte els altres genotips del polimorfisme. En considerar
la cobalamina dins el model, s’‘observa una reduccié mitjana del 3% en la concentracié
de tHcy per cada augment de 50 pmol/L en cobalamina. En canvi per cada augment de

10 pmol/L d'HoloTC la reduccié mitjana és només del 0,6% (Taula P6).
Els models dissenyats per investigar |'associacié entre la rad HoloTC/Cbl i la tHcy no

expliquen de forma significativa la variabilitat en tHcy ni en homes ni en dones i per tant

no estan resumits a la Taula P6.
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Taula P6. Models de regressid lineal multiple per investigar la contribucié dels diferents indicadors de I'estat en cobalamina a la variabilitat

de tHcy

Models Homes'?

Models Dones'?

R? (F) 0,26 (8,3) 0,26 (8,0) 0,25 (7,7)3 0,30 (10,0) 0,27 (8,7) 0,25 (7,9)3
[N] [334]° [328]° [328]° [344]° [341]° [341]°
Coeficient B (error estandard)
EGOTAC 13,09 (6,0)* 13,31 (5,8)> 12,75 (5,8)° NS> NS NS
EGRAC 17,82 (7,0)0* 15,72 (6,8)° 16,18 (6,8)° NS NS NS
MTRR 524TT NS NS NS -7,78 (4,1)%®  -8,79 (4,2)° -8,33 (4,2)°
MTHFR 677TT 22,75 (3,5)° 22,26 (3,4 22,88(3,4)? | 16,88 (3,5)* 18,18 (3,6)> 18,06 (3,6)°

Folat (nmol/L)
Increment de 50 pmol/L en Cbl

Increment de 10 pmol/L en
HoloTC

-0,70 (0,0)*
-1,69 (0,0)*

-0,60 (0,0)°

-0,40 (0,0)°

-0,70 (0,0)°

-0,50 (0,0)°
-2,66 (0,0)°

-0,40 (0,0)°

-0,60 (0,0)°

-0,50 (0,0)°

variable dependent en cada model: homocisteina plasmatica total; *tots els models es van ajustar per: consum d’‘alcohol > 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia,
fumar = 6 cigs/dia, genotip TCII 776GG, genotip TCII 776CG, genotip MTRR 66GG, folat plasmatic, centre on es va realitzar el treball de camp, edat
(anys), IMC i creatinina; 3ajustat per la raé HoloTC/Cbl; %% de canvi mitjd en tHcy per cada unitat d’augment en la variable independent; °no
significatiu; ®% de canvi mitja en tHcy en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme; 2p<0,001; °p<0,05; °p<0,01.
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Els models dissenyats per investigar els factors associats amb la variabilitat en
cobalamina plasmatica i HoloTC, no I’'expliquen de forma significativa en les dones d’edat
fertil (48-44 anys). El model dissenyat per investigar els factors associats amb la rao
HoloTC/Cbl, explica el 6% (p<0,05) de la seva variabilitat. La variable dependent del
model és la raé HoloTC/Cbl i es va ajustar per el consum d’alcohol = 30 g/dia, fumar
1-5 cigs/dia, fumar = 6 cigs/dia, la perséncia del genotip MTRR 524TT i MTRR 66GG el
centre on es va realitzar el treball de camp, I'IMC i la creatinina. S’observa que els
genotips 776GG i 776CG del gen TCII, s'associen amb reduccions mitjanes de 0,06 i

0,04 unitats en al rad HoloTC/Cbl, respecte al genotip salvatge respectivament.

En analitzar la relacié entre els diferents indicadors plasmatics d’estat en cobalamina
amb tHcy en les dones d’edat fertil, s‘'observa que els models amb cobalamina, HoloTC i
la rad HoloTC/Cbl expliquen respectivament un 27%, 26% i 24% (p<0,001) de la
variabilitat en tHcy (Taula P7).

Taula P7. Models de regressié lineal multiple per investigar la contribucié dels diferents
indicadors d’estat en cobalamina a la variabilitat de tHcy en les dones d’edat fértil

MODELS 1-3'2

R? (F) 0,27 (6,1) 0,26 (5,7) 0,24 (5,2)°
[N] [204]° [201]° [2017°

Coeficient B (error estandard)

Consum alcohol 2 30 4y 40 139y 37,03 (13,4)° 37,30 (13,7)

g/dia
MTRR 524TT -10,95 (5,2)* -12,37 (5,3)° -11,93 (5,4)°
MTHFR 677TT 21,29 (4,5)* 23,24 (4,7)° 22,63 (4,8)°
Folat (nmol/L) -0,80 (0,0)° -0,80 (0,0)° -0,80 (0,0)°
Increment de 50 _ b - -
pmol/L en Cbl 2,08 (0,0)
Increment de 10 _ -0,60 (0,0)° )

pmol/L en HoloTC

variable dependent en cada model: homocisteina plasmatica total; %tots els models es van ajustar
per: fumar 1-5 cigs/dia, fumar = 6 cigs/dia, genotip TCII 776GG, genotip TCII 776CG, genotip
MTRR 66GG, centre on es va realitzar el treball de camp, IMC, EGOTAC, EGRAC i creatinina;
3model ajustat per la rad HoloTC/Cbl; “canvi en tHcy en el genotip homozigot respecte els altres
genotips del polimorfisme. 2p<0,001; °p<0,01; °p<0,05.

Globalment els mateixos factors s’associen amb la tHcy en tots els models. El consum de
> 30 g/dia d’alcohol, s’associa amb un augment mitja en tHcy d’entre el 37-41%, i la
preséncia del genotip MTHFR 677TT entre un 21-23%, respecte els altres genotips del

polimorfisme. El genotip MTRR 524TT, s’associa amb reduccions mitjanes del 11-12% en
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tHcy respecte els altres genotips del polimorfisme, i cada augment d’1l nmol/L en folat
plasmatic, amb una disminucié mitjana del 0,8% en tHcy. En considerar la cobalamina
plasmatica dins el model, s’‘observa una reduccié mitjana en tHcy del 2% per cada
augment de 50 pmol/L en cobalamina. En canvi per cada augment de 10 pmol/L

d'HoloTC plasmatica, la reduccié mitjana en tHcy és del 0,6% (Taula P7).

Els models dissenyats per investigar els factors associats amb la variabilitat en la
cobalamina, I'HoloTC plasmatica i la raé HoloTC/Cbl, no I'expliquen de forma significativa
en la gent gran (60-75 anys). En canvi, els models dissenyats per investigar la relacié
entre els diferents indicadors plasmatics d’estat en cobalamina amb la variabilitat en
tHcy, expliquen el 30% per cobalamina, 28% per HoloTC i 30% (p<0,05) per la rad
HoloTC/Cbl en homes, i el 42% (p<0,001) per cobalamina, 29% (p<0,01) per HoloTC i
27% (p<0,01) per la raé HoloTC/Cbl en dones. Fumar > 6 cigarretes/dia, s’associa amb
un augment mitja en tHcy d’entre el 34-36% en homes, entre tots els models. Tan sols
en dones, el genotip MTHFR 677TT s’associa amb un augment mitja en tHcy del 30-38%,
respecte els altres genotips, entre tots els models i s’observa una reduccié mitjana del

5% en tHcy, per cada augment de 50 pmol/L en cobalamina plasmatica (Taula P8).

Per tal d’investigar si el baix estat en cobalamina és més perjudicial a nivell metabolic en
presencia d’un elevat estat en folats, es van investigar les relacions entre els indicadors
d’estat en cobalamina i en folats amb tHcy, segons diferents combinacions d’estat en
cobalamina i folats. Els models de regressid lineal multiple dissenyats estan resumits a la
Taula P9. Es van dissenyar 3 models per la combinacié de baix estat en cobalamina
(cobalamina plasmatica < 299 pmol/L) i baix-normal estat en folats (folat plasmatic
< 17,9 nmol/L), per tal d'investigar les relacions entre cobalamina, HoloTC i la rad
HoloTC/Cbl plasmatica amb tHcy. També es van dissenyar els mateixos 3 models per la
combinacié de baix estat en cobalamina (cobalamina plasmatica < 299 pmol/L) i elevat
estat en folats (folat plasmatic = 17,9 nmol/L). Els models investigats en el primer grup
expliquen el 44%, 41% i 39% (p<0,001) de la variabilitat en tHcy per els models que
inclouen la cobalamina, I'HoloTC i la rad HoloTC/Cbl plasmatica, com a variables
independents, respectivament. El model dissenyat per investigar la relacid entre
cobalamina plasmatica i tHcy, en els participants amb la combinacié de baix estat en
cobalamina i elevat estat en folats, no explica significativament la variabilitat en tHcy per
aquest grup, i per tant no esta resumit a la Taula P9. Els models que inclouen a I'HoloTC
i a la rad HoloTC/Cbl plasmatica com a variables independents, expliquen el 40% i 47%

(p<0,05) de la variabilitat en tHcy respectivament.
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El genotip MTHFR 677TT s’associa amb augments mitjans d’entre el 25-26% de tHcy,
respecte els altres genotips del polimorfisme, en tots els models del grup amb la
combinacié de baix estat en cobalamina i estat baix-normal en folats; en la preséncia
d’elevat estat en folats, s’associa amb augments mitjans d’aproximadament el 55% i
50%, en els models que investiguen la relacié entre I'HoloTC i la radé HoloTC/Cbl
plasmatica i tHcy, respectivament. Augmentar 1 nmol/L de folat plasmatic, s’associa amb
una reduccié mitjana del 2% en tHcy, en tots els models del grup amb la combinacié de
baix estat en cobalamina i baix-normal estat en folats; en canvi, el mateix augment en
els models amb la combinacié de baix estat en cobalamina i elevat estat en folats,

s’associa amb un augment mitja de tHcy del 2%.

En considerar la cobalamina plasmatica dins el model de baix estat en cobalamina i baix-
normal estat en folats, s‘observa una reduccié mitjana del 8% per cada augment de
50 pmol/L en cobalamina plasmatica. En analitzar la relacié entre HoloTC i tHcy segons
les combinacions de baix estat en cobalamina, amb baix-normal estat en folats i elevat
estat en folats, s’‘observen reduccions mitjanes per cada augment de 10 pmol/L
d’HoloTC, del 2% i 5% en tHcy respectivament. En considerar I'HoloTC dins el model de
baix estat en cobalamina i baix-normal estat en folats, cada unitat d’augment d’'EGRAC
s’associa amb un augment mitja del 19% en tHcy i, del 20% en considerar la rad
HoloTC/Cbl dins el model. L'associacié entre la raé HoloTC/Cbl i la tHcy pero, no és
significativa en el model de baix estat en cobalamina i baix-normal estat en folats. No
obstant, en el model amb baix estat en cobalamina i elevat estat en folats, I'augment

d’1 unitat en la raé HoloTC/Cbl s’associa amb una reducciéo mitjana del 79% en tHcy.
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Taula P8. Models de regressio lineal multiple per investigar la contribucié dels diferents indicadors de I'estat en cobalamina a la variabilitat
de tHcy en la gent gran

Models Homes''%3 Models Dones'?
R? (F) 0,30 (2,9) 0,28 (2,3) 0,30 (2,4) 0,42 (5,9) 0,29 (2,8) 0,27 (2,7)
[N] [51]° [51]° [51]° [55]° [55]° [55]°
Coeficient B (error estandard)
Fumar > 6 cigs/dia 34,18 (12,9)* 33,91 (13,1)* 36,21 (13,0)° - - -
MTHFR 677TT NS* NS NS 29,82 (10,3)*® 35,26 (11,6)° 38,40 (11,7)°
Folat (nmol/L) NS NS NS NS NS NS
Increment de 50 pmol/L en Cbl NS - - -4,78 (0,0)¢ - -
Increment de 10 pmol/L en
HoloTC - NS ] ] NS -
HoloTC/Cbl - - NS - - NS

variable dependent en cada model: homocisteina plasmatica total; 2tots els models es van ajustar per: genotip MTRR 524TT, genotip TCII 776GG,
genotip TCII 776CG, genotip MTRR 66GG, centre on es va realitzar el treball de camp, IMC, EGOTAC, EGRAC i creatinina; 3ajustat per: consum d’alcohol

> 30 g/dia, fumar 1-5 cigs/dia; “no significatiu; >canvi en tHcy en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme. 2p<0,05; °p<0,001;
C
p<0,01.
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Taula P9. Models de regressid lineal multiple per investigar la contribucié dels diferents indicadors d’estat en cobalamina a la variabilitat
de tHcy segons la combinaci6 d’estat en cobalamina i estat en folats indicada

Models baix estat en cobalamina i baix-
normal estat en folats'?3

Models baix estat en
cobalamina i elevat estat en

folats'>*
R? (F) 0,44 (9,9) 0,41 (8,9) 0,39 (8,3) 0,40 (2,5) 0,47 (3,0)
[N] [185]° [1827° [1827° [34]° [341°
Coeficient B (error estandard)
EGRAC NS® 18,53 (7,9)° 20,32 (8,0)° NS NS
MTHFR 677TT 25,86 (4,7)% 24,61 (4,6)° 24,48 (4,7)° | 54,65 (18,8)° 49,93 (17,2)°

Folats (nmol/L)
Increment de 50 pmol/L en Cbl

Increment de 10 pmol/L en
HoloTC

HoloTC/Cbl

-1,98 (0,0)* -1,49 (0,0)° -1,69 (0,0)°

-7,87 (2,1)° - -

- -1,88 (0,0)° -

NS

1,61 (0,0)° 1,71 (0,0)°

-4,78 (0,0)° -

- -79,42 (71,6)°

variable dependent en cada model: homocisteina plasmatica total; %tots els models es van ajustar per: consum d’alcohol > 30 g/dia, fumar > 6 cigs/dia,
genotip MTRR 524TT, genotip TCII 776GG, genotip TCII 776CG, centre on es va realitzar el treball de camp, edat (anys), sexe, IMC, EGOTAC i
creatinina; 3combinacié de cobalamina plasmatica < 299 pmol/L i de folat plasmatic < 17,9 nmol/L ajustada per: fumar 1-5 cigs/dia; *“combinacié de
cobalamina plasmatica < 299 pmol/L i de folat plasmatic = 17,9 nmol/L; °no significatiu; ®canvi en tHcy en el genotip homozigot respecte els altres
genotips del polimorfisme. 2p<0,001; °p<0,05; °p<0,01.
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DISCUSSIO DE L'ESTUDI POBLACIONAL

El consum de tabac observat a la nostra poblacid reflexa el comportament a
Catalunya®®®. Tot i que les dades dels registres catalans no tenen la mateixa estratificacié
per edats que en |'estudi de la nostra poblacid, el percentatge més elevat de fumadors,
45%, es dona entre els individus de 15-44 anys. En la nostra poblacid, el percentatge
més elevat de fumadors, 46%, es dona en els individus entre 18-44 anys. Per altra
banda, seguint amb els habits toxics, el nombre d’individus amb consum d’alcohol
> 30 g/dia trobat en la nostra poblacid, 12%, s’aproxima al 15% de les dades

espanyoles®®’,

Com a grup, la gent gran té el millor estat en folats i els adults joves el pitjor. El grup de
18-44 anys inclou les dones d’edat fertil. Aquest fet és important pel risc d’embarassos
afectats per I'aportacio insuficient de folats, per cobrir les necessitats de les gestants i pel
desenvolupament correcte dels fetus. En la nostra poblacié s’observa que l'estat en
cobalamina plasmatica és menor respecte el grup de 45-59 anys, en els adults joves i la
gent gran. En la gent gran és on s’observa un major percentatge de deficients tant en
cobalamina com en HoloTC, pero en considerar les concentracions plasmatiques globals,
no s‘observen diferéncies respecte el grup de 18-44 anys. L’estat nutricional de la gent
gran podria estar esbiaixat si la gent més sana, d’aquest sector de la poblacid, és la que
ha participat en I'estudi. Tot i tenir un estat plasmatic global semblant a la gent jove, la
major prevalenca de deficiéncia, podria ser conseqliéncia de la disminucié en l'absorcid
de la cobalamina, fet comu en la gent gran®3®. Tot i tenir el millor estat en folats, el grup
de la gent gran és el que té la mitjana més elevada de tHcy, fet relacionat amb
I'envelliment. En I'estudi SENECA®®® de 1072 individus, de 80-85 anys, fet en diferents
paisos europeus on es van comparar les concentracions de tHcy, cobalamina i folats
plasmatics, amb els obtinguts 10 anys abans en els mateixos individus, |'Unic
biomarcador que va mostrar diferéncies significatives a causa del procés d’envelliment,
va ser la tHcy, que va augmentar en 1,39 pmol/L. No obstant, en el nostre estudi, tot i la
falta de diferéncia entre I'estat en cobalamina global entre la gent gran i els adults joves,
s’observa que la cobalamina plasmatica és un factor determinant en la regulacié de tHcy

en les dones grans .

El pitjor estat en folats present en el grup que inclou les dones d’edat fertil, i la

prevalenca de més deficiencia en cobalamina en la gent gran, observat en el nostre

9

estudi, corrobora els resultats d’'un altre estudi fet també a Catalunya®®. Per poder

comparar les determinacions de folat plasmatic, fet amb RIA, d’aquest estudi amb els de
la nostra poblacid, fet amb assaig microbiologic, es va aplicar el factor de correccié

2670

determinat per Fazili i els seus col-laboradors, en un estudi on es comparaven
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agquestes dues técniques. Les concentracions seriques de folat < 11 nmol/L, en l'estudi
fet en el global de Catalunya, es van trobar en un 3,2% dels individus de 18-34 anys,
respecte un 1,9% dels individus de 65-75 anys. Les concentracions seriques de
cobalamina < 148 pmol/L es van presentar en un 0,8% dels individus de 18-34 anys, i
en el 3,8% dels de 65-75 anys. Els menors percentatges de gent deficient respecte el
nostre estudi, podrien ser conseqiiéncia de que en l'estudi fet a Catalunya, no es van
excloure els individus que prenien suplements vitaminics, i pel possible biaix
consequéncia de que l'extraccié sanguinia no era un requisit per participar. Aquest fet
també explicaria les majors concentracions plasmatiques trobades respecte I'estudi de la
nostra poblacido tant en folats, amb mitjanes de 27,3 nmol/L en els individus de
18-49 anys, 31,2 nmol/L en els de 50-64 anys, i 31,7 nmol/L en els de 65-75 anys, com
en cobalamina, amb mitjanes de 452 pmol/L en els individus de 18-49 anys, 462 pmol/L

en els de 50-64 anys i 535 pmol/L en els de 65-75 anys.

La prevalenca de més deficieéncia en cobalamina en la gent gran i pitjor estat en folats en
grups on s’‘inclouen les dones d’edat fertil, també s’ha trobat a nivell europeu. En el

Hordaland Homocysteine Study®’!

realitzat a Noruega amb una submostra de
4800 individus de 46 a 49 anys, i 4300 individus de 70-74 anys, es va observar que les
concentracions de cobalamina plasmatica < 230 pmol/L eren majors en els individus de
70-74 anys, 58%, respecte els individus de 46-49 anys, 42%. El major percentatge
d'individus amb folat plasmatic < 8,5 nmol/L es va donar en el grup de dones de
46-49 anys, 28%, respecte el 24% present en les dones de 70-74 anys i, del 25% i 23%,
corresponent als homes de 46-49 anys i els de 70-74 anys respectivament. El 30% dels

individus van prendre multivitaminics.

En l'estudi Framingham?®7 realitzat als EUA i on es van estudiar 348 dones i 200 homes
d’edats entre els 67-96 anys, el 5,3% dels individus van presentar concentracions
seériques de cobalamina < 148 pmol/L, davant el 3,1% en la gent gran del nostre estudi, i
un 2,9%, concentracions seériques de folat < 5,9 nmol/L, respecte el 7% del nostre
estudi. El fet que en la nostra poblacié la gent gran tingui < 75 anys respecte els
< 96 anys de l'estudi america, podria explicar la menor prevalenca de deficiéncia en
cobalamina en la nostra poblacid.

Diferents estudis!®4301

proposen I’'HoloTC com a millor marcador de deficiéncia respecte a
la cobalamina. En la nostra poblacio, el fet que en la gent gran la deficiéncia en
cobalamina plasmatica, representi un 3% respecte el 6% en la deficiencia en HoloTC,
podria recolzar I'HoloTC com a millor indicador, perd en analitzar les deficiéncies

marginals s’observa que el major nombre d’individus s’aconsegueix amb la combinacid
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dels dos biomarcadors. Aixi I'HoloTC podria tenir una funci6 de complement amb la
cobalamina, per tal de detectar casos de deficiéncia o que estan en risc d’acabar sent
deficients. Es un tema perd en controvérsia. En un estudi fet al Regne Unit**® realitzat
amb individus d’entre 65-74 anys, no es va observar diferéncia en la deteccié de
deficients entre cobalamina i HoloTC, amb un 15% d’individus amb concentracié sérica
de cobalamina < 150 pmol/L i, un 15 % d’individus amb concentracié sérica d’HoloTC
< 30 pmol/L.

3 amb 1789 individus amb una mediana d’edat de

En un estudi realitzat a California*®
70 anys, les medianes de les concentracions plasmatiques de cobalamina, HoloTC i tHcy,
307 pmol/L, 79,8 pmol/L i 9,8 pymol/L respectivament, sén gairebé iguals en I'HoloTC,
80 pmol/L i tHcy 10,8 umol/L, dels individus de 60-65 anys de la nostra poblacié. En un
altre estudi realitzat Espanya, la poblaciéo de 80-85 anys, presentava concentracions de

tHcy de 10-12 pmol/L®®8,

Dins d’Europa s’han trobat diferéncies tant en estat en folats com en cobalamina, amb un
gradient nord-sud, amb majors concentracions al sud respecte al nord i est d’Europa®®®.
Pero els estudis fets en diferents regions d’Espanya també mostren variabilitat. En la

primera fase de I'estudi SENECA®72

, amb una poblacié de 70-75 anys, la mitjana de folat
seric va oscil-lar en els diferents paisos europeus entre 12,7-22,4 nmol/L, corresponent a
Espanya la mitjana de 16,1 nmol/L. En la cobalamina sérica, la mitjana va oscil-lar entre
212-378 pmol/L, sent la concentracio més elevada l'observada a Espanya. Dels
177 individus espanyols analitzats, només 2 van declarar prendre suplements, un
individu suplements amb ferro i I'altre amb calci. En un estudi fet a Andalusia®”® amb
384 individus aparentment sans, on es van excloure les gestants i les mares en lactancia,
i on el 3,2% prenien suplements multivitaminics, es van observar mitjanes de
cobalamina plasmatica molt semblants a I’'estudi de la nostra poblacié, amb 355 pmol/L
entre els individus de 25-49 anys i de 364 pmol/L en el grup de 50-60 anys. Les mitjanes
de folat plasmatic perd, son majors en I'estudi andallds. La mitjana tant en els individus
de 25-49 anys, com en els de 50-60 anys, és del voltant de 15 nmol/L, corresponent al
grup de la gent gran de la nostra poblacié. En un altre estudi realitzat a les illes
Canaries®”*, on no es van excloure els individus que es suplementaven i on les
extraccions sanguinies eren opcionals, les mitjanes de folat séric sén fins i tot més
elevades, amb concentracions de 17,9 nmol/L en els individus de 18-49 anys, i a partir
d’aquesta edat mitjanes de 20 nmol/L. En les dades canaries, les mitjanes de cobalamina
sérica son semblants a les de la nostra poblacid, amb 371 pmol/L en els individus de
18-49 anys, i 385 pmol/L en els de 50-64 anys. No obstant,en el grup de gent gran, la

mitjana de la nostra poblacié és major a la de 313 pmol/L de cobalamina de l'estudi
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canari. En aquest grup d’edat és on l'estudi canari troba un major percentatge de

deficients en cobalamina (< 148 pmol/L), que en els homes arriba a ser de fins I'11%.

La rad HoloTC/Cbl, no varia entre els diferents grups d’edat i manté de forma global la
diferéncia interindividual entre el 23-35%, trobada en un estudi fet a Noruega'®® amb
500 individus sans, de 18-69 anys, donants de sang. La rad HoloTC/Cbl mostra quina
part de la cobalamina total esta disponible als teixits. Una reduccid en el seu percentatge
indicaria que una part de la cobalamina que s’havia d’unir a la TCII, passa a unir-se a
I'HC i deixa d’estar disponible a nivell cel-lular. En considerar la concentracié plasmatica
global de la cobalamina, aquest fet podria no detectar-se a causa de que la quantitat

total plasmatica de cobalamina present, és la mateixa.

L'associacio negativa entre la presencia del polimorfisme TCII 776C>G tant en el genotip
homozigot mutant, com heterozigot i la radé HoloTC/Cbl, observada en la nostra poblacio,
indicaria que menys cobalamina pot unir-se a la TCII. Estudis previs han proposat que el
polimorfisme s’associa, a una menor afinitat de la TCII per la cobalamina®?!, o bé, amb

420,422 | 5 preséncia del genotip

una menor afinitat de la TCII pel seu receptor
MTRR 524TT també s’associa negativament a la rad HoloTC/Cbl, indicant una reducci6 de
I'HoloTC respecte a la cobalamina total en la preséncia del genotip. Aquesta mutacié
relacionada amb una disminucié de l'activitat de la MS°37, s’associa a un augment en
tHcy. Aquest podria ser conseqiéncia a la disminucié de la cobalamina disponible als

teixits.

Diferents estudis tant Europeus com realitzats a Espanya, observen unes freqléncies
genotipiques semblants a les presents en la nostra poblacié. En un estudi®”’® fet a
716 individus d’entre 18-66 anys, es va observar una freqiéncia espanyola del genotip
MTHFR 677TT del 16%, respecte el 18% trobat en la nostra poblacié. En relacié al
gradient decreixent sud-nord trobat a Europa en les freqluéncies del genotip
MTHFR 677TT®%’®, s’observa que la freqiiéncia en la nostra poblacié és intermitja a la
trobada en l'analisi d’aquest polimorfisme a Franca, amb un 15% d’individus amb genotip
MTHFR 677TT i a Italia amb un 20%. Estudis fets a Noruega**’, amb 10601 individus

420

d’entre 50-64 anys, a Holanda®“" amb 601 individus amb una mitjana d’edat de 51 anys,

i a Irlanda*3®

amb 625 dones amb una mitjana d’edat de 26 anys, han trobat igual que
en la nostra poblacié, un 20% d’individus amb el genotip TCII 776GG. En relacié al
genotip MTRR 524TT, en un estudi fet a Irlanda®** amb 325 dones, es va trobar una

1 amb 16 homes

freqliéncia del 15%, davant un 14% present en un estudi francés®*
analitzats. En la nostra poblacié la freqléencia és d'un 13% d‘individus amb genotip

MTRR 524TT. La freqgiiéncia del genotip MTRR 66GG és del 27% en un estudi®®® fet a
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Poldnia amb 262 individus, i del 29% en un estudi®*?

amb 264 dones amb una mitjana
d’edat de 51 anys, fet als Paisos Baixos. Aquestes freqiiencies sén properes al 24%

d’'individus amb genotip MTRR 66GG, present en la nostra poblacid.

S’ha observat que |'estat en cobalamina és inferior en els individus que fumen de forma
habitual respecte els que no han fumat mai®’’. Relacionat amb aquest fet, en la nostra
poblaci6 el consum de = 6 cigarretes/dia s’associa a una disminucid de les
concentracions d’HoloTC. També cal considerar que s’ha associat I'habit de fumar amb un
estil de vida menys saludable i amb una dieta menys equilibrada, aixi el fet de fumar
podria estar relacionat amb un menor consum de cobalamina, que explicaria les

concentracions menys elevades.

A part d’'analitzar els diferents factors que poden influir en els indicadors directes de
I’'estat en cobalamina en la poblacié global, també es va investigar si aquests factors es
relacionen amb un indicador funcional com és la tHcy. L'estat en cobalamina, HoloTC i
folats, s’associa negativament a la tHcy, tant en considerar la poblacié de forma global,
com en considerar només les dones d’edat fertil. En la gent gran només s’observa la
relacié inversa entre cobalamina plasmatica i tHcy en les dones. La falta d’associacions
observades en altres estrats de la mateixa poblacié, pot ser conseqlieéncia de la falta de

poténcia estadistica per el nombre reduit de participants en aquests grups d’edat.

La preséncia de l'al-lel 677T disminueix |'activitat de I’enzim MTHFR que pot resultar en

4 a més, fins i tot amb un bon estat en folats la disminucié de

un augment de tHcy*’
I'activitat enzimatica produida per el genotip MTHFR 677TT, podria fer necessaria una
major concentracié de folats per compensar el defecte enzimatic*’®. En la nostra poblacié
la preséncia del genotip MTHFR 677TT s’associa amb un augment de les concentracions
de tHcy del 17-18% en els dones i, del 22-23% en els homes. En analitzar per separat
les dones d’edat fértil, s’observa com aquest augment arriba als percentatges presents
en els homes de la poblacié. La relacié entre el genotip i la tHcy es manté en les dones
grans. No obstant, en els homes de 60-75 anys es perd. Aquesta inconsisténcia es podria
explicar per falta de poténcia estadistica, perd també pel fet que l'associacié inversa
entre la concentracié de tHcy i la preséncia del genotip MTHFR 677TT, s'accentua en
preséncia d’un baix estat en folats*®**%7>, En la nostra poblacié la gent gran és la que
presenta un millor estat en folats; el percentatge més gran d‘individus deficients en folats
és el de 18-44 anys, dins dels quals hi ha les dones d’edat fertil. Una diferencia important
en els homes respecte a les dones en el grup de gent gran del nostre estudi, és la relacié
entre tabac i tHcy. El percentatge d’augment mitja en tHcy associat amb el fet de fumar

> 6 cigarretes al dia en homes, és comparable amb el que s’observa pel genotip
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MTHFR 677TT en dones. La forta relacio entre tabac i tHcy a I'analisi multivariant, podria

emmascarar la relacié MTHFR 677TT i tHcy en els homes.

Un altre factor que s’ha de considerar en l'analisi de la relaci6 MTHFR 677TT i tHcy, és
I'efecte de l'estat en riboflavina. S’ha demostrat que és el factor determinant en la
pérdua d’activitat enzimatica a causa del polimorfisme MTHFR 677C>T®%’8, Suplementar
amb acid folic, pal-lia els efectes del polimorfisme, perd suplementar amb riboflavina
corregeix la dissociacié del cofactor FAD degut al polimorfisme®”®. Tot i la relacié
comprovada entre estat en riboflavina i tHcy en homes homozigots pel

680,681,682 o se sol tenir en compte com a factor que contribueix a la

polimorfisme
regulacié de tHcy en la majoria d’estudis publicats fins a la data. En la nostra poblacid, es
van ajustar tots els models tant per I'EGRAC com per I'EGOTAC, determinacions

funcionals de l'estat en riboflavina i piridoxina respectivament.

El polimorfisme MTRR 66A>G>3? pot disminuir l'activitat de la MS, que utilitza la
cobalamina com a cofactor en la remetilacié de la Hcy. Hi ha pero discrepancies en la
seva relaci6 amb les concentracions de tHcy. En la nostra poblacié no s’ha trobat cap
associacié entre aquest polimorfisme i la tHcy. Un possible motiu podria ser que la relacié
no es detecti, en la preséncia d’un bon estat global en cobalamina i en una poblacié amb
un nombre reduit de participants amb deficiéncia en cobalamina®®® . Del mateix gen
MTRR, en analitzar el polimorfisme 524C>T, en la nostra poblacié s’observa que la
presencia del genotip MTRR 524TT, s’associa amb una disminucié de la tHcy de fins a un
9%, perd només en les dones. En considerar de forma aillada les dones d’edat fertil,
aquesta disminucié arriba fins a un 12%. Aquesta associacié no s’‘observa en les dones
de 60-75 anys. Aquestes observacions suggereixen que la reduccié en l'activitat de la MS
en preséncia del polimorfisme, no és suficient per impedir la conversid de Hcy a

metionina, en preséncia d’un bon estat global en cobalamina.

Els habits toxics de fumar i el consum d’alcohol en la nostra poblacido, no mostren
associacié amb la tHcy en la poblacié global, perd en considerar les dones d’edat fertil el
fet de consumir > 30g/dia d’alcohol, s’associa amb un augment mitja en tHcy de fins a
un 41%. L'associacio entre el consum elevat d’alcohol i I'augment en les concentracions
de tHcy, s’ha observat tant en homes com en dones®®3. Es podria atribuir I'associacié
observada en les dones de la nostra poblacio, a diferéncia dels homes, a la major
heterogeneitat en les habits de consum d’alcohol en el primer grup. Per altra banda, en
els homes grans de la nostra poblacié fumar = 6 cigarretes/dia s’associa amb un
augment mitja en tHcy de fins a un 36%. El fet que en el grup amb més consum de

tabac, 18-44 anys, en analitzar les dones d’edat fértil no s’observi associacié entre I’habit
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tabaquic i la tHcy, podria ser conseqliéncia a l'estat inferior en folats en la gent jove

respecte a la gent gran de la nostra poblacié.

Diferents estudis han comprovat que un estat baix en cobalamina s’associa de manera
més evident amb la deficiéncia en cobalamina, quan |'estat en folats és elevat?®®289, En
la nostra poblacié es va investigar la relacid entre la combinacié d’estat baix en
cobalamina (cobalamina plasmatica al tercil baix, < 299 pmol/L) i, elevat en folats (folat
plasmatic al quintil alt, = 17,9 nmol/L) amb tHcy, indicador funcional tant de I'estat en
folats com en cobalamina. Es va comparar aquest grup amb la resta de les participants
amb cobalamina plasmatica al tercil baix, perd combinat amb folat plasmatic per sota del
quintil alt. Diferents factors s’associen de forma més forta amb la variabilitat de tHcy, en
el grup amb la combinacié de baix estat en cobalamina i elevat estat en folats, respecte a
la resta dels individus amb baix estat en cobalamina. L'augment mitja en tHcy amb el
genotip MTHFR 677TT, és aproximadament el doble. La relacié inversa entre la rad
HoloTC/Cbl i tHcy, en la preséncia d’elevat estat en folats, no s‘observa en estats

inferiors en folats.

En la nostra poblacid s‘observa una associacié atipica entre folats i tHcy en els
participants amb la combinacié de baix estat en cobalamina i elevat estat en folats.
Augmentar 1 nmol/L de folat plasmatic s’associa amb un augment mitja del 2% en tHcy.
En canvi davant un mateix estat baix en cobalamina, en els individus amb estat baix-
normal en folats, |'associacié entre estat en folats i tHcy és inversa, relacidé caracteristica
entre aquests dos indicadors. Tant en l'estudi SALSA?®® com NHANES?®9, els dos
realitzats amb individus > 60 anys, exposats a la fortificaci6 amb acid folic, es va
observar que davant un mateix estat deficient en cobalamina plasmatica (< 148 pmol/L),
els individus amb elevada concentracié de folats plasmatics (> 45 nmol/L), presentaven
respecte els individus sense concentracions elevades de folats (< 45 nmol/L), majors
concentracions de tHcy. En I'estudi SALSA també es van observar menors concentracions
tant d’HoloTC com de la rad HoloTC/Cbl. En aquests dos estudis es suggereix que en les
poblacions fortificades i a més amb ingesta de suplements (en l'estudi SALSA dels
individus amb baix estat en cobalamina i elevat en folats el 29% van prendre suplements
amb acid folic), I'excés d’acid folic pot exacerbar la deficiéncia en cobalamina, reduint
I'activitat de la MS amb la conseglient acumulacié de tHcy. L'augment de 10 pmol/L
d'HoloTC, disminueix de forma més important les concentracions de tHcy en els individus
amb baix estat en cobalamina i elevat en folats, fet que pot indicar que l'estat en
cobalamina en aquests individus, és de forma global, pitjor al dels individus amb estat
baix-normal en folats. La relacié amb un pitjor estat en cobalamina, en els individus amb

baix estat en cobalamina i elevat en folats, estaria recolzat per |'observacié en la nostra
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poblacid, de l'efecte de I'augment d’una unitat en la rad HoloTC/Cbl sobre la tHcy; en els
individus amb baix estat en cobalamina i baix-normal en folats, no s’associa amb la tHcy,
perd en els individus amb elevat estat en folats, s’associa amb una disminucié de la
concentracio de tHcy del 79%. L'augment de la fraccié de la cobalamina disponible als
teixits, millora lI'estat en cobalamina en els individus amb pitjor estat, que en la nostra
poblacid, son els que a més de baixes concentracions de cobalamina presenten elevades

concentracions de folats.

La fortificacid obligatoria, es considera un dels métodes més eficacos per aconseguir fer

607,608,609, perd

arribar la quantitat recomanada d’ingesta d’acid folic a la poblacié diana
aquest fet, juntament amb la ingesta de suplements també repercuteix en l'estat en
folats de la poblacid. En la nostra poblacidé, en el grup de la gent gran, respecte els
estudis SALSA i NHANES, les concentracions de cobalamina es troben per sobre els valors
de deficiencia en cobalamina, i els de folats per sota de l'elevat estat en folats, pero
coincidim amb un pitjor estat en cobalamina associat a la combinacié d’un baix estat en
cobalamina i elevat estat en folats, respecte la preséncia només d'un baix estat en
cobalamina. Les conclusions coincidents accentuen la seva rellevancia en considerar, que

la nostra poblacid, no esta sotmesa a la fortificacio amb acid folic ni pren suplements.

Davant la possibilitat d’una fortificacid obligatoria amb acid folic, cal considerar com
podria interaccionar amb l'estat en cobalamina i quines serien les repercussions
metaboliques i per la salut. L'augment de la concentracid de folats en sectors de la
poblaci6 amb baix estat en cobalamina i amb estat suficient o bo en folats, pot
emmascarar I'empitjorament de |'estat cobalamina, en corregir I'anémia caracteristica de
la deficiéncia en cobalamina. El perill seria no detectar I'anémia i el progrés dels danys
neurologics. En I'avaluacid dels problemes de la fortificacid, diferents estudis suggereixen

621,622,623,624  nhary les millores en l'estat en

1625,626

una cofortificacié acid folic-cobalamina

cobalamina no semblen equivalents a les obtingudes amb I'estat en fola
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ANALISI ESTADISTICA I TRACTAMENT DE DADES
DE L'ESTUDI NUTCIR

Els resultats de les variables quantitatives s’expressen com a mitjana i desviacio
estandard. Les qualitatives es donen com a frequéncies absolutes i relatives
(percentatges). Les variables que no seguien una distribucié normal (tHcy i folats) van
ser transformades logaritmicament per normalitzar la seva distribucié. Les
concentracions plasmatiques dels parametres bioquimics s’expressen com a mitjana
aritmeética (cobalamina, HoloTC i MMA) o geométrica (tHcy i folats) i linterval de

confianga 95%.

Per analitzar les diferéncies entre mitjanes de mesures fetes durant I'embaras, respecte
al primer trimestre, es va realitzar |'analisi de la varianga (ANOVA) per a mesures
repetides amb correccié post-hoc Bonferroni per comparacions multiples, amb el factor
inter-subjecte, (s regular de suplements prenatals i factor intra-subjecte, temps
d’embaras. Les comparacions de mitjanes de variables entre grups (p.ex. gestants
suplementades vs. no suplementades) es van realitzar mitjancant la prova t de Student
per a dades independents. Les comparacions de les determinacions plasmatiques del
cordd vs. les de les gestants en el treball de part, es van realitzar mitjancant la prova
t de Student per a dades aparellades. Per comparar les mitjanes de variables que no
seguien una distribucié normal es va utilitzar la prova no parametrica U de Mann-
Whitney.

Suplementacio

En I'estudi NutCIR preveient un comportament no homogeni de les participants en I'Us de
suplements multivitaminics, s’ha considerat analitzar I'exposicié de I'Us de suplements,
en l'estudi sobre el comportament dels indicadors bioquimics al llarg de I'embaras. Per
I’'analisi del folat plasmatic i la tHcy s’ha considerat I'exposicié a suplements amb acid
folic. Per I'analisi de la resta dels biomarcadors plasmatics d’estat en cobalamina, s’ha

considerat |'exposicio a suplements amb cobalamina.

Per tal de classificar I'exposicié de |'Us de suplements prenatals al llarg de I'embaras, es
van analitzar les dades de les enquestes d'habits (vegeu Annex 2). A través de les
enquestes realitzades en el segon i tercer trimestre d’embaras, es preguntaven els
preparats consumits d’acid folic, ferro i els multivitaminics. Seguidament es registrava la
freqléncia i la durada del consum (vegeu Materials i Métodes apartat “"Estudi d’embaras:

Estudi NutCIR”). La freqiiéncia tenia tres opcions de resposta: cada dia, la majoria de
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dies (4-6 vegades) i alguns dies (1-3 vegades), mentre que la durada es contestava
durant els 5 primers mesos, en l'enquesta del segon trimestre i, del 6& i 7& mes en el

tercer trimestre.

Es va calcular el consum total aproximat en pg d’acid folic i CNCbl, durant els mesos 1-3 i
durant els mesos 4-7, a partir de la composicié del preparat multiplicat per la freqliéncia
d'ingesta i duracid de consum. En cada periode, si la suma de dies de consum no
arribava a 14, es considerava a la participant com a no consumidora durant el periode
pertinent. Es van classificar les participants com a consumidores regulars i no regulars,
utilitzant la mediana del consum total d’acid folic ([mediana ingesta] periode 1-3 mesos
[33600 pg], 4-7 mesos [44800 ug]) i CNCbl (periode 1-3 mesos [168 ug], 4-7 mesos
[112 pg]) derivat dels suplements.

A causa de les diferéncies entre |'Us de suplements durant els mesos 1-3 respecte a |'Gs
dels mesos 4-7, I'analisi en base al possible efecte de la suplementacid, es va realitzar

considerant els dos periodes per separat.

Per tal de controlar I'Us regular de suplements amb acid folic en els models de regressio
que investiguen la variabilitat en tHcy, es va classificar I'estat en folat de les gestants en
base al folat plasmatic. Es va considerar com estat elevat o no-elevat de folat plasmatic,
les concentracions per sobre o per sota de les medianes que corresponien amb les
setmanes 8-15 (8-12 setmanes: 33,6 nmol/L o 15 setmanes: 30,0 nmol/L) i les
setmanes 24-34 (24-27 setmanes: 25,6 nmol/L o 34 setmanes: 25,3 nmol/L)

respectivament.

Habit tabaquic

La informacid sobre I'exposicid al fum del tabac es va obtenir a través de les enquestes
sobre habits i estil de vida realitzades en el segon i tercer trimestre (vegeu Annex 2). Es
van recollir dades sobre I'exposicié al tabac en els ultims 5 anys. Es va preguntar la
freqliencia de consum de cigarretes en el moment actual, amb quatre opcions de
resposta: 0, de 1 a 5, de 6 a 10, o més de 10 cigarretes/dia. Amb les mateixes opcions
de resposta es preguntava si les gestants havien fumat durant els dotze mesos abans de
I'’embaras. Finalment hi havia una qglestié sobre si s’havia deixat |I'habit de fumar durant
I'embaras, on les respostes a escollir eren: durat el primer, segon o tercer trimestre. La
informacié es va corroborar amb les determinacions de cotinina plasmatica (= 10 ng/mL
indica consum recent). La classificacié entre fumadores i no fumadores es va considerar

en dos periodes per separat. Fumadores durant el primer trimestre: gestants que havien
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respos afirmativament sobre el consum de tabac, a I'enquesta d’habits i estil de vida del
segon trimestre, o bé, que presentaven a les 8-12 setmanes de gestacid una
concentracié plasmatica de cotinina > 10 ng/mL. Fumadores al llarg de I'embaras:
gestants que havien respds afirmativament sobre el consum de tabac, a l'enquesta
d'habits i estil de vida del tercer trimestre, o bé que presentaven a les 24-27 setmanes o

en el cordd una concentracié plasmatica de cotinina > 10 ng/mL.

Es van dissenyar models d’'analisis de regressio lineal multiple, per investigar els factors
predictius dels canvis en els diferents indicadors bioquimics d’estat en cobalamina al llarg
de I'embaras. En el treball de part el nombre de gestants no era suficientment gran per
poder veure possibles efectes dels diferents factors sobre les concentracions dels
marcadors bioquimics, aixi a causa de la falta de poténcia estadistica, es va realitzar el
mateix analisi perd considerant com a ultim punt de I'embaras les 34 setmanes de
gestacié. Es va dissenyar un model per cada indicador amb el percentatge de canvi entre
el primer trimestre i les 34 setmanes de gestacid com a variable dependent. Els models
amb variable dependent cobalamina, HoloTC plasmatica i la rad HoloTC/Cbl, es van
ajustar per la preséncia del genotip MTRR 66GG en les gestants, la suplementacid regular
amb cobalamina durant els mesos 4-7, I'inici de la gestacio al tercil baix de cobalamina,
fumar durant tot l'embaras, I'edat gestacional (dies) a l'extraccié corresponent a les
34 setmanes, el percentil de pes del nounat i la creatinina plasmatica a les 34 setmanes.
Es van dissenyar dos models on la variable dependent era el MMA plasmatic, els dos es
van ajustar per la preséncia del genotip MTRR 66GG en les gestants, I'inici de la gestacio
al tercil baix de cobalamina i un model per la cobalamina plasmatica (50 pmol/L) a les
34 setmanes i 'altre per I'HoloTC (10 pmol/L). També es van dissenyar dos models on la
variable dependent era la tHcy plasmatica i es van ajustar per les mateixes variables que
els models amb el MMA plasmatic, pero afegint la preséncia del genotip MTHFR 677TT en

les gestants.

Per investigar els factors predictius de la variacié de la tHcy al llarg de I'embaras i al
cordd, es van dissenyar dos models d’analisi de regressid lineal multiple amb la tHcy com
a variable dependent i, com a variables independents, la preséncia del genotip
MTRR 66GG i MTHFR 677TT en les gestants, la suplementacié regular amb acid folic
(durant el primer trimestre per les extraccions 1 i 2, durant els mesos 4-7 per la resta
d’extraccions), |I'edat de la gestant al part, I'IMC a la primer visita prenatal, consum de
café™ no descafeinat durant tot I'embaras, fumar (al 1r trimestre, per les 8-12 i
15 setmanes, tot I'embaras per les 24-27, 34 setmanes i al part), edat gestacional (dies)

a 'extraccid corresponent i creatinina a I’extraccié corresponent. La diferéncia entre els
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dos models és que un es va ajustar per la cobalamina plasmatica (50 pmol/L) a
I’extraccié corresponent i l'altre per I'HoloTC (10 pmol/L). Per analitzar |'efecte dels
polimorfismes MTRR 524C>T i TCII 776C>G sobre les concentracions de tHcy, en un baix
estat en cobalamina, limitant I'analisi a les gestants que van comengar I'embaras al tercil
baix de cobalamina plasmatica, es van realitzar els mateixos models amb la variable
dependent tHcy, perd afegint a les variables independents els genotips MTRR 524TT i
TCII 776GG.

(™ME| consum de café es va considerar com a variable independent ja que s’ha associat

amb un augment de les concentracions de tHcy®®4.

Per investigar els factors que poden influir en la variaci6 de MMA plasmatic al llarg de
I'’embaras i al cordd, es van dissenyar dos models d’analisi de regressio lineal multiple,
on la variable dependent era el MMA i les variables independents, la preséncia del
genotip MTRR 66GG en les gestants, I'edat de la gestant al part, I'IMC a la primer visita
prenatal, fumar (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes, tot I'embaras per les 24-27,
34 setmanes i al part), I'edat gestacional (dies) a I’extraccié corresponent, la creatinina a
I’extraccié corresponent i la cobalamina plasmatica (50 pmol/L) o I'HoloTC (10 pmol/L) a
I'extraccié corresponent. Per analitzar I'associaci6 entre els polimorfismes MTRR 524C>T i
TCII 776C>G i el MMA plasmatic en gestants amb un baix estat en cobalamina, es va
limitar I'analisi a les gestants que van comengar |I'embaras al tercil baix de cobalamina
plasmatica. Es van realitzar els mateixos models amb la variable dependent MMA, perod
afegint a les variables independents els genotips MTRR 524TT i TCII 776GG.

Diferents models de regressio lineal multiple es van utilitzar per investigar els factors que
contribuien a la variacié dels indicadors bioquimics de cobalamina, al plasma del cordé.
Es va dissenyar un model per cada indicador bioquimic. Per decidir per quins genotips
s’havia d’ajustar en els diferents models, es va comparar primer com variaven els
diferents indicadors bioquimics entre els diferents genotips del cordé (mitjancant proves
t de Student). Es van trobar diferéncies entre els homozigots mutants i la resta de
variants en el polimorfisme MTHFR 677C>T per la tHcy i en el MTR 2756 C>G per
I'HoloTC. Es van crear models diferents amb les variables dependents cobalamina
plasmatica, HoloTC i MMA i amb les variables independents, presencia del genotip
MTR 2756GG en el cordd, inici de I'embaras al tercil baix de cobalamina, suplementacio
regular amb cobalamina als mesos 4-7, fumar durant tot I'embaras, edat gestacional
(dies) a l'extraccié corresponent al part, pes al naixement i creatinina al cordd. En el
model amb variable dependent tHcy, es va ajustar també per el genotip MTHFR 677TT

del cordo.
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Complicacions de I'embaras

Es van investigar mitjangant regressions logistiques multiples, quines variables podien
ser factors de risc [odds ratio (OR)] per creixement intrauteri retardat, hipertensié
gestacional i diabetis gestacional. En tenir només 8 casos de preeclampsia i 15 parts
prematurs espontanis, aquestes dues complicacions no es van poder analitzar per falta
de potencia estadistica. En els avortaments, I'analisi no es va poder realitzar perque en la
majoria de casos només es disposa dels parametres bioquimics, ja que les gestacions no
arribaven a les 20 setmanes, moment en el que es realitzava la primera enquesta per tal

d’obtenir informacid sobre els habits i estil de vida.

Els models de regressid logistica multiple per calcular el risc d’aquestes complicacions de
I'’embaras, es van ajustar per la preséncia dels genotips TCII 776GG, MTHFR 677TT,
MTRR 524TT i MTRR 66GG en les gestants, l'inici de I'embaras al tercil baix de
cobalamina, I'estat socioeconomic **), i la suplementacié regular al primer trimestre amb
acid folic i dels 4-7 mesos amb cobalamina, |'edat de la gestant al part, I'IMC a la primera
visita prenatal, I'anémia (hemoglobina sérica < 11 g/dL) a partir de les 34 setmanes

gestacionals, fumar durant tot I'embaras i la creatinina a les 34 setmanes.

(*")_'estat socioecondmic es va analitzar com a possible predictor de les diferents
complicacions ja que tant els nivells alts d’educacié, com elevats ingressos familiars s’han

associat a la disminucié del risc de malformacions congénites®®>,

El model d’'analisi del risc de diabetis gestacional no va resultar significatiu (p>0,05) i, en
el risc de la hipertensid gestacional tot i ser significatiu (p<0,05), cap factor relacional

amb la cobalamina explicava el model.

Gestants amb baix estat en cobalamina

Es van dissenyar models de regressio logistica multiple per tal d’investigar els factors de
risc [odds ratio (OR)] per iniciar i/o acabar I'embaras al tercil baix de cobalamina, al tercil
baix d’'HoloTC, al tercil alt de MMA i amb deficiencia marginal de cobalamina o HoloTC. Es
va considerar com a deficiéncia marginal, a principis d’embaras, la cobalamina
plasmatica < 220 pmol/L??® o I'HoloTC < 35 pmol/L'*%. A partir del percentatge mitja de
disminucié de la cobalamina i I'HoloTC plasmatica, des de la preconcepcié al treball de
part, en un estudi previ longitudinal en la mateixa poblaci43°®, es va considerar com a
deficiencia marginal, a finals d’embaras, concentracions plasmatiques de cobalamina
< 169 pmol/L o d'HoloTC < 22 pmol/L.
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Els models dissenyats per investigar el risc de comencar I'embaras al tercil baix de
cobalamina, al tercil baix d’HoloTC i amb deficiencia marginal de cobalamina o HoloTC,
van incloure els genotips TCII 776GG, MTRR 524TT, MTRR 66GG en les gestants, la
suplementacio regular al primer trimestre amb acid folic, I’'estat socioecondomic, I'edat de
la gestant al part, I'IMC a la primera visita prenatal, I'anémia (hemoglobina < 11 g/dL) al
primer trimestre, fumar durant el primer trimestre, esmorzar cereals durant tot

I'embaras i la planificacié de I'embaras.

Els models dissenyats per investigar el risc d’acabar l'embaras al tercil baix de
cobalamina, al tercil baix d’HoloTC i amb deficiencia marginal de cobalamina o HoloTC, es
van incloure els genotips TCII 776GG, MTRR 524TT, MTRR 66GG en les gestants, la
suplementaciéo regular al primer trimestre amb acid folic i dels 4-7 mesos amb
cobalamina, l'estat socioeconomic, I'edat de la gestant al part, I'IMC a la primera visita
prenatal, I'anemia (hemoglobina < 11 g/dL) a partir de les 34 setmanes, fumar durant
tot I'embaras i la creatinina al part. El model de risc d’acabar I'embaras al tercil baix de
cobalamina també inclou linici de I'embaras al tercil baix de cobalamina, el de risc
d’acabar al tercil baix d’HoloTC, l'inici de I'embaras al tercil baix d'HoloTC i el model
d’acabar amb deficiéncia marginal de cobalamina o HoloTC, l'inici de I'embaras amb

deficiencia marginal de cobalamina o HoloTC.

Es van dissenyar dos models per I'analisi del risc de comengar I'embaras al tercil alt de
MMA. Els dos van incloure els genotips TCII 776GG, MTRR 524TT i MTRR 66GG en les
gestants, la suplementacid regular al primer trimestre amb acid folic, I'estat
socioeconomic, I'edat de la gestant al part, I'IMC a la primera visita prenatal, I'anémia
(hemoglobina < 11 g/dL) al primer trimestre, fumar durant el primer trimestre, esmorzar
cereals durant tot I'embaras, la planificaci6 de I'embaras i un model la cobalamina

plasmatica (50 pmol/L) al primer trimestre i I'altre I'HoloTC (10 pmol/L).

Es van dissenyar dos models per l'analisi del risc d’acabar I'embaras al tercil alt de MMA.
Els dos van incloure els genotip TCII 776GG, MTRR 524TT i MTRR 66GG en les gestants,
la suplementacio regular al primer trimestre amb acid folic, I'estat socioeconomic, I'inici
de I'embaras al tercil alt de MMA, l'edat de la gestant al part, I'IMC a la primera visita
prenatal, I'anemia (hemoglobina < 11 g/dL) a partir de les 34 setmanes, fumar durant
tot I'embaras, la creatinina al part i un model la cobalamina plasmatica (50 pmol/L) al
part i I'altre I'HoloTC (10 pmol/L).

Per I'analisi de les dades es va utilitzar la versié 17 del paquet de programes estadistics

SPSS per a Windows. El nivell de significacio utilitzat va ser de p < 0,05.
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RESULTATS DE L'ESTUDI NUTCIR

La mitjana (SD) d’edat de les dones embarassades estudiades és de 32 (5) anys. L'edat
gestacional mitjana al part és de 38,9 (1,6) setmanes gestacionals. Dels embarassos
estudiats el 81,4% eren planificats. En la periconcepcid el 31,4% de les embarassades
fumaven, passant a ser un 19,0% durant tot I'embaras. El consum d’alcohol i drogues a
la periconcepcié era d'un 5,9% i 3,5% respectivament, sent d'un 0,2% i un 0,6%
respectivament durant l'embaras. En el consum de drogues, 5 gestants a la
periconcepcidé i 2 durant I'embaras van consumir cocaina. L'exclusié de les gestants amb
consum de drogues no va afectar els resultats ni les conclusions, conseqliientment es van

mantenir en l'analisi de les dades (Taula E1).

A les 15 setmanes hi ha una disminucié respecte al primer trimestre de les
concentracions de tots els indicadors bioquimics plasmatics analitzats, excepte en els
folats, el MMA i la rad HoloTC/Cbl. Les concentracions es mantenen inferiors respecte al
primer trimestre fins al final de I'embaras en el cas de la cobalamina, I’'HoloTC i els folats
(a partir de les 24-27 setmanes). Tot i que es manté inferior a la concentracid inicial, a
partir de les 24-27 setmanes, la concentraci6 d'HoloTC tendeix a augmentar i a
estabilitzar-se fins al final de la gestacié. Des de les 24-27 fins a les 34 setmanes, la rad
HoloTC/Cbl, i fins al final de I'embaras, la concentraci6 de MMA, es mantenen més
elevades que a principis d’'embaras. La concentracié de tHcy és menor respecte al primer
trimestre fins a les 24-27 setmanes i esta més elevada al treball de part que a principis
d’embaras. Les concentracions plasmatiques del cordd respecte a les de la mare al treball
de part, sébn més elevades en tots els indicadors, excepte en el cas de la tHcy on la

concentracio al cordo és inferior (Taula E2).

A la Taula E2 s’observa que les diferéncies en estat dels diferents biomarcadors al llarg
de l'embaras depén tant de la fase d’aveng (temps) de la gestacié, com de I'Us de
suplements prenatals. Les interaccions entre Us de suplements i temps de gestacié
s’observen de forma consistent al llarg de I'embaras, en la cobalamina, tHcy i folats
plasmatics. En el cas de I'HoloTC tan sols la diferéncia entre les 15 setmanes respecte les
8-12 setmanes esta afectada per la suplementacid, i I’'Us de suplements no influencia els

canvis durant I'embaras en la ra6é HoloTC/Cbl i el MMA plasmatic.
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Taula E1. Caracteristiques de la poblacié NutCIR

Caracteristiques de les embarassades

Mitjana (DE)* [N] o
Namero (%) [IC 95%]

Edat al part (anys)

Estat socioecondmic familiar?

Planificacio de I'embaras

IMC? a la primera visita prenatal (kg/m?)
Fumadores” a la periconcepcié

Fumadores® durant I'embaras

Consum regular d‘alcohol® a la periconcepcié
Consum regular d‘alcohol® durant I'embaras
Consum de drogues® a la periconcepci6

Consum de drogues® durant I'embaras

Consum de café no descafeinat durant I'embaras
Consum de cereals fortificats per esmorzar durant
I'embaras

Us de suplements amb acid folic durant el 1r trimestre

(el 68,1% dels quals portaven cobalamina)

Us de suplements amb acid folic o multivitaminics durant
el 2n i 3r trimestre (el 42,5% dels quals portaven
cobalamina)

Us de suplements amb ferro durant el 2n i 3r trimestre
Hemoglobina < 11 g/dl 1r trimestre

Hemoglobina < 11 g/dl a = 34 setmanes gestacionals
Edat gestacional al part, setmanes gestacionals completes
Pes al néixer (g)

Sexe nounat (nens)

Avortaments espontanis

Diabetis gestacional [mort fetal]

Hipertensié gestacional’

Preeclampsia®

Part prematur espontani (<37 setmanes gestacionals)
[Ruptura prematura de membranes]

Retard de creixement intrauteri (Pes al néixer <Piq)
Malformacions congenites majors

Sindrome de Down

32 (5) [533]

Baix: 27/462 (5,8)[3,9-8,4]
Mig :223/462 (48,3)[43,6-52,9]
Alt: 212/462 (45,9)[41,3-50,6]

390/479 (81,4)[77,6-84,8]

23,7 (4,1) [471]
169/539 (31,4)[27,5-37,5]
95/500 (19,0)[15,7-22,7]

29/495 (5,9)[4,0-8,3]
1/477 (0,2)[0,0-1,2]
17/486 (3,5)[2,1-5,5]
3/486 (0,6)[0,1-1,8]
164/479 (34,2)[30,0-38,7]
206/504 (40,9)[36,6-45,3]

497/541 (91,9)[89,2-94,0]

276/492 (56,1)[51,6-60,5]

150/475 (31,6)[27,4-36,0]
13/485 (2,7)[1,4-4,5]
143/479 (29,9)[25,8-34,2]
38,9 (1,6) [499]
3198 (456) [499]
239/499 (47,9)[43,4-52,4]
32/545 (5,9)[4,1-8,2]
33/483 (6,8) [N=1]
29/480 (6,0)[4,1-8,6]
8/480 (1,7)[0,7-3,3]
15/499 (3,0) [N = 2]

39/499 (7,8)[5,6-10,5]
4/545 (0,7)[0,2-1,9]
2/545 (0,4)[0,0-1,3]

Desviacié estandard; basat en la combinacié de les professions de la mare i el pare; index de
massa corporal; *habit tabaquic declarat per la gestant a les enquestes d’habits i corroborat amb la
determinacié de la cotinina plasmatica (fumadora > 10 ng/mL); °> 7 copes/setmana; °5
consumidores de cocaina a la periconcepcid i 2 durant I'embaras; “hipertensié diastolica (= 90 mm
Hg) en 2 ocasions separades en com a minim 4-6 hores després de les 20 setmanes gestacionals;
8proteintria (excrecié de proteina = 0,3 g/dia en orina de 24h o tira reactiva d’orina amb = 2+) i
hipertensié gestacional.
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Taula E2. Fluctuacions en indicadors plasmatics de I’'estat en cobalamina i folats durant I'embaras i estat al cordd

Setmanes gestacionals

8-12

15

24-27

34

Treball de part

Cordo

Cbl*
(pmol/L)

HoloTC?
(pmol/L)

MMA*
(pmol/L)

Folats
(nmol/L)

tHcy®
(pmol/L)

HoloTC/Cbl

386(369-403)>
[536]
85,5(79,0-92,0)
[430]
0,13(0,12-0,13)?
[536]
25,2(23,6-26,8)°
[536]
5,3(5,2-5,4)°
[536]
0,22(0,21-0,23)2
[430]

341(324-358)%®
[421]
79,0(64,7-93,3)%
[378]
0,13(0,12-0,14)
[421]
24,7(23,2-26,4)°
[421]
4,5(4,4-4,6)®
[421]
0,22(0,21-0,23)
[378]

287(278-296)%
[461]
68,0(63,3-72,7)2
[400]
0,14(0,13-0,15)2
[461]
12,8(12,0-13,7)%*
[461]
4,6(4,5-4,7)®
[461]
0,24(0,22-0,25)2
[399]

262(252-271)2
[450]
74,9(67,3-82,4)2
[385]
0,16(0,16-0,17)2
[450]
10,8(10,0-11,6)%
[450]
5,3(5,2-5,4)°
[450]
0,28(0,26-0,29)2
[385]

248(239-257)
[419]
70,8(64,2-77,4)°
[358]
0,18(0,17-0,18)?
[422]
10,6(9,8-11,5)*
[421]
6,2(6,0-6,3)°
[422]
0,28(0,27-0,30)
[355]

386(359-414)°
[408]
222,4(202,7-242,2)¢

[340]

0,29(0,28-0,30)¢
[408]

23,9(22,6-25,2)¢
[408]

4,9(4,7-5,0)¢

[408]

0,71(0,61-0,81)¢
[340]

!Cobalamina; *mitjana aritmética (IC 95%)[N]; 3holotranscobalamina; *acid metilmalonic; *mitjana geométrica (IC 95%)[N]; ®homocisteina total. Anova
per mesures repetides amb correccié post-hoc, Bonferroni, respecte a les setmanes 8-12: *p<0,001. Factor inter-subjecte: Us regular de suplements amb
cobalamina per Cbl, HoloTC i MMA o amb acid folic per folats i tHcy (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes)(durant els mesos 4-7 per les 24-27,
34 setmanes i al part) i factor intra-subjecte:temps; terme d’interaccié entre Us de suplements i temps: °p<0,05, °p<0,01, ®p<0,001. Prova t de Student
per a dades aparellades: 9p<0,001 respecte al part.
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Resultats. Estudi NutCIR

Les gestants amb un Us regular de suplements amb cobalamina presenten estats tant de
cobalamina, d'HoloTC com de rad HoloTC/Cbl més elevats, respecte les gestants no
suplementades o suplementades de forma irregular, durant tot I’embaras. A les
15 setmanes, tot i mantenir concentracions més elevades la diferencia no és significativa
en cap dels tres marcadors, en la relacié HoloTC/Cbl tampoc ho és en el treball de part.
Les concentracions de MMA plasmatic no varien segons I'Us de suplements. També
s’‘observa un estat en folats (folat plasmatic superior i tHcy inferior) més elevat en la
preséncia de suplementacio regular amb acid folic durant tot I'embaras. Amb I’'excepcid
del MMA, els biomarcadors plasmatics indiquen estats més alts en cobalamina i en folats,
en els cordons dels nounats nascuts de les gestants suplementades de forma regular
durant tot I'embaras (Taula E3). Els canvis en les concentracions dels indicadors
plasmatics respecte al primer trimestre sén semblants als observats en el comportament
bioquimic global (Taula E2) excepte en I'HoloTC, de les 34 setmanes al treball de part, i
en els folats, de els 24-27 setmanes al treball de part, on les concentracions de les

gestants amb suplementacidé regular no presenten canvis.

L'estat en cobalamina de les gestants que comencen al tercil baix de cobalamina
plasmatica (< 316 pmol/L) es manté inferior, per tots els marcadors bioquimics d’estat
en cobalamina durant tot I'embaras, respecte les gestants del tercil mig i alt, excepte en
la rad HoloTC/Cbl. Seguint la mateixa tendencia, les concentracions de cobalamina i
d'HoloTC plasmatiques, perd també la raé HoloTC/Cbl, sébn més baixes als cordons dels
nounats de les gestants del tercil baix, i les de MMA i tHcy més altes respecte els tercils
mig i alt. El folat plasmatic és més baix en les gestants que comencen I'embaras al tercil
baix de cobalamina respecte els altres tercils, perd no de forma significativa ni a les
15 setmanes ni al cordé (Taula E4). Els canvis en les concentracions dels indicadors
plasmatics respecte al primer trimestre sén semblants als observats en el comportament
bioquimic global (Taula E2), excepte en I'HoloTC. En les gestants que comencen
I'’embaras al tercil baix de cobalamina, la concentracié d’HoloTC a partir de les
24-27 setmanes de gestacié no presenta canvis. La interaccidé entre Us de suplements i
temps de gestacié es diferencia respecte el comportament observat en la bioquimica
global (Taula E2), en el fet que la interaccid en el tercil baix només s’observa, en els

folats i la tHcy, a les 15 setmanes.
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Taula E3. Fluctuacions en indicadors plasmatics de I’'estat en cobalamina i folats durant I'embaras i estat al cordd segons Us de

suplements prenatals

Setmanes gestacionals

8-12 15 24-27 34 Treball de part Cordo
. Supl no 366(353-379)% 328(315-340)° 279(269-289)%° 251(240-262)° 235(226-245) 358(330-386)
( %/L) Regular [270] [237] [344] [328] [309] [299]
P Supl 402(383-420) 346(329-363)° 316(295-337)° 292(274-310)° 286(263-308)° 476(400-552)¢
Regular [202] [161] [98] [102] [95] [96]

, Suplno  76,2(69,7-82,6)*® 69,1(63,1-75,1)° 63,1(58,4-67,8)®® 65,9(60,2-71,6)** 63,2(57,6-68,8)® 197,7(176,5-218,8)"
HoloTC Regular [232] [214] [299] [284] [267] [252]
(pmol/L) Supl  99,5(86,6-112,4)2 77,9(69,4-86,3)°  84,4(70,5-98,3)  97,4(77,8-117,0) 95,5(73,6-117,4)  310,3(262,8-357,8)¢

Regular [172] [145] [82] [83] [77] [76]
Supl no 0,13(0,12-0,13)> 0,13(0,12-0,14)  0,14(0,13-0,14)®>  0,16(0,15-0,17)°  0,17(0,17-0,18)° 0,28(0,27-0,30)¢
MMA* Regular [270] [237] [337] [323] [304] [294]
(mol/L) Supl 0,12(0,11-0,13)2  0,13(0,11-0,15)  0,15(0,13-0,16)®  0,16(0,15-0,18)°  0,18(0,16-0,20)° 0,30(0,27-0,32)¢
Regular [202] [161] [96] [101] [96] [95]
Supl no 15,2(14,4-16,1)>° 15,7(14,6-16,8)° 9,6(9,1-10,0)"° 7,8(7,4-8,2)" 7,9(7,5-8,4)"c 20,4(19,4-21,4)<
Folats Regular [288] [200] [356] [346] [329] [318]
(nmol/L) Supl 45,1(42,3-48,1)° 37,5(34,8-40,3)° 34,5(31,3-38,1)  31,9(28,7-35,3)  30,0(25,7-35,0) 42,0(37,8-46,7)
Regular [248] [221] [105] [104] [91] [90]
Supl no 5,5(5,3-5,7)°¢ 4,6(4,5-4,7)" 4,8(4,7-5,0)" 5,5(5,4-5,7)% 6,4(6,2-6,6)"° 5,1(4,9-5,2)“
tHey® Regular [288] [200] [356] [346] [329] [318]
(umol/L) Supl 5,1(4,9-5,2)° 4,4(4,3-4,5)° 4,0(3,8-4,2)° 4,5(4,3-4,7)° 5,3(5,1-5,6)° 4,2(4,0-4,4)°
Regular [248] [221] [105] [104] [92] [90]
Suplno  0,21(0,19-0,22)* 0,21(0,20-0,23)  0,23(0,22-0,24)®  0,26(0,25-0,27)*  0,27(0,25-0,29)° 0,65(0,55-0,76)¢ 9
HoloTC/Cbl ~ Regular [232] [214] [299] [284] [266] [252]
Supl 0,24(0,22-0,26)>  0,22(0,21-0,26)  0,26(0,24-0,29) 0,32(0,28-0,37) 0,32(0,27-0,36) 0,94(0,67-1,21)¢
Regular [172] [145] [82] [83] [75] [76]

1Cobalamina; ’mitjana aritmética (IC 95%)[N]; 3holotranscobalamina; *acid metilmalonic; 5mitjana geomeétrica (IC 95%)[N]; ®homocisteina total. Prova
t de Student per a dades no aparellades: ?p<0,01, p<0,001, °p<0,05 comparant |'Us regular de suplements respecte I'Us irregular/no suplementacio. Us
regular de suplements amb cobalamina per Cbl, HoloTC i MMA o amb acid folic per folats i tHcy (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes)(durant els
mesos 4-7 per les 24-27, 34 setmanes i al part). Anova per mesures repetides amb correccid post-hoc, Bonferroni, respecte a les setmanes 8-12:
®p<0,001, ¢p<0,01, fp<0,05. Prova t de Student per a dades aparellades: 9p<0,001 respecte al part.
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Taula E4. Fluctuacions en indicadors plasmatics de l'estat en cobalamina i folats durant I'embaras i estat al cordd segons estat inicial en
cobalamina'’

Setmanes gestacionals

8-12 15 24-27 34 Treball de part Cordé
Cb2 Tercil 450(428-472)% 390(367-413)% 327(317-337)%° 300(288-311)% 280(268-291)% 445(406-483)F
(pmol/L) mig-alt [358] [280] [305] [292] [275] [266]
Tercil 258(251-265)3 242(232-252)° 209(200-218)° 189(181-198)° 185(176-194)° 276(250-301)f
baix [178] [136] [151] [152] [141] [139]
Tercil 101,4(92,2-110,5)** 92,9(71,6-114,2)*%  77,1(70,7-83,5)*®  86,9(75,9-97,9)°" 80,3(71,2-89,3)%*®  271,0(245,5-296,6)
HoloTC* mig-alt [287] [251] [263] [249] [236] [223]
(Pmol/L)  reril 53,7(50,8-56,7)° 51,5(47,4-55,7)"  49,1(45,1-53,0)  50,4(46,8-54,0)  50,1(44,6-55,6)  124,7(104,4-145,0)'
baix [143] [122] [132] [130] [119] [115]
Tercil 0,12(0,11-0,12)* 0,12(0,11-0,13) 0,13(0,12-0,13)® 0,15(0,14-0,15)*® 0,16(0,16-0,17)%® 0,27(0,26-0,28)*"
MMA> mig-alt [358] [280] [305] [292] [278] [266]
(mol/L)  tercil 0,14 (0,13-0,15)° 0,15(0,13-0,17)  0,16(0,14-0,18)°  0,19(0,17-0,21)°  0,20(0,18-0,22)" 0,32(0,30-0,35)"
baix [178] [136] [151] [152] [141] [139]
Tercil 27,0(25,1-29,0)% 25,9(24,0-28,0)° 13,6(12,6-14,8)*9 11,7(10,7-12,8)%%% 11,3(10,2-12,5) "¢ 24,6(23,0-26,3)f
Folats mig-alt [358] [280] [305] [292] [277] [266]
(mol/L)  Tereil 21,8(19,3-24,6)° 22,8(20,2-25,7)°  11,3(10,2-12,6)°  9,3(8,3-10,5)" 9,4(8,3-10,7)° 22,8(20,8-24,9)f
baix [178] [136] [151] [152] [141] [139]
Tercil 5,2(5,1-5,3)% 4,4(4,3-4,5)" 4,5(4,4-4,7)°% 5,1(5,0-5,3)° 5,9(5,7-6,1)%® 4,6(4,5-4,8)%"
tHey mig-alt [358] [280] [305] [292] [278] [266]
(umol/L) Tercil 5,5(5,3-5,7)° 4,7(4,5-4,8)™ 4,9(4,7-5,1)° 5,6(5,4-5,9) 6,7(6,4-7,0)° 5,4(5,1-5,7)f
baix [178] [136] [151] [152] [141] [139]
Tercil 0,22(0,21-0,24)3 0,22(0,21-0,23) 0,23(0,21-0,25) 0,28(0,26-0,29)®  0,28(0,26-0,30)° 0,78(0,66-0,91)"
HoloTC/Cbl  Mig-alt [287] [251] [263] [249] [233] [223]
Tercil 0,21(0,20-0,22)3 0,22(0,20-0,23) 0,24(0,22-0,25) 0,27(0,25-0,29)°  0,28(0,25-0,30)" 0,57(0,41-0,72)f
baix [143] [122] [131] [130] [119] [115]

Tercil de cobalamina plasmatica durant el 1 trimestre d’embaras; “cobalamina; 3>mitjana aritmética (IC 95%)[N]; *holotranscobalamina; °acid
metilmalodnic; ®mitjana geométrica (IC 95%)[N]; “homocisteina total. Prova t de Student per a dades no aparellades: ®p<0,001, %0p<0,01, Jp<0,05
comparant comencar I'embaras en el tercil baix de cobalamina (< 316 pmol/l) respecte els altres tercils. Anova per mesures repetides amb correccid
post-hoc, Bonferroni, respecte a les setmanes 8-12: °p<0,001, "p<0,01, 'p<0,05. Factor inter-subjecte: Us regular de suplements amb cobalamina per
Cbl, HoloTC i MMA o amb acid folic per folats i tHcy (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes)(durant els mesos 4-7 per les 24-27, 34 setmanes i al
part) i factor intra-subjecte:temps; terme d‘interaccié entre s de suplements i temps: °p<0,01, 9p<0,05, p<0,001. Prova t de Student per a dades
aparellades: 'p<0,001 respecte al part.
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Les freqlieéncies dels polimorfismes TCII 776C>G, TCII 67A>G, MTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>C, MTRR 66A>G, MTRR 524C>T i MTR
2756A>G en gestants i nadons estan resumides a la Taula E5. El polimorfisme amb una freqliencia més elevada d’homozigots mutants
és el MTRR 66A>G amb un 25,8% de les gestants i un 27,9% dels nadons amb el genotip MTRR 66GG. Degut a les baixes freqiiéncies
(< 12%) d’homozigots mutants dels polimorfismes TCII 67A>G, MTHFR 1298A>C i MTR 2756A>G, no s’han considerat per analisis

posteriors per falta de poténcia estadistica.

Taula E5. Freqliencies de polimorfismes en gens implicats en la biodisponibilitat i transport de cobalamina i folats en gestants i nounats

GESTANTS

Metilentetrahidrofolat-

5-Metiltetrahidrofolat

5-Metiltetrahidrofolat

Transcobalamina II homocisteina metiltransferasa homocisteina
reductasa .
reductasa metiltransferasa
776C>G 67A>G 677C>T 1298A>C 66A>G 524C>T 2756A>G
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
176 418 181 283 147 221 351
Cl @ae [M] o4 [Cf Gas | Gas | M| @83 || @26 |M (67,5)
248 94 245 192 238 232 161
Gl@r7 |2 asy) |“T| @70 [AC] Geo) | A @59 |“T| @a7) |AC (31,0)
96 8 94 45 134 66 8
GGl (185 [CC| @5 [T asn [Cf @7 [CC| @58 [TT| @27 [CC (1,5)
NOUNATS

Metilentetrahidrofolat-

5-Metiltetrahidrofolat

5-Metiltetrahidrofolat

Transcobalamina I1 homocisteina metiltransferasa homocisteina
reductasa .

reductasa metiltransferasa

776C>G 67A>G 677C>T 1298A>C 66A>G 524C>T 2756A>G
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
124 285 128 193 95 167 249
Cl@ae [M] @8 [ Gy | M) 26 | M @60 |C| @60 [ (67,8)
174 77 166 146 168 152 106

Gl @4 [ @1 || @55 |2 Go8) | ¢ | @eo0) | 7| 1,9 [AC (28,9)
69 3 71 28 102 44 12

GG| (18,8) [CC| (0,80 [TT| (19,5) |CC| (z6) |CC| 27,9 | V| (12,1) |©CC (3,3)
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Resultats. Estudi NutCIR

L'evolucio de I'estat en cobalamina i en folats durant I'embaras i al cordd en la preséncia
dels polimorfismes en gens que intervenen en les vies metaboliques d’aquestes
vitamines, esta descrita en les Taules E6-E8. Tot i que no varia el folat plasmatic, la
presencia del genotip MTHFR 677TT respecte els altres genotips s’associa amb
concentracions més elevades de tHcy durant tot I'embaras i al cordé (Taula E6). Els
canvis en les concentracions plasmatiques tant de folats com de tHcy respecte al primer
trimestre, son semblants als observats en el comportament bioquimic global (Taula E2).
A diferéncia dels altres genotips, en preséncia del genotip MTHFR 677TT, la interaccio
entre Us regular de suplements amb acid folic i temps sobre I’'estat en folats tan sols
s’‘observa a les 15 setmanes de gestacié. En el cas de la tHcy només s’observa la
influéncia de la interacci6 entre Us de suplements amb acid folic i temps, a les

34 setmanes de gestacié en preséncia dels genotips MTHFR 677CC+CT.

Amb l'excepcido de la tHcy més elevada en el genotip MTRR 66GG a les 8-12 i a les
15 setmanes de gestacidé respecte els altres genotips, no s’observen diferéncies en els
indicadors d‘estat en cobalamina entre els diferents genotips del polimorfisme
MTRR 66A<G al llarg de I'embaras ni al cordd. Per tots els genotips del polimorfisme, el
comportament de les concentracions de cobalamina, HoloTC, MMA, tHcy i HoloTC/Cbl
respecte al primer trimestre, se sembla a I'observat de forma global (Taula E2). L'Unica
excepcid és en la concentracié d’HoloTC plasmatica en MTRR 66GG, que a partir de les

24-27 setmanes ja no varia respecte al primer trimestre (Taula E7).

Pel polimorfisme MTRR 524C>T, de forma global no s’observa cap diferéncia en els
indicadors d’estat en cobalamina durant I'embaras pel fet de ser MTRR 524TT. Pero en
considerar només les gestants que comencen I'embaras en el tercil baix de cobalamina,
s’observa que les concentracions de MMA plasmatic a les 24-27 i a les 34 setmanes de
gestacid, sén majors en presencia del genotip MTRR 524TT respecte MTRR 524CC+CT
(Grafic E1). Per tots els genotips del polimorfisme, les diferéncies en les concentracions
de cobalamina i tHcy durant I’embaras respecte al primer trimestre, segueixen la mateixa
tendéncia que els observades de forma global (Taula E2). No obstant, les concentracions
d'HoloTC, MMA i HoloTC/Cbl en presencia del genotip MTRR 524TT, no varien
significativament al llarg de I'embaras, tot i que les tendéncies observades inicialment,
disminucié de les concentracions d’HoloTC i augment de les de MMA i HoloTC/Cbl,
respecte al primer trimestre, es mantenen (Taula E8). La falta de significacié podria ser
deguda al reduit nombre de gestants MTRR 524TT.
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Taula E6. Fluctuacions en indicadors plasmatics de I'estat en folats durant I'embaras i estat al cordé segons el genotip del polimorfisme

MTHFR 677C>T en gestants

Setmanes gestacionals

34 Treball de part Cordo

8-12 15 24-27
Folats MTHFR 25,0(23,3-26,8)! 24,7(23,0-26,6)° 12,9(12,0-13,9)%
(nmol/L)  677CC+CT [423] [328] [363]
MTHFR 27,3(23,1-32,3)! 25,8(21,8-30,4) 12,9(10,8-15,4)°
677TT [94] [78] [79]
tHey? MTHFR 5,2(5,1-5,3)'° 4,4(4,3-4,5)" 4,6(4,5-4,7)"
(umol/L) 677 CC+CT [423] [328] [363]
MTHFR 5,9(5,5-6,2)" 4,8(4,6-5,1)° 5,1(4,8-5,5)°
677TT [94] [78] [79]

10,9(10,1-11,8)% 10,8(9,9-11,8)® 23,7(22,3-25,2)°

[353] [335] [321]
11,0(9,1-13,3)° 10,2(8,3-12,6)° 26,3(23,0-30,2)°
[77] [70] [71]
5,2(5,1-5,3)% 6,0(5,8-6,2) 4,7(4,6-4,9)
[353] [336] [321]
6,0(5,6-6,4) 7,1(6,6-7,7)° 5,5(5,0-6,0)°
[77] [70] [71]

!Mitjana geomeétrica (IC 95%)[N]; 2Homocisteina total. Anova per mesures repetides amb correccié post-hoc, Bonferroni, respecte a les setmanes 8-12:
®h<0,001. Factor inter-subjecte: Us regular de suplements amb acid félic (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes)(durant els mesos 4-7 per les
24-27, 34 setmanes i al part) i factor intra-subjecte: temps; terme d’interaccié entre Us de suplements i temps: ?p<0,001, 9p<0,05. Prova t de Student
per a dades aparellades: °p<0,001 respecte al part. Prova t de Student per a dades no aparellades: °p<0,001,/p<0,01 comparant el genotip

MTHFR 677TT respecte 677CC+CT.
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Taula E7. Fluctuacions en indicadors plasmatics de |'estat en cobalamina durant I'embaras i estat al cordé segons el genotip del

polimorfisme MTRR 66A>G en gestants

Setmanes gestacionals

8-12 15 24-27 34 Treball de part Cordo
MTRR 384(363-406)2 339(317-362)° 282(272-292)° 257(246-267)*®  243(233-253)% 379(352-406)¢
Cblt 66AA+AG [383] [303] [328] [316] [293] [291]
(pmol/L) MTRR 393(368-419)? 346(324-368)° 305(283-327)° 275(253-298)  260(239-281)° 421(341-500)¢
66GG [133] [102] [113] [113] [109] [100]

; MTRR 82,4(76,0-88,8)>  81,8(62,7-101,0)°  66,9(62,0-71,8)® 73,6(64,9-82,3)° 68,0(61,6-74,4)¢ 224,1(202,6-245,7)°
HoloTC 66AA+AG [318] [277] [293] [281] [259] [252]
(pmol/L) MTRR  94,7(77,2-112,2)*  72,1(60,9-83,3)®  70,1(58,8-81,4)°  76,5(61,5-91,4) 76,3(59,7-92,9)  207,9(163,2-252,6)°

66GG [111] [96] [102] [99] [96] [86]
. MTRR 0,13(0,12-0,13)>  0,13(0,12-0,14)"  0,14(0,13-0,15)° 0,16(0,16-0,17)® 0,18(0,17-0,19) 0,29(0,27-0,30)¢
MMA 66AA+AG [383] [303] [328] [316] [294] [291]
(umol/L) MTRR  0,12(0,12-0,13)*  0,12(0,11-0,13)  0,13(0,13-0,14)°  0,15(0,15-0,16)° 0,17(0,16-0,18)°  0,29(0,27-0,31)°
66GG [133] [102] [113] [113] [111] [100]
MTRR 5,2(5,1-5,4)% 4,4(4,3-4,5)% 4,6(4,5-4,8)® 5,3(5,1-5,5) 6,2(6,0-6,4)° 4,8(4,7-5,0)¢
tHeyS 66AA+AG [383] [303] [328] [316] [294] [291]
(umol/L) MTRR 5,5(5,3-5,7)° 4,7(4,5-4,8)° 4,7(4,5-4,9)° 5,4(5,1-5,6) 6,1(5,8-6,5)° 4,9(4,7-5,2)¢
66GG [133] [102] [113] [113] [111] [100]
MTRR 0,22(0,21-0,23)2  0,22(0,21-0,23) 0,24(0,23-0,25)  0,28(0,26-0,29)* 0,28(0,26-0,30)? 0,71(0,60-0,81)¢
HoloTC/Cbl OBAA+AG [318] [277] [292] [281] [258] [252]
MTRR 0,23(0,20-0,25)2  0,21(0,19-0,23) 0,23(0,21-0,25)  0,27(0,24-0,29) 0,28(0,25-0,32)? 0,67(0,46-0,89)°
66GG [111] [96] [102] [99] [94] [86]

lCobalamina; 2mitjana aritmética (IC 95%)[N]; 3holotranscobalamina; *acid metilmalonic; *homocisteina total; ®mitjana geométrica (IC 95%)[N]. Anova
per mesures repetides amb correccid post-hoc, Bonferroni, respecte a les setmanes 8-12: ?p<0,001, °p<0,01. Factor inter-subjecte: Us regular de
suplements amb cobalamina per Cbl, HoloTC i MMA o amb acid folic per tHcy (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes)(durant els mesos 4-7 per les
24-27, 34 setmanes i al part) i factor intra-subjecte: temps; terme d‘interaccié entre Us de suplements i temps: °p<0,05, °p<0,01. Prova t de Student
per a dades aparellades: 9p<0,001, 9p<0,01 respecte al part. Prova t de Student per a dades no aparellades: {p<0,05 comparant el genotip MTRR 66GG

respecte 66AA+AG.
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Taula E8. Fluctuacions en indicadors plasmatics de I'estat en cobalamina durant I'embaras i estat al cord6é segons el genotip del

polimorfisme MTRR 524C>T en gestants

Setmanes gestacionals

8-12 15 24-27 34 Treball de part Cordo
MTRR 387(367-406)2 340(320-359)% 287(277-297)%® 260(250-271)2 245(235-255) 391(361-421)°
Cbl* 524CC+CT [450] [358] [387] [383] [355] [345]
(pmol/L) MTRR 388(359-417)? 351(320-382)° 293(268-319)2 270(245-295)2 263(234-291)° 370(274-467)°
524TT [66] [48] [55] [47] [48] [47]

, MTRR 85,7(78,6-92,8)>  80,2(63,9-96,7)*  67,4(62,5-72,2)°  74,4(66,1-82,7)"  70,1(63,2-77,0)" 224,6(203,1-246,1)°
HoloTC 524CC+CT [378] [329] [346] [339] [312] [297]
(pmol/L) MTRR 84,4(67,9-100,9)>  72,1(61,4-82,7) 70,0(55,3-84,6) 73,0(60,7-85,3) 70,7(52,9-88,5)  194,1(149,7-238,5)°

524TT [52] [45] [50] [42] [44] [42]
\ MTRR 0,12(0,12-0,13)? 0,13(0,12-0,14) 0,14(0,13-0,15)*  0,16(0,15-0,17)> 0,17(0,17-0,18)? 0,29(0,28-0,30)¢
MMA 524CC+CT [450] [358] [387] [383] [357] [345]
(Hmol/L) MTRR 0,13(0,11-0,15)? 0,15(0,11-0,18) 0,14(0,12-0,16) 0,17(0,15-0,19) 0,17(0,15-0,19) 0,27(0,24-0,30)¢
524TT [66] [48] [55] [47] [49] [47]
MTRR 5,3(5,2-5,4)° 4,5(4,4-4,6)° 4,6(4,5-4,8)° 5,3(5,2-5,5) 6,2(6,0-6,4)° 4,9(4,7-5,0)°
tHey 524CC+CT [450] [358] [387] [383] [357] [345]
(umol/L) MTRR 5,4(5,1-5,7)° 4,5(4,2-4,8)° 4,7(4,4-5,0)° 5,2(4,9-5,7) 6,0(5,4-6,6)° 4,8(4,4-5,2)°
524TT [66] [48] [55] [47] [49] [47]
MTRR 0,22(0,21-0,23)? 0,22(0,21-0,23) 0,24(0,22-0,25) 0,27(0,26-0,29)  0,28(0,26-0,30)2 0,70(0,60-0,81)¢
HoloTC/Cbl ~ 524CC+CT [378] [329] [345] [339] [310] [297]
MTRR 0,21(0,18-0,25)2 0,21(0,18-0,23) 0,23(0,20-0,26) 0,28(0,24-0,31) 0,28(0,23-0,33) 0,76(0,52-1,00)¢
524TT [52] [45] [50] [42] [43] [42]

1Cobalamina; ’mitjana aritmética (IC 95%)[N]; 3holotranscobalamina; 4acid metilmalonic; *homocisteina total; 6mitjana geometrica (IC 95%)[N]. Anova
per mesures repetides amb correccié post-hoc, Bonferroni, respecte a les setmanes 8-12: 2p<0,001, 'p<0,01. Factor inter-subjecte: Us regular de
suplements amb cobalamina per Cbl, HoloTC i MMA o amb acid folic per tHcy (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes)(durant els mesos 4-7 per les
24-27, 34 setmanes i al part) i factor intra-subjecte: temps; terme d’interaccié entre Us de suplements i temps: °p<0,05, ®p<0,01. Prova t de Student
per a dades aparellades: °p<0,001, 9p<0,05 respecte al part.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FACTORS METABOLICS I GENETICS EN LA REGULACIO DE L'ESTAT EN COBALAMINA, EN LA POBLACIO ADULTA I DURANT L'EMBARAS
Judith Salat Batlle

DL:T. 286-2012 .
Resultats. Estudi NutCIR

Grafic E1. Comparacié de fluctuacions en MMA plasmatic durant I'embaras i al cordd
segons el polimorfisme MTRR 524C<T en les gestants que comencen l'embaras al tercil
baix! de cobalamina plasmatica
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Tercil baix de cobalamina < 316 pmol/L. MMA, acid metilmaldnic. Grafic amb mitjanes
aritmétiques. Test de Mann-Whitney *p<0,05, comparant el genotip MTRR 524TT respecte
524CC+CT.

No s’observen diferéncies en les concentracions dels indicadors bioquimics entre els
genotips del polimorfisme TCII 776C>G de forma general. No obstant, en considerar
nomeés les gestants que comencen |'embaras en el tercil baix de cobalamina plasmatica,
s'observen concentracions majors de tHcy al plasma dels cordons dels nounats de les
gestants amb el genotip TCII 776GG respecte TCII 776CC+CG (Grafic E2). Les
diferéncies respecte el primer trimestre en les concentracions de cobalamina, HoloTC,
MMA, tHcy i HoloTC/Cbl al llarg de I'embaras per tots els genotips del polimorfisme, se
semblen a les observades de forma global (Taula E2). L'Unica excepcid és que en
preséncia del genotip TCII 776GG a partir de les 15 setmanes tot i que les
concentracions d'HoloTC tendeixen a ser inferiors respecte al primer trimestre, no varien
de forma significativa (Taula E9). A diferéencia dels altres genotips del polimorfisme, en
presencia del genotip TCII 776GG hi ha una interaccid Us de suplements-temps de

gestacid, en les concentracions de cobalamina a les 24-27 i a les 34 setmanes.
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Taula E9. Fluctuacions en indicadors plasmatics de |'estat en cobalamina durant I'embaras i estat al cordd segons el genotip del

polimorfisme TCII 776C>G en gestants

Setmanes gestacionals

8-12 15 24-27 34 Treball de part Cordo
TCII 389(369-409)> 344(323-364)° 287(277-297)° 262(251-273)° 249(238-259)% 395(362-427)°
Cbl 776CC+CG [422] [335] [368] [357] [332] [322]
(pmol/L) TCII 376(350-401)2 328(303-352)? 291(267-315)® 258(239-277)® 241(219-263)? 361(307-415)°
776GG [95] [71] [74] [73] [71] [70]

, TCII 85,7(78,3-92,9)> 81,0(63,5-98,5)*  66,3(61,6-70,9)®°  75,1(66,4-83,9) 69,8(62,7-76,9) 219,9(198,1-241,7)°
HoloTC 776CC+CG [353] [306] [328] [316] [292] [277]
(pmol/L) TCII 84,9(70,0-99,8)>  71,5(59,0-83,9)¢ 74,5(59,5-89,5) 69,9(59,6-80,3) 71,9(56,5-87,3)  225,0(179,7-270,3)°

776GG [77] [68] [68] [65] [64] [62]
TCII 0,13(0,12-0,13)>  0,13(0,12-0,14) 0,14(0,13-0,15)*  0,16(0,15-0,17)* 0,17(0,17-0,18)? 0,29(0,27-0,30)°
MMA* 776CC+CG [422] [335] [368] [357] [334] [322]
(Rmol/L) TCII 0,12(0,12-0,13)>  0,12(0,11-0,13) 0,14(0,13-0,16)>  0,16(0,15-0,18)*> 0,17(0,16-0,19)? 0,29(0,27-0,31)°
776GG [95] [71] [74] [73] [72] [70]
TCII 5,3(5,2-5,4)° 4,5(4,4-4,6)® 4,6(4,5-4,8)° 5,3(5,1-5,5) 6,2(6,0-6,4)° 4,9(4,7-5,0)°
tHey® 776CC+CG [422] [335] [368] [357] [334] [322]
(umol/L) TCII 5,4(5,1-5,6)° 4,5(4,3-4,8)° 4,8(4,5-5,0)¢ 5,3(5,1-5,6) 6,0(5,6-6,5)¢ 4,9(4,6-5,3)°
776GG [95] [71] [74] [73] [72] [70]
TCII 0,22(0,21-0,23)>  0,22(0,21-0,23) 0,23(0,22-0,24) 0,27(0,26-0,29)*  0,28(0,26-0,30)? 0,70(0,59-0,80)¢
HoloTC/Cbl  776CC+CG [353] [306] [328] [316] [290] [277]
TCII 0,22(0,20-0,24)>  0,21(0,19-0,24) 0,24(0,21-0,27) 0,27(0,25-0,29)¢  0,29(0,25-0,32)° 0,77(0,51-1,04)f
776GG [77] [68] [67] [65] [63] [62]

!cobalamina; ’mitjana aritmética (IC 95%)[N]; 3holotranscobalamina; “4acid metilmalonic; *homocisteina total; 6mitjana geomeétrica (IC 95%)[N]. Anova
per mesures repetides amb correccié post-hoc, Bonferroni, respecte a les setmanes 8-12: 2p<0,001, 9%p<0,01, ®p<0,05. Factor inter-subjecte: Us regular
de suplements amb cobalamina per Cbl, HoloTC i MMA o amb acid folic per tHcy (al 1r trimestre, per les 8-12 i 15 setmanes)(durant els mesos 4-7 per
les 24-27, 34 setmanes i al part) i factor intra-subjecte: temps; terme d’interaccié entre Us de suplements i temps: °p<0,05. Prova t de Student per a
dades aparellades: °p<0,001; p<0,01 respecte al part.
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Grafic E2. Comparacié de fluctuacions en tHcy durant I'embaras i al cordd segons el
polimorfisme TCII 776C>G en les gestants que comencen |'embaras al tercil baix' de
cobalamina plasmatica
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Tercil baix de cobalamina (< 316 pmol/L). tHcy, homocisteina total; Grafic amb mitjanes
geomeétiques. Test de Mann-Whitney *p<0,05 comparant el genotip TCII 776GG respecte
776CC+CG.

Per tots els polimorfismes analitzats, independentment del genotip, les concentracions
plasmatiques del cordd, respecte a les gestants al part, segueixen el comportament
observat per la bioquimica global (Taula E2), sent més elevades en tots els indicadors,

excepte en el cas de la tHcy on la concentracid al cordd és inferior.

En investigar els factors predictius dels canvis en els indicadors bioquimics al llarg de
I'’embaras, entre el primer trimestre i les 34 setmanes de gestacid, els més importants
son l'estat en cobalamina a principis d’embaras i, I'Us continuat de suplements després
d’acabar el primer trimestre. S’observa que comencar l'embaras al tercil baix de
cobalamina, s’associa amb una reduccié mitjana del 8,5% inferior de cobalamina
plasmatica, i un augment mitja del 9,3% superior de MMA plasmatic, respecte a les
gestants que inicien I'embaras al tercil mig-alt de cobalamina plasmatica. Un augment de
50 pmol/L de cobalamina plasmatica a les 34 setmanes, s’associa a una reduccié mitjana
del 2,1% de l'augment en MMA. La suplementacié regular amb acid folic durant els
mesos 4-7, s'associa a una reduccié mitjana de 1’'11% en tHcy a les 34 setmanes,
respecte a la suplementacid irregular, o no es suplementacié durant aquests mesos

(Taula E10). Les analisis de regressido lineal multiple, que es van dissenyar per
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investigar els factors que podien explicar els canvis en les concentracions plasmatiques
d’'HoloTC i de la rad HoloTC/Cbl, entre el primer i el tercer trimestre d’embaras, no
expliqguen de forma significativa la variabilitat en aquests indicadors d’estat en

cobalamina durant aquest periode.

Es va utilitzar I'analisi de regressio lineal multiple per investigar les contribucions d’estat
en cobalamina i, suplementacié amb acid folic, sobre les fluctuacions de tHcy al llarg de
I'’embaras i la concentracié al cordd (Taula E11). S’observa que tant el genotip
MTHFR 677TT en gestants, com la suplementacié regular amb acid folic, s’associen
respectivament amb I'augment i la disminucié de tHcy en tots els punts de I'embaras i al
cordd. Quan s’inclou I'HoloTC al model en lloc de la cobalamina plasmatica, I’'associacio
entre la suplementacié regular i la disminucié de la concentraci6 de tHcy a les
15 setmanes, es troba al limit de la significacid. La preséncia del genotip MTHFR 677TT
s’associa a augments mitjans de tHcy d’entre el 13-19% a finals d’embaras i al cordd,
respecte a les concentracions observades per els altres genotips d‘aquest polimorfisme.
L’Us regular de suplements amb acid folic durant els mesos 4-7 s’associa a finals de la
gestacié a reduccions de tHcy, respecte |'Us irregular o la no suplementacid, d’entre el
18-20% en les gestants i del 13-14% als cordons. La preséncia del genotip MTRR 66GG
s’associa amb tHcy més elevada durant les primeres 15 setmanes de I'embaras, si en el
model de regressié es considera com a variable independent la concentraciéo de
cobalamina en cada extraccidé, l'associacid s’observa fins a les 24-27 setmanes quan
s’inclou I'HoloTC en lloc de la cobalamina. Tant la cobalamina com |I'HoloTC plasmatica,
s’'associen inversament amb la tHcy en tots els punts excepte en el treball de part, i en el
cas de la cobalamina, a les 24-27 setmanes, punt en el que l'associaci6 amb I'HoloTC és
més important (Taula E11). Les reduccions en tHcy s6n modestes pero significatives per
ambdds biomarcadors, variant entre 1-2% per cada augment de 50 pmol/L de
cobalamina, i entre 0,5-0,8% per cada augment de 10 pmol/L d'HoloTC durant
I'’embaras. Les relacions entre les concentracions de cobalamina o HoloTC plasmatiques i

la tHcy al cordd, se semblen a les observades per la gestant durant I’embaras.

Davant la possibilitat que els polimorfismes que afecten a les reaccions metaboliques
dependents de la cobalamina, no s‘associin amb la tHcy (indicador funcional d’estat en
cobalamina), en situacions d‘estat suficient o bo en cobalamina, es va dissenyar un
model per investigar si hi havia associacié quan hi ha risc de deficiencia (Taula E12). Es
van considerar com a grup de risc per desenvolupar deficiéncia en cobalamina, les
gestants que inicien I'embaras al tercil baix de cobalamina plasmatica. La preséncia del
genotip MTRR 524TT no s’associa amb la tHcy en cap punt de I'embaras ni al cordd. En

canvi el genotip TCII 776GG en gestants s’associa amb un augment mitja del 17% i 21%
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de la tHcy del cordd dels seus nounats, respecte els altres genotips del polimorfisme, en
els models que inclouen la cobalamina i I'HoloTC respectivament. Els dos factors amb una
influencia més important sobre les concentracions de tHcy, continuen sent el genotip
MTHFR 677TT en les gestants i, I'Us regular amb suplements d’acid folic. No obstant, en
considerar I’'HoloTC en el model en lloc de la cobalamina, |'associacié6 amb el genotip
deixa de ser significativa a les 24-27 setmanes i al treball de part. El genotip MTRR 66GG
en les gestants s’associa amb un augment mitja del 10-12% de la tHcy a les
15 setmanes, tant en el model que inclou la cobalamina com el que inclou I'HoloTC. Tot i
que la cobalamina plasmatica no s’associa amb la tHcy en cap punt de I'embaras, un
augment de 50 pmol/L en la cobalamina plasmatica del cordd, s’associa amb una
reduccio mitjana del 4% en tHcy. Augmentar I’'HoloTC en 10 pmol/L, en canvi, s’associa

amb reduccions del 2-4% fins a les 24-27 setmanes, i del 0,8% al cord6 (Taula E12).

Es van investigar quins factors que s’associen amb el MMA plasmatic al llarg de I'embaras
i al cordd, amb un model de regressio lineal multiple que inclou a totes les gestants. Tant
la cobalamina com I'HoloTC plasmatica, s'associen inversament amb el MMA a partir de la
segona meitat de I'embaras, tot i que els percentatges de canvi mitjans, sén modestos
per augments de 50 pmol/L i 10 pmol/L en cobalamina i HoloTC plasmatica
respectivament. En el moment del part |'associaci6 només s’observa en el cas de la
cobalamina (Taula E13). En fer I'analisi considerant només les gestants que comencen
I'’embaras al tercil baix de cobalamina plasmatica, es van introduir a més, els genotips
MTRR 524TT, TCII 776GG de les gestants com a variables independents al model. El
genotip TCII 776GG no es va associar amb la concentraci6 de MMA plasmatica en cap
punt de I'embaras. En canvi, el genotip MTRR 524TT es va associar a les 8-12 setmanes,
amb un augment mitja de MMA plasmatica de 0,05 pmol/L, respecte els altres genotips
del polimorfisme, tant en el model ajustat per cobalamina plasmatica (p=0,05) com per
HoloTC (p<0,05). En el model ajustat per la cobalamina plasmatica, el genotip
MTRR 66GG s’associa amb una disminucié mitjana de MMA plasmatica de 0,06 umol/L,
respecte els altres genotips del polimorfisme al cordd. Tant la cobalamina com I'HoloTC
plasmatica s’associen a una disminucid6 mitjana en MMA plasmatic de 0,029 i
0,041 pmol/L per cada augment de 50 pmol/L de cobalamina plasmatica i, de 0,016 i
0,029 pmol/L per cada augment de 10 pmol/L d’HoloTC, a les 8-12 i 15 setmanes de
gestacié respectivament. L’associaci6 es manté en el cas de I'HoloTC a les

24-27 setmanes i en el cas de la cobalamina al cord6 (Taula E14).
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Amb l'analisi de regressid lineal multiple per investigar quines variables contribuien a la
variacid dels indicadors bioquimics al plasma del cordd, es va observar que l'estat en
cobalamina a principis de I'’embaras s’associa amb tots els marcadors. Els nounats de les
gestants que comencen l'embaras en el tercil baix de cobalamina plasmatica, presenten
en el cordd, concentracions mitjanes 156 i 141 pmol/L inferiors de cobalamina i d’HoloTC
i, 0,05 pmol/L majors de MMA i 16% de tHcy, respecte dels altres tercils. Per altra
banda, la suplementacié regular amb cobalamina durant tot I'embaras, s’associa amb la
cobalamina plasmatica i I’'HoloTC del cordd, amb unes mitjanes 110 i 99 pmol/L majors
respectivament, i tHcy 13% menor respecte als cordons dels nounats de les gestants que
no se suplementen o ho fan de forma irregular. Respecte a la genética, la preséncia del
genotip MTHFR 677TT en el cordd s'associa amb un augment mitja del 8% de tHcy,

respecte els altres genotips del polimorfisme (Taula E15).
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Taula E10. Factors associats amb els canvis en indicadors plasmatics de I’'estat en cobalamina entre el primer i el tercer trimestre

d’embaras?
MODEL?
Cbi3 MMA* MMA tHcy® tHcy
R? (F) 0,09 (5,6)® 0,03(2,8) 0,03 (2,3) 0,05 (3,0)® 0,05 (3,1)°
[N] [333]° [349]° [348]° [349]° [348]°
Coeficient B (error estandard)
Inici embaras tercil baix de cobalamina 8,49 (2,2)° NSO 9,27 (3,8)° NS NS

(< 316 pmol/L)

Increment de 50 pmol/L en cobalamina

- - b - -
plasmatica a les 34st 2,12 (1,0) NS

Suplementacié regular amb acid folic

- - _ _ c b
durant els mesos 4-7 11,10 (3,4) 11,18 (3,1)

'Analisi de regressié lineal multiple del percentatge de canvi en l'indicador plasmatic de I'estat en cobalamina entre el primer trimestre i les 34 setmanes
de gestacid; “tots els models es van ajustar per: habit de fumar durant tot I'embaras, percentil de pes del nounat, edat gestacional (dies) a I'extracci6
corresponent a les 34 setmanes, genotip MTRR 66GG en gestants respecte els genotips corresponents i creatinina plasmatica a les 34 setmanes; 3% de
canvi en cobalamina; “% de canvi en acid metilmalonic; °% de canvi en homocisteina total; ®ajustat també per (s regular de suplements amb
cobalamina durant els mesos 4-7; “ajustat per I'holotranscobalamina (increment de 10 pmol/L) en lloc de la cobalamina plasmatica a les 34 setmanes;
8ajustat pel genotip MTHFR 677TT en gestants respecte els genotips corresponents; °ajustat pel genotip MTHFR 677TT en gestants respecte els genotips
Eorresponents i per I'holotranscobalamina (increment de 10 pmol/L) en lloc de al cobalamina plasmatica a les 34 setmanes; °no significatiu. °p<0,001;
p<0,05; °p<0,01.
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Taula E11. Factors predictius de les fluctuacions de la tHcy al llarg de I'embaras i la concentracié al cordé?

MODELS 1-62
8-12 sg"' 15 sg 24-27 sg 34 sg Treball de part Cordo
R? (F) 0,25 (11,3) 0,20 (7,8) 0,18 (7,5) 0,22 (9,1) 0,18 (8,0) 0,16 (7,4)
[N] [346]° [3037]° [330]° [321]° [352]° [343]°

Coeficient B (error estandard)

MTHFR 677TT en gestants
MTRR 66GG en gestants
Suplementacio regular amb acid folic

Increment de 50 pmol/L en Cbl

13,31 (2,9)*
5,54 (2,5)%
-8,30 (2,3)®
-1,19 (0,0)°

10,41 (2,7)?
6,50 (2,4)°
-4,50 (2,2)°
-1,60 (0,0)?

11,85 (3,4)° 15,95 (3,6)° 19,01 (3,8)°

NS° NS NS
-15,47 (0,0)® -19,83 (3,4)? -18,21 (3,7)2
NS -1,69 (0,0)° NS

16,53 (3,9)°
NS
-14,10 (4,0)?
-1,09 (0,0)?

MODELS 7-122

8-12 sg® 15 sg 24-27 sg 34 sg Treball de part Cordd
R? (F) 0,26 (12,2) 0,20 (7,7) 0,22 (9,5) 0,23 (9,8) 0,19 (7,9) 0,17 (6,5)
[N] [345]° [301]° [328]° [320]° [3207° [305]°

Coeficient B (error estandard)

MTHFR 677TT en gestants
MTRR 66GG en gestants
Suplementacio regular amb acid folic

Increment de 10 pmol/L en HoloTC

12,98 (2,8)*
6,18 (2,5)%
-8,15 (2,2)%
-0,50 (2,2)8¢

11,07 (2,7)?
5,76 (2,4)°
NS
-0,70 (0,0)?

9,86 (3,2)° 13,43 (3,4)° 15,49 (3,9)°

5,65 (2,8)° NS® NS
-13,33 (3,1)*  -18,45 (3,3)? -18,13 (3,8)
-0,80 (0,0)? -0,50 (0,0)° NS

14,80 (4,1)°
NS
12,72 (4,1)°
-0,40 (0,0)?

'Analisi de regressié lineal multiple: variable dependent en cada model: homocisteina plasmatica total; %tots els models es van ajustar per: habit de
fumar corresponent al moment de I'embaras, consum de café no descafeinat durant tot I'embaras, IMC a la primera visita prenatal, edat gestacional
(dies) a l'extraccié corresponent, edat de la gestant al part, creatinina a I'extraccié corresponent; 3setmanes gestacionals; “% de canvi en tHcy en el
genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme; °no significatiu; % de canvi en tHcy associat a I'iis regular de suplements respecte |'Us
irregular/no Us corresponent al moment de l'embaras; “% de canvi en tHcy associat amb un augment de cobalamina plasmatica a l'extraccié
corresponent; 8% de canvi en tHcy associat amb un augment d’holotranscobalamina plasmatica a I’extraccié corresponent; p<0,001; °p<0,05; °p<0,01.
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Taula E12. Factors predictius de les fluctuacions de la tHcy al llarg de I'embaras i al cordd en les gestants que inicien la gestacid al tercil
baix de cobalamina (< 316 pmol/L)!

MODELS 1-62

8-12 sg® 15 sg 24-27 sg 34 sg Treball de part Cordd
R2 (F) 0,24 (3,8) 0,24 (3,4) 0,13 (2,3) 0,17 (2,7) 0,19 (3,1) 0,26 (4,1)

[N] [118]° [1017® [114]° [1117° [1177° [114]°

Coeficient B (error estandard)
MTHFR 677TT en gestants 23,24(5,7)*  12,98(4,7)° 19,48(6,2)°  22,14(6,7)° 22,89(7,0)° 25,11(6,9)°
MTRR 66GG en gestants NS® 10,19(4,4)* NS NS NS NS
TCII 776GG en gestants NS NS NS NS NS 17,12(7,4)%
Suplementacié regular amb acid folic -10,69(4,7) -10,08(4,1)° -17,88(6,5)° -22,51(6,9)° -17,55(7,1)°¢ -16,39(7,4)°
Increment de 50 pmol/L en Cbl NS NS NS NS NS -4,40(1,2)"®
MODELS 7-122

8-12 sg® 15 sg 24-27 sg 34 sg Treball de part Cordé
R? (F) 0,29 (4,7) 0,31 (4,5) 0,16 (2,6) 0,23 (3,5) 0,22 (3,3) 0,25 (3,6)

[N] [117]® [100]° [112]° [110]° [105]° [101]°

Coeficient B (error estandard)
MTHFR 677TT en gestants 18,53(5,5)*  11,96(4,6)° NS® 12,30(5,8)° NS 17,23(6,9)°
MTRR 66GG en gestants NS 11,74(4,2)* NS NS NS NS

TCII 776GG en gestants NS NS NS NS NS 20,68(7,3)%
Suplementaci6 regular amb acid folic ~ -10,08(4,5)° -9,61(3,9)° -14,44(6,0)® -19,51(5,8)° -15,21(6,8)¢ -13,06(7,0)°
Increment de 10 pmol/L en HoloTC -3,15(1,2)%  -3,54(1,0)®> -2,27 (1,0)¢ NS NS -0,80(0,0)°

'Analisi de regressié lineal multiple: variable dependent en cada model: homocisteina plasmatica total; %tots els models es van ajustar per: habit de
fumar corresponent al moment de I'embaras, consum de café no descafeinat durant tot I'embaras, IMC a la primera visita prenatal, edat gestacional
(dies) a l'extraccio corresponent, edat de la gestant al part, genotip MTRR 524TT en gestants respecte els genotips corresponents, creatinina a I'extraccio
corresponent; 3setmanes gestacionals; “% de canvi en tHcy en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme; ®no significatiu; % de
canvi en tHcy associat a I'Us regular de suplements respecte I'Us irregular/no Us corresponent al moment de I'embaras; ’%de canvi en tHcy associat amb
un augment de cobalamina plasmatica a I’extraccié corresponent; 8% de canvi en tHcy associat amb un augment d’holotranscobalamina plasmatica a
I'extraccié corresponent; p<0,001; °p<0,01; °p<0,05.
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Taula E13. Factors predictius de les fluctuacions del MMA al llarg de I'embaras i la concentracid al cord6!

MODELS 1-42
24-27 sg® 34 sg Treball de part Cordé
R2 (F) 0,04 (2,4) 0,07 (3,6) 0,03 (2,3) 0,05 (3,1)
[N] [342]° [335]° [369]° [357]°
Coeficient B (error estandard)
Ierr‘]cgebr:“e”t de 50 pmol/L 4 007 (0,0)*  -0,009 (0,0)°  -0,008 (0,0)°  -0,003 (0,0)
MODELS 5-72
24-27 sg 34 sg Cordé
R? (F) 0,05 (3,5) 0,03 (2,5) 0,04 (2,9)
[N] [340]° [334]° [317]°
Coeficient B (error estandard)
Increment de 10 pmol/L en _ 5b _ a _ a
HoloTC 0,003 (0,0) 0,002 (0,0) 0,001 (0,0)

'Analisi de regressié lineal mdltiple: variable dependent en cada model: acid metilmalonic; tots els models es van ajustar per: habit de fumar
corresponent al moment de I'embaras, IMC a la primera visita prenatal, edat gestacional (dies) a I'extraccié corresponent, edat de la gestant al part,
genotip MTRR 66GG en gestants respecte els genotips corresponents, creatinina a I'extraccié corresponent; 3setmanes gestacionals; “concentracié de
cobalamina plasmatica a I'extraccié corresponent; *concentracié d’HoloTC plasmatica a I’extraccié corresponent; 2p<0,01; °p<0,001; °p<0,05.
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Taula E14. Factors predictius de les fluctuacions del MMA al llarg de I'embaras i la concentracié al cordé en les gestants que inicien la
gestacio al tercil baix de cobalamina (< 316 pmol/L)?

MODELS 1-32
8-12 sg® 15 sg Cordé
R? (F) 0,10 (2,6) 0,10 (2,3) 0,07 (2,1)
[N] [126]° [108]° [121]°
Coeficient B (error estandard)
MTRR 524TT en gestants 0,054 (0,0)* NS® NS
MTRR 66GG en gestants NS NS -0,06 (0,1)*
en Cbl
MODELS 4-62
8-12 sg 15 sg 24-27 sg
R? (F) 0,12 (2,9) 0,12 (2,7) 0,09 (2,3)
[N] [125]° [107]° [1177°
Coeficient B (error estandard)
MTRR 524TT en gestants 0,051 (0,0)* NS> NS
Increment de 10 pmol/L _ 7c _ c _ d
on HoloTC 0,016 (0,0) 0,029 (0,0) 0,011 (0,0)

'Analisi de regressié lineal mdltiple: variable dependent en cada model: acid metilmalonic; tots els models es van ajustar per: habit de fumar
corresponent al moment de I'embaras, IMC a la primera visita prenatal, edat gestacional (dies) a I'extraccié corresponent, edat de la gestant al part,
genotip MTRR 66GG i TCII 776GG en gestants respecte els genotips corresponents, creatinina a I’extraccié corresponent; 3setmanes gestacionals; *MMA
en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme; °no significatiu; ®concentracié de cobalamina plasmatica a cada extraccid;
’concentracié d’HoloTC plasmatica a cada extraccid; ?p<0,05; °p=0,05; °p<0,001; p<0,01.
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Taula E15. Factors predictius dels indicadors plasmatics de I'estat en cobalamina al cordé!

MODEL?
CbiI® HoloTC* MMA°® tHcy®
R? (F) 0,14 (9,0) 0,19 (11,0) 0,07 (4,7) 0,15 (9,3)
[N] [346]° [2977° [346]° [345]°

Coeficient B (error estandard)

Inici embaras tercil baix de cobalamina a a a a
(< 316 pmol/L) -155,77 (32,1) 141,37 (21,1) 0,05 (0,0) 15,60 (3,0)

Suplementacio regular amb cobalamina 109,61 (34,1)° 98,76 (22,6)° NS’ -12,54 (3,4)°
durant els mesos 4-7

MTHFR 677TT en cordd - - - 7,47 (3,7)%

'Analisi de regressié lineal multiple; ?tots els models es van ajustar per: habit de fumar durant tot I’'embaras, pes al naixement, edat gestacional (dies) a
I'extraccié corresponent al part, genotip MTHFR 2756GG en cordd respecte els genotips corresponents i creatinina al cordd; variable dependent:
3cobalamina plasmatica (pmol/L); *holotranscobalamina plasmatica (pmol/L); %acid metilmaldnic (umol/L); ®% de canvi en homocisteina total; "no
significatiu; % de canvi en tHcy en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme. p<0,001; °p<0,01; “p<0,05.
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Per tal d'investigar la relacié entre I’'estat en cobalamina i els polimorfismes implicats en
el seu metabolisme, amb el resultat de I'embaras, es va investigar si s’associaven amb el
risc de diabetis gestacional, creixement intrauteri retardat (CIR) i hipertensidé gestacional,
utilitzant la regressio logistica multiple. El model global no explica de forma significativa
el risc de desenvolupar la diabetis gestacional (R*[N]: 0,15 [336] p=0,10). En la
hipertensié gestacional, tot i que el model explica el 23% del risc de desenvolupar la
patologia (R’[N]: 0,23 [341] p<0,05), ni I'estat en cobalamina, I's de suplements, ni els
polimorfismes implicats, sén factors de risc per aquesta complicacié de I'embaras. El
factor del model que més explica el risc d’hipertensiéo gestacional és I'IMC (OR: 1,27
[IC95% 1,12-1,43] p<0,001). ElI model dissenyat per analitzar el risc de CIR explica el
15% del risc global. Les gestants amb genotip TCII 776GG tenen 3 vegades més risc
d’'un embaras afectat per CIR respecte les gestants amb els altres genotips del
polimorfisme. La magnitud del risc és semblant al que implica fumar durant tot I'embaras
(Taula E16).

Taula E16. Factors de risc de creixement intrauteri retardat?

Risc de creixement intrauteri retardat?

R? [N] 0,15 [345]°
OR IC95%
Fumar durant tot I'embaras 3,05° 1,13-8,26
TCII 776GG en gestants 2,743 1,09-6,94

'Analisi de regressi6 logistica multiple dels factors de risc pel creixement intrauteri retardat; “tots
els models es van ajustar per: IMC a la primera visita prenatal, edat de la gestant al part, estat
socioeconomic, anémia (Hb < 11 g/dL) a partir de les 34 setmanes, creatinina plasmatica a les
34 setmanes, inici de I'embaras al tercil baix de cobalamina, suplementacié regular amb acid folic
al primer trimestre respecte I'Us irregular/no Us de suplements, suplementacié regular amb
cobalamina durant els mesos 4-7 respecte 1'Us irregular/no Us de suplements, genotip
MTHFR 677TT i MTRR 66GG en gestants respecte els genotips corresponents; >risc de creixement
intrauteri retardat en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme. ?p<0,05.

Es van investigar amb analisis de regressid logistica multiple, els factors predictors de
risc de baix estat en cobalamina a principis i finals d’embaras (Taula E17a-c). Al primer
trimestre, el 15% de les gestants presentaven deficiencia marginal de cobalamina
(£ 220 pmol/L), al final de l'embaras la deficiencia marginal de cobalamina
(2 169 pmol/L) era present en un 19% de gestants. Els models per l'inici d’embaras, no
son significatius pel risc global de ser al tercil baix de cobalamina (< 316 pmol/L)
(R?[N]: 0,03 [373] p=0,73), al tercil alt de MMA (= 0,10 pmol/L) (R?*[N]: 0,03 [373]
p=0,75) ni tenir deficiéncia marginal de cobalamina (£ 220 pmol/L) o HoloTC
(< 35 pmol/L) (R?*[N]: 0,05 [338] p=0,64). Només en el model d’inici de I'embaras al

tercil baix d'HoloTC (< 57,3 pmol/L), s’‘observa en el limit del nivell de significacio
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(p=0,05), que tenir un estat socioeconomic mig-alt respecte baix, suposa una reduccid
del risc del 43% (Taula E17a).

En considerar el final de I'embaras, el treball de part, tots els models son significatius.
S’observa que el risc d’acabar I'embaras al tercil baix de cobalamina (< 199 pmol/L),
disminueix en un 42% en tenir un estat socioecondmic mig-alt respecte baix, i en un
66% per I'Gs regular de suplements amb cobalamina durant tot I'embaras, respecte I'Us
irregular o no Us de suplements. Iniciar I'embaras al tercil baix de cobalamina (< 316
pmol/L) augmenta 10 vegades el risc d'acabar I'embaras al tercil baix (cobalamina < 199
pmol/L). De forma similar perd amb un resultat de major magnitud, el fet de comencar
I'’embaras al tercil baix d’HoloTC (< 57,3 pmol/L) augmenta 19 vegades el risc d’acabar
I'’embaras en el mateix tercil (HoloTC < 45,5 pmol/L). En relacié al risc d’acabar
I'’embaras al tercil alt de MMA plasmatic (= 0,14 pmol/L), ajustant el model per I'estat en
HoloTC al moment del part, iniciar I'embaras al tercil alt de MMA (= 0,10 pmol/L)
augmenta 8 vegades el risc d’acabar en la mateixa situacié. En el model ajustat per la
cobalamina plasmatica al moment del part, el risc associat a MMA elevat a principis
d’embaras, augmenta 9 vegades el risc d’acabar al tercil alt de MMA. S’observa un efecte
protector en l'augment de 50 pmol/L de la concentracidé de cobalamina, reduint en un
24% el risc d'acabar al tercil alt de MMA (Taula E17a-b). En analitzar els factors de risc
d’acabar I'embaras amb deficiencia marginal de cobalamina (< 169 pmol/L) o HoloTC (<
22 pmol/L), s’observa una disminucié del risc del 47% en tenir un estat socioeconomic
mig-alt respecte baix. Per contra l'inici de I’embaras amb deficiencia marginal de
cobalamina (< 220 pmol/L) o HoloTC (< 35 pmol/L) augmenta 11 vegades el risc
d’acabar en la mateixa situacid, mentre que la preséncia del genotip TCII 776GG en

gestants duplica aquest risc respecte els altres genotips del polimorfisme (Taula E17c).

Es van comparar les concentracions de MMA plasmatic (indicador funcional d’estat en
cobalamina) en cada punt de I'embaras i al cordd, entre les gestants que van iniciar
I'’embaras amb una combinacié de baix estat en cobalamina (£ 316 pmol/L, tercil baix) i
elevat estat en folats (= 34,8 pmol/L) respecte a les que van iniciar la gestacié al tercil
baix de cobalamina perdo mig-baix de folats (< 34,8 pmol/L). A les 8-12 setmanes 51
gestants tenien un baix esta en cobalamina i alt de folats, respecte a les 127 gestants en
les que el tercil baix de cobalamina es combinava amb el tercil mig-baix de folats.
S’observa que el MMA plasmatic sempre tendeix a ser més elevat en presencia d’un baix
estat en cobalamina combinat amb un elevat estat en folats, sent significatiu des de les
15 fins a les 34 setmanes de gestacid, respecte a la preséncia només de baix estat en

cobalamina (Grafic E3).
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Taula E17a. Factors de risc per un baix estat en cobalamina i HoloTC en diferents moments de I'embaras?

Tercil baix de cobalamina? Tercil baix d’HoloTC?
(< 199 pmol/L) (< 45,5 pmol/L)
Part® Inici embaras* Part®
R? [N] 0,38 [325]° 0,08 [335] (p =0,05) 0,46 [292]°
OR IC95% OR IC95% OR IC95%
Estat socioecondmic 0,58°° 0,35-0,97 0,57° 0,37-0,88 NS NS
Fumar® NS’ NS NS NS 2,46° 1,10-5,51
Suplementacioé regular amb cobalamina durant c
els mesos 4-7 0,34 0,16-0,72 - - NS NS
Inici embaras tercil baix de cobalamina a
(< 316 pmol/L) 10,37 5,79-18,57 - - - -
Inici embaras tercil baix d’'HoloTC a
(< 57.3 pmol/L) - - - - 19,49 9,85-38,54

Analisi de regressié logistica multiple dels factors de risc per un estat baix en cobalamina; 2tots els models es van ajustar per: IMC a la primera visita
prenatal, edat de la gestant al part, anemia (Hb < 11 g/dL) corresponent al moment de I'embaras, suplementacié regular amb acid folic al primer
trimestre respecte a 1'Us irregular/no Us de suplements, genotip TCII 776GG, MTRR 66GG i MTRR 524TT en gestants, respecte els genotips
corresponents; 3ajustat també per: creatinina al part; “tercil baix d’HoloTC a l'inici de I'embaras < 57,3 pmol/L; també ajustat per: planificacié de
I'embaras i esmorzar cereals durant tot I'embaras; 5mig-alt respecte baix; ®durant el primer trimestre o durant tot I'embaras, corresponent al moment de
I'embaras al model; “no significatiu. ®p<0,001; ®p<0,05; p<0,01.
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Taula E17b. Factors de risc per un elevat estat en MMA al final de I'embaras!

Tercil alt MMA?
(=2 0,14 pmol/L)

Part Part

R* [N]

0,30 [338]° 0,29 [305]°

Increment de 50 pmol/L en Cbl

Increment de 10 pmol/L en HoloTC

Inici embaras tercil alt MMA
(=2 0,10 umol/L)

OR IC95% OR IC95%

0,76° 0,65-0,90 - -
- - NS3 NS

8,81° 5,06-15,34 8,02% 4,54-14,15

1Analisi de regressid logistica multiple dels factors de risc per un estat baix en cobalamina; 2tots els models es van ajustar per: IMC a la primera visita
prenatal, edat de la gestant al part, anémia (Hb < 11 g/dL) a partir de les 34 setmanes, suplementacié regular amb acid folic al primer trimestre
respecte a I'Us irregular/no Us de suplements, estat socioecondmic, creatinina al part, genotip TCII 776GG, MTRR 66GG i MTRR 524TT en gestants,

respecte els genotips corresponents; 3no significatiu. ®p<0,001; °p<0,01
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Taula E17c. Factors de risc per deficiéncia marginal en cobalamina o HoloTC al final de I'embaras?

Deficiéncia marginal de Cbl (= 169 pmol/L)
o HoloTC (= 22 pmol/L)?

Part
R? [N] 0,25 [293]°
OR IC95%
TCII 776GG en gestants 2,50% 1,13-5,53
Estat socioecondmic 0,53% 0,30-0,94
Inici deficiencia marginal cobalamina (< 220 pmol/L) 10,73° 4,15-27,76

0 HoloTC (< 35 pmol/L)

1Analisi de regressié logistica multiple dels factors de risc per deficiéncia marginal de cobalamina o holotranscobalamina; model ajustat per: IMC a la
primera visita prenatal, edat de la gestant al part, anemia (Hb < 11 g/dL) a partir de les 34 setmanes, suplementacié regular amb acid folic al primer
trimestre respecte a I'Us irregular/no Us de suplements, suplementacié regular amb cobalamina durant els mesos 4-7 respecte a I'Us irregular/no Us de
suplements, fumar durant tot I'embaras, creatinina plasmatica al part, genotip MTRR 66GG i MTRR 524TT en gestants, respecte els genotips
corresponetr)mts; 3risc deficiéncia marginal de Cbl o HoloTC en el genotip homozigot respecte els altres genotips del polimorfisme; 4mig-alt respecte baix.
¥p<0,001; °p<0,05.
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Grafic E3. Comparacioé de fluctuacions en MMA durant I'embaras i al cordé de les gestants
que comencen I'embaras al tercil baix de cobalamina plasmatica® segons I'estat en folats?

0,4 -
ESTAT EN COBALAMINA I FQLATS
A L'INICI DE L'EMBARAS
0,35 -
tercil baix de cobalamina i alt de folats {
~ 0,3 1 — tercil baix de cobalamina i mig-baix de folats
=
g
= 0,25 -
~ *
<
=
= 0,2 - * * 1
0,15 -
0,1 T T T T | |
8-12 15 24-27 34 Treball part Cordé

Setmanes de gestacio

MMA, acid metilmalonic. Grafic amb mitjanes aritmétiques. !Tercil baix de cobalamina
(< 316 pmol/L); ?Tercil alt de folats (= 34,8 pmol/L). Test de Mann-Whitney *p<0,05 comparant
les gestants que inicien la gestacié al tercil baix de cobalamina i alt de folats respecte les gestants
que ho fan al tercil baix de cobalamina i mig-alt de folats.
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DISCUSSIO DE L’'ESTUDI NUTCIR

Els embarassos analitzats en I'estudi NutCIR corresponen a gestants amb una mitjana
d’edat de 32 anys, propera als 31 anys de mitjana de la poblacié catalana®®®. L’estat
socioeconomic familiar és majoritariament mig-alt i, es déna un elevat percentatge de
planificacié de I'embaras (81,4%) respecte les dades recollides en altres estudis on la
mediana de planificacié és del 58%°%7. El consum de drogues i alcohol és baix. En relacié
a I'habit de fumar, a Catalunya s’ha observat que un terc de les dones so6n fumadores al
comengament de I’'embaras i, que aproximadament un 25% deixen de fumar durant la
gestacio®®®. En l'estudi NutCIR el 31% de les dones sén fumadores en comencar

I'’embaras, i un 14% deixen de fumar durant la gestacio.

Comportament dels biomarcadors plasmatics d’estat en cobalamina al llarg de

I’embaras

L'embaras implica un estres fisiologic lligat a una major demanda de cobalamina
necessaria pel desenvolupament fetal. Tot i que, en base a rangs de referéncia de fora de
I'embaras, en l'estudi NutCIR les gestants presenten majoritariament concentracions
plasmatiques no deficients en cobalamina, no es coneix la concentracié oOptima de

cobalamina o HoloTC en I'embaras.

Les concentracions plasmatiques de cobalamina presents en I'estudi NutCIR al llarg de

I'embaras, s6n semblants a les d‘altres estudis3'?

, trobant una disminucié gradual
d’aproximadament el 34% entre el primer i tercer trimestre. Les discrepancies amb les
fluctuacions de la cobalamina sérica trobades en altres estudis, es podrien explicar en
part perqué aquests consideren un nombre d’embarassades més petit3°#33%, els estudis

261,313,343

no son longitudinals , perque en els estudis longitudinals, els punts escollits no

coincideixen amb els nostres3831% o per diferéncies en els habits de suplementacié de

les gestants®®?,

Els factors fisiologics propis de I'embaras com I’hemodilucid, I'augment en I'hematopoesi i
la demanda fetal entre d’altres, contribueixen a la disminucié global de la cobalamina i
I'HoloTC. Respecte al primer trimestre la concentracid de cobalamina plasmatica
disminueix durant tot I'embaras, perd contrariament al que s’ha vist en altres estudis,
tant realitzats a Europa®°° com als EUA37, la disminucié és menys accentuada en I'Ultim
trimestre. En analitzar la cobalamina disponible a nivell dels teixits, I’'HoloTC, tot i també

disminuir al principi de I'embaras, en el tercer trimestre s’estabilitza. La disminucid de la
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cobalamina amb l’estabilitzacié de la concentracié d’HoloTC al final de I'embaras, fan que
la raé HoloTC/Cbl augmenti al llarg d’aquest. L'augment en aquesta raé a mesura que
avanca |'embaras, podria indicar el manteniment en la concentracié de la cobalamina

disponible als teixits.

La disminucié menys pronunciada de la cobalamina i sobretot I'estabilitzacié de I'HoloTC
al tercer trimestre, es podrien explicar per diferents mecanismes. En el creixement fetal
es donen dues fases, una inicial, hiperplasica en les primeres 16 setmanes, d’augment
del nombre de cél-lules (sintesi d’ADN) i, una fase final, hipertrofica a partir de les
32 setmanes, d’augment de la mida de les cél-lules. De les 17 a les 32 setmanes les dues
fases son concomitants. La cobalamina és necessaria per la sintesi d’ADN, aixi en I'Ultima
etapa de I'embaras en el que aquest procés passa a un segon terme, la cobalamina
necessaria a nivell dels teixits seria menor, fet que explicaria |'estabilitzacié de I'HoloTC.
Un altre possible explicacié seria que I'HoloTC, pot deixar de disminuir i estabilitzar-se,
com a possible mecanisme compensatori a un procés d’estrés com és |I'embaras, per
cobrir les necessitats del fetus i poder seguir de forma eficient amb I'alimentacié del
nounat en la lactancia. Tampoc es pot descartar que |'estabilitzacié de la concentracié
d'HoloTC podria ser reflex de la seva acumulacié en el plasma, com a conseqliéncia de
I’'afectacio del seu transport cap a la cél-lula per la disminucié de I'afinitat entre I'HoloTC i

el seu receptor.

Pel fet que la cobalamina sigui un important cofactor, tant en la formacié del succinil CoA
a partir del metilmalonil CoA com, en la conversié de la Hcy a metionina, tant el MMA
com la tHcy sén marcadors de la deficiéncia en cobalamina. Tot i que en els dos primers
trimestres hi ha poques evidéncies de les deficiéncies funcionals associades a un baix

estat en cobalamina344-345

, en el tercer trimestre s’ha trobat baix estat en cobalamina
sérica, associat a dietes inadequades, amb un augment de les concentracions de tHcy i
MMA338, En I'estudi NutCIR, en I'Gltima part de I'embaras quan hi ha l'estabilitzacié de
I'HoloTC, s’observen les concentracions plasmatiques més elevades de MMA i tHcy de tot
I'embaras, confirmant els resultats d’altres estudis3°®34%8° Tant el MMA plasmatic com
la tHcy estan afectats per els mateixos processos fisioldgics propis de I'embaras, que
resulten en la dilucié de parametres plasmatics. Tot i la influéncia d’aquests factors, es
detecta I'augment dels dos marcadors funcionals d’estat en cobalamina a mesura que
avanga l'embaras. Aquest fet podria recolzar la idea que tot i analitzar embarassades
amb un bon estat en cobalamina, el final de I'embaras impliqui una situacié que necessiti
d’'un mecanisme compensatori, per tal de tenir major cobalamina disponible als teixits. El

que no es pot discernir, amb les dades disponibles en el nostre estudi, és si
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I’estabilitzacié de la concentracié d’HoloTC plasmatica, indica un efecte compensatori o

bé la reduccié de I'afinitat del receptor d’HoloTC.

El patré de les fluctuacions en tHcy durant I'embaras, de I'estudi NutCIR, correspon amb
estudis anteriors®®#®°%, Tant factors a nivell endocri, com la disminucié gradual de I'estat
en folats i cobalamina, podrien contribuir a aquestes fluctuacions. L'estat en MMA global

Y691 basat en valors

al llarg de I'embaras, es troba dins del rang normal (0-0,28 pmol/I
de referéncia fora de I'embaras, suggerint que les mares no sén deficients. Cal tenir en
compte que durant els dos primers trimestres de gestacio, les gestants es troben en una
condicié anabolica, augmentant els diposits de greix gracies tant a la hiperfagia com a
l'augment de la lipogénesi®®?, perd que durant I'dltim trimestre de gestacio, el
metabolisme lipidic matern canvia a un estat catabolic, millorant I'activitat lipolitica del
teixit adip6s®®3, com es mostra amb el deteriorament accelerat dels diposits de greix.
Aquest fet podria contribuir a l'augment, respecte al primer trimestre, fins i tot en
preséncia de I'hemodilucié i I'augment de la funcié renal®*°®, de les concentracions de

MMA plasmatic al final de la gestacio.

Marcadors bioquimics al cordo

Les concentracions plasmatiques més elevades de cobalamina, HoloTC, folats i MMA,
pero inferiors de tHcy en les mostres de cordd respecte els valors del treball de part,
observades en l'estudi NutCIR, concorden amb les d’altres estudis on a més de sang de

cord43®®, també es va obtenir mostra de la gestant ja sigui durant el treball de

1166:308,364 5 just després°®,

par
Elevades concentracions de cobalamina i HoloTC en el cordd, poden estar relacionades
amb una absorcid més lenta de la cobalamina, probablement conseqiiéncia d’'una menor
expressid o activitat del receptor®®®. Les concentracions de cobalamina trobades en els
cordons de l'estudi NutCIR, son més elevades que les d’altres estudis europeus, del

4

Regne Unit*®?, dels Paisos Baixos®*3** o d’Alemanya'®®, o fora d’Europa, del Caire®*!,

7

Turquia®?” o Brasil**3. En tots aquests estudis perd, les concentracions sériques de les

gestants també eren més baixes que les presents en les gestants de I'estudi NutCIR.
Els folats passen de la mare a la circulacié fetal®®?, fent que la concentracié en el cordé

sigui 2-3 vegades major que la present en les gestants327:353:695 Aquest fet es reafirma

en la comparacié de les concentracions de folats part-cordd de I'estudi NutCIR.
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En comparar les concentracions de tHcy de les gestants en el moment del part, els
estudis fets a Nord América presenten concentracions més baixes respecte els estudis
europeus®®, segurament per la fortificacié obligatdria amb acid folic. En I'estudi NutCIR
tant les gestants com els cordons presenten concentracions més baixes que les presents
o Irlanda®®®. En

analitzar la possibilitat que aquests estudis tinguin un percentatge de gestants no

en estudis europeus realitzats a Noruega®®®, els Paisos Baixos®®’

suplementades amb acid folic, més elevat que el present en les gestants de l'estudi
NutCIR (3%), s’‘observa que I'estudi neerlandés no ddéna informacié sobre la
suplementacio, l'irlandés tot i comentar que les dones acostumen a prendre suplements
amb ferro i 400 ug d’acid folic, no donen dades de consum, i el noruec indica que el 63%
de les mares no van prendre suplements en cap moment de I'embaras, corroborant un
major percentatge de mares no suplementades respecte I'estudi NutCIR. L'estudi PreC3®4
analitza les concentracions de tHcy dividint a les gestants, reclutades a la mateixa
provincia que l'estudi NutCIR, en dos grups segons si s’han o no suplementat al llarg de
I'’embaras. Comparant les gestants suplementades de les no suplementades entre els dos
estudis, s'observa que les concentracions de tHcy de I'estudi NutCIR, tant de les gestants
al part com dels cordons sén més baixes. Una explicacid a aquests resultats podria ser
que la suplementacié a l'estudi PreC, no va comengar en cap gestant abans del segon
trimestre, fent que la suplementacié no hagi pogut arribar a disminuir les concentracions
de tHcy com en l'estudi NutCIR. També cal considerar que en l'estudi NutCIR el grup de
les gestants no suplementades inclou embarassades amb una suplementacié irregular,
mentre que en l'estudi PreC, la no suplementacié és estricte, fent que les concentracions

de tHcy puguin ser més elevades en no rebre cap tipus de suplement.

Les concentracions trobades de MMA plasmatic tant en les gestants en el moment del
part com en els cordons, sén semblants a les presents en altres estudis®9%:339:363:369 | g
elevades concentracions en el cordé podrien ser conseqliéncia d’una baixa taxa
d’eliminacié. No obstant, poden ser resultat d’'una adaptacié general del nounat a la vida
extrauterina, en la que les activitats de molts enzims estan sota pressié i de forma
independent, han de satisfer I'alta taxa metabolica durant la vida postnatal®*®. Davant de
gestants majoritariament no deficients en cobalamina, com soén les de I'estudi NutCIR, les
elevades concentracions de MMA trobades en els cordons respecte els valors de les

gestants, semblen un fet comu en el desenvolupament fetal.

Tot i la millora de l'activitat lipolitica del teixit adipés matern en I'Ultim trimestre de la
gestacid, s'ha comprovat com el substrat que travessa la placenta en major mesura és la

698

glucosa seguida per els aminoacids®”®, mentre que els acids grassos i el glicerol només

travessen la barrera placentaria en petites proporcions®®®. Tot i la manca de
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transferéncia placentaria directa de triglicérids, els acids grassos essencials derivats de la
dieta materna, han d’estar disponibles pel fetus. L'habilitat de que aquests acids grassos

presents en els triglicérids plasmatics materns passin al fetus, es déna per la preséncia

7 8

de receptors de lipoproteines®®” i activitats lipasa®®® en la placenta. A més els acids

grassos lliures en la circulaci6 materna també travessen la placenta’??.

El conjunt
d’aquests fets podria ser també una de les explicacions de les elevades concentracions de
MMA trobades en el cordd, suggerint que aquestes concentracions no estarien associades
amb casos de deficiéncia en cobalamina. El greix constitueix aproximadament el 50% del

valor caloric total de la llet humana’®!

, €ls triglicérids corresponen al major component
lipidic tant en el calostre com en la llet madura’®2. La induccié de I'activitat lipogénica en
les glandules mamaries no es dona fins després del part i, per tant, els lipids del calostre
han de provenir de la circulaci6 materna. Aquesta seria una possible explicacié als
resultats de diferents estudis que mostren com contrariament a les concentracions
maternes després del part, la concentracié de MMA en els nounats augmenta®°>3%9, Sén
necessaris més estudis per tal d’establir I'0ptim punt de tall de MMA per tal de minimitzar
els falsos negatius i positius, i predeterminar si els pacients amb deficiencia en
cobalamina es poden detectar a través d’un cribatge del nounat fet entre les 48-72 hores

postpart”°3,

Efecte de la suplementacio6

L'is de suplements durant I'embaras, és cada vegada més freqlient a causa del
creixement del mercat de les preparacions de multivitaminics dirigides a les gestants. La
SEGO0®°’ recomana un consum de 400 ug diaris d’acid folic fins acabar el primer trimestre
d’'embaras. No obstant la majoria de preparacions prenatals al mercat espanyol
contenen, a més dels 400 ug d’acid folic, dosis baixes d’altres vitamines i minerals, entre
ells 2 ug de CNCbl. No hi ha evidéncia de si suplementar amb una dosi tan petita de
cobalamina, pot afectar l'estat en cobalamina durant I'embaras i al cordd, sobretot en
gestants amb un bon estat en cobalamina. En I'estudi NutCIR s’ha investigat si el consum
d’aquests 2 ug de CNCbl, afecta els biomarcadors plasmatics d’estat en cobalamina. El
92% de les participants van utilitzar suplements prenatals durant el primer trimestre
d’'embaras. Es van identificar dos patrons de suplementacio, regular o irregular/no
suplementacio. No hi va haver suficients gestants que declaressin no suplementar-se per
tractar-les com una categoria apart. A partir dels 4 mesos I'Us regular de suplements es

va donar en el 56% de les gestants.

Globalment, I'Us regular de suplements multivitaminics s’associa amb un millor estat en

cobalamina, basat en concentracions plasmatiques més elevades de cobalamina i HoloTC,
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i una rad HoloTC/Cbl més elevada respecte al no Us o Us irregular de suplements. No
observar diferéncies entre els dos patrons de suplementacidé a les 15 setmanes, podria
ser conseqlieéncia del consum de suplements durant el primer trimestre per la majoria de
les gestants. Aquestes dades demostren que independentment de |'estat en cobalamina
de la gestant, la suplementacié amb dosis baixes de cobalamina reforca tant I'estat en
cobalamina durant I'embaras, com en el corddé. Les concentracions de MMA no estan
afectades per la suplementacié en cap moment de I'embaras ni al cordd. Apart de la
baixa dosi de cobalamina en els suplements, donat que les concentracions de MMA
plasmatiques no indiquen deficiencia de forma global en I’'estudi NutCIR, no s’esperaria

que la suplementacié influis en les concentracions de MMA.

Tot i que la suplementacié regular amb acid folic s'associa amb un estat global més
elevat en folats, respecte al no Us o Us irregular de suplements durant I'embaras, i
s’associa de forma independent amb la reduccié de tHcy en tots els punts, s‘observa que
la tHcy augmenta a finals de I'embaras en els 2 patrons de suplementacié. Aquest fet
corrobora observacions en estudis previs, que l'augment de la concentracié de tHcy al

final de la gestacid no s’explica del tot per el déficit en folats®64794,

Diferents estudis d’intervencié han mostrat la necessitat de dosis més elevades que les
preses per les gestants de I'estudi NutCIR, tant de cobalamina com d’acid folic per tal de
mantenir de manera més o menys transitoria, concentracions de cobalamina semblants a
les presents fora de I'embaras®'%3*®, En comparar |'estat en els diferents biomarcadors,
durant I'embaras i en el cordo, entre les gestants suplementades de forma regular i les
que ho van fer de forma irregular o no es van suplementar, en I'estudi NutCIR s’observa
que la suplementacid regular amb acid folic i petites dosis de cobalamina, milloren I'estat
en cobalamina i folats, tot i no arribar a les concentracions presents fora de |I'embaras,

tant en les gestants com en els cordons dels seus nounats.

Efecte de I'estat de cobalamina a I'inici de la gestacié

Tot i que les necessitats de cobalamina durant 'embaras, en principi queden cobertes
en les embarassades no vegetarianes i sense alteracions en I'absorcid, un baix estat en
aquesta vitamina pot portar a les gestants a tenir problemes per proporcionar-ne

suficient quantitat al fetus327-33°,

Donat que s’esperaria que l'evolucié dels marcadors funcionals d’estat en cobalamina,

especialment el MMA i la tHcy, durant l'embaras variés segons les reserves en

cobalamina de la gestant, en l'estudi NutCIR es van categoritzar les gestants per estat
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en cobalamina a principis d’embaras, per tal de diferenciar entre les fluctuacions
conseqiiéncia dels canvis fisioldgics i endocrins propis de I'embaras, i les conseqlients a
I’'estres de les reserves maternes. S’‘observa com les gestants que comencen I'embaras al
tercil baix de cobalamina, mantenen durant tot I'embaras un pitjor estat en cobalamina i
HoloTC, respecte les gestants dels altres tercils, i a més presenten concentracions més
elevades tant de MMA, tot i no arribar a una concentracié mitjana indicativa de
deficiéncia en cobalamina, com de tHcy. Seguint la mateixa tendéncia, els cordons dels
nounats d’aquestes gestants, també presenten un pitjor estat en cobalamina i HoloTC, i
majors concentracions de MMA i tHcy, respecte les dels nounats de les gestants del tercil

mig-alt.

En les gestants que comencen l'embaras al tercil baix de cobalamina, a partir de les
24-27 setmanes, les concentracions d’HoloTC no mostren diferéncies respecte al primer
trimestre. Davant d’un baix estat en cobalamina, I'HoloTC resisteix la disminucié de la
seva concentracid, fet que no s’observa en un millor estat en cobalamina. En un estudi
realitzat a Dinamarca’?® amb 27 gestants, s’observa com la concentracié d’HoloTC en el
segon (mediana [rang] pmol/L: 53 [20-91]) i tercer (60 [21-116]) trimestres, 24 i
36 setmanes de gestacid respectivament, no varia respecte linici de I'embaras,
13 setmanes (56 [19-190]). A més de que l'analisi es va realitzar amb un petit nombre
de gestants, cal considerar que I'estat en cobalamina d’aquestes gestants era pitjor que
el present en I'estudi NutCIR. La concentracié d’HoloTC a les 13 setmanes equival a la
mediana present a les 24-27 setmanes en l‘estudi NutCIR, moment en el que deixen
d’haver-hi diferencies respecte al primer trimestre en les gestants amb pitjor estat en

cobalamina.

Les concentracions de la raé HoloTC/Cbl no presenten diferéncies en les gestants que
comencen |I'embaras al tercil baix de cobalamina, respecte la resta, pero a nivell de cordé
els seus nounats si que tenen una concentracid menor respecte els de les gestants del
tercil mig-alt. Tot i que durant I'embaras sembla que la raé HoloTC/Cbl no es veu influida
per |'estat en cobalamina al principi de la gestacid, si que s’observa que les mares en
millor estat, proporcionen als seus nounats major concentracié de cobalamina que sera

disponible a nivell cel-lular.

Com s’ha comentat anteriorment, l'estat elevat en MMA en els cordons respecte a les
gestants, s’ha observat en altres estudis d’embaras fets a Europa3°®3393%6  En |'estudi
NutCIR en fer el seguiment tant de les gestants que comencen I'embaras al tercil baix en
cobalamina, com les que ho fan en els altres tercils, s’observa que el MMA del cordd

sempre esta més elevat que el de la gestant. No obstant, les concentracions
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plasmatiques de MMA en el cordons dels nounats nascuts de gestants que comencen
I'embaras al tercil baix en cobalamina, sén un 16% més elevades que les que
corresponen amb les mares dels altres tercils. Per tant en aquest grup, part de I'augment
en MMA al cordé respecte a la gestant, podria ser conseqliencia al baix estat en

cobalamina.

Respecte a la tHcy, tot i ser inferior al cordd respecte a la gestant com ja s’ha observat
en estudis anteriors®®?, és un 15% més elevat, quan s’associa amb embarassades que
inicien la gestacié al tercil baix en cobalamina, respecte les gestants que ho fan en els
altres tercils. Es confirma la importancia de 'estat en cobalamina de la gestant al principi
de I'embaras, sobre I’'estat en cobalamina del nounat observada en altres estudis, com el
de Guerra-Shinohara i col-laboradors®*3, que analitzant 69 gestants i els seus nounats
van observar que, les concentracions de tHcy eren majors en els cordons dels nounats de
les mares amb un baix estat en cobalamina plasmatica (< 133,54 pmol/L) al final de
I'’embaras, respecte els nounats de les mares amb un millor estat en cobalamina. Els
autors suggereixen el risc que comporta pel nounat I'associacié d’aquests fets, tant a la
dificultat per metabolitzar la Hcy, com a possibles problemes en el desenvolupament

cognitiu dels nounats.

La falta d’interaccido entre I'Us regular de suplements amb cobalamina i el temps de
gestacid, en les gestants que comencen I'embaras al tercil baix de cobalamina, mostra
que les concentracions plasmatiques en els biomarcadors de cobalamina, no varien en
funcio de la pauta de suplementacid. Aquest fet podria ser conseqlieéncia de que 2 ug/dia
de cobalamina, no fossin suficients per millorar I'estat global en cobalamina d’aquest
grup, davant lestres fisiologic de I'embaras. No obstant, |'estudi NutCIR és
observacional, i no permet descartar que el nombre reduit de participants al tercil baix en
cobalamina, combinat amb la variabilitat en I'Us de suplements dins d‘aquest grup,

pogués explicar la falta d’associacid entre |'estat en cobalamina i la suplementacid.

Influéncia genética

Per investigar la influéncia de gens que intervenen en el metabolisme o transport de la
cobalamina, sobre les concentracions plasmatiques en els biomarcadors de cobalamina,
en l'estudi NutCIR es van analitzar les concentracions plasmatiques d’aquests
biomarcadors separant les gestants, i els cordons dels seus nounats, amb el genotip
homozigot mutant de la resta de genotips del polimorfisme. En els polimorfismes que no
s’observaven diferéncies entre els dos grups, es va tornar a fer la mateixa analisi pero

considerant només les gestants que van comencar I'embaras al tercil baix en cobalamina.
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Per evitar problemes de falta de poténcia estadistica, els polimorfismes amb freqliéncies
d’homozigots mutants < 12% no es van analitzar. Els polimorfismes analitzats van ser
TCII 776C>G, MTHFR 677C>T, MTRR 66A>G i MTRR 524C>T.

6 en el que es va analitzar la freqiiéncia del genotip

En un estudi fet a Espanya’®
MTHFR 677TT en 652 nounats de diferents comunitats autonomes, es va observar que a
Catalunya la freqiéncia del genotip MTHFR 677TT era del 15%, considerant com a
estimacié del valor del global d’Espanya una freqUéncia que oscil-laria entre el 9,5-
14,9%. En l’'estudi NutCIR la frequéncia del genotip MTHFR 677TT en les gestants és del

18,1% i en els nounats arriba fins al 19,5%.

El polimorfisme MTHFR 677C>T es caracteritza per una activitat enzimatica
reduida®*®®4%4, La combinacié d’estat baix en folats i el genotip MTHFR 677TT, s'associa
amb elevada tHcy respecte els altres genotips del polimorfisme?’?. Riscs associats al
genotip MTHFR 677TT com els avortaments de repeticié o els DTN, es redueixen davant

472473 Tot i no ser de forma global

la suplementacié preconceptiva amb acid folic
deficients en folats, les gestants de I'estudi NutCIR amb el genotip MTHFR 677TT, tenen
major tHcy al llarg de tot I'embaras i al cordd, respecte els altres genotips del
polimorfisme. Aquest fet corrobora el resultat d'un estudi fet a Korea amb 117 gestants,
amb embarassos normals i una freqiéncia de MTHFR 677TT del 17,5%, en el que es va
observar, en I'Unica mostra recollida, a les 24-28 setmanes, que tot i presentar un bon
estat en folats, les gestants amb genotip MTHFR 677TT presentaven concentracions
majors de tHcy respecte els altres genotips’®’. Tot i disposar d’un bon estat en folats la
disminucié de l'activitat enzimatica produida per el genotip MTHFR 677TT, fa necessaria
una major concentracié de folats per compensar el defecte enzimatic, tant en les

gestants com en els seus nounats.

L'Gs regular de suplements amb acid folic en preséncia de MTHFR 677TT, tan sols frena la
disminucié en folat plasmatic a les 15 setmanes. Tot i no haver-hi diferéncia en I'estat en
folats entre els diferents genotips del polimorfisme, la tHcy es manté més elevada en els
homozigots, inclis en preséncia de la suplementacié regular amb acid folic. Aquest fet
podria suggerir que la preséncia del genotip MTHFR 677TT no permet aprofitar I'aportacié
de la suplementacié amb acid folic, considerant que en la resposta a la suplementacio

també hi pot haver un component genétic.

Hi ha estudis que relacionen la preséncia del genotip MTHFR 677TT amb el risc de

479,480

preeclampsia i sindrome de Down?®®, Aquesta relacid perd esta en controvérsia, ja

que no s’ha pogut demostrar en tots els casos*®*%4%¢, A causa de la preséncia en I'estudi
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NutCIR de només 8 casos preeclampsia (1,7%) i 2 sindromes de Down (0,4%), no es va
poder investigar aquesta relacié. Respecte altres estudis realitzats a Espanya, s’observa
que mentre en un estudi fet a Astlries’?®, el nombre de casos de sindrome de Down
(0,3%), és semblant als de I'estudi NutCIR, la incidéncia de preeclampsia en un estudi fet

a Barcelona’? (7,4%) és major.

El polimorfisme MTRR 66A>G°3? pot disminuir l'activitat de la MS, que utilitza la
cobalamina com a cofactor en la remetilacié de la Hcy. Hi ha perd discrepancies en
la seva relaci6 amb les concentracions de tHcy. Es troben estudis, realitzats fora de

I'embaras, on la preséncia del polimorfisme augmenta la seva concentraci$®2*

, 1 d'altres,
on no hi ha cap tipus d’associaci6®?°. La designacié de quin és I'al-lel que implica el risc
tampoc és concloent. La freqliéncia del genotip MTRR 66GG en les gestants de l'estudi
NutCIR (25,8%) és semblant al present en les gestants (24,7%) en un estudi fet a
Espanya, on s’analitzaven les freqliéncies de 190 parelles mare-nounat, de diferents
comunitats autonomes. El genotip és més freqlient en els cordons dels nounats de
I'estudi NutCIR (27,9%), que en els de l'estudi de les diferents comunitats autonomes

(20,1%)7°,

Ni I'estat en cobalamina plasmatica ni el patré de canvis durant I'embaras, varia en
I’estudi NutCIR entre els diferents genotips del polimorfisme MTRR 66A>G. En preséncia
del genotip MTRR 66GG, les concentracions d'HoloTC a partir de les 34 setmanes ja no
son inferiors a les inicials. Al principi de I'embaras s’observa una major tHcy en preséncia
del genotip MTRR 66GG, respecte els altres genotips del polimorfisme. La menor
concentraciéo de MMA en preséncia del genotip MTRR 66GG respecte els altres genotips, a
les 15 setmanes, és un fet aillat en el comportament d’aquest marcador bioquimic que
podria considerar-se un artefacte per les fluctuacions propies de I'embaras. També cal
considerar que malgrat adoptar un nivell de significacié del 5% per mantenir I'error alfa o
tipus I en el nivell convencional existeix el risc de falsos positius, entesos com a resultats

significatius que no corresponen a veritables associacions.

Com el polimorfisme MTRR 66A>G, tot i que menys estudiat, el MTRR 524C>T pot
disminuir l'activitat de la MS. Per aquest fet en molts estudis s’analitzen els dos
polimorfismes conjuntament®37-°%2, La freqiiéncia de MTRR 524TT en les gestants de
I'estudi NutCIR (13%), és semblant a la trobada en un estudi fet a Irlanda®3!, on
s’analitzava la possible associacié entre polimorfismes relacionats amb la MSR i els DTN, i
on les embarassades control, sense antecedents de DTN, presentaven una freqiéncia de
MTRR 524TT del 15%. Només en considerar les gestants que comencen lI'embaras al

tercil baix de cobalamina, s‘observa que en la segona meitat de I'embaras, les

[181]



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FACTORS METABOLICS I GENETICS EN LA REGULACIO DE L'ESTAT EN COBALAMINA, EN LA POBLACIO ADULTA I DURANT L'EMBARAS
Judith Salat Batlle

DL:T. 286-2012 . . .
Discussid.Estudi NutCIR

concentracions de MMA sén majors en preséncia del genotip MTRR 524TT, respecte els
altres genotips. La preséncia d'aquest genotip podria facilitar l'inici d’'una deficiéncia
marginal de cobalamina, en les gestants que comencen I'embaras en un estat suboptim
de cobalamina. Tant la falta de poténcia com el fet que les concentracions de cobalamina
del tercil baix (£ 316 pmol/L), no s’associin a deficiencies importants en cobalamina,
podrien dificultar la detecci6 de més associacions entre la presencia del genotip
MTRR 524TT i els diferents biomarcadors. Les concentracions d’HoloTC i MMA no sén
diferents en cap punt de I’embaras respecte al primer trimestre, perd les tendéncies
observades inicialment es mantenen, disminuci6 de les concentracions d’HoloTC i
augment de les de MMA. Aquest fet podria ser causa d’una resposta al defecte enzimatic,
produit per la preséncia del genotip MTRR 524TT, per tal de mantenir les concentracions
d'HoloTC, i que es reflectiria en I'atenuacié de I'augment de les concentracions de MMA.
Tot i aixi, s’associaria a una etapa molt inicial d’aquesta resposta, ja que es manté la
disminucié en la concentracid de cobalamina, i I'augment en la concentracié de tHcy al
final de I'embaras respecte al primer trimestre. Cal considerar també l'opcié que no
s’observin diferencies en I'HoloTC i el MMA per falta de poténcia estadistica, com causa
del petit nombre gestants amb genotip MTRR 524TT i a les petites fluctuacions en les

concentracions al llarg de I'embaras.

No s’observa una relacié consistent entre I’'Us de suplements i les fluctuacions en els
diferents indicadors d’estat en cobalamina, entre els diferents genotips del polimorfisme
MTRR 66A>G i MTRR 524C>T. Podria ser necessari un estat deficient en cobalamina per

poder observar una resposta a la suplementacié.

En el global dels estudis consultats en relacié al polimorfisme TCII 776C>G (Taula 11 i
12), s’observa que la frequéncia del genotip TCII 776GG oscil-la entre el 12-26%, rang
que inclou la frequéncia (19%) present en les gestants de l'estudi NutCIR. Hi ha
discrepancies sobre I'efecte del polimorfisme TCII 776C>G en les concentracions de
cobalamina. S’ha proposat que aquest polimorfisme s’associa amb una menor afinitat de
la TCII per la cobalamina®?*!, conseqiiéncia d’una reduccié d'HoloTC i de menys
cobalamina disponible als teixits. Una segona opcié suggereix que la preséncia del
genotip 776GG podria afectar I'afinitat de la TCII pel seu receptor, fet que disminuiria el

pas de I'HoloTC als teixits donant un augment de la seva concentraci¢??%422,

En cap dels biomarcadors analitzats al llarg de I'embaras, les concentracions observades
difereixen en preséncia del genotip TCII 776GG, respecte els altres genotips. La falta
d’efecte del genotip TCII 776GG sobre les concentracions de tHcy, es corrobora per altres

|426

estudis fets tant en dones d’edat férti com en dones de 40-88 anys*?'. Perd en
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considerar només les gestants que comencen |'embaras al tercil baix de cobalamina
plasmatica (< 316 pmol/L), s’‘observa una major concentracié de tHcy als cordons dels
nounats de les gestants amb el genotip TCII 776GG, respecte els altres genotips del
polimorfisme. No obstant, a la segona meitat de I'’embaras, en preséncia del genotip
TCII 776GG s’observa una resisténcia a la disminucié en la concentracié d'HoloTC. Per
considerar 'opcié d’una disminucié de I'afinitat de I'HoloTC pel seu receptor, esperariem
trobar concentracions majors de tHcy i/o MMA en presencia del genotip TCII 776GG. Es
possible que la relacié entre el genotip i els marcadors funcionals d’estat en cobalamina,

nomeés sigui evident en casos de deficiencia.

Tot i que podrien ser necessaries concentracions menors de cobalamina per observar
diferéncies a causa de la preséncia del genotip TCII 776GG, els resultats de I'estudi
NutCIR mostren la repercussié que pot tenir sobre el nounat la preséncia d’aquest
genotip en la gestant. Aixi els nounats de les gestants que comencen |I'embaras al tercil
baix en cobalamina i presenten el genotip TCII 776GG, tenen concentracions més
elevades de tHcy al cordd, que els nounats de gestants amb baix estat en cobalamina
pero genotips TCII 776CC+CG.

Com en els polimorfismes del gen MTRR la interaccié de I'Us de suplements i el temps de
gestacidé entre les diferents genotips del polimorfisme TCII 776C>G no és consistent.
Podria ser necessari un estat deficient en cobalamina per poder detectar l'efecte de la

suplementacid.
Factors predictius dels canvis al llarg de I'embaras

Per investigar la contribucié de factors nutricionals, geneétics i d’estil de vida en les
fluctuacions dels diferents indicadors d’estat en cobalamina al llarg de I'embaras, es van

dissenyar diferents models de regressio lineal multiple.

Les gestants de I'estudi NutCIR que comencen I'embaras al tercil baix de cobalamina no
aconsegueixen, tot i reduir la disminucié de les concentracions de cobalamina, millorar el
seu estat, i a més presenten concentracions majors de MMA que les gestants que
comencen I'embaras al tercil mig-alt. Aquest fet suggereix que el MMA més elevat no és
tan sols conseqléncia del procés fisioldgic de I'embaras®3, sind que també esta
relacionant amb un estat inferior en cobalamina. En relacié a la suplementacid, 2 ug de
cobalamina no serien suficient per exercir canvis en les concentracions dels indicadors
d’estat en cobalamina, excepte en la tHcy. L'augment caracteristic de finals d’embaras en

tHcy, és menor en les gestants que es suplementen de forma regular amb acid folic
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durant els mesos 4-7. L'estat inicial de cobalamina en comencgar I'embaras, per la
cobalamina i el MMA, i la suplementacio, per la tHcy, sén els dos factors decisius en els

canvis que es donen en aquests indicadors bioquimics, analitzats al llarg de I'embaras.

Factors predictius de tHcy i MMA en cada punt de I'embaras i en el cordé

En investigar els factors predictius de les concentracions de tHcy a cada extraccié
s’observa, que a més de l'associacidé inversa de la suplementaci6 amb la tHcy, tant la
preséncia del genotip MTHFR 677TT, com de MTRR 66GG, s'associen amb un augment de
tHcy. La disminucid de les concentracions de tHcy associada a l‘augment en la
concentracio de cobalamina, també es fa palesa en augmentar les concentracions
d’HoloTC.

Tant la cobalamina com I'HoloTC s’associen de forma inversa amb la tHcy al llarg de
I'embaras i al cord6. El genotip MTHFR 677TT, s'associa amb un augment de tHcy
respecte els altres genotips del polimorfisme durant tot I'embaras, sobretot a partir de
les 34 setmanes moment en el que les gestants tenen pitjor estat en folats, i en el cordé.
Aquests resultats mostren com de forma contraria al que va observar Powers i els seus

col-laboradors”**

en 30 gestants amb embarassos normals i suplementades amb acid
folic, en les que la presencia del genotip MTHFR 677TT no s’associava a majors
concentracions de tHcy, en l'estudi NutCIR tot i que el 97% de les gestants prenien
suplements prenatals, la preséncia del genotip MTHFR 677TT si que influeix sobre les
concentracions de tHcy. La suplementacid regular amb acid folic redueix les
concentracions de tHcy sobretot en la segona meitat de I'embaras, i al cordé. El menor
efecte de la suplementacié en la primera meitat de I'embaras podria ser conseqliéncia
d’'una baixa variabilitat, a causa de que la majoria de gestants es suplementen en aquest
periode. El genotip MTRR 66GG s’associa, al principi de I'embaras, amb un augment de

tHcy respecte els altres genotips del polimorfisme.

Limitant I'analisi a les gestants que comencen I'embaras al tercil baix de cobalamina, els
dos factors més influents sobre les concentracions de tHcy continuen sent la presencia
del genotip MTHFR 677TT i, I'Gs regular de suplements d’acid folic, a més es confirma
I’'associaci6 amb majors concentracions de tHcy, en els cordons de les gestants amb el
genotip TCII 776GG, i la no associacio del genotip MTRR 524TT amb les concentracions

de tHcy, ni en I'embaras ni en el cordo.

En analitzar els factors predictius dels canvis en les concentracions de MMA en cada
extraccié, s'observa que tant la cobalamina com I'HoloTC s’associen de forma inversa

amb el MMA a finals de lI'embaras i al cordd. Limitant lI'analisi a les gestants que
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comencen |'embaras al tercil baix de cobalamina s‘observa a més, que el genotip
MTRR 524TT s’associa a majors concentracions de MMA, respecte els altres genotips, al
primer trimestre. En analitzar I'estat en MMA entre les variants del genotip, s'observava
que les majors concentracions de MMA es donaven al segon trimestre. El model de
regressid permet estudiar la relacié tenint en compte I'estat en cobalamina. En el model
ajustat per la cobalamina plasmatica s’‘observa que el genotip MTRR 66GG s’associa de
forma inversa amb el MMA en el cordd. Aquesta relacié no era evident en contrastar el
MMA plasmatic entre les variants en l'analisi bivariant. S’ha suggerit que l'efecte del
polimorfisme MTRR 524C>T podria esta relacionat amb la preséncia del polimorfisme
MTRR 66A>G>37, En incloure els dos polimorfismes de forma conjunta, a més d’un baix

estat en cobalamina, es podrien mostrar associacions que per separat no s’observarien.
Factors predictius dels valors dels indicadors bioquimics cordé

Un bon estat en cobalamina al principi de I'embaras i la suplementacié regular, s’associen
amb un estat més elevat en cobalamina al cordé. A més el genotip MTHFR 677TT
s’associa amb un augment de tHcy, confirmant el fet que la preséncia de l'al-lel 677T

disminueix I'activitat de I’enzim MTHFR amb el resultat d’'un augment de tHcy*®*.

Les majors concentracions de MMA i tHcy mostren, com l'estat en cobalamina és pitjor en
els cordons dels nounats de les mares que comencen l'embaras al tercil baix de
cobalamina, respecte els nounats de les mares dels altres tercils. Es demostra aixi la

importancia, pel nounat, de I'inici de I'embaras amb un bon estat en cobalamina.

En el cordd s’observa com la suplementacié amb 2 ug de cobalamina de forma regular
durant els mesos 4-7, afavoreix I'augment de les concentracions de cobalamina i HoloTC i
la menor concentracidé de tHcy. La suplementacid regular amb cobalamina en les gestants

afavoreix |'estat en cobalamina dels seus nounats.

Factors de risc per complicacions en I'embaras

En lI'embaras l'estat baix amb cobalamina s’ha relacionat amb l'augment del risc de
CIR*3*3 | amb una predisposicié tant de les gestants com dels seus nounats a |'adipositat

excessiva i a la resisténcia a la insulina???%336:712

La hipertensiéo gestacional s’ha
relacionat amb I’hiperhomocisteinémia’*3. En I'estudi NutCIR es va investigar, amb
analisis de regressié logistica, si I'estat en cobalamina i dels polimorfismes que afecten el

seu metabolisme, s’associen amb aquestes tres complicacions de I'embaras.
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Dels models dissenyats, només el de CIR explica de forma significativa el risc global de
desenvolupar aquesta complicacié de I'embaras. Ni I’'estat en cobalamina ni I'Us regular
de suplements prenatals s’associen al risc de CIR, no obstant, la preséncia del genotip
TCII 776GG en al gestant triplica el risc de CIR. Ser fumadora durant tot I'embaras
s’associa amb la mateixa magnitud de risc. L'associacié entre fumar i el risc de CIR esta

ben establerta?14715:716

En l'estudi NutCIR no es va observar cap associacio entre 'estat en cobalamina i I'Us
regular de suplements amb el risc de cap de les complicacions estudiades. L’associacio
entre estat en cobalamina matern i la resisténcia a la insulina observada en estudis
previs®3®712 ya ser en dones amb pitjor estat en cobalamina (< 150 pmol/L) que les de

4 on el valor de mediana

I'estudi NutCIR. En un estudi realitzat als Paisos Baixos®?
[interval de confianca 95%] de cobalamina d’aquesta poblacié era 179 [134-219] pmol/L
no es va trobar relacié entre I'estat de cobalamina i el pes al néixer. Aquests valors son
inferiors als presents al tercil baix de cobalamina 189 [181-198] pmol/L, a l'estudi

NutCIR.

En els resultats de les regressions s’ha de considerar el limitat nombre d’embarassos que
es podien incloure en cada model: CIR 39/499 (7,8%), diabetis gestacional 33/483
(6,8%), i hipertensié 29/480 (6,0%). Aquest fet pot haver dificultat, per falta de poténcia
estadistica, I'observacié d’associacions entre les complicacions analitzades i I'estat en
cobalamina. En comparar la incidencia d’aquestes tres complicacions, s’‘observa que

717

en una revisié sobre estats hipertensius en I'embaras’*”, la incidéncia d’hipertensio és la

mateixa que en I'estudi NutCIR. En relacié a la diabetis gestacional, en un estudi realitzat

a Barcelona”®®

, el percentatge de gestants amb aquesta complicacié és del 8,2%. En la
incidencia de CIR és on s’observen valors més dispars, en un estudi realitzat

a Barcelona’!® on es van analitzar 7645 embarassos, la incidéncia de CIR és del 12,6%.

Factors de risc de les gestants amb baix estat en cobalamina

L'estat en cobalamina durant el primer trimestre de I'embaras, podria ser
provisionalment inferior al tipic per una gestant, si pateix nausees/vomits. Aquestes
molésties sén transitories i caracteristiques del principi de I'’embaras. No esta clar que es
pugui recuperar l'estat en cobalamina en desaparéixer aquests simptomes.
Independentment de si I'estat inicial en cobalamina és atipic o no, un altre factor que pot
millorar-lo és I'Us regular de suplements amb CNCbl. En I'estudi NutCIR es van investigar
els factors que podien contribuir al risc d’acabar l'embaras en un estat baix en

cobalamina.
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Com es comenga l'embaras determina en gran mesura, la manera en el que aquest
acabara. L'inici de I'embaras al tercil baix de cobalamina, HoloTC o al tercil alt de MMA,
augmenten 10, 19 i 8 vegades respectivament el risc d’acabar I'embaras en el mateix
tercil. En la mateixa linia comengar I'embaras amb una deficiencia marginal de
cobalamina o HoloTC, augmenta 11 vegades els risc de finalitzar I'embaras de la mateixa

forma.

Un millor estat socioeconomic familiar i la suplementacié regular amb cobalamina al final
de I'embaras redueixen en un 42% i 66% respectivament, el risc d’acabar I'embaras al
tercil baix de cobalamina plasmatica. Fumar al final de I'embaras duplica el risc d’acabar
I'’embaras al tercil baix d'HoloTC. La preséncia del genotip TCII 776GG en la gestant,
duplica el risc d’acabar I'embaras amb deficiencia marginal de cobalamina o HoloTC,

respecte els altres genotips del polimorfisme.
Factors de risc per les gestants amb baix estat en cobalamina i alt en folats

A Espanya les politiques oficials de suplementacié amb acid folic, per la prevencié de
defectes del tub neural, i les campanyes informatives als professionals van comengar el
2001°%%3, Tot i que la majoria de les dones prenen acid folic quan saben que estan
embarassades, el percentatge de dones que el prenen abans de I'embaras és encara molt

baix®%%,

La fortificacié obligatoria ha aportat millores en I'estat nutricional en folats i es considera
un dels metodes més eficagcos per aconseguir fer arribar la quantitat recomanada

d’ingesta d‘acid folic a la poblacié diana®®7:698:609

Perd en paisos on és vigent, s’'ha
observat que la prevalenga d’elevades concentracions en folat séric ha augmentat. Un

dels efectes causants és la combinacid de la ingesta de diferents suplements.

A Europa diferents paisos entre els quals trobem Turquia, Franca, Austria, Italia i el
Regne Unit, s’han interessat per la fortificacid obligatoria, perd és un tema candent,
encara en debat, no per falta d’evidencies de la seva eficacia sind per les conseqiéncies

col-laterals d’aquesta fortificacio.

Amb les dades obtingudes en l'estudi NutCIR, s’‘observa que l'inici de I'embaras amb un
baix estat en cobalamina i elevat en folats, respecte l'inici d'un baix estat en cobalamina
perdo mig-baix de folats, s’associa amb concentracions plasmatiques més elevades de
MMA, indicant un agreujament de |'estat en cobalamina en aquestes gestants. En els

paisos amb fortificacid obligatoria aquest fet es pot agreujar. S’ha observat que els
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nounats que presenten riscs més accentuats de patir I'adipositat excessiva i a la
resisténcia a la insulina, sén els procedents de mares que a més de baix estat en

222,336

cobalamina, presenten elevat estat en folats La possibilitat d’una cofortificacio

acid folic-cobalamina es planteja com a una possibilitat de reduir més el risc de DTN

davant una exclusiva fortificaci6 amb acid folic*°®

, perdo només s’ha analitzat fora de
I'embaras que en individus amb baixes concentracions en cobalamina, elevades
concentracions de folats s‘associen a un empitjorament de les conseqiéncies
metaboliques, com augments més important tant de tHcy com de MMA. Elevades
concentracions de folats poden ser precursores de |'exacerbacido de les manifestacions

cliniques propies de la deficiéncia en cobalamina?29:221:222,
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APORTACIONS DE LA TESI

En el nostre estudi de la poblacid, sense cap influéncia de suplementacié, més de la
meitat dels individus deficients en folats es troben entre els 18-44 anys. Del 31%
d'individus amb deficiencia marginal en cobalamina o HoloTC, el 13% també estan en
aquest grup d’edat. La gent gran és la que presenta més prevalenca de deficiéncia en
cobalamina i també en HoloTC, sén els individus amb millor estat en folats perd també
amb les concentracions més elevades de tHcy, que podria ser conseqliéncia del procés

d’envelliment.

En el nostre estudi d’embaras, respecte al primer trimestre, hi ha un empitjorament de
I’estat en cobalamina que es manté durant tot I'embaras. En I'Ultim trimestre, pero, la
tendéncia a disminuir de la cobalamina plasmatica és menys accentuada i, I’'HoloTC
s’estabilitza. En aquesta ultima part de |I'embaras és quan hi ha les concentracions
plasmatiques més elevades de MMA i tHcy de tot I'embaras. La tHcy pot estar influida per
la disminucié gradual de folats, i el MMA per la millora de l'activitat lipolitica del teixit
adipds, pero el nostre estudi demostra que la reduccié de l'estat en cobalamina també

contribueix a I'augment dels dos marcadors.

En el cordd, respecte les concentracions de la gestant al part, les concentracions
plasmatiques de cobalamina, HoloTC, folats i MMA s6n més elevades, perd la tHcy és
menor. Tenir la cobalamina i I'HoloTC plasmatica més elevades podria estar relacionat
amb una absorci® més lenta de la cobalamina, possible conseqiiéncia d’una menor
activitat del receptor. L'elevat MMA podria ser causa d’una baixa taxa d’eliminacié, o

resultat d'una adaptacio general del nounat a la vida extrauterina.

No hem observat que I’'HoloTC, respecte la cobalamina, sigui un marcador més sensible
als petits canvis d’estat en cobalamina, conseqiéncia de I'Us diari de suplements amb
2 ug de CNCbI. Aquesta pauta s’associa amb un estat més elevat en cobalamina, tant en

la gestant com en el cord6 del nounat.

Les gestants que comencen I'embaras al tercil baix de cobalamina, mantenen durant tot
I'’embaras i també en els cordons dels seus nounats, un pitjor estat en cobalamina i
majors concentracions de MMA (ddna suport al fet que a més del procés fisiologic de
I'embaras també esta relacionant amb l’'estat en cobalamina) i tHcy respecte els altres
tercils. Aquestes concentracions no es recuperen al llarg de l'embaras, i que a més,
repercuteixin en un pitjor estat en els cordons dels nounats, podria associar I'augment de

MMA a una situaci6 d’estrés de reserves de cobalamina, conseqliencia de linici
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de I'embaras amb un estat baix en cobalamina. La concentracié d’HoloTC plasmatica al
final de la gestacio, davant d’un baix estat en cobalamina, es manté estable, fet que no

s’‘observa en un millor estat en cobalamina.

Els polimorfismes amb la major freqléncia d’homozigots mutants sén per ordre
decreixent: MTRR 66A>G, TCII 776C>G, MTHFR 677C>T i MTRR 524C>T, tant en l'estudi

de la poblaciéo com en el de I'embaras.

La preséncia dels genotips MTRR 524TT, TCII 776CG i 776GG, s’associa en la nostra
poblacid, a una reduccié de la cobalamina disponible als teixits. Cap es relaciona amb
tHcy elevada. Contrariament la preséncia del genotip MTRR 524TT s’associa amb tHcy

inferior respecte els altres genotips, en les dones de la poblacio.

L’habit de fumar i el consum d’alcohol s’associen amb un pitjor estat en cobalamina en la
nostra poblacié. Fumar > 6 cigarretes/dia s’associa inversament amb |'estat en HoloTC i
amb tHcy més elevada en la gent gran. En analitzar per separat les dones d’edat fértil,

I’habit toxic que s’associa amb tHcy més elevada, és el consum d’alcohol = 30 g/dia.

En les gestants amb baix estat en cobalamina a principis d’embaras, en investigar els
factors predictius del MMA en cada mostra de I'embaras i al cordd, s‘observa que el
genotip MTRR 524TT s'associa amb MMA plasmatic més elevat, respecte els altres
genotips, al primer trimestre. La preséncia d‘aquest genotip podria facilitar
I'empitjorament d’estat en cobalamina en les gestants que comencen I'embaras en un
estat suboptim de cobalamina. La preséncia del genotip TCII 776GG en les gestants,
s’associa a una major concentracié de tHcy als cordons dels seus nounats. Tant la falta
de poténcia estadistica com el fet que les concentracions de cobalamina del tercil baix
(£ 316 pmol/L), no s’associin a deficiéncies importants de cobalamina, podrien ser el
motiu de no detectar les associacions entre la preséncia dels genotips MTRR 524TT i

TCII 776GG i, els diferents biomarcadors d’estat en cobalamina.

El genotip MTRR 66GG s’associa a tHcy més elevada respecte els altres genotips, pero les
diferéncies només soén significatives al principi de I'embaras. En preséncia del genotip
MTRR 66GG les concentracions plasmatiques d’'HoloTC al final de I'embaras s’estabilitzen
i no difereixen de les inicials. Les tendéncies a un millor estat en HoloTC, davant major
tHcy en presencia de MTRR 66GG respecte els altres genotips, es podrien relacionar amb
una resposta compensatoria a una etapa inicial de deficiencia marginal en cobalamina. En
investigar els factors predictius de la variabilitat en MMA en cada mostra de I'embaras i al

cordd, s’observa que en les gestants que comencen l'embaras al tercil baix de
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cobalamina, la preséncia del genotip MTRR 66GG, considerant I'estat en cobalamina en el

model, s’associa inversament al MMA plasmatic en el cordé.

En les complicacions de I'embaras, el risc de CIR es triplica per la preséencia del genotip
TCII 776GG en la gestant.

L'inici de I'embaras determina de manera important el final d’aquest. Comencar al tercil
baix de cobalamina, HoloTC, al tercil alt de MMA o amb una deficiencia marginal de
cobalamina o HoloTC, augmenten el risc d’acabar I'embaras en el mateix estat. Com a
factors ambientals s’observa com un millor estat socioeconomic familiar i, la
suplementacié regular amb cobalamina al final de I’embaras, s’associen a acabar
I'’embaras amb un millor estat en cobalamina, per altra banda, el fet de fumar durant tot
I'embaras, duplica el risc d’acabar-lo al tercil baix d’HoloTC. La preséncia del genotip
TCII 776GG en les gestants, duplica el risc d’acabar I'embaras amb deficiencia marginal

de cobalamina o HoloTC.

En analitzar en la nostra poblacid, els individus amb baix estat en cobalamina i elevat en
folats, respecte els que amb el mateix estat en cobalamina no tenen elevats folats,
s’observa que tant una reduccié de la cobalamina disponible a nivell dels teixits, com un
elevat estat en folats, s’associen amb tHcy elevada. El baix estat en cobalamina és més
pronunciat en els individus amb elevat estat en folats. Aquest fet es corrobora en les
gestants, que tot i no estar implicades a un sistema de fortificacid obligatoria, si que ho
estan amb les politiques protocol-laries de suplementacié prenatal. El mateix analisi fet
en la poblaci6 mostra que davant un baix estat en cobalamina, la combinacié amb
elevades concentracions de folat, fa que marcadors de deficiéncia en cobalamina, com el
MMA plasmatic, siguin més elevats, indicant un pitjor estat en cobalamina en aquestes

gestants.
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* En una mostra representativa de la nostra poblacid, els individus amb pitjor estat en

cobalamina i més risc de deficiencia, sén els de 18-44 anys i la gent gran.

= Els polimorfismes amb la major freqliencia d’homozigots mutants sén per ordre
decreixent, tant en la poblaci6 com en les gestants: MTRR 66A>G, TCII 776C>G,
MTHFR 677C>T i MTRR 524C>T.

= En lI'embaras I’'HoloTC respecte la cobalamina plasmatica, no és un marcador més

sensible a I'Us diari de suplements amb 2 pg de CNCbl.

= En adults la preséncia dels genotips MTRR 524TT, TCII 776CG i 776GG s’associa a

una reduccid de la cobalamina disponible als teixits.

» En les dones, el genotip MTRR 524TT s’associa inversament amb la tHcy.

*» L’'habit de fumar = 6 cigarretes/dia i el consum de > 30 g/dia d'alcohol s’associen a

un pitjor estat en cobalamina.

= ElI MMA i la tHcy, marcadors funcionals d’alteracié en vies metaboliques a on intervé
la cobalamina, sén més elevats quan el baix estat en cobalamina esta acompanyat

amb un elevat estat en folats, tant en adults com en gestants.

» Durant I'embaras |'estat en cobalamina empitjora tot i que al final d’aquest, quan les
concentracions de MMA plasmatic i tHcy son més elevades, la tendéncia a disminuir
de la cobalamina plasmatica és menys accentuada i I’'HoloTC s’estabilitza. En el cordd,
respecte les concentracions plasmatiques de la gestant al part, la cobalamina,

I'HoloTC, i el MMA estan més elevats, pero la tHcy és inferior.

* La suplementacié amb 2 pg de CNCbl durant I'embaras, pot ajudar a alentir la

reduccio de la cobalamina plasmatica propia de I'embaras.

*» Les gestants que comencen |I'embaras al tercil baix de cobalamina, mantenen durant
tot I'embaras un pitjor estat en cobalamina respecte les gestants dels altres tercils.
També s’observa un pitjor estat en els cordons dels seus nounats. Les concentracions
plasmatiques de MMA i tHcy son majors respectivament, en presencia dels genotips
MTRR 524TT i MTRR 66GG. No obstant, el genotip MTRR 66GG en les gestants,
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s’associa a MMA plasmatic inferior i, la preséncia del genotip TCII 776GG a major

tHcy al cordé.

= El risc de CIR es triplica amb la preséncia del genotip TCII 776GG en les gestants.

» La presencia del genotip TCII 776GG en les gestants, duplica el risc d’acabar

I'’embaras amb deficiéncia marginal de cobalamina o d’HoloTC.

= |’habit de fumar durant tot I'embaras, duplica el risc d’acabar I'embaras al tercil baix
d'HoloTC. Un millor estat socioeconomic familiar i la suplementacié regular amb
cobalamina al final de I'embaras, s'associen a acabar I'embaras amb un millor estat

en cobalamina.
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ANNEX 1. ENQUESTES DE FREQUENCIA D'ALIMENTS

15 setmanes de gestacio

Estudi NUTCIR 1

QUESTIONARI DE FREQUENCIA DE CONSUM ALIMENTARI

INSTRUCCIONS PER OMPLIR-LO
Procuri contestar tranquil-lament aquest guestionari. Prengui el temps que consideri necessari.
Aquest questionari li pregunta la frequéncia amb la que vosté consumeix de forma habitual
determinats aliments.
La frequéncia de consum s’ha d’especificar als requadres de la dreta del llistat daliments d’aquest

questionari. Per a cada aliment del llistat ha d’apuntar el numero de vegades que el consumeix.

e Si el consumeix tots els dies de la setmana, posi un 7 en la columna A LA SETMANA.

¢ Si el consumeix alguna vegada a la setmana, posi les vegades: 1-2-3-4-5 0 6 en la columna A
LA SETMANA.

Pensi sempre en sumar el consum de totes les menjades del dia (esmorzar, dinar, berenar,
sopar, altres..). Per exemple, si pren tots els dies llet per esmorzar i alguna vegada a la setmana

per sopar: 7 + 4 = 11 vegades a la setmana.

e Siconsumeix I’aliment alguna vegada al mes, posi les vegades: 1-2-3 etc... en la columna: AL
MES

¢ Sino el consumeix mai o gairebé mai, deixi la casella en blanc, sense posar res.

Exemple: Una dona esmorza habitualment un got de llet (7 vegades) amb magdalenes(7 vegades), i
per sopar a vegades pren llet (4vegades) i a vegades pren iogurt (3 vegades) de postres. A més, pren
peix algunes vegades a la setmana per dinar (2 vegades) i altres vegades per sopar (4 vegades). El
Ilegums en consumeix alguna vegada al mes ( aproximadament 4 vegades) . Si no menja mai un
aliment deixeu en blanc, sense contestar res.

Aquest consum I’apuntaria de la segiient manera:

LLISTAT D’ALIMENTS QUANTES VEGADES MENJA...?
A LA SETMANA AL MES

Llet 11

logurt 3

Coc rapid, magdalenes.. 7

Peix 6

Llegum 4
Formatge de régim
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LLISTAT D’ALIMENTS

Xocolata: tauleta, bombons, “Kit-Kat” “Mars”... ]
Galetes tipus “maria” I
Magdalenes, coc rapid,... I

Amanida: Enciam, tomaquet, escarola...

Pasta: fideus, macarrons, espag

Vedella, porc, corder (bistec, empanada... ]
Peix blanc: llug, mero...

Marisc: musclos, gambes, llagostins, pop, calamars...

Pa (en entrepans, a les menjades...)

Pernil salat, dolc, embotits

Formatges: curats o semicurats, cremosos
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Fruites citriques: Taronja, mandarina

Fruites en conserva (en almivar... L
Sucs de fruita comercial I

Postres lactics: natilles, flam, maté _—

Bosses d’apetitius (“chips”, “cheetos”, “fritos”...

Gelats

Begudes ensucrades (“coca-cola”, “Fanta”...

Indiqui amb una X la resposta que vosté vulgui assenyalar:
1.- A taula, s'afegeix sal a les menjades?
Mai__ / Alguna vegada__/ Freglientment __/ Gairebé sempre
2.- Com definirieu la vostra gana? Molta __ For¢a __ Normal __Poca__ Gens__
3.- Quin tipus de llet prens habitualment?: Sencera __ Semidescremada __ Descremada

4.- Quin tipus de iogurt prens habitualment?

a) Natural b) Natural descremat

c) De sabors d) De sabors descremat

e) Amb trossets de fruita f) Amb trossets de fruites descremat
5.- Quin tipus de pa prens habitualment?: Blanc _ Integral __

6.- Et poses tomaquet i oli en els entrepans?: Sempre__ Habitualment__ Alguna vegada__ Gairebé mai_
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Després del part

Estudi NUTCIR 2

QUESTIONARI DE FREQUENCIA DE CONSUM ALIMENTARI

INSTRUCCIONS PER OMPLIR-LO
Procuri contestar tranquil-lament aquest qliestionari. Prengui el temps que consideri necessari.
Aquest questionari li pregunta la frequéncia amb la que vosté consumeix de forma habitual
determinats aliments durant I’embaras.
La frequéncia de consum s’ha d’especificar als requadres de la dreta del llistat daliments d’aquest

questionari. Per a cada aliment del llistat ha d’apuntar el nUmero de vegades que el consumeix.

e Siel consumeix tots els dies de la setmana, posi un 7 en la columna A LA SETMANA.

e Si el consumeix alguna vegada a la setmana, posi les vegades: 1-2-3-4-5 0 6 en la columna A
LA SETMANA.

Pensi sempre en sumar el consum de totes les menjades del dia (esmorzar, dinar, berenar,
sopar, altres..). Per exemple, si pren tots els dies llet per esmorzar i alguna vegada a la setmana
per sopar: 7 + 4 = 11 vegades a la setmana.

¢ Si consumeix I’aliment alguna vegada al mes, posi les vegades: 1-2-3 etc... en la columna: AL
MES

¢ Sino el consumeix mai o gairebé mai, deixi la casella en blanc, sense posar res.

Exemple: Una dona esmorza habitualment un got de llet (7 vegades) amb magdalenes(7 vegades), i
per sopar a vegades pren llet (4vegades) i a vegades pren iogurt (3 vegades) de postres. A més, pren
peix algunes vegades a la setmana per dinar (2 vegades) i altres vegades per sopar (4 vegades). El
Ilegums en consumeix alguna vegada al mes ( aproximadament 4 vegades) . Si no menja mai un
aliment deixeu en blanc, sense contestar res.

Aquest consum I’apuntaria de la segiient manera:

LLISTAT D’ALIMENTS QUANTES VEGADES MENJA...?
A LA SETMANA AL MES

Llet 11

logurt 3

Coc rapid, magdalenes.. 7

Peix 6

Llegum 4

Formatge de régim
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LLISTAT D’ALIMENTS

Xocolata: tauleta, bombons, “Kit-Kat” “Mars”... ]
Galetes tipus “maria” I
Magdalenes, coc rapid,... I

Amanida: Enciam, tomaca, escarola...

Verdures de guarnicio: alberginia, carbasso,

Llegums: llenties, cigrons, fesols ... ]
Pasta: fideus, macarrons, espaguetis... ]

Vedella, porc, corder (bistec, empanada... ]
Peix blanc: llug, mero... I
Marisc: musclos, gambes, llagostins, pop, calamars... | [ |

Pa (en entrepans, a les menjades...)

Pernil salat, dolc, embotits

Formatges: curats o semicurats, cremosos
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Fruites citriques: Taronja, mandarina

Fruites en conserva (en almivar... L
Sucs de fruita comercial I

Postres lactics: natilles, flam, maté _—

Bosses d’apetitius (“chips”, “chettos”, “fritos”...

Begudes ensucrades (“coca-cola”, “Fanta”...

Indiqui amb una X la resposta que vosté vulgui assenyalar:
1.- A taula, s'afegeix sal a les menjades?
Mai__ / Alguna vegada__ / Freqlientment __/ Gairebé sempre
2.- Com definirieu la vostra gana? Molta __ For¢a __ Normal __Poca__ Gens__
3.- Quin tipus de llet prens habitualment?: Sencera __ Semidescremada __ Descremada

4.- Quin tipus de iogurt prens habitualment?

a) Natural b) Natural descremat

c) De sabors d) De sabors descremat

e) Amb trossets de fruita f) Amb trossets de fruites descremat
5.- Quin tipus de pa prens habitualment?: Blanc _ Integral __

6.- Et poses tomaquet i oli en els entrepans?:

Sempre__ Habitualment _ Algunavegada__ Gaire be mai_
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7.- Com s’ha acostumat a prendre el suplement de ferro durant aquest embaras? (marqui amb una x)

[ No I’he pres mai
I Amb aigua

I Amb suc de taronja
L1 Amb Ilet

[ Altres (especificar)

8.- Durant I’embaras ha tingut nausees? [ Si [ No Ivomits? (1 si [ No

En cas que si hagi tingut vomits durant I’embaras, especifiqui en quins mesos:

Oi13 0O4 0Os Oe O7 Os

Amb quina freqiiéncia ha tingut aquests vomits?
[ Regularment
[ De tant en tant
[ Molt poques vegades
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ENQUESTA 1 SOBRE HABITS I ESTIL DE VIDA (20 setmanes de gestacid)

ANOTTI LES RESPOSTES EN ELS 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 apareixera 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, per no trobar-se bé, perqué donen molesties, etc. Si us
plau, contesti sincerament aquestes preguntes per ajudar-nos a valorar la realitat de I'ls dels
suplements.

® Ha pres per iniciativa propia o receptat per un metge algun tipus de suplement vitaminic / mineral?
Mai n'he pres O Si n'he pres O

En el cas que si, escrigui el nom del preparat i indiqui les vegades a la setmana que ho ha pres marcant
el quadrat. Marqui el quadrat corresponent als mesos que ho ha pres.

Exemple, una dona que ha pres cada dia FOLIDOCE durant els primers 3 mesos, escriuria...

| Nom del preparat P BT e o 0 S Mesos de I'embaras
| : : 1 2 3 4 5
: ACID FOLIC : m Cadadia :m = = O 0O
:_ : 0 Lamajoriadels dies (4-6vegades) : O O 0O O O
;Quin? : FOLIDOCE : O Algunsdies(1-3vegades)  : 0 O O O O
Nom del preparat Quantes vegades a la setmana? 1 Mes;s de3| emb4ar-as 5
ACID FOLIC 2 O Cadadia 0 O O O O
: O Lamajoria dels dies (4-6vegades) : O 0O 0O 0O 0O
Quin?: : O Alguns dies (1-3 vegades) 0 O O O O
FERRO : O Cada dia 0 O O O O
: O Lamajoriadels dies(4-6vegades) i 0 O O O O
Quin?: : O Alguns dies (1-3 vegades) 0 O O O O
MULTI-VITAMINES : O Cada dia :0 O O O O
: O Lamajoriadelsdies(4-6vegades) : O 0O 0O O 0O
Quin?: : O Alguns dies (1-3 vegades) o o o O O
e Va prendre dcid félic en els 3 mesos abans de quedar-se embarassada?  Si O No O
e Vaprendre ferro en els 3 mesos abans de quedar-se embarassada? sid No O

ESMORZAR (durant I'embaras)

Té el costum d'esmorzar?

Esmorza cereals inflats habitualment (p.ex. tipus Kelloggs / Nestlé etc) ?
Pren café amb cafeina?

Pren café descafeinat ?

Ol oj o] oje
olooo#g
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TABAC

e Es fumadora passiva (exposada al fum de tabac habitualment a casa o a la feina)?  Si O No O

e Es fumadora activa? sid No O
Només per fumadores en els dltims 5 anys
0 cigs/dia 1-5 cigs/dia i 6-10 cigs/dia : > 10 cigs/dia
Actualment fumo O O : O O
fumava\ durant els 12 mesos abans de 0 0 O 0
I'embards : : :
Abans dels 3 : Entreels 3iels 6 i Després dels 6
mesos mesos : mesos
He deixat de fumar durant 'embaras O O 0
durant els mesos
ALCOHOL
Mai / - < 3 copes / - Cada dia com aperitiu -
. : N R - > 7 copes / setmana
ocasionalment - setmana - i/o amb els apats -
Actualment bec alcohol O O O O
?n els 1\2 mesos abans de 0 0 0 0
I'embarads B : :

Abans dels 3 mesos

Entre els 3 iels 6
mesos

Després dels 6 mesos

He deixat de beure
alcohol durant I'embaras O
durant els mesos

O

O

® Ha pres algun altre tipus de substdncia toxica (p.ex. marihuana, cocdina, heroina, etc..) en els

dltims 5 anys?

sid No O

En el cas de que si hagi pres alguna substancia toxica, especifiqui quines:

Ocasionalment

Regularment

Actualment prenc substdancies toxiques

O

O

En els 12 mesos
abans de I'embards prenia subst. téxiques

O

O

Abans dels 3 mesos :

Entreels 3iels 6
mesos :

Després dels 6 mesos

Ho he deixat durant

[ N D
I'embards durant els mesos

O

O




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FACTORS METABOLICS I GENETICS EN LA REGULACIO DE L'ESTAT EN COBALAMINA, EN LA POBLACIO ADULTA I DURANT L'EMBARAS
Judith Salat Batlle

DL:T. 286-2012 ACTIVITAT FISICA (durant I'embaras)

e  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) .........cccoeieiiuriieieiine ettt o

- Al meu treball camino forga perd no faig cap esforg vigorés (mestressa de casa, fabrica,
VENEAONA, CAPTEIA....) oottt et ee e e ae e s st es s s s s eaeaeseseesessasaeaeneasaeaas O

- El meu treball és basicament de molta activitat fisica (esportista.) .......ccccoeeeererererererernnnnn. o

e Quina activitat feu en el temps de lleure?
S/ varia amb l'estacio, escollir el grup més representatiu (només 1 grup).

- Lectura, televisid i activitats que no requereixin activitat fisica important...........c.cccccooevverunnnne O
- Caminar, anar amb bicicleta, jardineria (no s'inclou el transport d'anar i tornar del treball)...... O
- Correr, esquiar, gimnastica, jocs de pilota o esports vigorosos regularment.............cccocoeviunrunnee O
- Entrenament esportiu regular per COMPETICIO .........ccciiuiueieeeeereeieie et aee O

e Quants cops per setmana realitza les activitats referides en la pregunta anterior?

o Durant els dltims 12 mesos

Mai i Esporadicament : Habitualment
IHa tingut el costum de prendre el Sol? O O O

PLANIFICACIO DE L'EMBARAS

¢ Ha buscat / planificat aquest embaras? sid No O

® Durant els 6 mesos abans de I'embaras

Cap - DIU - Anticonceptius - Pegat - Anell - Preservatiu
orals _ anticonceptiu - vaginal -
Quin métode
d'anticonceptiu ha o o | O ad .o O
fet servir? | | | i i

e Cicles sense prendre anticonceptius abans de I'embaras?
(Ndmero de regles des de que va deixar de prendre anticonceptius fins que va quedar embarassada)
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e Quina és la seva feina en l'actualitat i quin nivell d'estudis ha completat

Mare 5 Pare

Feina actual

Primaris sense finalitzar

Primaris (ESO, EGB, ..)

Secundaris (BUP, Batxillerat, FP, ...)
Nivell d'estudis [ Superiors (Universitaris)

Primaris sense finalitzar O
' Primaris (ESO, EGB, .. O
Secundaris (BUP, Batxillerat, FP, ..) O
O
O

OooOooano

| Superiors (Universitaris)
' No aplicable (Familia monoparental)

e Nombre de persones que formen la unitat familiar
e TIngressos hets anuals totals a la llar

Exemple, si la dona ¢ un sou de 20000 €, I'home un de 18000€ i hi ha un avi que viu amb la familia i rep
una pensié de 6000 €

n

Menys de Més de

9000 € >9000 € - 19000 € §>19000 € - 25000 €§ >25000 € - 35000 €§ 35000 €
O O O O O

Anoti qualsevol dubte relacionat amb aquesta enquesta:
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ENQUESTA 2 SOBRE HABITS I ESTIL DE VIDA (32 setmanes de gestacié)

ANOTT LES RESPOSTES EN ELS 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, per nho trobar-se bé, perqué donen molésties, etc. Si us plau, contesti
sincerament aquestes preguntes per ajudar-nos a valorar la realitat de I'is dels suplements.

® Ha pres per iniciativa propia o receptat per un metge algun tipus de suplement vitaminic / mineral?

Mai n'he pres [ Si n'he pres [

En el cas que si, escrigui el nom del preparat i indiqui les vegades a la setmana que ho ha pres marcant el
quadrat. Marqui el quadrat corresponent als mesos que ho ha pres.

Exemple, una dona que ha pres la majoria dels dies FERPLEX durant els mesos 6,7 ,8 i 9:

Nom del preparat - Mesos de I'embaras

Quantes vegades a la setmana?

|:|""
CJfos
O
[Jfee
e

FERRO Cada dia
La majoria dels dies (4-6 vegades)

Alguns dies (1-3 vegades)

I:Il

.
:

]
=
]

| Quin?: FERPLEX

: Mesos de I'embaras

Alguns dies (1-3 vegades)

Cada dia

La majoria dels dies (4-6 vegades)
Alguns dies (1-3 vegades)

MULTI-VITAMINES

Quin?:

Nom del preparat Quantes vegades a la setmana? 6 7 8 9
FERRO i Cada dia O O O O

. 0 La majoria dels dies (4-6 vegades) O O O O
Quin?: :[0 Alguns dies (1-3 vegades) O O O O
ACID FOLIC 0 Cada dia O O O O

:0 La majoria dels dies (4-6 vegades) O O 0O O

Quin?: 0 O O O O
Nl O O 0O 0Od

0 O O O O

10 O O O 0O

¢ Sihadeixat de prendre el ferro, per quin motiu o motius ha estat?

O oblit O Li causava molésties
[ No el considerava molt important per la salut O Altres (especificar)

ESMORZAR (durant |'embaras)

Si No
Té el costum d'esmorzar? O 0O
Esmorza cereals inflats habitualment (p.ex. tipus Kelloggs / Nestlé etc) ? O 0O
Pren café amb cafeina ? O 0O
Pren café descafeinat ? O O
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TABAC
e Es fumadora passiva (exposada al fum de tabac habitualment (a casa o a la feina) ? sid No O
e Es fumadora activa ? sid No O

Només per fumadores en els dltims 5 anys

0 cigs/dia 1-5 cigs/dia 6-10 cigs/dia > 10 cigs/dia

Actualment fumo O O O O
Fumava durant els 12 mesos abans de
I'embaras u : O : O : |

Abans dels 3 Entre els 3 iels 6 Després dels 6

mesos mesos mesos
He deixat de fumar durant I'embards
durant els mesos o u o
ALCOHOL
Mai / - < 3 copes / - Cada dia com aperitiu -
. : P . - > 7 copes / setmana
ocasionalment - setmana - i/o amb els apats -
Actualment bec alcohol O O O
[':'n els 1\2 mesos abans de = O 0
I'embaras : : :
. Entreels3iels6 ,
Abans dels 3 mesos S iGN :  Després dels 6 mesos
: mesos :
He deixat de beure : :
alcohol durant I'embards O O O
durant els mesos : :

® Ha pres algun altre tipus de substancia toxica (p.ex. marihuana, cocdina, heroina, etc...) en els dltims 5 anys?
siOd No O

En el cas de que si hagi pres alguna substancia toxica, especifiqui quines:

Ocasionalment Regularment
Actualment prenc substancies toxiques O O
En els 12 mesos
abans de I'embaras prenia subst. téxiques O : O

Abans dels 3 iEntreels 3iels 6 Després dels 6

mesos mesos mesos

Ho ha deixat durant I'embards durant els

O O O
mesos H :
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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 basicament d'estar asseguda i caminar poc (estudiant, docent, conductora
de vehicles, dependenta, GdMiNISTrATIVA) ........cc.ooveiveieeieceieeeiee e O

- Al meu treball camino forga perd no faig cap esforg vigorés (mestressa de casa, fdbrica,
VENEAONA, CAPTEIA....) oottt e et e et s st e et e eee e e eeseeaeeaseee e s easeeeaeeasessesseeeeeeeasanrsens O

- El meu treball és basicament de molta activitat fisica (esportista.) .......cccocoeeeiervricernrinnicnrnnnnnns O

¢ Quina activitat feu en el temps de lleure?

S/ varia amb l'estacio, escollir el grup més representatiu (només 1 grup).

- Lectura, televisié i activitats que no requereixin activitat fisica important.........cccccooveierunnneee. O
- Caminar, anar amb bicicleta, jardineria (no s'inclou el transport d'anar i tornar del treball)...... O
- Correr, esquiar, gimndstica, jocs de pilota o esports vigorosos regularment............c.ccccoovvvunnneee. (|
- Entrenament esportiu regular per COMPETICIO ........cccourveveerueririeeieesinsesees s sesssesssesens O

® Quants cops per setmana realitza les activitats referides en la pregunta anterior?

e Durant els dltims 12 mesos

Mai Habitualment

O

Esporadicament

O

Ha tingut el costum de prendre el Sol? O
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_ DADES SOCIODEMOGRAFIQUES
(NOMES SI NO HA CONTESTAT L'ENQUESTA 1)

® Quina és la seva feina en l'actualitat i quin nivell d'estudis ha completat

Mare Pare
Feina actual
Primaris sense finalitzar O Primaris sense finalitzar O
Primaris (ESO, EGB, ...) O | Primaris (ESO, EGB, ...) O
Secundaris (BUP, Batxillerat, FP,..) O Secundaris (BUP, Batxillerat, FP, ..) O
Nivell d'estudis | Superiors (Universitaris) O Superiors (Universitaris) O
' No aplicable (Familia monoparental) O

e Nombre de persones que formen la unitat familiar

e TIngressos hets anuals totals a la llar

Exemple, si la dona té un sou de 20000 €, I'home un de 18000€ i hi ha un avi que viu amb la familia i rep una
pensié de 6000 €

u
Menys de - H H . Més de
9000 € - 9000 € - 19000 € ->19000 € - 25000 €->25000 € - 35000 € . "
O O O O O

Anoti qualsevol dubte relacionat amb aquesta enquesta:
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ANNEX 3. PROTOCOLS PER A LA PREPARACIO DE REACTIUS

Protocols per a la preparacié de les solucions necessaries per a I'obtencié de leucocits.

Protocol 3.1. Sérum fisiologic

Reactius:

- NaCl (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA)
Preparacio:

En un matras aforat de 200 mL es dispensen 1,8 g de NaCl. Enrasar amb aigua Milli-Q
fins a 200 mL.

Protocol 3.2. PBS (Phosphate Buffered Saline )
Reactius:

- NaCl (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA)

- KCI (Sigma-Aldrich, LTD., St. Louis, MO, USA)

- Na,HPO, (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland)

- KH,PO, (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland)

Preparacio:

En un matras aforat d’1 L, es dispensen 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44 g de Na,HPO, i
0,24 g de KH,PO,. Enrasar amb aigua Milli-Q finsa 1 L.

Protocol 3.3. Solucié d’hemolisi

Reactius:

- NH4Cl (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland) 131 mM
- CHsNOs (Fluka Biochemika, Buchs, Switzerland) 0,9 mM

Preparacio:

En un matras aforat d’1 L es dispensen 7,007 g de CINH4 i 0,071 g de CHsNOs. Enrasar
amb aigua Milli-Q finsa 1 L.

[265]
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