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RESUMEN

Antecedentes

El embarazo implica numerosos cambios fisioldgicos en la mujer e impone necesidades
nutricionales especiales tanto para ella como para el feto. Dentro de los nutrientes esenciales
para ambos, estan los acidos grasos (AG), los cuales poseen multitud de funciones bioldgicas
vitales para el organismo. En este sentido, el estado nutricional de los AG en la madre,
especialmente el de los AG esenciales y AG poliinsaturados n-3 como el 4cido docosahexaenoico
(DHA) y acido eicosapentaenoico (EPA), juega un papel importante para ella y su descendencia.
Durante el transcurso del embarazo, se ha visto que es necesaria una elevada cantidad de AG
para satisfacer las demandas fetales. Por ello, es importante el mantenimiento de unas
concentraciones dptimas de AG en suero durante el embarazo para facilitar su paso a través de
la placenta y garantizar un correcto desarrollo y crecimiento en el feto. Sin embargo, en la
bibliografia existen pocos estudios que realicen un seguimiento de las concentraciones de AG
durante todo el embarazo.

Objetivos

El principal objetivo de esta tesis doctoral fue determinar el estado nutricional de AG en la mujer
embarazada mediante la identificacion de factores maternos (socioeconémicos y de estilo de
vida) relacionados con las concentraciones séricas de AG, describir dichas concentraciones, asi
como su evolucién durante el embarazo y, establecer los intervalos de referencia de los AG en
la gestante.

Metodologia

El proyecto ECLIPSES-AG es un estudio observacional longitudinal multicéntrico realizado en una
poblacién de mujeres embarazadas sanas de una region Mediterranea del sur de Catalufia. Se
reclutaron un total de 793 mujeres, pero finalmente, sélo 476 fueron evaluadas durante el
primer (T1) y tercer (T3) trimestre de gestacion. En relacidon a los factores maternos, se
recogieron los datos sobre la historia clinica, el consumo de alimentos, el nivel socioeconémico
y el estilo de vida. En cuanto a los AG, se analizé un perfil de acidos grasos saturados (AGS)
(totales, acido laurico, acido miristico, acido palmitico y acido estearico), monoinsaturados
(AGMI) (totales, acido palmitoleico y acido oleico), poliinsaturados (AGPI) (n-6 totales, acido
linoleico (LA), acido dihomo-y-linolénico (DHGLA) y acido araquidénico (AA); AGPI n-3 totales,
EPAy DHA)y de cadena corta (AGCC) (acido acético, propidnico, isobutirico y butirico). También,
se calcularon varias relaciones de AG (n-6/n-3; AA/EPA; AA/(EPA+DHA); LA/DHGLA y el indice de
AG esenciales (indice EFA). Para la determinacion de AGS, AGMI y AGPI se utilizd una
combinacion de cromatografia de gases y espectrometria de masas, mientras que, para los
AGCC, se empled una combinacidon de cromatografia liquida y espectrometria de masas. Se
establecieron valores medios de concentraciones séricas e intervalos de confianza para todos
los AG. Todos ellos, se expresaron en términos absolutos (umol/L) y relativos (porcentaje de AG
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con respecto al total de AG). El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS 25 y se
considerd un valor estadisticamente significativo cuando p-valor < 0,05.

Resultados

En relacion a los factores maternos, la regresion lineal multiple mostré que el nivel educativo
alto y la edad avanzada se asociaban significativamente con mayores concentraciones de EPAy
DHA 'y, valores mas bajos de n-6/n-3 y AA/EPA en T1 y/o T3. En cuanto a la dieta, el consumo de
pescado y marisco aumentd la concentracion de EPA y redujo los valores de n-6/n-3 y AA/EPA
en ambos trimestres, mientras que aumentd la concentracion de DHA sélo en el T1. El
tabaquismo se asocié con una menor concentracion de DHA en T1 y con valores mas altos de n-
6/n-3 en ambos trimestres. El sobrepeso y la obesidad se asociaron con valores mas altos de n-
6/n-3 y AA/EPA en T1. No se observé una asociacion estadisticamente significativa con los AGS
y AGMIL.

Referente a la evolucion de las concentraciones séricas de AG desde T1 a T3, se observd un
aumento significativo de los AGS totales, los AGMI totales y los AGPI n-6 totales (p< 0,05). Sin
embargo, la concentracién de AA, EPA y AGPI n-3 totales disminuyd durante la gestacion (p<
0,05), y no se observd un cambio estadisticamente significativo para la concentracién de DHA
entre T1y T3.

Con respecto a los intervalos de referencia establecidos (expresados en percentiles 2,5-97,5), se
obtuvieron los siguientes valores absolutos en T1: 1884,32-8802,81 umol/L para los AGS totales,
959,91-2979,46 umol/L para los AGMI totales, 2325,77-7735,74 umol/L para los AGPI n-6 totales
y 129,01-495,58 umol/L para los AGPI n-3 totales; y en T3: 3171,60- 20791,60 umol/L para los
AGS totales, 1254,75- 6668,84 umol/L para los AGMI totales, 3126,65- 14348,43 umol/L para los
AGPI n-6 totales y 133,12- 454,23 para los AGPI n-3 totales. Estos intervalos incluyeron la
mayoria de los valores medios de concentraciones séricas publicados por otros estudios en
poblaciones europeas. Sin embargo, se observé que los intervalos de referencia variaron en
funcién de determinados factores maternos como la obesidad, el tabaquismo, el sedentarismo,
el bajo nivel educativo y la etnia.

Los resultados sobre los AGCC determinaron que, los intervalos de referencia en suero
(expresados en percentiles 2,5-97,5) para los acidos acético, propidnico, isobutirico y butirico en
T1 fueron de 16,4-103,8 umol/L, 2,1-5,8 umol/L, 0,16-1,01 umol/L y 0,32-1,67 umol/L,
respectivamente. En T3, los intervalos fueron muy similares a los del T1 a excepcion del acido
butirico (0,37-2,09 umol/L). Los intervalos de referencia no variaron con la edad materna, el
peso corporal, la clase social o la dieta, pero disminuyeron con el tabaquismo, la alta actividad
fisica, el bajo IMC y la primiparidad. En cuanto a la evolucion, las concentraciones de butirato
aumentaron con la mayoria de los factores maternos y categorias estudiadas, mientras que, el
acido acético y el acido isobutirico disminuyeron sdlo en algunas categorias maternas durante
T3. Las concentraciones de acido propidnico no se vieron afectadas por los factores maternos.
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Conclusiones

Para concluir, los factores maternos relacionados con un alto nivel educativo, la edad avanzada,
el consumo de pescado y marisco, y/o no fumar durante el embarazo, influyen positivamente
sobre el perfil de AGPI n-3 en ambos trimestres del embarazo. La concentracion sérica materna
de AGS, AGMI y AGPI n-6 aumenta durante el embarazo, a la vez que los derivados de los AG
esenciales, como el AAy el EPA, que disminuyen, y el DHA permanece inalterado. Por primera
vez, este estudio establece los intervalos de referencia séricos de AGCC para las mujeres de
nuestra regién, tanto al principio como al final del embarazo. Los valores propuestos para las
concentraciones e intervalos de referencia de AGS, AGMI y AGPI, obtenidos a partir de una
amplia muestra de mujeres embarazadas, podrian usarse para evaluar el grado de adecuacién
de los AG en las embarazadas y para realizar intervenciones dietéticas en funcién de
determinados factores maternos. Es cierto que es necesario seguir investigando para
comprender el papel que desempeiian los AG a lo largo de la gestacién, no obstante, la
informacidn aportada en este proyecto de tesis puede ser util para monitorizar el seguimiento
del embarazo y detectar valores de riesgo que afecten al estado de salud de la madre y su
descendencia.
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JUSTIFICACION

La esencialidad de los acidos grasos (AG) fue descubierta por George y Mildred Burr en 1929.
Este matrimonio de investigadores, observaron que la alimentacidon de ratas con una dieta
carente totalmente de grasas producia un crecimiento muy pobre de los animales, una
dermatitis severa especialmente en la cola, pérdida del pelaje, adelgazamiento y finalmente la
muerte. No obstante, se dieron cuenta que, al ainadir una pequefia cantidad de acido linoleico
(LA) y acido araquidonico (AA) a la dieta de los animales, la clinica de las ratas revertia
demostrando la importancia del LA como un AG esencial y del AA como derivado de este. Sin
embargo, tuvieron que transcurrir mas de 35 aiios desde el descubrimiento del matrimonio Burr
para que se demostrard la necesidad de ciertos AG en la dieta humana.

Casi 100 afios después, se ha demostrado que los AG son compuestos vitales para el organismo.
Entre sus funciones mas conocidas, se puede destacar que forman parte de numerosas
estructuras celulares, como las membranas plasmaticas, o que participan en multitud de
funciones bioldgicas, como la sintesis de eicosanoides para la mediacidn de la respuesta
inmunolégica. Debido a su ubicacién y funcionalidad, se han relacionado principalmente con el
desarrollo del sistema nervioso central, formaciéon de la retina, metabolismo de lipidos y
glucidos, respuesta antiinflamatoria y sistema cardiovascular, entre otros.

Numerosos estudios han observado como la deficiencia, el exceso o el desequilibrio de los AG
en las etapas clave del desarrollo fetal pueden tener consecuencias posteriores a largo plazo.
Esto se debe a la alteracién que se produce a nivel celular, en la expresién génica o en las
respuestas metabdlicas o neuroendocrinas donde estan involucrados. Por tanto, es importante
proseguir la investigacion sobre los efectos de los AG y como sus concentraciones séricas
desequilibradas pueden comprometer multiples mecanismos y érganos, y la interrelacién entre
ellos. En el contexto prenatal, la mayoria de los trabajos publicados se han centrado en
relacionar el déficit de ciertos AG, especialmente los AG poliinsaturados de la serie omega-3 o
n-3 (DHAy EPA respectivamente), con los efectos producidos en el feto. Todo ello, ha conducido
a que la Organizacion Mundial de la Salud se postule en recomendar una ingesta diaria de 300
mg de DHA+EPA en la mujer embarazada para prevenir posibles efectos adversos en la salud del
futuro bebé. No obstante, ademas de los AG poliinsaturados omega-3, existen multitud de AG
(saturados, monoinsaturados y otros poliinsaturados) que apenas han sido estudiados en la
mujer embarazada y que podrian estar relacionados con el correcto crecimiento y desarrollo
fetal.

Con el presente proyecto se espera determinar el estado nutricional de los AG en la mujer
embarazada durante su gestacion. Para ello, se pretende determinar las concentraciones séricas
de un amplio perfil de AG y su evolucidn a lo largo del embarazo, asi como analizar si existen
factores maternos que puedan estar involucrados o no en la fluctuacién de dichas
concentraciones. Por Ultimo, se espera establecer intervalos de referencia o de normalidad que
sirvan como una herramienta Gtil para prevenir y/o detectar posibles desequilibrios en los AG
durante la gestacién y, ademds, fomentar un estado de salud favorable tanto para la madre
como para su descendencia.
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AA
AESAN
AF

AG
AGCC
AGCCR
AGE
AGI
AGL
AGMI
AGPI
AGS
AHA

ALA
ANGPTL4

ANSES

Apo
ASSIR
bFGF

CAP
CEN
CFC

Cl
CitPaso
CLA
CLsI

CoX
D5D
D6D
DDR
DGLA
DHA
DHET
DM2
DMG

ABREVIATURAS

Acido araquidénico, del inglés Arachidonic acid

Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién

Actividad fisica

Acidos grasos

Acidos grasos de cadena corta

Acidos grasos de cadena corta ramificados

Acidos grasos esenciales

Acidos grasos insaturados

Acidos grasos libres

Acidos grasos monoinsaturados

Acidos grasos poliinsaturados

Acidos grasos saturados

Asociacion Estadounidense del Corazoén (del inglés, American Heart
Association)

Acido alfa-linolénico (del inglés, Alfa-Linolenic Acid)

Proteina relacionada con la angiopoyetina 4 (del inglés, Angiopoietin-Like
Protein 4)

Agencia Nacional de Seguridad y Salud Alimentaria (del francés, Agence
Nationale Sécurité Sanitaire Alimentaire)

Apolipoproteinas

Asistencia a la Salud Sexual y Reproductiva

Factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF, del inglés Basic Fibroblast Growth

Factor)

Centros de atencion primaria

Comité Europeo de Normalizacién

Cuestionario de frecuencia de consumo

Consentimiento informado

Citocromo P4so monooxigenasa

Acido linoleico conjugado (del inglés, Conjugated Linoleic Acid)

Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, del inglés, Clinical and
Laboratory Standards Institute)

Ciclooxigenasa

A5-desaturasa

A6-desaturasa

Dosis diaria recomendada

Acido dihomo-gamma-linolénico, del inglés Dihomo-Gamma-Linolenic acid
Acido docosahexaenoico, del inglés Docosahexaenoic acid

Acido dihidroxieicosatrienoico

Diabetes mellitus tipo 2

Diabetes mellitus gestacional
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DPA
DS
EA
EC
EET
EFA
EFSA

EPA
EPTRV

FABP
FADS
FAME
FAO

FAT
FATP

FDA

FESNAD
FFAR

FL
GC-MS

GLA
GLUT
GPG
GPR
HDAC
HDL
HETE
HMD

IC

ICS

ICSH

IDL

IFCC

Acido docosapentaenoico (del inglés, Docosapentaenoic Acid)

Desviacion estandar

Acido esteérico (del inglés, Estearic Acid)

Esteres de colesterol

Acido cis-epoxieicosatrienoico

Acidos grasos esenciales (del inglés, Essential Fatty Acids)

Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (del inglés, European Food and Safe
Authority)

Acido eicosapentaenoico, del inglés Eicosapentaenoic acid

Grupo de Expertos en Teoria de Valores de Referencia (EPTRV, del inglés,
Expert Panel on Theory of Reference Values)

Proteina de unidn a los acidos grasos (del inglés, Fatty Acid-Binding Proteins)
Enzima desaturasa de acidos grasos (FADS, del inglés Fatty Acid Desaturase)
Esteres metilicos de acidos grasos (del inglés Fatty Acids Methyl Esters).
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (del
inglés, Food and Agriculture Organization of the United Nations)

Translocasa de 4cidos grasos (del inglés, Fatty Acid Translocase)

Proteinas transportadoras de acidos grasos (inglés, Fatty Acid Transport
Protein)

Agencia de Administracién de Alimentos y Medicamentos en Estados Unidos
(del inglés, Food and Drug Administration)

Federacién Espafiola de Sociedades de Nutricidn, Alimentacion y Dietética
Receptores de 4cidos grasos libres (del inglés, Free Fatty Acid Receptors)
Fosfolipidos

Cromatografia de gases (GC, del inglés Gas Chromatography) acoplada en
tandem a espectrometria de masas (MS, del inglés Mass Spectrometry)
Acido gamma-linolénico, del inglés Gamma-Linolenic acid

Proteina transportadora de la glucosa (del inglés, Glucose Transporter)
Ganancia de peso gestacional

Receptores acoplados a proteina G (del inglés, G-Protein-coupled Receptors)
Histona deacetilasas

lipoproteinas de alta densidad (del inglés, High Density Lipoprotein)

Acido hidroxieicosatetraenoico

Base de datos del metaboloma humano (del inglés, Human Metabolome
Database)

Intervalo de confianza

Instituto Cataldn de la Salud

Consejo Internacional de Normalizacién en Hematologia (ICSH, del inglés,
the International Council for Standardization in Haematology)

Lipoproteinas de densidad intermedia (del inglés, Intermediate Density
Lipoprotein)

Federacidén Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC,
del inglés, the International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine)
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IMC
ISO

IUPAC

LA
LCAT
LDL
LE
LOX
LP
LPL
LT
MET
MP
NIH

OA

PG
PGl
PLA;
PPAR

PPRE

av
RCIU
RCT
RE
RNP
ROS
RXR
SEEN
SENC
SNC
SQpDI
T1
T3
TAG
X
UHPLC-MS

indice de masa corporal

Organizacion Internacional de Normalizacion (I1SO, del inglés, International
Organization for Standardization)

Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (del inglés, International
Union of Pure and Applied Chemistry)

Acido linoleico (del inglés, Linoleic acid)

Enzima lecitin-colesterol-acil transferasa

Lipoproteinas de baja densidad (del inglés, Low Density Lipoprotein)

Lipasa endotelial/epitelial

Lipooxigenasa

Lipoproteina

Lipoproteinlipasa

Leucotrieno

Equivalentes metabdlicos

Membrana plasmatica

Instituto Nacional de Salud Estadounidense (del inglés, USA National Institutes
of Health)

Acido oleico (del inglés, Oleic acid)

Fosfato (del inglés Phosphate)

Prostaglandina

Prostaciclina

Fosfolipasa A;

Receptor activador de la proliferacion peroxisomal (del inglés, Peroxysome
Proliferator-Activated Receptors)

Elemento de respuesta a la proliferacidon peroximal (del inglés, Peroxysome
Proliferator-Response Elements)

Quilomicrones

Retraso del crecimiento intrauterino

Ensayos controlados aleatorizados (del inglés, Randomized Controlled Trial)
Reticulo endoplasmatico

Recién nacido prematuro o pretérmino

Especies reactivas del oxigeno

Receptor del acido retinoico X

Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricion

Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria

Sistema nervioso central

indice de calidad de la dieta espafiola (del inglés, Spanish Diet Quality Index)
Primer trimestre de embarazo

Tercer trimestre de embarazo

Triacilgliceroles

Tromboxano

Cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC, del inglés Ultra-High
Performance Liquid Chromatography) acoplada en tdndem a espectrometria
de masas (MS, del inglés Mass Spectrometry)
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VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular (del inglés, Vascular Endothelial
Growth Factor)

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad (del inglés, Very Low Density Lipoprotein)

WHO Organizacion Mundial de la Salud (del inglés, World Health Organization)
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Introduccion

INTRODUCCION

1.  ACIDOS GRASOS EN EL ORGANISMO

Los acidos grasos (AG) son moléculas hidrocarbonadas con un alto contenido energético.
Tanto si estan en forma libre (AGL) como formando parte de lipidos complejos, los AG
desempenan una serie de funciones clave en el metabolismo. Los AG son un importante
combustible metabdlico, tanto en forma de energia almacenada en el interior celular (por
ejemplo, componente de los triacilgliceroles (TAG) en el tejido adiposo) como en forma de
energia transportada (por ejemplo, componente de los TAG y ésteres de colesterol (EC) de las
lipoproteinas sanguineas). Su metabolismo en la beta-oxidacion aporta una gran fuente de ATP
y poder reductor (NADH y FADH,) a la célula. Ademads de la funcidn energética, poseen otras dos
funciones vitales: (i) estructural, forman parte de los componentes esenciales de las membranas
celulares como fosfolipidos (FL), glucolipidos o esfingolipidos y (ii) de sefalizacidn o reguladora,
actian como factores de transcripciéon regulando la expresion génica, forman parte de
hormonas, contribuyen a los procesos inmunoldgicos y regulan la temperatura corporal (Figura
1) [1-3].

1.1 Estructura quimica, nomenclatura y clasificacion

Los AG son moléculas orgdnicas con una cadena hidrocarbonada (R-), de longitud
variable y generalmente lineal, compuesta por un grupo carboxilico (-COOH) y un grupo metilo
(-CHs) en cada uno de sus extremos (Figura 2) [4,5]. El atomo de carbono préximo al grupo
carboxilico se denomina el carbén a y el siguiente el carbén B.

Los AG se clasifican en funcion de la longitud (nimero de dtomos de carbono) y el grado de
insaturacién (presencia o ausencia de dobles enlaces) en el esqueleto carbonado. Por tanto, en
funcién de la longitud que conforma la cadena, pueden clasificarse en AG de cadena corta (2-6
atomos de carbono), de cadena media (8-12 carbonos), de cadena larga (14-20 carbonos) y de
cadena muy larga (superior a 22 carbonos). En cuanto al grado de insaturacion, se distinguen AG
saturados (AGS) que son moléculas que no contienen dobles enlaces, AG monoinsaturados
(AGMI) que contienen un doble enlace y AG poliinsaturados (AGPI) con dos o mas dobles enlaces
(Figura 2) [6].

La disposiciéon de los dobles enlaces en los AG insaturados (AGI) permite la isomeria en torno al
doble enlace, pudiendo estar en cis o trans. En condiciones fisioldgicas, los dobles enlaces
preferiblemente adoptan una conformacidn tipo cis lo que significa que los &tomos de hidrégeno
unidos a los dobles enlaces se encuentran en el mismo plano. La configuracion cis, le confiere a
la molécula determinadas propiedades fisicoquimicas: 1) permite formar un angulo en la
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posicién del doble enlace que produce pliegues en las cadenas hidrocarbonadas y ayudan a
disminuir las fuerzas de Van der Waals entre los AGI adyacentes (dificultando el
empaquetamiento de los AGI entre si) y 2) disminuye el punto de fusion de la molécula lo que
le permite adquirir un estado liquido a temperatura ambiente [3,5]. Asi pues, el grado de
insaturacién o nimero de dobles enlaces en cis y la longitud de la cadena carbonada de los AG
que constituyen los FL de la membrana (Figura 1), influyen considerablemente en la fluidez y
grosor de las membranas celulares y, en consecuencia, sobre la funcién de las proteinas unidas
a dichas membranas (enzimas, receptores celulares, transportadores y canales iénicos) [5].
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Figura 1. Estructura esquematica de los acidos grasos formando parte de lipidos complejos
como los triacilgliceroles y fosfolipidos. Los triacilgliceroles (TAG) estdn formados por una molécula
de glicerol unida a tres dcidos grasos. Los TAG son transportados en el interior de lipoproteinas como las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés Very Low Density Lipoprotein), las cuales estdn
compuestas por ésteres de colesterol (EC), determinadas apolipoproteinas (Apo) y fosfolipidos (FL).
Ademds, los FL (en la figura se representa el FL tipo fosfatidilcolina) son el componente mayoritario de las
membranas celulares y su estructura tiene dos partes: una cabeza polar formada por un grupo fosfato (P,
del inglés Phosphate), un alcohol (colina, serina, inositol, etanolamina, etc.) y un glicerol; y un cuerpo
apolar formado por dos cadenas hidrocarbonadas de dcidos grasos (que suelen contener entre 14-24
carbonos). Normalmente una de las cadenas suele ser un dcido graso saturado (AGS) y la otra un dcido
graso monoinsaturado (AGMI) o poliinsaturado. En funcion de la longitud y nivel de saturacion (enlaces
cis) de los AG que componen los FL, se caracterizan las propiedades de la membrana celular,
concretamente juegan un papel fundamental en la fluidez y estabilidad. Figura adaptada de Albert et al.
[3]y Brunzell, J., & Chait, A. [7].
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Figura 2. Férmula estructural y nomenclatura abreviada (C:Dn-x) segtn la serie del acido graso
(n-9, n-6 y n-3). Las flechas indican la introduccion de un doble enlace cuyo nimero dependerd del tipo
de serie del dcido graso. (*) Los mamiferos no pueden desaturar en las posiciones n-6 ni n-3 por lo que LA
y ALA se consideran dcidos grasos esenciales. Abreviaturas: EA, dcido estedrico (del inglés Estearic acid);
OA, dcido oleico (del inglés, Oleic acid); LA, dcido linoleico (del inglés, Linoleic acid); ALA, dcido alfa-
linolénico (del inglés, alfa-Linolenic acid).

Como se muestra en la Tabla 1, existen diferentes sistemas para la nomenclatura de los AG. En
el caso de seguir la nomenclatura quimica estandar recomendada por la Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, del inglés International Union of Pure and Applied Chemistry),
los AG se nombran considerando el carbono del grupo carboxilico como carbono 1 [4]. Por
ejemplo: el acido oleico con el sistema IUPAC, se nombraria cis-9-octadecenoico por tener un
doble enlace en configuracidn cis en el carbono 9 a partir del extremo carboxilico y una cadena
de 18 atomos de carbono. Pese a que la nomenclatura de la IUPAC es sistematica, precisa y
técnicamente clara, los nombres de los AG son largos y complejos. Por esa razén, normalmente
en investigacion e industria alimentaria, los AG son referidos bien por nombres comunes o bien
por una notacidon mas sencilla y abreviada. Existen varias nomenclaturas abreviadas pero la mas
utilizada se basa en la forma C:D, en la que C representa el nimero de dtomos de carbono y D
el nimero de dobles enlaces. Ademas, los AGI en cis pueden subdividirse en familias o series en
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funcién de la posicién del primer doble enlace y, para ello, se utiliza la letra “n” o el simbolo “w”
donde el sistema de notacidon n-x o w-x hace referencia a la posicidn del primer doble enlace a
partir del grupo metilo terminal de la cadena carbonada. A diferencia del sistema IUPAC, en la
forma C:D se tiene en cuenta el carbono del grupo metilo como el carbono 1. Por ejemplo: el
acido oleico (nombre comun) con este sistema se nombraria como C18:1n-9, lo cual indica que
es un AG que posee 18 dtomos de carbono y una insaturacién o doble enlace ubicado en el
carbdén 9 desde el grupo metilo terminal [6] (Figura 2). Otro sistema abreviado utilizado es el
sistema delta y se emplea el simbolo “A” para determina la posicidn de todos los dobles enlaces
a partir del extremo carboxilico en la molécula y, ademads, denominar las enzimas desaturasas
especificas que se encargan de introducir dicho doble enlace en la molécula [8]. Por ejemplo: el
acido oleico, con un Unico doble enlace, se nombraria C18:1A9 vy, el 4cido gamma-linolénico, con
varios dobles enlaces, se nombraria C18:3A9,12,15.

En la naturaleza, las familias o series mayoritarias de AGI son: (i) la familia n-9 u omega-9 (w-9),

siendo su principal componente es el acido oleico (OA, C18:1n-9), (ii) la familia n-6 u omega-6
(w-6) cuyo AG principal es el acido linoleico (LA, C18:2n-6) vy, finalmente, (iii) la familia n-3 u
omega-3 (w-3) donde el AG mas importante es el acido alfa-linolénico (ALA, C18:3n-3). Ademas,

existen otros acidos grasos n-7 o n-11, pero son minoritarios [4].
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Tabla 1. Nomenclatura y clasificacion de los acidos grasos analizados en las muestras
bioldgicas de la cohorte del estudio ECLIPSES-AG.

Tipo de AG
y serie

Nombre comun

Nombre
Abreviado

Nombre sistematico (IUPAC)

(sistema C:D)

Acidos grasos saturados

Acético C2:0 Etanoico
Propidnico C3:0 Propanoico
AGCC Butirico C4:0 Butanoico
Isobutirico C4:0 2-Metilpropanoico
Caproico C6:0 Hexanoico
Caprilico C8:0 Octanoico
Caprico C10:0 Decanoico
C11:0 Undecanoico
Laurico C12:0 Dodecanoico
C13:0 Tridecanoico
Miristico C14:0 Tetradecanoico
C15:0 Pentadecanoico
Palmitico C16:0 Hexadecanoico
C17:0 Heptadecanoico
Estearico C18:0 Octadecanoico
Ardquico C20:0 Eicosanoico
C21:0 Heneicosanoico
Behénico C22:0 Docosanoico
C23:0 Tricosanoico
Lignocérico C24:0 Tetracosanoico

Acidos grasos monoinsaturados

Omega-5 Miristicoleico C14:1n-5 cis-9-Tetradecenoico
Pentadecenoico C15:1n-5 cis-10-Pentadecenoico

Omega-7 Palmitoleico C16:1n-7 cis-9-Hexadecenoico
Heptadecenoico C17:1n-7 cis-10-Heptadecenoico
Vaccénico C18:1n-7 cis-11-Octadecenoico

Omega-9 Oleico C18:1n-9 cis-9-Octadecenoico
Gadoleico C20:1n-9 cis-9-Eicosenoico
Erucico C22:1n-9 cis-13-Docosenoico
Nervénico C24:1n-9 cis-15-Tetracosenoico

Acidos grasos poliinsaturados

Omega-6 Linoleico (LA) C18:2n-6 cis-9,12-Octadecadienoico
Linolelaidico C18:2n-6 trans-9,12-Linolelaidico
y-Linolénico (GLA) C18:3n-6 cis-6,9,12-Octadecatirenoico
Eicosadienoico C20:2n-6 cis-11,14-Eicosadienoico
Dihomo- y-linolénico (DGLA) | C20:3n-6 cis-8,11,14-Eicosatrienoico
Araquidoénico (AA) C20:4n-6 cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico
Docosadienoico C22:2n-6 cis-13,16-docosadienoico
Docosapentaenoico (DPA) C22:5n-6 cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoico

Omega-3 a-Linolénico (ALA) C18:3n-3 cis -9,12,15-Octadecatrienoico
Eicosatrienoico C20:3n-3 cis-11,14,17-Eicosatrienoico
Eicosapentaenoico (EPA) C20:5n-3 cis -5,8,11,14,17-Eicosapentaenoico
Docosahexaenoico (DHA) C22:6n-3 cis-4,7,10,13,16,19- Docosahexaenoico

Abreviaturas: AGCC, Acidos grasos de cadena corta; LA, del inglés Linoleic acid; GLA, del inglés Gamma-
Linolenic acid; DGLA, del inglés Dihomo-Gamma-Linolenic acid; AA, del inglés Arachidonic acid; DPA, del
inglés Docosapentaenoic acid; ALA, del inglés Alfa-Linolenic acid; EPA, del inglés Eicosapentaenoic acid;
DHA, del inglés Docosahexaenoic acid. Tabla adaptada de la bibliografia [5,8,9].
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1.2. Biosintesis y metabolismo

Los AG llegan a las células de nuestro organismo principalmente por dos vias: (i) via
exogena, a través de las grasas ingeridas por la dieta (el 95% en forma de TAG) y, en menor
medida, por (ii) via endégena mediante dos procesos, (a) una lipdlisis a partir de las grasas
almacenadas en tejidos especializados (como el tejido adiposo) y (b) una lipogénesis de grasas
sintetizadas procedentes del exceso de glucidos que seran exportadas a otros tejidos para su
consumo [10].

Al tratarse de moléculas insolubles en plasma, el transporte de los AG por el organismo se
produce necesariamente a través de proteinas plasmaticas como las lipoproteinas
(principalmente) y la albumina. Cabe destacar que las lipoproteinas plasmaticas son complejos
macromoleculares que se componen de una parte lipidica y otra proteica [7,11]:

e Lafraccion proteica estd compuesta por apolipoproteinas (Apo) que presentan funciones
estructurales en la membrana y que, ademas, actuan como ligandos de receptores
permitiendo interaccionar con otras lipoproteinas, higado u otros tejidos para su
metabolismo.

e La fraccion lipidica esta formada por lipidos apolares (TAG y EC) y polares (FL y colesterol
no esterificado). Se estima que los AG mas abundantes en los TAG de las lipoproteinas
son el OA (40%), acido palmitico (22%) y LA (20%). Sin embargo, los AG predominantes en
los EC son el LA (~¥50%), el OA (18%), el acido palmitico (15%) y el AA (7%) [5].

Las lipoproteinas presentan una gran heterogeneidad, su estructura y composicién va a
depender de su origen y funcidn en el organismo. Clasicamente se han categorizado en 5 clases
segln su densidad y tamafio (a menor densidad, mayor tamafio): quilomicrones (QM),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés Very Low Density Lipoproteins);
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, Intermediate Density Lipoproteins); lipoproteinas de
baja densidad (LDL, Low Density Lipoproteins) y lipoproteinas de alta densidad (HDL, High-
Density Lipoproteins) (Figura 3) [7,11-13].

1.2.1. Digestion, absorcion y transporte de grasas

Tras la ingesta de alimentos con contenido en grasas, los TAG de la dieta deben ser previamente
hidrolizados para poder ser absorbidos a través de la membrana intestinal. La digestion de los
TAG se produce por la accién de las lipasas linguales o bucales, gastricas y pancredticas que dan
lugar a AGL de diferente tamano. Los AG de cadena corta y media liberados son directamente
absorbidos por el intestino, mientras que los AG de cadena larga se emulsionan con las sales
biliares para formar micelas mixtas que favorezcan su transferencia hacia el interior del
enterocito [6,10]. No obstante, aquellos AG con mas de 18 carbonos no son facilmente
absorbidos y seran eliminados por las heces. Una vez en el interior del enterocito, se produce la
reesterificacion de los TAG y, junto con FL, EC, vitaminas liposolubles y Apo especificas (Apo B-
48 y Apo C-lll) sintetizadas de novo, se forman los QM “nacientes”. Subsecuentemente, estos
QM son secretados al torrente sanguineo y actlan como lipoproteinas de gran tamafo
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encargadas de vehiculizar el aporte exdgeno de lipidos al organismo [2]. Una vez en circulacién,
estos QM adquieren proteinas de membrana cedidas por las HDL como la Apo C-Il y Apo E
transformandose en QM “maduros”. Posteriormente, parte de los TAG del interior de estos QM
son eliminados liberando de nuevo AG y glicerol al plasma por la accidn de la lipoproteina lipasa
(LPL) presente en el endotelio vascular (activada por la liberacion de insulina). Estos AGL en
circulacidon podran atravesar las paredes de los capilares para ser utilizados por las células del
organismo como fuente de energia (en forma de ATP mediante la B-oxidacion en el interior de
las mitocondrias) o almacenados en forma de gotas de grasa (de nuevo como TAG)
principalmente en el tejido adiposo [14]. Algunos de los AG liberados al torrente sanguineo se
unen a proteinas plasmaticas como la albumina y son conducidos al higado para su
metabolizacion (Figura 4) [6,7,11]. El QM resultante interacciona con las HDL y, a través de la
accion de la enzima lecitin-colesterol-acil transferasa (LCAT), se le transfiere colesterol
esterificado dando lugar a los QM “remanentes”. Finalmente, y gracias a la Apo E, el QM
remanente es reconocido y catalizado via receptores especificos en el higado (Figura 3).

Los restos de los QM remanentes obtenidos del aclaramiento hepatico son utilizados para volver
a sintetizar TAG a partir de AG y generan las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Las
VLDL se sintetizan Unicamente en el higado y se caracterizan por presentar proteinas
estructurales tipo Apo B-100, C-ll y E en su membrana y estar compuestas mayoritariamente de
TAG y pequeiias cantidades de EC en su interior [7]. Al contrario que los QM, las VLDL son los
transportadores principales de TAG, y por tanto de AG, de sintesis enddgena. A su paso por el
torrente sanguineo, en primer lugar, se veran sometidas a la hidrdlisis de las LPL endoteliales
gue favorecerdn la liberacion de una parte de los AG a los tejidos periféricos, como tejido
adiposo y musculo. En segundo lugar, la enzima LCAT permitira la interaccion entre VLDL y HDL
haciendo que se transfieran EC desde la HDL a la VLDL. Este proceso de pérdida de TAG vy
ganancia de EC, da lugar a una disminucién del tamafio y un aumento de la densidad de la
lipoproteina transformdandola en lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y, finalmente, con
sucesivas hidrélisis de TAG y transferencias de EC, en lipoproteinas de baja densidad (LDL)
mucho mads ricas en EC y con tendencia a ser movilizadas desde el plasma a los tejidos
periféricos. Tanto las IDL como las LDL son lipoproteinas de sintesis plasmatica a consecuencia
del catabolismo de las VLDL e IDL, respectivamente. Por el contrario, las HDL son lipoproteinas
de sintesis mayoritariamente hepatica y, en menor medida, también provienen del catabolismo
de las VLDL y QM remanentes. Se caracterizan por ser las lipoproteinas con mayor contenido
proteico y presentar en superficie la Apo C-Il, Apo E y mayoritariamente la Apo A-l que es la
encargada de activar la enzima LCAT. Ademas, las HDL son las responsables de movilizar el
colesterol de los tejidos periféricos hacia el higado mediante el "sistema de transporte inverso
o reverso del colesterol" para ser eliminado posteriormente por las vias biliares [6,7,11] (Figura
3).
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Figura 3. Caracteristicas principales de las lipoproteinas plasmaticas. Los quilomicrones (QM) son de sintesis intestinal mientras que las VLDL y HDL se sintetizan en el
higado. En menor medida, la HDL también proviene del catabolismo de las VLDL y QM remanentes. Las IDL y LDL se sintetizan en el plasma por el catabolismo de la lipoproteina
que le precede gracias a la participacion de las HDL y a la accién conjunta de las enzimas LPL y LCAT. Abreviaturas: TAG, triacilgliceroles; EC, ésteres de colesterol; Apo,
apolipoproteina, VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad; IDL, lipoproteina de densidad intermedia; LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta densidad;
LPL, lipoproteina lipasa; LCAT, Lecitin-Colesterol-Acil transferasa.
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Ademas de la presencia de AG en el torrente sanguineo por las lipoproteinas circulantes, el tejido
adiposo puede movilizar las grasas almacenadas al plasma mediante la accion de la
triacilglicérido-lipasa o lipasa hormono-sensible presente en el citosol de los adipocitos [2].
Como su nombre indica, esta enzima esta influenciada por muchas hormonas: la insulina sera la
hormona principal encargada de inhibir la lipdlisis mientras que, por el contrario, el glucagdn, el
cortisol, las hormonas de crecimiento o tiroideas aumentaran la lipdlisis. También hay que tener
en cuenta que determinadas situaciones fisioldgicas (ayuno, ejercicio) y patoldgicas (obesidad,
diabetes, hipertiroidismo, hepatopatias, etc.) pueden aumentar la lipdlisis. Finalmente, los AG
liberados del tejido adiposo serdn transportados en sangre por la albumina hasta llegar a otros
tejidos para servir de combustible. El higado, el musculo esquelético, el corazén y la corteza
renal son los principales érganos aceptores de AG para producir energia. Cabe destacar, que el
higado es el Unico drgano que presenta un doble papel en el metabolismo de los AG, ademas de
la beta-oxidacién de los AG también participa en la formacién de VDLD que permiten el
transporte y suministro de los AG a los tejidos extrahepaticos [9,10].

1.2.2. Formacion enddgena de acidos grasos saturados y monoinsaturados

La sintesis de novo de los AG tiene lugar en el citoplasma de las células, siendo el higado el
principal érgano de produccién de AG seguido de la glandula mamaria y el tejido adiposo. El
precursor inmediato de la lipogénesis es el acetil-CoA, metabolito procedente de la glucdlisis y
algunos aminoacidos, que permite la formacién del acido palmitico (C16:0) como producto final.

Para que se dé lugar la formacion del acido palmitico, se requiere que las moléculas de acetil-
CoA salgan de la mitocondria al citoplasma celular mediante un sistema de lanzadera
denominado “lanzadera citrato” por accién del enzima citrato liasa. Una vez en el citoplasma,
las moléculas de acetil-CoA se condensan con bicarbonato para formar el malonil-CoA por accién
del enzima acetil-CoA carboxilasa. La combinacién de un acetil-CoA iniciador, una molécula de
malonil-CoA (se requiere una por cada 2 carbonos que contenga el AG que se quiere formar) y
NADPH, permiten al complejo enzimatico acido graso sintetasa formar AG de hasta 16 atomos
de carbono [6].

En caso de que el organismo requiera de AG con cadenas superiores a 16 carbonos, se emplean
las enzimas elongasas. La elongacidn, como parte de la lipogénesis, tiene lugar en el citosol de
las células y permite anadir carbonos sobre la cadena del acido palmitico que se utiliza como
molde [15]. Las elongasas originan el acido estedrico (C18:0) y otros homdlogos de hasta 24
atomos de carbono menos abundantes. A su vez, los AGS pueden someterse a procesos de
desaturacién por accién de enzimas acil graso-CoA desaturasas presentes en el reticulo
endoplasmatico (RE). Estos sistemas enzimaticos introducen dobles enlaces en posiciones
especificas (determinado por la nomenclatura delta-X o A-X) a partir de AGS de mds de 6
carbonos. La desaturasa mas ampliamente distribuida entre los mamiferos es la A9-desaturasa
(D9D) y es responsable de la sintesis de los AG monoinsaturados mayoritarios en nuestras
células: el 4cido palmitoleico (C16:1n-7) a partir del 4cido palmitico y el cido oleico (OA, C18:1n-
9) a partir del acido estearico mediante la introduccion de un doble enlace cis entre el carbono
9y 10 [6,10].
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De esta manera, participando en diversas rutas metabdlicas de elongacién y desaturacion, el
acido palmitico puede dar lugar a la formacién de AGS con mayor longitud de cadena carbonada
y/o AGMI de la serie n-7 y n-9 con la introducciéon de un doble enlace (Figura 5) [10]. La
regulaciéon de las enzimas implicadas en la biosintesis de AGS y AGMI viene determina
principalmente por la dieta y determinadas hormonas. Una dieta rica en hidratos de carbono o
pobre en grasas incrementara la sintesis de estos AG mientras que un elevado aporte de lipidos
en la dieta o concentraciones elevadas de AGPI inhibira su sintesis. De la misma manera, una
situacién de ayuno promovera una disminucién de estos AG y un aumento de la sintesis de
glucosa para aportar energia al musculo y sistema nervioso central. Paralelamente, un aumento
de insulina producird un aumento de su sintesis mientras que, en presencia de glucagén y
catecolaminas, se producird una disminucién de las enzimas encargadas de la biosintesis de
estos AG [4].

1.2.3. Formacidn enddégena de acidos grasos poliinsaturados

Los AGPI pueden formar parte de cuatro series diferentes denominadas n-7, n-9, n-6 y n-3 en
funcién del AG precursor utilizado para su sintesis. De este modo, se originan a partir del acido
palmitoleico, el acido oleico (OA), el 4cido linolénico (LA) y el 4cido alfa-linolénico (ALA) las series
n-7, n-9, n-6 y n-3, respectivamente. Para ello, se requiere de la participacion de elongasas y
desaturasas, concretamente la A5-desaturasa (D5D) y A6-desaturasa (D6D).

No obstante, aunque los mamiferos pueden introducir dobles enlaces en la posicién A9 para
formar los precursores de la serie n-7 y n-9, estos carecen de las desaturasas capaces de
introducir un doble enlace en los carbonos 12 (A12-desaturasa, D12D) y 15 (A15-desaturasa,
D15D) de la cadena carbonada hacia el extremo metilo terminal. Por lo tanto, no pueden
sintetizar LA (C18:2n-6) ni ALA (C18:3n-3), respectivamente. Sin embargo, las plantas y el
fitoplancton marino pueden producir ambos AG al introducir dobles enlaces en las
correspondientes posiciones A12 y A15.

Por tanto, el LAy ALA se definen como 4cidos grasos esenciales (AGE) debido a que el organismo
no es capaz de sintetizarlos de forma enddgena y es completamente dependiente de su ingesta
dietética [1,5]. Una vez obtenidos de la dieta, actian como precursores de los AGPI de las series
n-6 y n-3, los cuales se sintetizan principalmente en el higado y glandula mamaria de madres
lactantes [16]. Para ello, se requiere de la accidn de las desaturasas (D5D y D6D), de las elongasas
del sistema microsémico y de un acortamiento final de la cadena mediante una beta-oxidacion
en los peroxisomas (Figura 5).

El primer paso consiste en la insercién de un doble enlace en la posicion A6 del LA y del ALA
mediante la accidon de D6D, seguido de la introduccién de dos carbonos en la cadena mediante
la elongasa y un doble enlace posterior en la posicién A6 mediante la D5D para formar el acido
araquiddnico (AA, 20:4n-6) y el acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), respectivamente. En el
segundo paso, el AAy EPA son alargados por accidon de varias elongasas hasta formar una cadena
de 24 carbonos: 24:4n-6 y 24:5n-3, respectivamente. Posteriormente, estos derivados son
desaturados por accién de la D6D y finalmente acortados en un ciclo de la ruta beta-
peroxisomica formando el acido docosapentaenoico (DPA, 22:5n-6) y el acido docosahexaenoico
(DHA, 22:6n-3) (Figura 5) [4,6,17].
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Figura 5. Biosintesis de los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados. En este esquema se representan las rutas de biosintesis en condiciones normales
de los dcidos grasos de la serie n-7, n-9, n-6 y n-3. Si no hubiera un aporte dietético de dcido linoleico y a-linolénico (representado con una flecha roja), como efecto
compensatorio a la imposibilidad de formar AGPI n-3 y n-6, se produciria un aumento de la sintesis del dcido eicosatrienoico (C20:3n-9) (efecto representado por la flecha
verde). Abreviaturas: D9D, A9-desaturasa; D6D, A6-desaturasa; D5D, A5-desaturasa. Esquema adaptado de Gil-Herndndez, A. [4].

57



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Introduccion

La conversion de los AGE en sus derivados permite que estos se incorporen rapidamente en los
FL formando parte de las membranas celulares, particularmente en células y tejidos
especializados como el cerebro, la retina, los testiculos, el corazoén, el higado y los rifiones [18].
Cuando existe una carencia en LA y ALA procedentes de la dieta, se produce una disminucion en
sangre periférica de dichos precursores que se caracteriza por la formacion de AGPI de la serie-
9. Este hecho se debe a que el OA (C18:1n-9) actla como sustrato para la sintesis del acido
eicosatrienoico (C20:3n-9) como efecto compensatorio a la imposibilidad de formar AGPI n-3 y
n-6 [4,19]. No obstante, la sustitucién de ALA y LA por AGPI de la serie n-9 es compleja para el
organismo humano y conllevard a determinados problemas de salud. Entre los signos clinicos
caracteristicos de la deficiencia en AGE se encuentran las anomalias neurolégicas,
dermatoldgicas, infertilidad, pérdida de tonificacion muscular y peso, degeneracién renal,
pulmonar y hepdtica, asi como problemas inmunolégicos [20].

Tal y como se ha comentado anteriormente, las elongasas y desaturasas pueden actuar
indistintamente sobre los AG de las diferentes series n-7, n-9, n-6 y n-3 compitiendo entre si por
las transformaciones. No obstante, las desaturas y, en especial la enzima D6D, tienen mayor
afinidad por los AG mas insaturados y, por tanto, el orden de preferencia por las diferentes series
de AG serd el siguiente: serie n-3> n-6 > n-9 > n-7 con una ratio de afinidad de 10:3:1:>1,
respectivamente [5]. Sin embargo, la prioridad de la D6D por la sintesis de derivados de la serie
n-3 a partir del ALA puede verse afectada por diferentes razones:

e Competicién enzimatica y dietas ricas en AGPl omega-6

La conversion del ALA por accién de la D6D va a depender de la concentracién plasmatica y
niveles celulares del LA y sus derivados. Un exceso de AGPI n-6 puede afectar al metabolismo
del ALA reduciendo la incorporacion de sus derivados, EPA y DHA, a los tejidos y alterando sus
funciones bioldgicas. Para determinar si existe un desequilibrio entre ambos tipos de AGPI, se
emplea la ratio n-6/n-3 [18]. Se estima que para conseguir efectos beneficios para la salud la
ratio n-6/n-3 debe mantenerse en torno 5:1-10:1 como maximo [4,21]. No obstante, otros
autores han determinado que la ratio éptima para reducir considerablemente el riesgo de
determinadas patologias (enfermedad cardiovascular, diabetes, obesidad, cancer,
enfermedades autoinmunes, etc.) varia entre 1:1 a 4:1 en funciéon de la enfermedad considerada
y su severidad [22—-24]. No obstante, el cambio en la composicidn de la dieta en las ultimas
décadas ha supuesto que, en algunas dreas urbanas de paises occidentales se alcancen ratios
del orden de 15-20:1y en paises orientales se supere incluso el valor de >35:1 [23]. Este marcado
desequilibrio se debe principalmente a la falta de consumo de dietas ricas en pescados y
derivados marinos pero también al aumento de alimentos procesados con alto contenido en
AGPI n-6 [21,23], todo ello favorece que la via prioritaria de actuacién de la D6D sea la sintesis
de derivados de la serie n-6 en lugar de n-3 [16,18].

e Rendimiento de la transformacion de AGPl omega-3

Con respecto a las rutas de sintesis de los AGPI n-6 y n-3, hay que saber que son independientes
la una de la otra y no se produce reaccion cruzada entre ambas. Ademds, en caso de que hubiera
un déficit de alguna de las series, ninguno de sus compuestos puede sintetizarse de forma
alternativa a partir de un AG de la otra serie. Frente a esta limitacidon se suma que, aunque se
consiga la conversién del ALA en sus derivados, las rutas de sintesis de la serie n-3 son poco
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eficientes en el organismo [5], especialmente para el DHA [25-27]. Algunos autores han
concluido que, en el caso de las mujeres, el porcentaje de conversién es mayor debido
posiblemente a un efecto regulador del estrégeno [25,28]. La formacién de EPA y DHA se
caracteriza principalmente por estar condicionada por la biodisponibilidad de su precursor ALA.
Otro factor importante es la variabilidad genética del individuo en los genes de las desaturasas
que pueden afectar al metabolismo de estos AG. Por estos motivos, se pone de manifiesto la
necesidad de nuestro organismo por contar con el consumo directo de EPA y DHA en la dieta
(ver apartado 1.4.1.3. Acidos grasos omega-3).

Para evaluar la actividad de las enzimas encargadas de la sintesis de AGPI y/o la produccién
equilibrada de los AGPI n-6 y n-3, algunos autores han establecido una serie de indices que
permiten orientar sobre qué ruta enzimatica esta actuando mayoritariamente (si predomina
aquella que produce AGPI n-6 o n-3) y, ademas, indicar si en una misma ruta el funcionamiento
es correcto (es decir, que no se genera una acumulacién de sustratos o precursores de los
productos finales de la reaccién enzimdtica). Entre estos indices, podemos destacar: (i) el indice
n-6/n-3 ampliamente utilizado [22—24,29]; (ii) los indices AA/EPA y AA/(EPA + DHA) para valorar
la produccidn de los AGPI n-6 con respecto a los AGPI n-3 [30]; (iii) el indice LA/DGLA para valorar
la ruta de sintesis de los AGPI n-6 [30]; v, (iv) el indice EFA (del inglés, Essential Fatty Acids) como
indicar del estado global de los AGE y AGPI [31].

En general, es importante que exista un balance entre el consumo de AGPI de la serie n-6 y n-3
para conseguir efectos beneficiosos por la salud y reducir el riesgo de enfermedades crénicas
(con alta prevalencia) en los paises desarrollados.

1.3. Funciones generales en el organismo

Los AG tienen un papel fundamental en el organismo debido a las diferentes funciones
bioldgicas que ejercen. Las mas importantes a destacar son:

- Propiedades aislantes y conductoras

- Combustible energético

- Unidad estructural: formacidn de membranas celulares y de proteinas asociadas a
membrana.

- Sustrato con especificidad por determinadas enzimas

- Regulador de la expresién génica: factor de transcripcidon de receptores de membrana
nucleares.

- Precursores de mediadores lipidicos: formacidn de eicosanoides.

1.3.1. Propiedades aislantes y conductoras

Los tejidos con un alto contenido en TAG, como el tejido graso subcutaneo o visceral, actuan
como aislantes térmicos y mecdanicos (amortiguan de posibles traumatismos) [20]. A nivel
cutaneo, los AGPI de cadena muy larga que forman la estructura principal de las ceramidas
presentes en el estrato corneo de la epidermis, intervienen en la regulacién de la permeabilidad
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de la barrera cutdnea (intercambio de liquidos entre interior y exterior de la piel) y, por tanto,
evitan la pérdida hidrica y la sequedad cutanea. Para ello, la formacion de las ceramidas depende
de un aporte notable de AGE a la piel [32]. A nivel del sistema nervioso central (SNC) los AG
actuan como conductores. Estos se encuentran en gran abundancia en la capa de mielina que
recubre las neuronas favoreciendo un grosor adecuado de dicha capa y permitiendo que la
conduccién sea mas rapida a lo largo del axén [20].

1.3.2. Fuente de energia para el organismo

En el organismo, los lipidos constituyen la principal fuente de energia del organismo. Los AG en
forma de TAG procedentes de la dieta son almacenados en el citoplasma de las células adiposas.
Estas células del tejido adiposo son las encargadas tanto de la sintesis y almacenamiento de TAG,
como de su hidrdlisis y movilizaciéon a través del torrente sanguineo como moléculas de
combustible energético para otros tejidos [4]. La obtencidn de la energia a través de los AG se
consigue mediante un proceso de degradacién oxidativa o B-oxidacidn que tiene lugar en las
mitocondrias, especialmente en tejidos como el higado, musculo esquelético, miocardio,
rifiones o pulmones. Este proceso metabdlico permite la obtencién de una importante cantidad
de moléculas de ATP. Por ejemplo, por cada molécula de acido palmitico (activado a palmitoil-
CoA), se obtiene un total de 129 moléculas de ATP.

A diferencia de los carbohidratos y proteinas, los lipidos aportan mayor cantidad de energia en
el organismo. Alrededor de un 25-35% de la energia diaria de la dieta proviene de la ingesta de
grasas, lo que equivale a 56-78 gr de grasa/dia o al estandar de 8400 kJ o 2000 kcal al dia [20].

1.3.3. Unidad estructural en el organismo

e Componente estructural de membranas celulares

Todas las células del cuerpo humano estan formadas por una membrana plasmatica (MP),
citoplasma y nucleo. La MP es una barrera dindmica que ademas de proteger a la célula del
exterior, permite el transporte de sustancias desde el espacio intracelular al especio extracelular
y viceversa. La MP esta formada por una bicapa lipidica donde mas del 50% de su estructura la
conforman lipidos y el resto esta formado principalmente por proteinas. Los lipidos mayoritarios
son los fosfolipidos [3,33] que estan formados por una cabeza polar o hidrofilica y una cola
apolar o hidrofébica con dos AG y ejercen funciones celulares especificas, metabdlicas y de
sefializacion. Segun el tipo de célula, las membranas tendrdn diferente composicién en AG lo
que influye en la fluidez, la flexibilidad y estabilidad de dichas membranas [34]. Estas
caracteristicas de la membrana también dependeran de la interaccion de los AG con el colesterol
y proteinas presentes también en la membrana [20].

En cuanto a la naturaleza de los AG, uno de los factores que mas influye en la fluidez de la
membrana es su grado de insaturacidn. En caso de tratarse de AGS o AGI en conformacion trans,
estos se disponen en forma empaquetada, disminuyendo el espacio/movimiento entre ellos y
la fluidez de la membrana. Contrariamente, los AGI en conformacién cis ocupan un mayor
espacioy son mds maviles lo que se traduce en un aumento de la permeabilidad de la membrana
y un mejor desplazamiento de las proteinas a través de la bicapa lipidica [20,35]. En el caso de

60



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Introduccion

los AGPI, todavia aportan mayor fluidez a la membrana y esto, por ejemplo, ayuda a aumentar
la flexibilidad de la pared arterial y venosa contribuyendo a un efecto beneficioso en
enfermedades cardiovasculares [36].

No obstante, se ha descrito que los AGPI se oxidan facilmente por lo que un aumento de estos
en la membrana celular puede conducir a una peroxidacion lipidica y afectar seriamente la
integridad de la célula [1,36]. Los derivados obtenidos de este proceso de autooxidacidn se
emplean como marcadores del dafio oxidativo celular [20]. Un claro ejemplo, es la peroxidacion
de los FL ricos en AGPI n-6 presentes en la membrana de las lipoproteinas LDL, lo que produce
una modificacién de la estructura de dicha LDL favoreciendo su fagocitosis por macrofagos e
iniciando el desarrollo de la aterosclerosis [1]. Sin embargo, cuando se trata de FL ricos en AGPI
n-3 (en particular, el DHA) se ha visto que se produce un cambio significativo en la fluidez de la
membrana y en la funciéon de determinadas proteinas asociadas a la membrana. Ademas, los
AGPI n-3 poseen un efecto antioxidante que resulta necesario para células con elevada actividad
metabdlica como las células de la retina (la elevada presencia de DHA favorece el transporte de
rodopsina por la MP de los bastones necesario para el ciclo visual) y para los axones neuronales
vya que favorecen el potencial eléctrico y la transmisién de la seial [36]. De hecho, el DHA
representa el 50% de los AG presentes en los FL de la retina y el 40% en la membrana sinaptica
de las neuronas [10], por lo que, una disminucién del porcentaje de estos derivados tiene un
efecto directo en el SNC [37].

Hay que destacar que la dieta también tiene un papel importante en la cantidad y tipo de AG
gue compone la membrana celular pudiendo producir cambios significativos en la funcién
celular. Es el caso particular de los AGPI n-3, una ingesta abundante de estos permite la
incorporacién de EPA y DHA en cantidades elevadas produciendo un efecto positivo en las
propiedades fisicas y bioldgicas de las membranas [1]. Por tanto, una éptima funcién tisular y
celular requiere de un suministro adecuado y equilibrado de AGPI a través de la dieta para que
pueden ser incorporados a las membranas celulares.

e Componente estructural de proteinas asociadas a membrana

La S-acilacidon de proteinas es una modificacion postraduccional que consiste en la adicion
covalente de una molécula lipidica de cadena larga sobre residuos de cisteina, a través de un
enlace tioéster. Por lo general, el lipido afiadido es el acido palmitico, motivo por el cual esta
modificacién es comunmente llamada palmitoilacién [38]. Sin embargo, algunas proteinas
también estan aciladas con acido estearico (18:0) o miristico (14:0) e incluso con algunos AGPI.
La reaccién de acilacidon en determinadas proteinas es crucial para que adquieran su funcion
bioldgica ya que permite el correcto plegamiento de dichas proteinas y su anclaje en las
membranas (mejora su estabilidad, interaccién con otras proteinas y su actividad catalitica)
[1,20]. Enlos ultimos afos, el interés por la S-acilacién ha incrementado debido a que se ha visto
involucrada en numerosos procesos de gran relevancia bioldgica, como la transduccidon de
sefiales y la transmisidn sindptica pero también en procesos patoldgicos, como la discapacidad
intelectual y distintos tipos de cancer [38].
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1.3.4. Sustrato especifico

Las funciones bioldgicas de determinados AG dependen de su unidn a enzimas o receptores. Un
claro ejemplo, es la incorporacién preferente de los AGPI n-3 en los FL de membrana al ser
sustratos con mayor afinidad por las enzimas responsables de la sintesis de AG, como la D6D
[1,5]. En el caso concreto del DHA, una elevada concentracion de este AG en la MP puede influir
en algunas de las proteinas asociadas a dicha membrana aumentando su actividad. Por ejemplo,
la bomba ATP.s, de Na* y K* aumentara su actividad a nivel del SNC para proporcionar un aporte
extra de energia y los canales iénicos de Na*, K* o Ca®* dependientes de voltaje aumentaran su
actividad en las células cardiacas para favorecer su actividad [36]. Los AG también pueden actuar
como segundos mensajeros desencadenando la activacién de la protein kinasa C, enzima que
cataliza la fosforilacién de proteinas intracelulares y actia en multitud de procesos celulares
[20].

Ademas, los AG actian como ligandos de las proteinas de unidn a los acidos grasos (FABP, del
inglés, Fatty Acid-Binding Proteins). Las FABP son una familia de proteinas transportadoras de
sustancias lipéfilas como los AG, los eicosanoides y los retinoides. Se han identificado al menos
9 isoformas diferentes de FABP: hepatica (L-FABP/FABP1), intestinal (I-FABP/FABP2), cardiaca
(H-FABP/FABP3), en los adipocitos (A-FABP/FABP4/aP2), epidérmica (E-FABP/FABP5/mall), en
el ileon (II-FABP/FABP6), cerebral (B-FABP/FABP7), en la mielina (M-FABP/FABPS8) y en los
testiculos (T-FABP/FABP9) [39,40]. No obstante, no son especificas de un determinado tejido y
se pueden localizar en varios de ellos. Concretamente, la placenta dispone de FABP1, FABP3,
FABP4, FABP5 y FABP7 [41]. La expresidon de las proteinas FABP estard aumentada en funcidn
del aporte de lipidos y necesidades metabdlicas que requiera la célula. En ese sentido, los
hepatocitos, los adipocitos y los cardiomiocitos, que emplean cantidades elevadas de AG para
la biosintesis de energia, presentan un porcentaje elevado de FABP a nivel de la membrana y
citosol para facilitar el flujo de AG. También se ha visto que las proteinas FABP pueden tener un
papel en la regulacion de la expresion génica al dirigir los AG al interior del nicleo celular y
favorecer su union a ciertos factores de transcripcion (Figura 5) [40]. No obstante, la expresion
de estas proteinas se vera incrementada cuanto mayor sea su exposicion a los AG. En los ultimos
afios, se ha visto que las FABP juegan un papel clave en el desarrollo de enfermedades
metabdlicas e inflamatorias, como la obesidad, la diabetes mellitus, la aterosclerosis y las
enfermedades cardiovasculares [39].

En condiciones fisioldgicas, las proteinas FABP tienen mayor afinidad por los AG de cadena larga,
especialmente por el LA y ALA, favoreciendo su transporte al interior de las células y organulos
intracelulares (Figura 5) y garantizando la sintesis de los correspondientes derivados de la serie
n-6 y n-3. A nivel cerebral, la FABP7, tiene elevada afinidad por el DHA [40]. Sin embargo, en
situaciones de estrés oxidativo inducido por obesidad u otros trastornos del metabolismo de los
lipidos, el acido palmitico adquiere mayor afinidad por las proteinas FABP [39].

1.3.5. Regulador de la expresion génica

Los AG sintetizados o procedentes de la dieta (principalmente AGPI) pueden actuar, directa o
indirectamente, como reguladores de la homeostasia lipidica mediante su interacciéon con
receptores de membrana nucleares denominados receptores activadores de la proliferacion
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peroxisomal o PPAR (Peroxysome Proliferator-Activated Receptors) [10]. En condiciones
fisioldgicas (cuando existen niveles correctos de AG en el organismo), los AG actian como
ligandos o factor de transcripcidn del receptor PPAR haciendo que se active (activacion
transcripcional) y forme un heterodimero con otro receptor nuclear, el receptor del acido
retinoico X (RXR). Ambos, a su vez, se une a un elemento de respuesta a la proliferacion
peroximal o PPRE (Peroxysome Proliferator-Response Elements) en la molécula de ADN.
Mediante este mecanismo de regulacién génica, los AG ejercen de estimuladores de la expresidn
de genes que codifican proteinas implicadas en rutas metabdlicas cruciales para el organismo
(metabolismo de los propios AG, de los carbohidratos y proteinas, asi como en el crecimiento y
diferenciacion celular) [1,4,10,20,42] (Figura 6).

Los receptores PPAR constituyen una superfamilia de receptores nucleares que controlan la
expresion génica de las hormonas esteroideas, glucocorticoides, tiroxina, acido retinoico y
vitamina D vy, con lo cual, intervienen en diversos aspectos del desarrollo, reproduccién y
homeostasia energética en el organismo humano. Se conocen tres isoformas de receptores
PPAR, denominadas a, B/6 y vy, que son codificadas por genes especificos para cada isoforma
[43]. Cada tipo se expresa en un tejido especifico: el receptor PPAR-a se expresa principalmente
en tejidos implicados en la oxidacién lipidica como el higado, tracto gastrointestinal, glandula
adrenal y rifidn; el receptor PPAR-B/6 se expresa practicamente en todos los tejidos, aunque
destaca en el musculo cardiaco y en el tejido nervioso; finalmente, el receptor PPAR-y se expresa
predominantemente en el tejido adiposo y en menor medida en el bazo, intestino, ganglios
linfaticos (células del sistema inmunitario), endotelio vascular asi como en ciertos tumores
[4,43,44].

En cuanto a los efectos bioldgicos que producen estos receptores, se sabe que PPAR-a regula
principalmente el metabolismo energético, activando el catabolismo de AG vy lipoproteinas y
estimulando la gluconeogénesis. El incremento de la oxidacion de los AG disminuye la
concentracién de TAG en sangre circulante y los lipidos almacenados en higado, musculo y tejido
adiposo [43,45]. Este receptor se activa principalmente por eicosanoides derivados del AA, LA,
OA, 4acido palmitico y, agonistas sintéticos tipo fibratos que se usan actualmente para el
tratamiento de las dislipemias [45,46]. Por otro lado, PPAR-y participa fundamentalmente en la
diferenciacion de los adipocitos y metabolismo de los AG. También tiene un papel importante
en el metabolismo de la glucosa mejorando la sensibilidad a la insulina, de forma que, el empleo
de agonistas sintéticos de receptores PPAR-y (tiazolidinedionas y glitazonas) ayudan en el
tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) [45]. Ademds, promueve la detencidn del ciclo
celular mediante la inhibicién de la actividad de la quinasa dependiente de ciclina en varias
células tumorales [43]. Este receptor se activa de forma enddgena por LA, ALA y sus derivados
oxidativos, y prostaglandinas [46]. Por ultimo, el receptor PPAR-B/& es el menos caracterizado
hoy en dia, pero se sabe que actua en la regulacion de los niveles de colesterol HDL y control
glucémico, mejora la tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina [43]. Este receptor se activa
de manera no especifica por eicosanoides y por ésteres del acido palmitico y oleico [46].

En cuanto al papel de la dieta, se conoce que el tipo de AG ingerido con la dieta guarda estrecha
relacidn con la actividad de los receptores PPAR como reguladores transcripcionales [34]. En
caso de una ingesta adecuada de AGPI, especialmente de n-3, se producird un aumento de estos
en los FL de las membranas celular desde donde contribuirdn a las funciones celulares y la
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capacidad de respuesta de las células antes mencionadas. No obstante, si predomina una dieta
rica en AGS y AG trans (que, ademads, aportan bajas cantidades de AGE n-6 y n-3), se producen
efectos antagonistas sobre los receptores PPAR. Concretamente, producen una disminucién de
la estimulacién de los receptores PPAR que conlleva a una disminucion de la oxidacién de los
lipidos y acumulaciéon en estos en los tejidos. Como consecuencia del desequilibrio en el aporte
de AGE, se modifica la composicion de AG en los FL de las membranas celulares debido a la
menor disponibilidad de AA, EPA o DHA. Esto generard cambios en la respuesta de los receptores
y enzimas cuya actividad estd asociada a las membranas. Finalmente se traducira en una
alteracion del metabolismo, como es el aumento de la resistencia a la insulina, lo cual a su vez
aumenta el riesgo de patologias como la obesidad, la diabetes tipo Il y las dislipemias [4].
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Figura 6. Papel de los acidos grasos en la regulacion de la expresion génica en la célula. A nivel intranuclear, la unién de los AGPI y/o derivados eicosanoides al receptor
PPAR permite su activacién y promueve la formacion de un heterodimero entre dicho receptor y el receptor del dcido retinoico (RXR). A su vez, el receptor PPAR se une a secuencias
especificas (PPRE) del ADN localizadas en las regiones promotoras de los genes diana o reguladores. Las proteinas de unién a los AG (FABP) transportan los AG a los
compartimentos especificos de la célula para su metabolizacion. Los FABP acceden al nucleo en determinadas condiciones y dirigen los AG a los factores de transcripcion como
PPAR. Abreviaturas: MP, membrana plasmdtica; RE, reticulo endoplasmadtico. Figura adaptada de Djuricic, I. & Calder, P.C. [34] y Gil-Sdnchez et al. [41].
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1.3.6. Formacion enddgena de los eicosanoides

La palabra eicosanoide, del griego eikosa que significa 20, denota el nimero de atomos de
carbono de los AGPI que actian como sus precursores [1]. Son moléculas con una gran actividad
bioldgica, de vida media corta y que actian como hormonas a nivel local debido a su rapido
catabolismo [47]. Los eicosanoides derivan por lo tanto del acido dihomo-gamma-linolénico
(DGLA, 20:3n-6), el AA (C20:4n-6) y el EPA (C20:5n-3). Estos tres AGPI precursores se encuentran
formando parte de los FL de las membranas celulares y seran liberados por enzimas de la familia
de las fosfolipasas. Concretamente la fosfolipasa Az es la que liberaal AA mayoritariamente [10].
Las fosfolipasas se activan frente a determinados estimulos como los procesos inflamatorios
[48]. Una vez liberados, el DGLA, AA y EPA sirven de sustrato para las enzimas ciclooxigenasas,
lipooxigenasas y citocromos Psso monooxigenasas (Figura 7) [10,49,50].

e Ciclooxigenasas: intervienen dos tipos de ciclooxigenasas, la COX-1 que se expresa de
forma constitutiva en muchos tejidos y, la COX-2 que estd presente en niveles bajos hasta
gue es inducida por estimulos inflamatorios como la liberacion de citoquinas,
endotoxinas, sustancias promotoras de tumores y algunos lipidos [49]. La accion de estas
enzimas sobre DGLA, AA y EPA originan prostaglandinas (PG), tromboxanos (TXA) y
prostaciclinas (PGI) que se engloban en el término genérico de prostanoides.

e Lipooxigenasas: intervienen varias isoformas (n-LOX) como la 5-, 8-, 12-y 15-LOX que dan
lugar a los leucotrienos (LT), lipoxinas y acidos hidroxieicosatetraenoicos (8-, 12-, y 15-
HETE). La enzima 5-LOX es la que juega un papel fundamental en la formacidn de los
leucotrienos.

e Citocromo P45 monooxigenasa: origina derivados dihidroxi- y epoxi-acidos.

Dado que el numero de dobles enlaces del DGLA, AA y EPA son diferentes, cada uno de ellos
dard lugar a una serie diferente de eicosanoides (Tabla 2). Se considera que los eicosanoides
derivados del AA son biolégicamente mas activos que los derivados del EPA y DGLA.

También hay que tener en cuenta que las enzimas que participan en estas rutas (COX, LOX, etc.)
carecen de especificidad por los sustratos AA, EPA o DGLA. Por lo tanto, la sintesis de una serie
u otra de eicosanoides dependera de la disponibilidad de dichos sustratos en la membrana
celular y de la competencia enzimatica que se produzca entre ellos. No obstante, dado que las
membranas celulares estan compuestas principalmente por AA y, en menor medida por EPA 'y
DGLA, el sustrato dominante para la sintesis de eicosanoides es el AA [47]. En los Ultimos afios
se han identificados nuevos eicosanoides derivados del EPA y DHA, las denominadas resolvinas
de la serie E procedentes del EPA vy, las resolvinas de la serie D, protectinas y maresinas
procedentes del DHA denominadas en términos generales como docosanoides (Tabla 2)
[4,10,47,49,50]. Un consumo elevado de ambos omega-3 puede incrementar su concentracion
en las membranas celulares y servir de sustrato prioritario para las enzimas COX y LOX
reduciendo asi la sintesis de eicosanoides derivados del AA y sus efectos fisio-patoldgicos [6,47].
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Tabla 2. Sintesis de eicosanoides a partir de sus precursores.

Precursores omega-6 y omega-3 Eicosanoides sintetizados
DGLA PG, PGly TX de la serie 1y LT de la serie 3
AA PG, PGly TX de la serie 2 y LT de la serie 4
EPA PG, PGly TX de la serie 3, LT de la serie 5, resolvinas de la serie E
DHA Resolvinas de la serie D y protectinas (neuroprotectina D1)

Abreviaturas: PG, prostaglandinas; PG, prostaciclinas; TX, tromboxanos.

Otras caracteristicas que definen a los eicosanoides es que su distribucidn tisular es variable: los
PG se forman practicamente en todos los tejidos mientras que el resto de eicosanoides tienen
localizaciones mds especificas. Asi pues, los TX se originan en el interior de las plaquetas, las PGl
estdn presentes en el endotelio vascular y los LT se hallan mayoritariamente en los leucocitos
(Figura 8) [50].

Ademas, las funciones de los eicosanoides también son muy diversas y se conoce que aquellos
derivados del AA son bioldgicamente mads activos que los derivados del EPA y DGLA. Por lo
general, los que provienen del AA tienen caracter proinflamatorio y proagregante mientras que
los derivados del EPA son antiinflamatorios y antiagregantes [50]. Los TXA; ejercen un poderoso
efecto estimulante de la agregacién plaquetar, tienen una accidn vasoconstrictora y promueven
la contraccion de la musculatura lisa. Como antagonistas de los TX, las PGl; inhiben la agregacion
de las plaquetas en el endotelio vascular, presentan accién vasodilatadora que favorece la
disminucién de la presion arterial y permiten la relajacion a nivel de musculo liso. Por lo tanto,
la homeostasis vascular y la regulacién del tono vascular dependen principalmente de un
adecuado equilibrio entre ambos prostanoides [47]. En cuanto a las prostaglandinas, por un
lado, las PGE; regulan procesos inflamatorios, liberan citoquinas mediadoras y poseen efecto
vasodilatador, ademas, ejercen una doble accidn sobre las plaquetas: a bajas dosis potencian el
efecto de los TXA,, pero a dosis alta inhiben la agregacién plaquetar como las PGl,. Por otro lado,
las PGD; tienen un efecto proinflamatorio a nivel de vias aéreas, piel y mucosas y actia como
antiagregante plaquetar [51]. Los LT también participan en procesos inflamatorios y alérgicos,
concretamente, los LTB4 actian como mediadores quimiotacticos favoreciendo la migracion de
los leucocitos al foco inflamatorio [4,50] (Figura 8). Por ultimo, las resolvinas, protectinas y
maresinas derivadas del EPA y DHA tienen un potente efecto antiinflamatorio y previenen del
dafio tisular especialmente a nivel neuronal y en el tejido adiposo [49].

A grandes rasgos, los eicosanoides juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria y
sistema inmunoldgico, también a nivel vascular y cardiovascular (TXA,y PGl,) [49,52,53], renal
(PGl y PGE;) [54], gastrointestinal (PGl y PGE3) [55], aparato reproductivo y embarazo (PGE,)
[47,56,57]. Son moléculas muy importantes desde un punto de vista fisiolégico, pero un exceso
o desequilibrio en su produccién puede estar relacionado con determinadas patologias como
enfermedades inflamatorias croénicas (psoriasis, artritis reumatoide, asma, enfermedad
inflamatoria intestinal) o cancer [47].
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Figura 7. Sintesis de eicosanoides a partir de sus derivados. La COX-2 es inducible y se activard en presencia de endotoxinas, citoquinas y mitégenos mientras que se
inhibird por farmacos antiinflamatorios esteroideos como los glucocorticoides o inhibidores selectivos (-coxibs). Abreviaturas: DGLA, dcido dihomo-gamma-linolénico,; AA,
dcido araquiddnico; EPA, dcido eicosapentaenoico; PLA;, Fosfolipasa Az; D5D, A5-desaturasa; COX, ciclooxigenasa; LOX, lipooxigenasa; Cit Pso, citocromo Psso monooxigenasa;
PG, prostaglandina; LT, leucotrieno; TX, tromboxano,; EET, dcido cis-epoxieicosatrienoico; DHET, dcido dihidroxieicosatrienoico. Figura adaptada de la bibliografia [1,4,49,50].
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Figura 8. Distribuciéon y funciones bioldgicas de los eicosanoides. En lineas generales, los eicosanoides derivados del AA tienen un potente efecto proinflamatorio y
antiagregante mientras que los derivados del EPA tienen un efecto antiinflamatorio y antiagregante, pero con menor potencia. Abreviaturas: AA, dcido araquiddnico; EPA,
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1.4. Fuentes alimentarias de los acidos grasos y recomendaciones dietéticas

La ingesta de AG en la dieta ha ido variando paulatinamente durante la evolucion del ser
humano hasta sufrir cambios importantes en los dos ultimos siglos. Hace 40.000 anos, el ser
humano era un cazador-recolector y su alimentacién dos ultimos siglos era particularmente
abundante en carnes magras, peces, vegetales verdes, frutas, raices y miel, una dieta que en su
conjunto aportaba una adecuada cantidad de AGE n-6 y n-3 (aproximadamente 1:1) y un
consumo total de grasa que no debia superar el 20%. Posteriormente, hace 10.000 afos, se inicid
la agricultura lo que permitié introducir cereales como el trigo, arroz o maiz y, ademas,
domesticar a los animales. El ser humano se alimentaba entonces de los productos de su propia
cosecha y animales de crianza. Pese a la introduccion de los cereales, no se produjeron cambios
relevantes en el aporte en AGE y grasas. No fue hasta la Revoluciéon Industrial (segunda mitad
del siglo XIX) cuando se modificé la alimentacién con la introduccion de procesos
industrializados para la obtencién de alimentos y conservacion de los mismos durante periodos
largos. En el caso particular de las grasas, se desarrollaron procedimientos para su extraccién a
partir de tejidos animales y semillas vegetales lo que produjo una modificacién del perfil lipidico:
se aumentd la composicion en AGS y AGMI, mientras que los aportes de AGE eran muy escasos.
Mas adelante, en el siglo XX, la nueva era industrial permitié incorporar el proceso de
hidrogenacion de las grasas para lograr un mejor manejo y estabilidad de los aceites de origen
vegetal y animal. La hidrogenacién afecta a los AG mas insaturados como los AGE disminuyendo
aun mas sus concentraciones y, ademas, genera nuevos derivados o isémeros trans perjudiciales
para la salud. Estos isémeros trans son capaces de competir con la enzima D6D vy
disminuir/inhibir la formacién de los AG derivados de los AGE [4] (Figura 9). Con la
industrializacién, se empezaron a introducir en los alimentos procesados aceites vegetales ricos
en AGS y LA (presentes, por ejemplo, en el aceite de girasol, maiz, coco o palma) y aceites
hidrogenados trans (sin aporte de AGE), para abaratar los costes de produccidon y mejorar la
palatabilidad de los productos. Con ello, aumenté considerablemente el consumo de grasas
diarias y se generd una notable desproporcion en la ratio n-6/n-3 (superando ratios >15:1 segun
la poblacidn) con efectos negativos para la salud [22,58].

Actualmente, los AG ingeridos a través de la dieta deben representar aproximadamente el 25-
30% de la energia total [1]. Para la mayoria de los individuos adultos, se recomienda una ingesta
minima de AG del 15% para asegurar un consumo adecuado de energia total, AGE y vitaminas
liposolubles. Por otro lado, se estima que la ingesta maxima no debe sobrepasar el 35% [6]. No
obstante, la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién (AESAN) [59] recomienda no
superar el 30% de la ingesta caldrica total aunque, en la poblacion espaiiola, la ingesta de AG
ronda el 35-40%. En general, las fuentes alimentarias mds importantes que aportan AG son los
aceites vegetales, productos lacteos, carne, pescado o aceites de pescado, semillas y frutos
Secos.
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Figura 9. Esquema hipotético de la evolucién de los acidos grasos e ingesta de grasa. Figura
adaptada de Simopoulos, A.P. [22,60].

1.4.1. Acidos grasos saturados

Los AGS provienen principalmente de productos de origen animal como los derivados lacteos
(mantequilla, quesos, leche entera) y las carnes grasas. También estan en elevadas cantidades
en productos manufacturados (como la bolleria industrial). Los AGS abundan en aceites
vegetales como el de palma, coco, cacahuete o manteca de cacao (Tabla 3). Se considera que
los AGS predominantes en la dieta humana son el 4cido palmitico (C16:0), seguido del estearico
(C18:0) y en menor medida del 4dcido miristico (C14:0) [1,5,6,14].

Segun la valoracidon de la Consulta de Expertos de la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAQ), en el caso de los AGS, se recomienda que la ingesta no
exceda el 10% de la energia total [6]. Uno de los motivos por los que se deben de limitar en la
dieta es porque modifican la concentraciéon de colesterol en las lipoproteinas plasmatica,
concretamente los AGS C12:0, C14:0, C16:0, incrementan el colesterol en las LDL. Ademas, una
vez ingeridos y depositados en el tejido adiposo, los AGS se oxidan mas lentamente que los AGI
y por tanto permanecen mas tiempo en el organismo [6]. Existe una evidencia clara de que se
deben sustituir los AGS (C12:0-C16:0) por AGPI, de esa manera, se consigue disminuir la
concentracion de colesterol de las LDL y la relacidon colesterol total/colesterol HDL y, por tanto,
el riesgo de enfermedad coronaria. También podrian sustituirse por AGMI, pero el efecto seria
menor en comparacion a los AGPI.

71



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Introduccion

Tabla 3. Fuentes alimentarias principales de obtencion de acidos grasos saturados.

Nombre comun Abreviatura Fuentes principales

Caproico C6:0 Grasas lacteas

Caprilico C8:0 Grasas lacteas, aceite de coco y de palma
Caprico C10:0 Grasas lacteas, aceite de coco y de palma
Laurico C12:0 Aceite de coco y de palma

Miristico C14:0 Grasas lacteas, aceite de coco y de palma
Palmitico C16:0 En la mayoria de grasas y aceites
Estearico C18:0 En la mayoria de grasas y aceites
Araquico C20:0 Aceite de cacahuete

Behénico C22:0 Aceite de cacahuete

Lignocérico C24:0 Aceite de cacahuete

Tabla adaptada de la FAO [6].

1.4.2. Acidos grasos monoinsaturados

Existen muchos tipos de AGMI en la naturaleza, pero el mas abundante en la dieta occidental es
el acido oleico. Estd presente en cantidades considerables en alimentos tanto de origen animal
como vegetal, aunque predomina en el aceite de oliva, aceite de canola y algunos frutos secos
(Tabla 4). No obstante, existen algunas poblaciones donde el AGMI mayoritario es el acido
erucico debido a un elevado consumo de aceite de mostaza o colza.

Tabla 4. Fuentes alimentarias principales de obtenciéon de acidos grasos monoinsaturados.

Nombre comin  Abreviatura Fuentes principales

Palmitoleico C16:1n-7 Aceites de origen marino, aceite de nuez de macadamia, la mayoria de
aceites animales y vegetales

Vaccénico C18:1n-7 La mayoria de aceites vegetales

Oleico C18:1n-9 Todos los aceites y grasas, especialmente el aceite de oliva, de canola,

de girasol y cartamos ricos en 4cido oleico. Almendras, cacahuete,
avellanas, semillas de sésamo, pifiones, nueces de macadamia

Gadoleico C20:1n-9 Aceites de origen marino
Erucico C22:1n-9 Aceite de semilla de mostaza, aceite de colza
Nervénico C24:1n-9 Aceites de origen marino

Tabla adaptada de la FAO [6] y Kathleen, L. & Raymond, J.L. [17].

Como cabe esperar, el consumo del AGMI puede variar en funcion del tipo de dieta. La dieta
mediterranea se caracteriza por aportar efectos beneficiosos para la salud y proteger frente a
enfermedades cardiovasculares, inflamacion y cancer [61]. Estos atributos se deben, en parte, a
un consumo elevado de AGMI que provienen del aceite de oliva (compuesto por un 55-83% de
acido oleico, 3-21% de otros AG y 2% de polifenoles [62]). No obstante, en una dieta como la
Norte Americana, el aporte mayoritario de AGMI proviene de una ingesta de alimentos que a su
vez poseen un alto contenido en AGS y AG trans por lo que, en este caso, se deberia reducir el
consumo para evitar efectos perjudiciales para la salud [16]. En el caso de los AGMI, la ingesta
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recomendada se calcula por la diferencia entre: AGMI= Ingesta total de grasas (%) — AGS (%) —
AGPI (%) — AG trans (%). Por tanto, puede resultar muy variable en funcién del tipo de grasas
presentes en la dieta [6].

1.4.3. Acidos grasos poliinsaturados

Los AGPI con mayor interés nutricional son los AG de la serie n-3 y n-6. Como se ha comentado
con anterioridad, los precursores de estas series, el ALA y LA respectivamente, se consideran
AGE para el organismo humano al no disponer de la capacidad para sintetizarlos de manera
endodgena vy, por tanto, su inclusién en la dieta diaria es crucial. Sin una ingesta adecuada de
ambos, la formacién de los derivados de la serie n-3 y n-6, especialmente el AA, EPA y DHA, se
veria afectada y repercutiria sobre las funciones bioldgicas que ejercen en nuestras células (ver
el apartado anterior: 1.3. Funciones generales en el organismo).

El LA y ALA se encuentran en practicamente todas las grasas de la dieta y presentan mayores
proporciones en los aceites vegetales, algunas semillas y frutos secos. No obstante, la
disponibilidad del ALA es menor en los alimentos que la del LA. El AA se encuentra en carnes,
huevos, pescado, algas y otras plantas marinas. El EPA y el DHA son los lipidos mayoritarios en
los animales marinos. De hecho, la caballa, el salmén, la sardina, el arenque y el eperlano
destacan por ser fuentes muy ricas en EPA y DHA. Los aceites de pescado son considerados un
buen suplemento alimenticio rico en EPA y DHA [6,63] (Tabla 5).

Tabla 5. Fuentes alimentarias principales de obtencidn de acidos grasos poliinsaturados.

Serie  Nombre comun Abreviatura Fuentes principales

n-6 Linoleico (LA) C18:2n-6 La mayoria de aceites vegetales (aceite de girasol, maiz,
cartamo, germen de trigo, pepita de uva y cacahuete),
nueces pecanas, avellanas, semillas de cafiamo

y-Linolénico (GLA) C18:3n-6 Aceites de semillas de onagra, borraja y grosella negra

Dihomo- y-linolénico C20:3n-6 En tejidos animales (cantidades muy reducidas)

(DGLA)

Araquiddnico (AA) C20:4n-6 Grasas animales (mantecas), higado, lipidos del huevo,
carnes

Docosapentaenoico C22:5n-6 En tejidos animales (cantidades muy reducidas)

(DPA)

n-3 a-Linolénico (ALA) C18:3n-3 Aceites de lino, perilla, canola y soja. Nueces, semillas de

chiay linaza. Algas

Eicosapentaenoico C20:5n-3 Pescado, especialmente el azul (salmdén, arenque,

(EPA) anchoa, eperlano, caballa y peces de aleta). Cangrejo,
gambas y ostras

Docosahexaenoico C22:6n-3 Pescado, especialmente el azul (salmdén, arenque,

(DHA) anchoa, eperlano, caballa y peces de aleta). Cangrejo,

gambas y ostras
Tabla adaptada de la FAO [6] y Kathleen, L. & Raymond, J.L. [17].
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Con el fin de prevenir los sintomas derivados de una deficiencia de AGE, se estima que la ingesta
minima diaria debe ser 2-2,5% y 0,5-1,0% de la energia total para el LA y ALA, respectivamente
[1,6]. Con respecto a los AGPI totales (conjunto de AG n-6 y n-3), el intervalo recomendable es
6-11% de la energia total evitando asi problemas derivados del déficit o exceso de estos [6].

Como se ha mencionado en apartados anteriores, hay que tener en cuenta la ratio n-6/n-3 como
herramienta para determinar si existe un desequilibrio nutricional entre AGPI n-6 y n-3 en la
dieta. A modo de recordatorio, la ratio n-6/n-3 debe mantenerse en torno 5:1-10:1 (como
maximo) para conseguir efectos beneficios para la salud [4,21]. No obstante, otros autores
estiman que debe estar comprendida entre 1:1 a 4:1 para reducir considerablemente el riesgo
de determinadas enfermedades cardiovascular, inflamatorias, e inmunitarias [22—24]. Segun la
Fundacidn Espafiola de la Nutriciéon (www.fen.org.es), la ratio en Espafia se sitla en 15:1-16:1y
se considera que existe una tendencia a un estado proinflamatorio. Este desequilibrio se debe a
los cambios que ha ido sufriendo la dieta Mediterranea con el paso del tiempo.

1.4.3.1. Acidos grasos omega-3

Gracias al conocimiento actual sobre los derivados n-3, se ha estimado que la ingesta minima
diaria de EPA+DHA debe ser 0,2-0,3% de la energia total 0 0,250-0,50 gr/dia para evitar signos o
sintomas por déficit [1,6,64]. En las ultimas décadas, se han publicado numerosos estudios
epidemioldgicos y experimentales sobre la suplementacién dietética de omega-3 (EPA+DHA) y
sus efectos beneficios a nivel del sistema cardiovascular. El Instituto Nacional de Salud
Estadounidense (NIH, USA National Institutes of Health) [65] destaca los siguientes trabajos:

v" En 2019, se publicé un metaanilisis de 13 ensayos clinicos con un total de 127477
participantes donde se administré una dosis de 0,376— 4 gr/dia de EPA+DHA durante 5 afios.
Se concluyd que la suplementacion con estos omega-3 redujo el riesgo de infarto de
miocardio, muerte por enfermedad coronaria y muerte por enfermedad cardiovascular vy,
los efectos parecian estar relacionados con la dosis [66].

v/ En 2020, una revisidn sistematica de 86 ensayos clinicos publicados entre 1968 y 2019
descubrié que la ingesta de 0,5 g/dia hasta 5 g/dia de omega-3 entre 12-88 meses en un
total de 162.796 participantes redujo los niveles de TAG en suero en aproximadamente un
15% y disminuyé ligeramente las tasas de mortalidad cardiovascular y enfermedad
coronaria [67].

v’ La Asociacién Estadounidense del Corazdn (AHA, American Heart Association) concluyé que
la prescripcidn de 4 gr/dia de omega-3 redujo los niveles de TAG cuando estos se utilizaban
solos o0 como complemento de otros medicamentos hipolipemiantes [68].

En base a estos resultados, las Ultimas guias alimentarias (Dietary Guidelines for Americans, U.S.
Department of Agriculture and U.S. Department of Health and Human Services [64], U.S. Food
and Drug Administration (FDA) [69] y la FAO [6]) concluyen que el consumo diario de AGPI
omega-3 como parte de una dieta equilibrada se asocia a una disminucién de los niveles de TAG
y a un menor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y, por tanto, se establece un
intervalo recomendable de 0,250-2,0 gr/dia (EPA+DHA) 0 2% de la energia total en adultos. Se
considera que a partir de 1,0-2,0 gr/dia se observan efectos beneficiosos para la salud. Esta
ingesta diaria se debe aportar ya sea a través de la dieta, mediante la ingesta de alimentos
enriquecidos o directamente con suplementos nutricionales. No obstante, la evidencia cientifica
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del efecto protector de los suplementos de omega-3 es mas sélida para las personas con
cardiopatia coronaria existente que para los individuos sanos.

Para llegar al objetivo diario de EPA+DHA, la agencia espafiola AESAN [59] y la Sociedad Espaiiola
de Nutricion Comunitaria (SENC) [70] recomiendan el consumo de al menos 2-4 raciones
semanales de pescado y derivados (siendo 1-2 raciones de pescado azul). Si comparamos
nuestras recomendaciones con el resto de paises de la Unidn Europea, en el caso de los paises
Nordicos (como Finlandia, Noruega o Suecia) se recomienda consumir mas de 2-3
raciones/semana o que dichas raciones sean abundantes. No obstante, en el Reino Unido o
Francia, se recomienda el consumo de 2 raciones/semana (1 de ellas de pescado azul) mientras
gue en Alemania la ingesta recomendada es de 1-2 raciones/semana [59].

1.4.3.2. Acidos grasos omega-6

En cuanto a los AGPlI omega-6, hay pocos estudios publicados que establezcan la ingesta diaria
de LA. No obstante, la FAO y otros autores han estimado que la ingesta minima adecuada de LA
debe ser de 2-3% de la energia total [6,34]. Teniendo en cuenta que la ingesta maxima diaria de
AGPI totales y de AGPl omega-3 es de 11% y 2% de la energia total respectivamente, el intervalo
aceptable para la ingesta de AG omega-6 (LA) sera de 2-9%. El valor mas bajo corresponde a la
prevencion de los signos relacionados con el déficit de AGPlI omega-6 (problemas cutaneos
principalmente), mientras que el valor mas alto forma parte de una dieta saludable. Una ingesta
adecuada de omega-6 permite remplazar parcialmente los AGS en plasma y ayuda a disminuir
las concentraciones de colesterol total y colesterol de las LDL y, por tanto, del riesgo de
enfermedad coronaria [34].

1.4.4. Acidos grasos trans

Los AG trans pueden obtenerse en la industria alimentaria por procesos de hidrogenacion parcial
de algunos aceites vegetales o de pescado generando isémeros trans. Este proceso produce una
saturacion parcial de los enlaces en la cadena hidrocarbonada de los AG confiriéndoles una
consistencia semisoélida favoreciendo su aplicacion en la fabricacion de determinados productos
alimentarios: margarinas y mantequillas comerciales, bolleria, salsas comerciales, alimentos
fritos, productos ultraprocesados con grasas hidrogenadas, etc. [17].

Estos AG trans incrementan los factores de riesgos y accidentes cardiovasculares [6], por lo que,
se debe limitar su ingesta a menos de 1% de la energia total. Sin embargo, existen AG trans
naturales presentes en carnes, leche y productos lacteos de animales rumiantes que se generan
a nivel intestinal por la accién de la microbiota de estos animales [1]. Concretamente, se
conocen el acido linoleico conjugado (CLA, del inglés Conjugated Linoleic Acid) e isémeros de
este (como, el cis-9,trans-11 CLA), su aporte en la dieta humana es relativamente bajo pero sus
efectos sobre la salud no son nocivos [5].
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En resumen, las recomendaciones dietéticas en cuanto al consumo de acidos grasos serian las
siguientes:

- AGS: se recomienda que la ingesta debe estar por debajo del 10% de la energia total
diaria.

- M AGMI: se debe sustituir en la medida de la posible la ingesta de AGS por AGMI.

- M AGPl:ingesta entre el 6-11% de la energia total diaria. Asegurar la ingesta minima de
AGE: 2-2,5% y 0,5-1,0% de la energia total para el LAy ALA, respectivamente.

- laratio n-6/n-3 para evitar un desequilibrio nutricional entre AGPI.

- M AGPI omega-3: se debe alcanzar la cantidad minima diaria de 0,25 gr de EPA+DHA
para evitar problemas por déficit de estos AGPI.

- Evitar el consumo de AG trans de origen industrial.

Si se mantiene una dieta equilibrada con estas indicaciones se puede conseguir disminuir el
colesterol presente en las LDL y la ratio colesterol total/colesterol HDL y, por tanto, el riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Ademas, se disminuira el riesgo de enfermedades
inflamatorias créonicas como la diabetes (se mejora la sensibilidad a la insulina), el sindrome
metabdlico, la obesidad, el higado graso, dermatitis o artritis y, enfermedades neuroldgicas.

1.5. Acidos grasos de cadena corta

En términos quimicos, los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son acidos carboxilicos
con cadenas hidrocarbonadas formadas por 1 a 6 carbonos y entre los que destaca el acido
acético (C2: 0), el acido propidnico (C3: 0), el acido butirico, (C4:0), el acido valérico (C5: 0) y el
acido caproico (C6: 0). Los AGCC pueden estar presentes en alimentos de origen animal pero se
obtienen principalmente a través del metabolismo de las bacterias presentes en la superficie de
la pared intestinal [71], las cuales llevan a cabo la fermentacién de los hidratos de carbono
procedentes de la dieta, concretamente los almidones resistentes y fibra (ver Tabla 6 y Figura
10) [72].

Tabla 6. Fuentes alimentarias principales de obtencién de acidos grasos de cadena corta
detectados en nuestra cohorte de mujeres.

Nombre comin  Abreviatura  Fuentes principales

Acético C2:0 Fermentacién de los HC producida por la Ml

Propidnico C3:0 Fermentacién de los HC producida por la Ml

Butirico C4:0 Grasas lacteas y fermentacion de la fibra producida por la Ml
Isobutirico C4:0 Aminodcidos de la degradacion de las proteinas dietéticas

Abreviaturas: HC, hidratos de carbono; Ml, microbiota intestinal. Tabla adaptada de la FAO [6].
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! Carbohidratos: |
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Figura 10. Biosintesis de los acidos grasos de cadena corta por accién de la microbiota
intestinal. Figura adaptada de Rios-Covidn, et al. [73] e Hijova, E. & Chmelarova, A. [74].

El acido acético, el acido propidnico y el butirico son los mas abundantes en el organismo y
representan el 90-95% de los AGCC presentes en el colén en una proporcion aproximada de
60:25:15, respectivamente [72,75]. En menor medida, estdn el isobutirato, isovalerato y 2-
metilbutirato, conocidos como AGCC ramificados (AGCCR), que constituyen el 5% de la
produccién total de AGCCy provienen de los aminodcidos valina, leucina e isoleucina obtenidos
de la descomposicion de las proteinas dietéticas [73]. La cantidad de AGCC producidos por la
microbiota intestinal va a depender del tipo y predominio de la especie bacteriana en la
microflora coldnica, la fuente de sustrato utilizado por las bacterias y el tiempo de transito
intestinal de los alimentos [72,76,77].

Los AGCC proporcionan aproximadamente el 10% de las necesidades caléricas diarias [75,78]
en los seres humanos y, en cuanto a su metabolismo, la mayor parte de los AGCC (>90%) se
absorbe facilmente a través de la mucosa intestinal pasando al torrente sanguineo y el 5% se
excreta con las heces [72]. En general, el butirato es la principal fuente de energia para los
colonocitos, mientras que el propionato es absorbido en gran medida por el higado y el acetato
entra en la circulacion periférica para ser metabolizado por los tejidos periféricos [72].

En los ultimos afios, los AGCC han surgido como importantes moléculas de sefializacion en la
regulacion de la homeostasis metabdlica. Se ha demostrado que los AGCC activan los receptores
de la superficie celular conocidos como receptores de acidos grasos libres (FFAR, del inglés, Free
Fatty Acid Receptors), especificamente FFAR2 (o GPR43) y FFAR3 (o GPR41). Los FFAR
pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteinas G (GPR) presentes en las
membranas celulares y se caracterizan por tener siete dominios transmembrana (con un
dominio N-terminal extracelular y un dominio C-terminal intracelular) [79]. La afinidad por estos
receptores varia segun el tipo de AGCC. En humanos se conoce que la afinidad por el receptor
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FFAR2 es similar para el acido acético y propiénico mientras que el acido butirico tiene menor
afinidad. No obstante, sucede lo contrario para el receptor FFAR3 donde la afinidad es la
siguiente: acido butirico = dcido propidnico> acido acético [80]. Estos receptores estan presentes
en multitud de tejidos como en el intestino, tejido adiposo, higado, pancreas, musculo,
pulmones, corazéon, médula dsea, cerebro, neuronas simpaticas periféricas y células del sistema
inmunitario [78,81].

Los AGCC también actuan como inhibidores de la histona desacetilasa nuclear de clase |
(especialmente, HDAC1 y HDAC3), cuyo efecto es el de regular las vias de sefializacién en la
respuesta inflamatoria [82]. Concretamente, el acido butirico ejerce mayor poder inhibitorio en
la expresion de los genes HDAC vy, con ello, regula la proliferacion celular e induce la
diferenciacidn o la apoptosis de las células, lo que le otorga propiedades antitumorales a nivel
del intestino [83].

Dentro de las numerosas funciones bioldgicas que se les atribuyen, se ha visto que los AGCC
actuan principalmente a nivel intestinal (mayoritariamente el acido butirico [75]) promoviendo
la integridad de la barrera intestinal, mediante la produccién de la mucosidad, y, modulando la
respuesta inmunitaria-antiinflamatoria que contribuye a disminuir el riesgo de desarrollar
trastornos gastrointestinales como el cdncer colorrectal [78]. En el caso del acido butirico,
incluso se estudia su administracién exdégena como terapia para el cancer de colon puesto que
reduce la inflamacidn de la mucosa e induce la apoptosis de las células cancerosas [84]. Ademas,
también se les han atribuido otros efectos bioldgicos importantes sobre el eje intestino-cerebro
[85]; la prevencion de enfermedades cardiovasculares [81,86]; la regulacion de la funcién
mitocondrial en el higado; el metabolismo de la glucosa y tejido adiposo [87]. Concretamente el
acetato/butirato aumentan la lipogénesis mientras que el propionato aumenta la
gluconeogénesis e inhibe la lipogénesis. Por ello, se han relacionado con enfermedades
metabdlicas como la obesidad y la DM2 [73,88]); modulacion del sistema inmunitario; control
del apetito y el suefio [73,78].

e Acidos grasos de cadena corta y embarazo

La gestacion estd marcada por cambios inflamatorios e inmunitarios que alteran la funcion
intestinal materna y la composicion bacteriana a medida que avanza el embarazo. En un
contexto fisioldgico, estos cambios en la microbiota intestinal materna contribuyen a disminuir
las complicaciones obstétricas y favorecer el correcto desarrollo del feto [89,90]. Esta funcion
de la microbiota, se debe a su mediacién en la sintesis de AGCC, los cuales influyen
considerablemente en la funcién inmunitaria, la respuesta inflamatoria y el metabolismo de los
carbohidratos y lipidos durante el embarazo [72,91]. Cuando el estado de salud de la
embarazada se ve comprometido, se produce una modificacidn de la microbiota que puede
conllevar a cambios importantes en el perfil de AGCC a nivel intestinal y sistémico. Por ejemplo,
en las embarazadas con obesidad o diabetes mellitus gestacional, las concentraciones de acido
propiénico aumentan en respuesta a las adaptaciones metabdlicas que requiere el organismo,
mientras que, se han visto disminuidas en el curso de una gestacional normal [90]. Otro claro
ejemplo se produce en gestantes que presentan un estado hipertensivo y/o riesgo de sufrir
preeclampsia, ante esta situacidon se generan menores concentraciones de acido butirico por
una disminucion de las bacterias productoras de este AGCC. No obstante, en una situacién
fisiolégica, se produce un aumento de las concentraciones de acido butirico durante el
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embarazo para modular cierto grado de inflamacidn necesario para el transcurso correcto de la
gestacién y el momento del parto [72,92,93].

2. ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION

El embarazo implica numerosos cambios fisioldgicos en la mujer e impone necesidades
nutricionales especiales tanto para ella como para el feto [94-96]. En lo relacionado a los AG,
como ya se ha mencionado con anterioridad, estos poseen multitud de funciones bioldgicas
vitales para el organismo como fuente de energia, estructura de las membranas plasmaticas o
precursores de los eicosanoides, los cuales ejercen un importante efecto sobre la gestacién y el
aparato reproductor femenino [56]. En este sentido, el estado nutricional de los AG
(especialmente AGE y AGPI) en la madre, no sélo jugara un papel importante para ella sino
también para el correcto desarrollo de su descendencia [97].

2.1. Funcion y efecto de los acidos grasos en la madre y su descendencia

2.1.1. Acidos grasos y embarazo

2.1.1.1. Etapa gestacional

En las primeras etapas del desarrollo embrionario, el blastocisto (o embrién de 5/6 dias en
desarrollo tras la fecundacion) esta formado por una masa celular interna de la que se origina el
embrién y de una capa periférica de células que formard la placenta. Estd capa externa
denominada trofoblasto, protege y adhiere al blastocisto a la pared del Utero. Este
comportamiento invasivo del trofoblasto desencadena la remodelacion de las arterias espirales
uterinas para aumentar el flujo sanguineo y el suministro de oxigeno al feto y garantizar su
viabilidad [98,99]. Este proceso de angiogénesis es un factor critico para el correcto desarrollo
placentario y para evitar patologias derivadas de un aporte sanguineo insuficiente como la
preeclampsia, retraso del crecimiento intrauterino (RCIU) o parto pretérmino [100]. Todas ellas,
son complicaciones importantes y frecuentes del embarazo con consecuencias perjudiciales
tanto para la salud fetal y materna.

La angiogénesis es un proceso complejo mediado por la accién de numerosos factores de
crecimiento como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF del inglés, Vascular
Endothelial Growth Factor) o el factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF, del inglés Basic
Fibroblast Growth Factor). La accidén proangiogénica de la prostaglandina PGE; (sintetizada a
partir del AA), aumenta la expresién de estos factores implicados en la angiogénesis placentaria
[99,101]. Ademas, se ha visto que el DHA, posee una accion similar a nivel del trofoblasto donde
activa la produccién de VEGF y otros factores, como el ANGPTL4 (del inglés, Angiopoietin-Like
Protein 4), el FABP4 (del inglés, Fatty Acid-Binding Protein 4) y FABP3, favoreciendo la
proliferacién de las células endoteliales [97,99]. Tanto los eicosanoides (prostaglandinas)
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derivados de los AGPI n-6 como el DHA ayudan al desarrollo del trofoblasto durante el primer
trimestre del embarazo y, por tanto, al crecimiento adecuado de la placenta [99] (Figura 11).

En el transcurso normal de una gestacion, por lo general, se produce un aumento progresivo de
la resistencia a la insulina que alcanza su maximo en el tercer trimestre y que puede
desencadenar una diabetes mellitus gestacional (DGM) [102]. El estado hiperglucémico de la
gestante aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (preeclampsia) o
metabdlicas (obesidad, DM2 posparto, etc.) entre otras. Ademas, la exposicidon continuada de
los tejidos fetales a un ambiente diabético se traduce en una extensa variedad de
complicaciones perinatales y posnatales, como el aumento de abortos espontaneos, muerte
fetal intrautero, anomalias congénitas, problemas en el neurodesarrollo fetal [103,104], RCIU,
peso inadecuado al nacer o la macrosomia asociada a un riesgo elevado de obesidad y/o DM2
al nacer [102,105]. No obstante, existen un gran nimero de estudios sobre el efecto protector
de los AGPI n-3 en mujeres con riesgo de desarrollar una DMG o que la estén padeciendo.
Concretamente, el uso de los AGPI n-3, como el DHA, mejora la funcidon metabdlica materna y
promueve un estado metabdlico adecuado en el recién nacido que ayuda a disminuir el riesgo
de desarrollar un sindrome metabdlico a largo plazo. También aumenta la sensibilidad a Ia
insulina durante el embarazo y ayuda a disminuir el estado inflamatorio que favorece la
aparicion de problemas cardiovasculares como la hipertensién o preeclampsia [106,107].

Ademas, en cuanto al desarrollo fetal, se ha observado que las gestantes que consumen AGPI n-
3 presentan: 1) mayor prolongacidn de la gestacion debido a que los AGPI n-3 incrementen la
formacién de prostaciclinas (PGls) con accidn relajante de la musculatura lisa (retrasando el
inicio del parto) y disminuyen la sintesis de prostaglandinas PGE, y PGF, que potencian las
contracciones uterinas [108]; 2) un crecimiento intrauterino fetal adecuado segun las semanas
de embarazo (longitud y peso normales en el feto) y un menor riesgo de tener un embarazo
pretérmino o incluso una muerte perinatal [104,109]. Algunos autores, incluso, han concluido
que una suplementacion con AGPI n-3 desde la semana 30 de gestacidn se ha relacionado con
una reduccion del riesgo de prematuridad hasta del 40-50%, un aumento de la duracién de la
gestacion en 5 dias y un peso de los recién nacidos 100 g superior con respecto a aquellos
nacidos de madres que no tomaron suplementos [108,110].

A nivel del sistema inmunitario, el DHA y sus metabolitos mejoran la inmunocompetencia
materno-fetal al regular el estrés oxidativo, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y el equilibrio pro-antiinflamatorio en la interfaz materno-fetal [37,97,111].

2.1.1.2. Etapa posparto

Relacionado con el periodo posparto, algunos estudios indican que la deficiencia de DHA
durante el embarazo se asocia a sintomas depresivos. No obstante, existe una gran controversia
sobre este efecto: un metaandlisis reciente que incluyé los resultados de dos ensayos
controlados aleatorizados (RCT, del inglés, Randomized Controlled Trial) con 2431 mujeres
mostré una evidencia baja en la relacion inversa entre la suplementacién con DHAy la depresion
posparto [109]. Por el contrario, otros autores asocian el consumo de DHA con efectos
beneficiosos sobre el bienestar psicoldgico de la gestante, concretamente, sobre la disminucion
del riesgo de depresién [112] y sintomas de ansiedad [113]. Algunos estudios y guias terapéutica
en psicofarmacologia, recomiendan incluso la utilizacién de AGPI n-3 para el tratamiento de las
depresiones en el embarazo, cuando la sintomatologia es moderada-grave, pero siempre como
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coadyuvante de los farmacos antidepresivos indicados [114-117]. Los omega-3 son un
tratamiento muy seguro y generalmente bien tolerado sin efectos adversos a dosis terapéuticas.

En cuanto a las dosis diarias recomendadas, Wojcicki, J.M. & Heyman, M.B. [118] indicaron que
para obtener beneficios se deberia iniciar una suplementaciéon temprana en el embarazo y
utilizar dosis de alrededor 2g/dia de DHA + EPA. El metaanalisis de Sublette et al. [116], ha
concluido que los suplementos que contienen al menos un 60% de EPA del total EPA+DHA, en
un rango de dosis de 200 a 2.200 mg/dia de EPA+DHA, presentan eficacia antidepresiva.
Hallahan et al. [117] también concluyeron que los suplementos de AGPI n-3 con mas de 50% de
EPA, tenian efectos beneficiosos sobre los sintomas depresivos con respecto a los suplementos
con mds de un 5 % de DHA. El hecho de que el EPA tenga un mayor efecto antidepresivo se
atribuye a que tiene un mayor poder antiinflamatorio en comparacién al DHA y esto se debe a
que, por un lado, el EPA es el ligando natural del receptor nuclear PPARy que inhibe las cascadas
proinflamatorias neuronales implicadas en la fisiopatologia de las respuestas desreguladas al
estrés y la depresién; y, por otro lado, el EPA es capaz de incorporarse mas rdpidamente a los FL
de la membrana de las células mononucleares (monocitos y linfocitos) circulantes, y disminuir
la produccidn de citoquinas proinflamatorias [117].

2.1.2. Acidos grasos y descendencia

Como componentes estructurales de las neuronas, los AG estan presentes en la membrana
sindptica y un cambio en su composicion puede afectar a las funciones neuronales a nivel de los
receptores de membrana, canales idnicos, transmisién de sefiales intra e intercelulares
mediadas por segundos mensajeros derivados de los propios AG, etc. Ademas, el tejido nervioso
contiene la segunda mayor concentracion de AG después del tejido adiposo, y los niveles de
AGPI son especialmente altos en la retina y la corteza cerebral. Debemos resaltar que la mayoria
de los AGPI, especialmente el DHA y AA, se acumulan en el proceso de la sinaptogénesis que
tiene lugar durante el desarrollo cerebral en un periodo de intensa division celular [119] y, por
tanto, tienen un papel fundamental en el desarrollo cognitivo tanto a nivel perinatal como
posnatal [37,120,121]. Se sabe que esta acumulacién comienza al principio del primer trimestre
y continda hasta los 2 afios de edad [119,122]. Tanto el AA como el DHA tienen un papel
fundamental en el mantenimiento de la fluidez de la membrana de la sinapsis, la propagacién
del impulso, la transmision sindptica y su funcion como factores de transcripcién para la
expresion de genes durante el desarrollo del cerebro [37,97]. Ambos AG presentan acciones
neuroprotectoras y son necesarios para reparar las lesiones cerebrales, la regulacion
inflamatoria y vascular, y, el desarrollo y madurez del cerebro en los recién nacidos,
especialmente aquellos bebés prematuros (Figura 11).

Ademas de ser un componente estructural en el tejido neuronal, el DHA se encuentra en gran
cantidad en las células de laretina (representa hasta el 80% de todos los AGPI) y su incorporacion
en las membranas fotorreceptoras sigue aproximadamente la misma linea en el tiempo que a
nivel cerebral [123]. Un correcto aporte de DHA durante el embarazo ayuda en el desarrollo
visual y mejora significativamente la adquisicion de la agudeza visual en los recién nacidos
debido a su efecto sobre la activacién de la rodopsina y el desarrollo de los conos y bastones
[124].
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A nivel inmunoldgico, se ha descrito que el aporte adecuado de AGPI n-3 durante el embarazoy
la lactancia, disminuye la aparicidon de enfermedades relacionadas con el sistema inmunolégico
y respuesta inflamatoria en el recién nacido y en edad infantil. Concretamente, en la revisién
sistematica de Miles et al., se concluye una menor sensibilizacidn al huevo en los lactantes, una
reduccion del riesgo y la gravedad de dermatitis atépica en el primer afio de vida, y una
reduccion de las sibilancias y el asma persistentes entre los 3 y los 5 afos [125].

A nivel metabdlico, existen evidencias de que la exposicidon excesiva de AGPI n-6 antes del
nacimiento (o incluso en las primeras etapas de la infancia) puede promover la formacién de
células adiposas y predisponer a una acumulacidn de grasa corporal a edades tempranas. Estos
cambios pueden conducir a adaptaciones duraderas y aumentar el riesgo de sindrome
metabdlico en el curso posterior de la vida del recién nacido. Este fendmeno se denomina
programacion metabdlica [126]. Relacionado con este hecho, el déficit de AGPI n-3 con un
elevado aporte de LA durante la gestacién, juega un papel importante en el desarrollo de las
rutas de sefalizacidn del apetito, causando hiperfagia y exceso de peso corporal [126,127].

82



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Introduccidn
Aporte dietético
de DHA
Primer trimestre Tercer trimestre Etapa post-natal
Remodelacion arterias Aporte DHA materno a Aporte DHA a traves
Y angiogénesis través de la placenta de la leche materna
.llhumin m— ﬁulh i
bound ',v bwu:::m II II
B FFAs

FFﬁ.s‘y

Leptin

al

rras + @K 1 Angiogénesis M Neurogénesis
o I 1" Inmunocompetencia T~ Sinaptogénesis
DHA / == Other 4> Factores de crecimiento celular ‘I Plasticidad sinaptica
Pro-angiogenic +VEGFA \ LCFAs J, Expresion de genes proinflamatorios ‘M Inactivacion de ROS
o . J, Estrés oxidativo (ROS) ‘I Expresion de los genes de neuroprotectinas
T Tube formation TANGPTL4

J Sefiales proinflamatorias
«J» Proteinas proapoptdticas

T Cellular growth

Duttaroy et al. 2022

Figura 11. Efectos bioldgicos del DHA en el embarazo y periodo posnatal. Figura adaptada de Basak, S. & Mallick, R. [121].
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Existen numerosos estudios sobre la relacion de la suplementacién de AGPI n-3 durante el

embarazo y los efectos a corto y largo plazo en la mujer gestante y en su descendencia. No

obstante, sigue habiendo controversia al respecto y algunos estudios no comparten estos
resultados [128—130] o no demuestran que hayan beneficios a largo plazo [131-133]. En la Tabla
7 se recopilan algunos de estos trabajos con sus principales resultados.

Tabla 7. Suplementacion de DHA durante el embarazo y en recién nacidos pretérmino y sus
efectos posnatales a largo plazo.

Sujeto, tamafio

Dosis y duracion

Resultados principales

Referencias

(internacional).

AGPIn-3y un grupo
control placebo o sin
ingesta de AGPI n-3.

muestral y tratamiento
ubicacién
Ensayos controlados aleatorizados (RCT) en mujeres gestantes
Mujeres Recopila 70 RCTs donde | { Riesgo parto pretérmino (E). Middleton et
embarazadas, n = | compara la J Riesgo muerte perinatal (M). al., 2018
19927 suplementacién con J Riesgo RCIU (M). [109].

J Bajo peso al nacer (E).

/N Prolongacion gestacion (M).
J Riesgo de preeclampsiay
depresion posnatal (B).

5272
(internacional).

suplementacion con
AGPI n-3 y un grupo sin
ingesta de AGPI n-3.

Mujeres 600 mg DHA/dia; desde | /I Duracion del embarazo. Carlson et al.,
embarazadas, antes de la semana 20 /N Tamafio al nacer. 2013 [134].

n =350, EE.UU. hasta el parto.

Mujeres 600 mg DHA/dia; desde | 1 Desarrollo cognitivo y atencion Colombo et
embarazadas, la semana 14 hasta el visual desde los 10 meses hastalos6 | al., 2019

n =301, EE.UU. parto. afos. [135].
Mujeres 214 mg DHA/dia; desde | I La agudeza visual en nifios de 4 Judge et al.,
embarazadas, la semana 24 hasta el meses. 2007 [136].

n =30, EE.UU. parto.

Mujeres 400 mg DHA/dia; desde | I El DHA materno en correlacion con | Mulder et al.,
embarazadas, la semana 16 hasta el el lenguaje y la memoria a corto plazo | 2018 [137].

n =271, Canada. parto. en los nifios de > 5 afios.

Mujeres 400 mg DHA/dia; desde | I Tallay perimetro cefélico al nacer. | Ramakrishnan
embarazadas, la semana 18-22 hasta ‘N Mejora de la atencion de los nifios | et al., 2010

n =1094, México. | el parto. de 5 afios en edad preescolar. [138].
Mujeres Recopila 11 RCTs donde | Los resultados no apoyan ni refutan Gould et al,,
embarazadas, n = | compara la de forma concluyente que los 2013 [129].

suplementos con AGPI n-3 mejoren el
desarrollo cognitivo o visual del RN.

Abreviaturas: (E), evidencia elevada; (M), evidencia moderada; (B), evidencia baja; RCIU, retraso del

crecimiento intrauterino; RN, recién nacido. Nota: “1I"” implica aumento; “J,” implica disminucidn.

84



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION

Carla Martin Grau
Introduccion

Tabla 7. Cont.

Sujeto, tamafio . .,
Dosis y duracion L .
muestral y . Resultados principales Referencias
., tratamiento
ubicacién
Ensayos controlados aleatorizados (RCT) en mujeres gestantes
No se observé efecto a nivel del Makrides et
Mujeres , desarrollo cognitivo/del lenguaje en al., 2010
800 mg DHA/dia; desde N o
embarazadas, nifios (n = 726) de 1,5 afios. [130].
<21 semana hasta el - - -
n=2399, t No se observé efecto a nivel del Gawlik et al.,
arto.
Australia. P desarrollo cognitivo/del lenguaje en 2020 [132].
los nifios (n = 726) a los 4 y 7 afios.
I La coordinacion y la agudeza visual | Dunstan et
) 2200 mg DHA/dia, 1100 | en nifios de 2,5 afios. al., 2008
Mujeres i
mg EPA/dia; desde la [133].
embarazadas, . —
) semana 20 hasta el No se observo efecto en la cognicién, | Meldrum et
n =98, Australia. ) . -
parto. lenguaje o motricidad en los nifios de | al., 2015
12 afios de edad (n = 25). [131].
Mujeres ~400 mg DHA/dia y el perfil plasméatico de AGPI n-3 en Hurtado et
embarazadas, ~400 mg EPA/dia; desde | el RN/madres, pero no se observaron | al.,, 2015
n =315, Espafia. la semana 28 hasta el efectos en el desarrollo visual, [128].
cuarto mes de lactancia. | cognitivo/psicomotor de los RN.
Mujeres 500 mg DHA/dia y 150 /M Desarrollo cognitivo a los 5,5 afios | Escolano et
embarazadas, mg EPA/dia; desde antes | en nifios. al, 2011
n =315, Espafia. de la semana 20 hasta el [139].
parto.
Mujeres 300 mg DHA/dia, 42 mg | Se realizd una RMN en los nifios (n = Ogundipe et
embarazadas, EPA/diay 8,4 mg AA/dia; | 86) al nacery se observd una al., 2018
n =300, Reino desde la semana 12 correlacién con el DHA y el T del [140].
Unido (UK). hasta el tercer volumen cerebral.
trimestre.
Mujeres 10 ml de aceite de M La puntuacién en los test de Helland et al.,
embarazadas, higado de bacalao al dia | evaluacién del desarrollo neurolégico | 2003 [141] y
n =143, Noruega. | que contenian 1183 mg | en los nifios a los 4 y 7 aflos de edad 2008 [142].
DHA'y 803 mg EPA; cuyas madres tomaron AGPI n-3.
desde la semana 18 No hay efectos sobre el IMC a los 7
hasta 3 meses posparto. | afios de edad.
Mujeres 120 mg DHA/dia, 180 M El neurodesarrollo primario en los | Ostadrahimi
embarazadas, mg EPA/dia; desde la 4-6 meses de vida del nifio. etal, 2018
n =150, Iran. semana 20 hasta 1 mes [143].
posparto.

Abreviaturas: (E), evidencia elevada; (M), evidencia moderada; (B), evidencia baja; IMC, indice de masa
corporal; RMN, resonancia magnética nuclear; RN, recién nacido. Nota: “1” implica aumento; “\”
implica disminucion.

85



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Introduccion

Tabla 7. Cont.

Sujeto, tamafio
muestral y Dosis y duracidn tratamiento Resultados principales Referencias
ubicacion

Ensayos controlados aleatorizados (RCT) en recién nacidos pretérmino

RNP, n =107, UK Formula suplementada con N El coeficiente verbal e Isaacs etal.,
0,5% DHA/dia desde el intelectual en nifios a los 9 afios. 2011 [144].
nacimiento hasta los 9
meses de vida.

RNP, n =361, Aceite de algas con DHA (17 | I Crecimiento y desarrollo del Clandinin et
EE.UU. mg/100 kcal), aceite de bebé prematuro hasta las 118 al., 2005
hongos con AA (34 mg/100 semanas. [145].

mL); desde el nacimiento
hasta los 4 meses.

RNP entre 24-34 214 mg DHA/dia; desde la N Nivel de DHA en los bebés Baack et al.,
semanas de edad, | semana 24 de embarazo prematuros en comparacion al 2016 [146].
n =90, EE.UU. hasta el parto. grupo placebo. Mejoro el déficit

en los bebés prematuros.
RNP entre 30— Formula suplementada con 2 indice desarrollo mental entre Fangetal.,
37semanas de 0,5% DHA/diay 0,1% de los 6-12 meses de vida. 2005 [147].

edad, con un peso | AA/dia desde el nacimiento
al nacer > 2 kg, hasta los 6 meses de vida.

n =27, Taiwan

Abreviaturas: RNP, recién nacido pretérmino/prematuro. Nota: “1” implica aumento; “\,” implica
disminucion.

2.1.3. Transporte de los acidos grasos a través de la placenta

Durante el embarazo hay una alta demanda de AG, especialmente AGPI n-3 y n-6. El feto puede
sintetizar de novo algunos AGS y AGMI utilizando la glucosa como sustrato. No obstante, las
enzimas desaturasas, D5D y D6D, responsables de la sintesis de los AGPI a partir de sus AGE
precursores, son indetectables [148] o estdn expresadas en muy baja concentracién en el tejido
placentario [149]. Debido a esta condicidn, la sintesis placentaria de AGPI no es suficiente para
cubrir los requerimientos adecuados del feto. Por consiguiente, alcanzar las demandas fetales
dependerd de la ingesta materna y sus reservas en AGE y derivados, las cuales deberan ser
transferidas desde el torrente sanguineo materno a la circulacion fetal a través de la placenta
[97,148,150].

Como se ha mencionado con anterioridad, las concentraciones de AGPI son cruciales para el
correcto desarrollo de la propia placenta y el feto. En condiciones normales, la placenta es capaz
de transportar los AGPI fisiolégicamente relevantes para el feto de manera preferente
(transporte unidireccional desde la madre al feto) y oportuna (se adecua a las semanas de
gestacion y requerimientos fetales) [151,152]. El hecho de aumentar selectivamente los AGPI en
la circulacién fetal se conoce como proceso de biomagnificacion y refleja el rol de la placenta en
la transferencia selectiva de esos compuestos al feto [153]. En particular, durante el tercer
trimestre de gestacién, se produce un aumento en el transporte de AGPI n-3 desde el plasma
materno al feto para garantizar el correcto crecimiento y desarrollo neurolégico fetal [154].

86



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Introduccion

Fisiolégicamente, las concentraciones de AG totales en la circulacién materna van variando a lo
largo de la gestacion. El primer trimestre se caracteriza por un almacenamiento de lipidos cuyo
peso puede llegar a alcanzar el mismo peso que el recién nacido [151], mientras que, el tercer
trimestre se caracteriza por un catabolismo de los lipidos para aumentar asi la biodisponibilidad
de los AG en la circulacién materna y cubrir las necesidades fetales [41]. En general, las
diferentes fracciones lipidicas, como las lipoproteinas, los TAG, los FL y los AGL, aumentan en la
circulacion materna. Concretamente, las concentraciones plasmaticas de FL aumentan
aproximadamente el 65% durante el tercer trimestre en comparacién con el primer trimestre
del embarazo [151,152]. Se ha descrito que este mecanismo esta mediado, en parte, por la
accién de los estrégenos [154].

Esta hiperlipidemia gestacional permite aumentar la presencia de los AG en la placenta y
garantizar su paso al feto. Los AG atraviesan la placenta en forma de AGL que pueden ser
obtenidos de forma directa a través del torrente sanguineo materno o bien a través de la
hidrélisis de los TAG (por accidn de la LPL placentaria) o fosfolipidos (por accion de la lipasa
endotelial/epitelial, LE) en las microvellosidades o membranas de las células trofoblasticas. Una
vez que los AGL han sido liberados por las lipasas, estos pueden atravesar la placenta mediante
difusién pasiva o bien a través de proteinas transportadoras ubicadas, en la primera barrera o
membrana de las microvellosidades y, en una segunda barrera o membranas endoteliales de los
capilares fetales [150,151]. Una vez dentro del sincitiotrofoblasto, los AGL se unen a proteinas
FABPs citosélicas que facilitan su movimiento intracelular y, que hacen que los AGL
interaccionen con los organulos celulares para su esterificacidn, B-oxidacion o transferencia al
feto [41,148]. Ademas del transporte de AG a través de la placenta, también existen proteinas
transportadoras que median la transferencia de aminodacidos y glucosa (mediante los
transportadores de la familia GLUT, del inglés, Glucose Transporter) presentes en ambas
membranas del sincitiotrofoblasto (Figura 12).

En cuanto a las proteinas transportadoras de los AGL, las mds importantes son la translocasa de
AG (FAT/CD36, del inglés, Fatty Acid Translocase), las proteinas transportadoras de AG con
actividad Acyl-CoA-sintetasa (FATP1-6, del inglés, Fatty Acid Transport Protein) y la proteina
FABP de la membrana plasmatica de la placenta (p-FABPpm). Ademads, el tejido placentario
expresa receptores de lipoproteinas tipo LDL y HDL que permiten que estds atraviesen las
microvellosidades y, posteriormente, por accién de lipasas intracelulares como la fosfolipasa A,,
se liberen AGL hacia el feto (Figura 12). Una vez en el feto, los AGL pueden esterificarse de
nuevo en forma de TAG y depositarse en el tejido adiposo fetal como almacenamiento. No
obstante, en el momento que el feto necesite utilizarlos, podra liberar los TAG por accién de las
LPL a la circulacion sanguinea [148].

Estudios in vivo han demostrado que los mecanismos de accién de estas proteinas en cuanto a
la captacion, el metabolismo y la transferencia unidireccional de AGL a través de la placenta, se
deben a las diferentes afinidades que poseen por dichos AGL. Por ejemplo, la p-FABPpm muestra
una mayor afinidad y capacidad de unién para el DHA > AA en comparacién con el ALA, OAy LA
[154-156]. Ademas del papel de estas proteinas en la transferencia de AG al feto, existen
evidencias de que la propia placenta es capaz de modular su aporte en funcién de las demandas
fetales que se ven aumentadas con el avance de la gestacion [151]. Estudios realizados en el
momento del parto, sugieren que la concentracidn de DHA y AA es del orden de 3-4 veces mayor
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en el espacio sincitiotrofobldstico que en la circulacién materna. Esto sugiere, que las lipasas
placentarias aumentan al final de la gestacién y que hidrolizan selectivamente determinados AG
de los TAG, como el DHA o AA, con respecto a otros como el palmitico o el OA [41,150] para
forzar su paso hacia el feto. También se observé una mayor concentracién de DHA en corddn
umbilical que en plasma materno [155] momentos antes del parto.

Los AGPI presentes en la placenta parece que actlan sobre ésta de una manera autocrina: por
un lado, regulan su propio transporte placentario y, por otro, participan en las funciones
bioldgicas de la placenta a través de la activacion de varios factores de transcripcion.
Concretamente, los AGPI n-3 aumentan la expresién de los factores FATP1 y FATP4 que mejoran
la captacién de los AGPI a través de la placenta. Ademas, los AG activan otros factores de
transcripcién como los receptores PPAR o RXR (ver mecanismo en la Figura 6) que, a nivel
placentario, juegan un papel muy importante en los mecanismos de regulacién del
metabolismo, desarrollo y proceso inflamatorio implicados en el crecimiento y vascularizacién
de la placenta [150,154].

El transporte materno-fetal de los AGPI puede verse afectado por una funcidén anormal de la
placenta cuando se producen ciertas complicaciones en el embarazo, como la DMG, la
preeclampsia o RCIU [41,157]. Algunos estudios, han detectado que los recién nacidos de
madres diabéticas presentaban cierto retraso madurativo en el SNC en comparacién con los
hijos nacidos de madres sanas [41,103,158]
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Figura 12. Estructura placentaria y transporte de acidos grasos via materno-fetal. £/ sincitiotrofoblasto
es el responsable de la transferencia de nutrientes al feto. Estd constituido por la membrana de la microvellosidad
que estd en contacto con la sangre materna y por la membrana endotelial de los capilares fetales orientada hacia
la circulacion fetal. Para la transferencia de lipidos, las lipasas extracelulares liberan los dcidos grasos de los TAG
maternos y estos son transportados a través de las microvellosidades por las proteinas p-FABPpm, FAT/CD36 y
FATPs. Estos dos ultimos transportadores, al estar presentes en ambos lados de la membrana del
sincitiotrofoblasto, facilitan el paso de los AGL al feto. En el interior del citosol del sincitiotrofoblasto, las proteinas
transportadoras intracelulares (FABPs) guian a los dcidos grasos para que ejerzan sus funciones bioldgicas.
Abreviaturas: GLUT, transportador de la glucosa; FAT, translocasa de dcidos grasos; FATPs, proteinas
transportadoras de dcidos grasos; LE, Lipasa endotelial; LPLp, Lipoproteina lipasa placentaria; LT, leucotrienos;
p-FABPpm, proteina de union a dcidos grasos propia de la membrana plasmdtica de la placenta; PG,
prostaglandinas; PGl, prostaciclinas; PPAR, receptor activador de la proliferacion peroxisomal;, Receptor LP,
receptor de lipoproteinas plasmdticas; RXR, receptor del dcido retinoico X; TX, tromboxanos. Figura adaptada de
Jones et al. [150].
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2.2, Recomendaciones nutricionales de acidos grasos durante el embarazo

Se conoce que durante el embarazo existe una alta demanda de AG, especialmente AGPI
n-6 y n-3, para cubrir las necesidades materno-fetales. En el caso del feto, la obtencidn de AGPI
se produce preferentemente a través de la placenta y su transferencia esta condicionada en
gran medida por la ingesta materna de los mismos [97]. Se debe tener en cuenta que la calidad
de la dieta materna incide sobre la calidad de los AG transferidos hacia la placenta y tejidos en
desarrollo. De la misma manera, su acumulacién en tejidos fetales y en nifios (incluido el cerebro
y tejido adiposo) esta influenciado por el aporte pre-y posnatal de éstos.

La mayoria de las investigaciones sobre las necesidades de AG durante el embarazo se han
centrado principalmente en la funcién de los AGPI, especialmente AA, DHA y EPA [6], por su
importante implicacidon durante la gestacion. En la literatura, existen numerosos estudios sobre
el efecto de la suplementacién con AGPI-3y los resultados observados en el embarazo (ver Tabla
7). No obstante, a pesar de los beneficios demostrados en el desarrollo neuroldgico/visual del
feto y neonato, la prolongacién de la gestacion, el correcto peso al nacimiento o la disminucién
del riesgo de embarazo pretérmino [37,97,99,104,109,154], la ingesta recomendada de los AGPI
no ha sido establecida con unanimidad. A continuacién, en la Tabla 8, se recogen las
recomendaciones de organismos internacionales y nacionales sobre la dosis diaria recomendada
(DDR) de AG.

Independientemente de las concentraciones recomendadas por las diferentes organizaciones,
para aumentar los niveles éptimos de DHA durante el embarazo y cubrir las necesidades ligadas
a esta etapa, es necesario el consumo de una gran variedad de fuentes ricas en AGPI n-3 y/o
suplementacion con DHA preformado. De ahi que se recalque la importancia de una
intervencién dietética adecuada que asegure una gestacidon con resultados beneficiosos para la
madre e hijo.

Ademas del aporte de DHA y derivados de AGPI n-3, también se hace hincapié en el control de
los AG trans. En lo referente a los AG trans, estos se transmiten de la madre al feto durante el
embarazo, y de la madre al hijo a través de la leche materna [6]. Por lo general, se han
relacionado estos AG con efectos negativos en la concepcidn (infertilidad masculina y femenina)
y la duracién de la gestacidn, lo que puede provocar defectos en el desarrollo del feto y/o
pérdida fetal tanto en animales como humanos [159-162]. Asi pues, se sugiere que la ingesta
de AG trans derivados de productos industriales debe ser lo mds baja posible para las mujeres
embarazadas y no superar el 1% de la energia diaria [162].

Finalmente, no hay evidencias de que los requerimientos diarios de grasa total, grasa saturada,
monoinsaturada o de AGPI n-6 sean diferentes en el embarazo. Por tanto, no se propone un
cambio en la ingesta diaria recomendada de estos nutrientes [6].
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Tabla 8. Recomendaciones dietéticas de acidos grasos en la mujer gestante.

. .. Dosis diaria L
. Tipo de acido Dosis maxima
Organismo recomendada .
graso permitida
(DDR)
DHA 200 mg/d 1,0 g/d
DHA+EPA 300 mg/d 2,7 g/d
WHO/FAO [6] &/ &/
AA - 800 mg/d
Acidos grasos trans | - Lo mas bajo posible
DHA 100-200 mg/d | -
Agencia Europea de Seguridad LA 4 (%E) -
Alimentaria, EFSA (del inglés European ALA 0,5 (%E) -
Food and Safe Authority) * DHA+EPA 250 mg/d -
Acidos grasos trans | - Lo mas bajo posible
Eurodiet (2000) * DHA 200 mg/d -
Australia, (Ministry of Health-Department | DHA 115 mg/d -
of Health and Ageing — National Health
and Medical Research Council, 2006) *
Paises Bajos (Health Council, 2001, 2006) | DHA 450 mg/d -
*
, DHA 250 mg/d -
Francia (ANSES, 2010) *
EPA + DHA 500 mg/L -
Alemania, Austria, Suiza (2012) * DHA 200 mg/d -
Espafia (FESNAD [163], SEEN [164], DHA 100-200 mg/d | -
Ministerio de Sanidad [165]) EPA + DHA 250 mg/L -

Abreviaturas: ANSES, Agencia Nacional de Seguridad y Salud Alimentaria (del francés, Agence Nationale
Sécurité Sanitaire Alimentaire); FAO, Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura; FESNAD, Federacion Espafiola de Sociedades de Nutricion, Alimentacion y Dietética; SEEN,
Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricién; %E, porcentaje de energia diaria recomendada; WHO,
Organizacién Mundial de la Salud (del inglés, World Health Organization). Nota: el simbolo (-) implica que
no se dispone de estos datos en la bibliografia; (*) valores de DDR obtenidas del informe de la EFSA
[166,167].

3. DETERMINACION BIOQUIMICA DE LOS ACIDOS GRASOS EN EL ORGANISMO

3.1. Técnicas analiticas

Los AG se pueden determinar en diferentes muestras bioldgicas o alimentos. Con
respecto a las muestras bioldgicas, se puede emplear sangre total obtenida por venopuncion,
suero o plasma a partir de sangre total, células eritrocitarias a partir de sangre total (interés por
los AG presentes en la membrana del glébulo rojo), sangre capilar, células del epitelio bucal,
heces, orina, liquido cefalorraquideo o diversos tejidos (adiposo, hepatico, etc.). Entre estos
tipos de muestras, la mds empleada es el suero que se usa cominmente para la determinacién
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del perfil de AG en el individuo [168,169]. En suero, los AG pueden analizarse en las diferentes
fracciones lipidicas (por ejemplo, en TAG, EC, FL o lipidos totales) pero se debe tener en cuenta
que la composicién de AG variard en cada fraccion, dependiendo de la ingesta dietética y el
propio metabolismo de los lipidos [63,170].

El andlisis de AG procedentes de estas muestras bioldgicas implica generalmente la realizaciéon
de tres pasos consecutivos: extraccion de lipidos de la matriz de la muestra, conversién de los
lipidos extraidos en sus correspondientes ésteres metilicos de acidos grasos (FAME, del inglés
Fatty Acids Methyl Esters) y andlisis de los FAME mediante, generalmente, técnicas
cromatograficas [6].

Los métodos mas ampliamente utilizados para la extraccién de lipidos han sido los método
clasicos de Bligh y Dyer [171] y el método de Folch [172] (empleando disolventes como el
cloroformo/metanol). Actualmente, se han modificados estos métodos por alternativas que
favorecen el uso de disolventes mas seguros para la salud y el medio ambiente y, ademas,
permiten una extraccion mas rdpida en un solo paso [173]. En funcién del tipo de disolvente
empleado en las muestras de suero, se favorecera la extraccién de un tipo de lipido u otro. Por
ejemplo, la utilizacién de disolventes no polares (como el hexano) permiten extraer eficazmente
los TAG mientras que los disolventes polares (como el etanol o metanol) proporcionan un alto
rendimiento en la extracciéon de FL [173]. A continuacidén, para analizar los AG extraidos es
necesario su conversion en derivados no polares, es decir, en sus correspondientes ésteres
metilicos o FAME [174].

Posteriormente, se emplean técnicas cromatograficas, como técnicas Gold standard, para el
analisis de los FAME [174]. La mas utilizada es la cromatografia de gases (GC, del inglés Gas
Chromatography) puesto que posee una alta sensibilidad y requiere poca cantidad de muestra
para el andlisis (del orden de pL). En lineas generales y como se muestra en la Figura 13, el
cromatégrafo de gases consta principalmente de un inyector para introducir la muestra
bioldgica, una columna que permite separar los distintos AG presentes en la muestra segun su
afinidad por la fase estacionaria, un horno para proporcionar calor a la columna y un detector
que trasmite la sefial analitica.

Con esta técnica, es posible obtener un andlisis cuantitativo completo de la composiciéon de AG
de una muestra en poco tiempo. Por lo general, los AG individuales pueden ser identificados por
GC con una certeza razonable a partir de sus tiempos de retencién relativos [175]. Sin embargo,
existen otras técnicas alternativas para el analisis de los AG como son: la cromatografia liquida
de ultra alta resolucidon (UHPLC, del inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography)
[176,177], la resonancia magnética nuclear [178] o la electroforesis capilar [179].
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Figura 13. Descripcidn general del cromatdégrafo de gases. Las imdgenes corresponden al modelo
de cromatdgrafo de gases de la serie 78908 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU) utilizado en el
presente proyecto. Imagen disponible en la pdgina web oficial de Agilent Technologies (www.agilent.com).

3.2 Expresion de los valores

En la bibliografia consultada, los resultados obtenidos mediante cromatografia pueden
expresarse bien en valores cuantitativos/absolutos, es decir, en unidades de concentracién
[180,181], o bien en valores cualitativos/relativos, es decir, porcentaje de un determinado AG
con respecto al total de AG medidos [170,182].

Ambos tipos son ampliamente utilizados, pero se debe tener en cuenta que los valores relativos
presentan ciertas limitaciones. Por un lado, el nimero de AG incluidos en el estudio afectara al
calculo de los porcentajes obtenidos para un AG determinado. Por ejemplo, el porcentaje de
DHA calculado con respecto al total de AGPI n-3 serd diferente cuando se establece que el total
de AGPI n-3 es la suma de DHA y EPA en lugar de la suma de ALA, DHA y EPA (en este ultimo
supuesto, el porcentaje de DHA sera menor al obtener la proporcién entre 3 componentes). En
consecuencia, habra una mayor variabilidad en los resultados dificultando la comparacién entre
estudios [170,182—-184]. Sin embargo, los valores de AG expresados en concentraciones
absolutas son independientes del nimero total de AG medidos en el estudio [181]. Por otro
lado, la obtencién de los valores relativos implica que en la misma muestra se debe analizar un
perfil completo de AG mientras que, en el caso de los valores absolutos, cada AG se mide de

93



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Introduccion

forma individual reduciendo el nimero y costes de las determinaciones, y favoreciendo la
realizacion de estudios dirigidos a unos pocos AG.

En cuanto a la presentacion de los resultados, estos pueden calcularse como media + DS y/o
percentiles que determinan los limites de referencia. Sin embargo, en la mayoria de los estudios,
los resultados se muestran como media + DS y no se establecen los intervalos de referencia.
Este hecho también dificulta la comparacion de los resultados propuestos por los diferentes
estudios publicados (Tablas 9 y 10).

4. INTERVALOS DE REFERENCIA BIOLOGICOS DE LOS ACIDOS GRASOS

4.1. Concepto y definicion de los intervalos de referencia en la poblacién

El resultado de una prueba de laboratorio medida u observada en una persona
(normalmente un paciente) se compara con un intervalo de referencia con el fin de realizar un
diagndstico médico, tomar una decisidn clinica-terapéutica u otra evaluacién fisiolégica como
determinar desequilibrios (déficit o exceso) nutricionales que puedan poner en riesgo la salud
de la persona. La interpretacién de los datos proporcionados por el laboratorio clinico es, por
tanto, un proceso de toma de decisiones comparativo entre dos valores. Para que este proceso
de toma de decisiones se produzca correctamente, surge la necesidad de disponer de intervalos
de referencia para las pruebas disponibles en el laboratorio. Estos intervalos, pueden estar
asociados tanto a estados de salud como a otros estados fisiolégicos o patoldgicos. La
elaboracion de intervalos de referencia adecuados es por tanto una importante labor que atafie
principalmente a los laboratorios clinicos y que resulta esencial para la asistencia del paciente
[185].

La Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO, del inglés, International Organization for
Standardization) contempla esta labor de los laboratorios en la Norma UNE-EN ISO 15189:2012
(basada en las Normas ISO/IEC 17025 e ISO 9001) aprobada por el Comité Europeo de
Normalizacién (CEN). Esta norma, recopila los requisitos relativos a la competencia y la calidad
que son propios de los laboratorios clinicos. Entre los requisitos que recoge esta norma, en el
apartado “5.5.2. Intervalos de referencia bioldgicos o valores de decision clinica” se especifica
que el propio laboratorio debe definir los intervalos de referencia bioldgicos, documentar el
fundamento del procedimiento analitico para su elaboracion y comunicar esta informacién en
los informes emitidos a los usuarios [186].

Ademas de ser una competencia de los laboratorios, existen guias estandarizadas que contienen
protocolos detallados para definir y establecer los intervalos de referencia bioldgicos
correctamente. Actualmente, se utiliza la guia publicada por el Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (CLSI, del inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute) denominada EP28-
A3c: Definicion, establecimiento y verificacion de intervalos de referencia en el laboratorio
clinico. Esta guia ha sido elaborada con la colaboracién de la Federacion Internacional de
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Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC, del inglés, the International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine), el Consejo Internacional de Normalizacién en
Hematologia (ICSH, del inglés, the International Council for Standardization in Haematology) y
el grupo de Expertos en Teoria de Valores de Referencia (EPTRV, del inglés, Expert Panel on
Theory of Reference Values) [187]. En esta guia, se incluye un esquema con el protocolo del
procedimiento general para establecer los intervalos de referencia, seguido de los detalles de
cada uno de los procesos que lo componen: (i) proceso de seleccién de los individuos o poblacion
de referencia, (ii) definicién del procedimiento de medida con sus consideraciones preanaliticas
y analiticas correspondientes, (iii) recopilacién de los valores medidos de la magnitud en
cuestioén, (iv) método de calculo y analisis estadistico de los resultados obtenidos, (v) requisitos
de calidad para estimar intervalos de referencia validos, (vi) transferencia de los intervalos de
referencia de un laboratorio a otro y, (vii) presentacion de los valores de referencia en los
informes del laboratorio clinico.

Segun la definicidn propuesta por el CLSI, el intervalo de referencia es el intervalo que incluye
dos limites de referencia obtenidos en una poblacion de sujetos sanos. Generalmente,
representa el 95% de la poblacidon (centrado en la mediana) y engloba un intervalo entre el 2,5%
y 97,5%, el cual representa los limites inferior y superior, respectivamente [187,188].

El intervalo de referencia puede variar en funcién del tipo de muestra bioldgica, poblacién de
referencia seleccionada y método analitico. En algunos casos, sélo se puede utilizar un limite de
referencia, normalmente un limite superior. La determinacién del intervalo de referencia se
basa en calculos estadisticos y es descriptivo de una poblacidon especifica con requisitos
preestablecidos. En este sentido, establecer correctamente la poblacidon de referencia y su
estado de salud es un paso crucial en la elaboracién de los intervalos de referencia.

Cabe destacar que la elaboracidn de intervalos de referencia es un proceso que no esta al
alcance de la mayoria de laboratorios clinicos debido, principalmente, a la dificultad de obtener
una muestra de individuos de referencia suficiente y el elevado coste de las mediciones.
Ademads, en el caso de la determinacién de los AG, se afiade la dificultad en la adquisicion y
manejo de los analizadores o tecnologia necesaria para llevar a cabo las mediciones. La técnica
Gold standard es la cromatografia de gases o cromatografia liquida de ultra alta resolucion
acopladas a la espectrometria de masas, ambas son complejas, poseen un elevado coste y son
pocos los laboratorios que disponen de ellas.

4.2. Estudios de validacion de intervalos de referencia de acidos grasos en
poblacion general y en embarazadas

4.2.1. Acidos grasos de cadena media-larga

e Determinacion de intervalos de referencia en poblacion general

En los ultimos afos, se han publicado numerosos estudios en poblacién general reportando
concentraciones de AG en el organismo. En la mayoria de ellos, los resultados se expresan como
valores medios de AG y, en unos pocos, ademas, se establecen los intervalos de referencia. En
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general, estos estudios difieren entre si en cuanto a la seleccién de la poblacidén de referencia
(estado de salud, edad, sexo, etc.), tipo de muestra, metodologia analitica utilizada para su
medida y expresion de los resultados. Estas discrepancias se pueden observar recopiladas en el
estudio de Abdelmagid et al. (2015), en el cual se publicd una tabla con 42 estudios donde se
determinaban las concentraciones de AG [180], y en la base de datos del Metaboloma Humano
(Human Metabolome Database, http://www.hmdb.ca/ ) donde se recogen los estudios que han
medido las concentraciones de los diferentes AG en funcién del tipo de muestra bioldgica
utilizada. En la Tabla 9 se resumen algunos de los estudios publicados en poblaciéon adulta
empleando muestras de suero/plasma. En esta tabla se recogen aquellos estudios realizados en
poblacién sana adulta y con un tamafo muestral superior a 100 individuos.

Tabla 9. Estudios publicados que reportan concentraciones séricas de acidos grasos en adultos.

Numero de AG
medidos y expresion
de los resultados

Estado del sujeto y tamafio Edad (rango o Referencias

muestral mDS*)

Estudios con valores medios de AG

Individuos sanos (n=2246),

Sanos: 60,0+8,0%;

22, Conc en mtDS

Khaw et al., 2012

individuos con EC (n=1595). EC: 64,9+7,6* [189].
Hombres sanos (n=327), 20-29 13, Conc en m*DS Abdelmagid et
mujeres sanas (n=499). al., 2015 [180].
Hombres sanos (n=100), 18 — 55 4, % en m+DS Garneau et al.,
mujeres sanas (n=100). 2012 [182].
Individuos sanos (n=2151). 30-85 7, % en m+DS Tanaka et al.,
2009 [183].
Hombres sanos (n=926). 40-49 3, % en mDS Lee etal., 2012

[190].

Estudio con valores medi

os y/o intervalos de referencia bioldgicos establecidos de AG

Mujeres: 39,2+14,7*

Individuos sanos (n=826). 20-29 61, Concen m+DSy Abdelmagid et
percentiles al., 2015 [180].

Individuos sanos (n=826). 18 - 55 10, Conc en percentiles | Sera et al., 1994
y % en m+DS [181].

Hombres sanos (n=186), Hombres: 67, Concen m+DSy Lust et al.,, 2021

mujeres sanas (n=290). 38,4+14,6%; percentiles [191].

No consta. <1 hasta >18 22, Conc en percentiles | Laboratorios
Clinica Mayo
[192].
Individuos sanos (n=2793). 15 hasta >65 13, % en m+DSy Bradbury et al.,
percentiles 2011 [170].

Abreviaturas: AG, dcidos grasos; EC, enfermedad coronaria m+DS (*), media y desviacion estdndar; conc,

unidad de concentracion. Nota: Nos referimos a individuos cuando no se hace referencia al sexo de la

persona.
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e Determinacion de intervalos de referencia en embarazadas

Como se ha comentado con anterioridad, el periodo de embarazo implica cambios fisicos y
fisiolégicos importantes y la adaptacién a dichos cambios pueden influir en la salud tanto de la
madre como la del feto [94,193-195]. Por esta razén, para establecer correctamente los
intervalos de referencia en mujeres embarazadas, éstas se tienen que considerar como un grupo
poblacional diferente, con respecto a los individuos sanos (conjunto de hombres y mujeres) y
mujeres adultas sanas, debido a los cambios fisioldgicos de su organismo y a los requerimientos
nutricionales que necesitan durante la gestacion. Sin embargo, los estudios poblacionales que
incluyen a este grupo son muy escasos debido, en parte, a la dificultad de obtener un tamanio
muestral suficiente de participantes. En la Tabla 10 se recogen los estudios publicados que se
conocen hasta la fecha en poblaciones de mujeres embarazadas.

Tabla 10. Estudios publicados que reportan concentraciones séricas de acidos grasos en
mujeres embarazadas.

Estado del sujeto, Semanas de Edad Nimero de AG Referencias
tamafio muestral y gestacion y nimero | (rangoo * medidos y
de determinaciones mzDS*) expresion de los
resultados

Estudios con valores medios de AG

Mujer embarazada sana | Semana 24-28 'y Sanas: 14, Concen m+DS | Zhao et al., 2015
(n=116) y mujer semana 32-35.2 31,1+0,5; [196].
embarazada con DMG determinaciones DMG:

(n=24), suero. 32,3+0,7*

Mujer embarazada sana | Semana 12y en el 31,644,3* 14, % en m*DS Montes et al.,
(n=170), suero materno parto. 2 2013 [197].

y sangre de corddn determinaciones

umbilical.

Mujer embarazada sana Pre-embarazo, 30,7+0,6* 11, % en m*DS Otto et al., 2001
(n=122), sueroy semana 4, 6, 8y 10. [198].
membrana eritrocitaria. | 5 determinaciones

Mujer embarazada sana | En el momento del 29,245,3* 26, % en m+DS Enke et al., 2011
(n=122), suero materno, | parto (semana [184].
membrana eritrocitaria 39,5+1,1*). Una

materna y sangre de Unica

cordén umbilical. determinacion

Mujer embarazada sana | Semana 16,22y 32, | 17,2-43,4 | 12, % en m+DS Vlaardingerbroek,
(n=251), suero materno, | yen el parto. 4 H. & Hornstra, G.,
membrana eritrocitaria determinaciones. 2004 [31].
materna y sangre de Seguimiento a lo

corddn umbilical. largo del embarazo.

Abreviaturas: AG, dcidos grasos; m+DS (*), media y desviacion estdndar; conc, unidad de concentracion;
DMG, diabetes mellitus gestacional.
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Tabla 10. Cont.

Estado del sujeto,
tamafio muestral y

Semanas de
gestacion y nimero
de determinaciones

Edad
(rangoo
mzDS*)

Nidmero de AG
medidos y
expresion de los
resultados

Referencias

Estudios con valores medios de AG

(n=122), membrana
eritrocitaria.

Una Unica
determinacién

Mujer embarazada sana | Semana 11 —15. 27,4+4,7% 9, % en m+DS Magnusardottir et
(n=77), membrana Una Unica comparando al., 2009 [199]
eritrocitaria. determinacion suplementacion

con AGPly

mujeres

fumadoras.
Mujer embarazada Semana 29-31.Una | 14-18 16, Concen m+DS | Wheeleretal.,
adolescente sana Unica y % en mDS 2010 [200].
(n=283), suero. determinacion
Mujer embarazada sana | Semanas 27,30y 25,9-33,9 | 14, % en mDS Kawabata et al.,
(n=74), membrana 36, 2 diasy 1 mes 2017 [201].
eritrocitaria maternay posparto. 5
sangre de cordoén determinaciones
umbilical.
Mujer embarazada sana Semana 24 -30vy 30,745,1 18, % en en m*DS | Saito et al.,, 2017
(n=1623), membrana en el parto. 2 y percentiles [202].
eritrocitaria maternay determinaciones
sangre de cordon
umbilical.
Mujer embarazada sana | Semana 10,9+2,6*. | 28,345,6* 15, % en m+DS Hoge et al.,, 2018

[30].

Estudio con valo

res medios y/o interval

os de referencia bioldgicos establec

idos de AG

(n=247), membrana
eritrocitaria.

32. Una Unica
determinacion

percentiles y en
m=DS; % en
percentiles y en
mz=DS

Mujer embarazada sana | Semana 5-13, 20-26 | 20—-40 22, Conc en m+DS. | Pinto etal.,, 2015
(n=225), suero. y 30-36.3 Curvas de [203].
determinaciones. percentiles en AGS
Seguimiento a lo totales, AGMI
largo del embarazo. totales, AGPI
totales.
Mujer embarazada sana Entre semana 16- 30,1+4,6* 15, Conc en Araujo et al., 2020

[204].

Abreviaturas: AG, dcidos grasos; m#DS (*), media y desviacion estdndar; conc, unidad de concentracion.

Como consta en la Tabla 10, unicamente se han descrito los intervalos de referencia de AG en

una cohorte brasilefia de 225 mujeres embarazadas a lo largo de los 3 trimestres de embarazo

[203] y en una cohorte noruega de 247 mujeres embarazadas Unicamente durante el primer

trimestre de embarazo [204]. En estos dos articulos, se emplean dos poblaciones que presentan

patrones dietéticos y estilos de vida diferentes a los de nuestras participantes. En el presente
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trabajo de Tesis, la poblaciéon de mujeres embarazadas sanas seleccionadas pertenece a una
region mediterranea donde la composicion de la dieta local puede promover un bajo contenido
en AGS y un alto contenido en AGMI y AGPI n-3, principalmente derivados del aceite de oliva'y
del consumo de pescado, respectivamente [62,197]. Esta variacién en el tipo de dieta puede
contribuir a una modificacién de los intervalos de referencia con respecto a los publicados por
Pinto et al. [203] y Araujo et al. [204].

4.2.2. Acidos grasos de cadena corta

Dentro de la escasa bibliografia publicada, los estudios relacionados con las concentraciones de
AGCC se miden en muestras fecales [73,90,205]. Debido a que la produccidon mayoritaria de
AGCC se debe a la fermentacién bacteriana, sus concentraciones se suelen correlacionar con el
perfil bacteriano que compone la microbiota intestinal [71,72,82]. No obstante, los AGCC
atraviesan la barrera intestinal y pasan a la circulaciéon sanguinea via porta donde ejerceran su
funcidn a nivel sistémico [72]. Por consiguiente, es importante conocer la concentracion
plasmatica de los AGCC y su implicacion en el organismo.

Las concentraciones de AGCC en adultos sanos, se pueden consultar en la base de datos del
Metaboloma Humano (http://www.hmdb.ca/) donde se recogen algunos estudios realizados en
suero. Ademas, Psychogios et al. [206] reclutaron a 21 adultos controles Vs. 9 pacientes con
trasplante cardiaco donde establecieron valores medios de acetato en suero; Bloemen et al.
[207], seleccionaron 22 adultos (9 sanos con un coldn normal y 13 tras haberse sometido a una
cirugia por cancer de colon) y establecieron valores medios de acetato, propionato y butirato en
suero; y, Tian et al. [208] seleccionaron 35 adultos (21 con sindrome del colon irritable y 14
sanos) para establecer las concentraciones séricas de acido propidnico y butirico.

En cuanto a la poblacién de mujeres embarazadas sanas, se conocen los siguientes estudios que
hayan aportado valores medios de AGCC en suero: (i) Priyadarshini et al. [209] reclutaron a 20
mujeres embarazadas entre la semana 36-38 de gestacion (10 controles con peso normal Vs. 10
con sobrepeso) y determinaron la concentracion media del acetato, propionato y butirato en
suero; y (ii) Bahado-Singh et al. [210], seleccionaron 144 mujeres durante el primer trimestre de
gestacion (114 controles Vs. 30 embarazadas con fetos portadores de trisomia 18) y midieron la
concentracién media del acetato e isobutirato. En cuanto a la produccién de AGCC, algunos
estudios han confirmado que entre el primer y el tercer trimestre del embarazo se producen
cambios en la microbiota intestinal productora de AGCC [89,193,211,212] vy, con lo cual, puede
haber una fluctuacién de la concentracién durante el embarazo que requiere ser estudiada.

En la busqueda exhaustiva que se ha realizado en diferentes buscadores bibliograficos (Pubmed,
Cochrane, BASE y Google Scholar) no se han encontrado publicaciones donde se especifiquen
los intervalos de referencia en AGCC, tanto en adultos sanos como en mujeres embarazadas
sanas, siguiendo unas directrices tales como las del CLSI.
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4.3. Factores que influyen en las concentraciones de los acidos grasos

4.3.1. Factores relacionados con el grupo poblacional seleccionado

Teniendo en cuenta los estudios presentados en las Tablas 9 y 10, se observa que la seleccién
de la poblacidn de referencia se suele basar en individuos adultos sanos cuyo rango de edad
varia en funcién del estudio [170,181]. Sin embargo, en otros trabajos [180,191], se han
determinado las concentraciones de AG en adultos sanos en funcién del sexo. Concretamente,
se calcularon para hombres y mujeres (no embarazadas) y constataron que algunos AG
presentaban concentraciones significativamente diferentes en funcidn del sexo, siendo mayores
para las mujeres [180]. Este aumento de algunos AG en las mujeres, puede estar relacionado
con un efecto regulador de los estrégenos [25,28].

Igualmente, existen otras caracteristicas o factores poblacionales que se deben tener en cuenta
a la hora de elaborar correctamente los intervalos de referencia ya que se ha visto que pueden
influir en las concentraciones de AG como, por ejemplo:

e El origen geografico o étnico [200,213]. Los paises asiaticos, como China o Japdn, o los
paises del norte de Europa, como Noruega o Paises Bajos, consumen mayor cantidad de
pescado y presentan concentraciones elevadas de AGPI n-3, a diferencia de otros paises
como India, Turquia o Marruecos. En el caso de India, se reporté que las mujeres
presentaban concentraciones elevadas de AGPI n-6 (LA y AA) [213].

e El estado de salud del individuo [189,196]. Existen determinadas situaciones fisioldgicas
(ayunos prolongados, ejercicio fisico intenso) y patoldgicas (obesidad, DM?2,
hipertiroidismo, hepatopatias, etc.) que aumenta la lipdlisis y elevan las concentraciones
de AG en sangre [9,10].

e Factores relacionados con las enzimas implicadas en la sintesis de AG.

o Factores genéticos: en relacién a las enzimas elongasas (genes de la familia ELOVL),
A5-desaturasa (gen FADS1) y A6-desaturasa (gen FADS2), algunos autores han
descrito que la presencia de determinadas variantes genéticas en los genes ELOVLy
FADS modifican los perfiles de los AGPI. Aquellas personas que sean portadoras
homocigotas para dichas variantes tendran una sintesis de AGPI (AA, EPA y DHA)
disminuida y, en consecuencia, una acumulacién de los AGE precursores (LA y ALA)
[213,214]. La identificacidn de las personas portadoras homocigotas es importante,
puesto que, en el caso de las mujeres embarazadas, el aporte de DHA al feto se vera
muy comprometido [214].

o Factores ambientales: en cuanto a la actividad enzimatica de las desaturasas y
elongasas que participan en la sintesis de los AGS y AGMI, se ha visto incrementada
en personas que presentan obesidad o sindrome metabdlico, tanto en suero como
en tejido adiposo. Al parecer, la expresidon de estas enzimas estd modulada por el
propio exceso de lipidos precursores (acido palmitico y estedrico) que actlian como
factores de transcripcion y que se asocian al riesgo de desarrollar dicho sindrome
metabdlico [215,216].
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4.3.2.

El estilo de vida [203,204] y el tipo de alimentacidn: las dietas ricas en hidratos de carbono
favorecen la sintesis endégena de los AG [4]. En cuanto al aporte exdgeno, el perfil de AG
en sangre puede variar considerablemente en funcién de los alimentos ingeridos. Por
ejemplo, un consumo elevado de pescado, marisco y otros alimentos de origen marino,
favorecera un aumento de los AGPI n-3 en nuestro organismo. No obstante, un consumo
elevado de productos procesados aportara mayor cantidad de AGS, AG trans y AGPI n-6
[6]. Los individuos que se rigen por dietas vegetarianas o veganas, presentan
concentraciones séricas de AGPI n-3 disminuidas [217].

El consumo de sustancias nocivas, como el tabaco o el alcohol, pueden modificar las
concentraciones de AG [218]. Referente al tabaco, algunos autores han observado que las
concentraciones de los AGPI n-3 disminuyen en las personas fumadoras [219-221],
mientras que, en personas con un consumo moderado-elevado de alcohol, las
concentraciones de AGPI n-6 y n-3 son mas bajas [203,218,222].

El nivel educativo y socioecondmico también puede incidir en el consumo de alimentos.

Algunos autores describen que las personas con mayor nivel educativo presentaban
mayores concentraciones de AGPI n-3 [213].

Factores relacionados con la metodologia analitica

En cuanto a la metodologia, los intervalos de referencia se pueden establecer bajo condiciones

preanaliticas, analiticas y posanaliticas diferentes dependiendo del estudio:

En primer lugar, a nivel preanalitico, hay que establecer el tipo de muestra. Se puede
utilizar sangre (suero o plasma), membrana eritrocitaria o tejido adiposo para la
determinacidn de los AG de cadena media-larga. En este sentido, cada tipo de muestra se
correlaciona con la ingesta de AG en un determinado periodo de tiempo. De esta manera,
se sabe que la muestra de suero refleja el perfil de AG correspondiente a una ingesta
reciente mientras que la membrana eritrocitaria o el tejido adiposo refleja el perfil de AG
tras uno o varios meses de ingesta de AG, respectivamente [169]. En un mismo tipo de
muestra, se pueden medir los AG en la totalidad de dicha muestra o bien medir los AG en
funcién de las diferentes fracciones lipidicas que estén presentes en dicha muestra. Es
decir, medir un determinado AG en la fraccién de colesterol, fosfolipidos o TAG vy
determinar los AG mayoritarios en dichas fracciones [170]. En consecuencia, los valores
de las concentraciones medidas de AG variaran en funcién del tipo de muestra y la
fraccion lipidica utilizada para su cuantificacién.

En un segundo lugar, a nivel analitico, hay que determinar el tipo de técnica empleada
(ver apartado anterior: 3. Determinacion bioquimica de los dcidos grasos en el
organismo). Los valores obtenidos de AG dependeran principalmente del método
aplicado para la extraccién de lipidos en muestras bioldgicas y de la técnica de analisis
para la determinacion del perfil de AG. Actualmente, la cromatografia de gases es la
técnica mas ampliamente utilizada y aceptada para la determinacién de AG. Los estudios
recogidos en las Tablas 9 y 10 estan realizados mediante dicha técnica.
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e En tercer lugar, a nivel posanalitico, la interpretacidn y expresion de los valores de AG
también difiere entre los diferentes estudios. Como se ha comentado con anterioridad,
pueden expresarse en valores cuantitativos/absolutos o cualitativos/relativos. Hay que
tener en cuenta que el nimero de AG incluidos en el estudio afectara al valor de los
resultados relativos y, con lo cual, puede haber mayor variabilidad entre los estudios
cuando los resultados se expresen de esa manera. Sin embargo, los valores de AG
expresados en concentraciones absolutas son independientes del nimero total de AG
medidos en el estudio [181]. Ademas, los valores de AG pueden calcularse como media *
DS y/o percentiles dificultando, todavia mas, la comparacion entre los diferentes estudios.

Con todo lo expuesto, se observa una falta de estandarizacion en la elaboracién de intervalos
de referencia biolégicos que dificulta la interpretacion y comparacion entre los diferentes
estudios. Si a este hecho, afladimos que existen numerosos factores propios de cada grupo de
poblacién que pueden modificar las concentraciones séricas de AG, es légico pensar que los
intervalos de referencia de los AG deben establecerse para cada tipo de poblacién, con
caracteristicas determinadas y requisitos claramente preestablecidos.
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OBJETIVO GENERAL

Valorar el estado nutricional en una amplia gama de 4cidos grasos de cadena corta, mediay
larga en las mujeres embarazadas de una region Mediterranea del sur de Catalufia durante el
transcurso de la gestacion.

Objetivos especificos
Respecto a los acidos grasos de cadena media y larga:

1. Analizar la influencia de los factores maternos (socioeconémicos y de estilo de
vida) sobre las concentraciones de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados en mujeres embarazadas.

2. Describir el estado sérico y la evolucidon de las concentraciones de acidos
grasos de cadena media y larga desde el inicio hasta el final de la gestacién.

3. Establecer los intervalos de referencia para las concentraciones séricas de
acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en mujeres
embarazadas durante el trascurso de la gestacién.

Respecto a los acidos grasos de cadena corta:

4. Examinar la influencia de los factores maternos sobre las concentraciones de
acidos grasos de cadena corta en el suero de las mujeres embarazadas, y
describir su evolucién durante la gestacion.

5. Establecer los intervalos de referencia para el dcido acético, propidnico,
butirico e isobutirico desde el primer al tercer trimestre de embarazo.
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MATERIAL Y METODOS

1.  DISENO DEL ESTUDIO: PROYECTO ECLIPSES-AG

El proyecto ECLIPSES-AG presentado en esta tesis es un estudio observacional
longitudinal multicéntrico que valora el estado prenatal de los AG en el trascurso de la gestacion
de mujeres embarazadas sanas teniendo en cuenta determinados factores (Figura 14).

El proyecto ECLIPSES-AG forma parte de un proyecto de mayor envergadura, denominado
ECLIPSES. Se trata de un ensayo controlado aleatorizado triple ciego inscrito en el registro de
ensayos clinicos de la Unién Europea (del inglés, EU Clinical Trials Register) con numero
identificador EU CTR-2012-005480-28 [223] y en ClinicalTrials.gov con numero identificador
NCT03196882 [224]. De este proyecto inicial se ha desarrollado una nueva cohorte valorando el
estado de salud de los hijos desde el nacimiento hasta los 4 afios de edad (ECLIPSES-NEN). El
proyecto ECLIPSES ha sido financiado en varias ocasiones por el Instituto de Salud Carlos Ill con
el Fondo de Investigacidon Sanitaria del Ministerio de Sanidad y Consumo (ECLIPSES, P112/02777
y ECLIPSES-NEN, PI17/01754).

Reclutamiento para ECLIPSES-AG
<12 semanas de gestacion

Seguimiento (n = 793)

T1 T2 T3
Caontrol prenatal 12 Control prenatal 24 Control prenatal 36
semanas > semanas » semanas
(Visita 1) (Visita 2) (visita 3)
Datos sociodemogréficos e * Historia clinica + Historia clinica
historia clinica *  Cuestionarios de consumo *  Cuestionarios de consumo

Cuestionarios de consumo
de alimentos vy actividad
fisica

Extraccion de sangre para la

determinacion del perfil de
acidos grasos

Figura 14. Diseiio del estudio ECLIPSES-AG.

de alimentos y actividad
fisica

de alimentos y actividad
fisica

Extraccion de sangre para la
determinacion del perfil de
acidos grasos

110



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

Material y Métodos

1.1. Aspectos éticos

El estudio ECLIPSES-AG se realizd de acuerdo con las directrices de la Declaraciéon de
Helsinki referentes a estudios realizados en humanos y fue aprobado el 3 de abril de 2017 por
los Comités de Etica del Institut d’Investigacié en Atencié Primaria (IDIAP) con cédigo
identificador 1JG-FER-2012, AC13/04 vy, el 28 de septiembre de 2017 por el del Institut
d’Investigacio Sanitaria Pere Virgili (1ISPV) con cédigo identificador 118/2017.

2.  POBLACION A ESTUDIO. PROCEDIMIENTO Y RECOGIDA DE DATOS

2.1. Ambito de estudio

Participaron un total de 12 centros de atencion primaria (CAP) especializados en
Asistencia a la Salud Sexual y Reproductiva (ASSIR) de las diferentes areas sanitarias de la
provincia de Tarragona pertenecientes al Institut Catala de la Salut (ICS): CAP Jaume |, CAP Sant
Pere 1-2, CAP Llibertad, CAP Torreforta, CAP Sant Pere i Sant Pau, CAP Salou, CAP Mont-Roig del
Camp, CAP Miami, CAP Borges del Camp, CAP Bonavista y CAP de Valls. Se estima que el total
de estos centros atienden un total de 3500 mujeres embarazadas con partos a término por afio.

Para la realizacién de este proyecto se contd con la participacidon de profesionales de la salud
pertenecientes a los diferentes CAP ASSIR (ginecélogos, matronas y enfermeras) y servicios
centrales del Hospital Universitario Joan XXIIl de referencia del ICS en Tarragona (servicio de
Analisis Clinicos (facultativas especialistas del laboratorio) y espacio de Biobanco para la gestion
y almacenamiento de las muestras). También se contd con la participacion del Centro de
Ciencias Omicas (Centre Tecnologic de Catalufia, EURECAT) de Reus (Tarragona).

Este trabajo estuvo dirigido por el grupo de investigacion en Nutricién y Salud Mental
(NUTRISAM) (epidemidlogas, nutricionistas y psicélogas) de la Universitat Rovira i Virgili, Reus
(Tarragona) y por la unidad de apoyo a la investigacién en Atencion Primaria de Tarragona-Reus
(Institut d’Investigacié en Atencion Primaria (IDIAP) Jordi Gol) del ICS.

Antes de realizar el reclutamiento de las mujeres embarazadas, el grupo investigador realizé la
formacién pertinente a las matronas de cada centro referente al procedimiento, a la
metodologia del proyecto y la forma de aplicar cada uno de los diferentes cuestionarios.
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2.2. Poblacion estudiada

En las visitas rutinarias de control prenatal, las matronas de cada centro invitaron a
participar a las mujeres embarazadas, y tras su aceptacion se comprobaron los criterios de
inclusion y exclusion del estudio. Después de cumplir con dichos criterios y firmar el
consentimiento informado (Cl), las mujeres se incorporaron en el estudio.

e Criterios de inclusidn-exclusion

Inicialmente, se incluyeron un total de 793 mujeres adultas mayores de 18 afios con < 12
semanas de gestacion (Figura 14), capaces de entender el idioma local (castellano o catalan) por
si mismas o a través de un acompafante, asi como las caracteristicas del estudio. Todas ellas
firmaron el Cl previamente a su participacion.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: embarazos multiples, haber tomado
suplementos de hierro (con dosis superiores a los 10 mg/dia) los meses anteriores a la semana
12 de gestacion, estar anémica al inicio del embarazo, hipersensibilidad a la proteina del huevo,
enfermedad grave previa que implicard un estado de inmunosupresion o enfermedad crdénica
que pudiera afectar el desarrollo nutricional (cancer, diabetes mellitus pregestacional, sindrome
de malabsorcién o enfermedad hepatica como hepatitis cronica o cirrosis). Ademas, 4 mujeres
fueron eliminadas de esta muestra por haber tomado suplementos multivitaminicos con AG
durante la gestacion.

Todos estos criterios se aplicaron al inicio del estudio para la seleccién de las participantes y
durante el seguimiento de la gestacion en el segundo y tercer trimestre. Tal como se indica en
la figura 15, a lo largo del estudio se contempld una pérdida progresiva de mujeres debido al
incumplimiento de los criterios de inclusién-exclusién, abandono voluntario o pérdida en el
seguimiento de las gestantes y pérdida fetal.

T1 T2 T3
Mujeres Mujeres Mujeres
embarazadas (en embarazadas (en _| embarazadas (en
semana 12) ! semana 24) ! semana 36)
n=793 Pérdidas en el n2 de n=>547 Pérdidas en el n? de n=476

participantes:

- Por criterios de
exclusion: n =35

- Abandono voluntario:
n=181

- Pérdida durante el
seguimiento: n = 20

- Pérdida fetal: n=10

participantes:
- Por criterios de
exclusién: n =3

- Abandono voluntario:

n=>51
- Pérdida durante el
seguimiento: n = 15
- Pérdidafetal:n=2

Figura 15. Seguimiento de las mujeres embarazadas durante el estudio.
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2.3.

Recogida de datos y variables a estudio

En las visitas rutinarias de control prenatal (semana 12, 24 y 36), las matronas,

mediante entrevistas personales, recolectaron el conjunto de datos del estudio y realizaron

las peticiones de extraccién de las muestras bioldgicas en el primer (semana 12) y tercer

(semana 36) trimestre de gestacion (Figura 14).

2.3.1.

2.3.2.

Datos sociodemograficos

Fecha de nacimiento.

Origen étnico: las mujeres se clasificaron en origen caucasico/europeo, asiatico, africano,
arabe (se incluye Norte de Africa y Oriente Medio), sudamericano, gitano u otros origenes
étnicos.

Nivel de estudios: se clasificaron en un total de 3 niveles (bajo, medio y alto). El nivel bajo
eran aquellas mujeres que no sabian leer ni escribir (sin estudios) o con estudios primarios
incompletos o completos (primaria, EGB, ESO). El nivel medio eran aquellas mujeres con
estudios secundarios (BUP, COU, FP, Bachillerato). El nivel alto eran aquellas mujeres con
estudios universitarios y/o postgrados.

Nivel socioecondmico: fue valorado usando la clasificacion catalana de ocupacién (CCO-
2011) y dividido en 3 niveles (estudiante, empleada y desempleada) [225].

Historia clinica

Antecedentes y estado de salud: principalmente se preguntd por los antecedentes en
enfermedades crdnicas (hipertension arterial, DM tipo | y tipo 2, hipotiroidismo, etc.) y se
valoro la presion arterial.

Historia obstétrica: se preguntd por la paridad (no, si), nimero de hijos, tipo de parto
(vaginal o cesdrea), el uso de multivitaminicos y suplementos de hierro previos a la
semana 12 de gestacion.

Mediciones antropométricas:

o Sevaloré el peso y talla de las participantes. El peso se midié con la participante de
pie y con ropa liviana, sin calzado y parada en el centro de la bascula calibrada (con
precision de 0,1 kg) de la marca SECA (Hamburgo, Alemania). La talla se midid con
la participante de pie, descalza, con el cuerpo erguido a su maxima extensién y la
cabeza erecta mirando al frente. Se le ubicé de espaldas al estadiémetro calibrado
(con precisién de 0,1 cm) de la marca SECA (Hamburgo, Alemania) con los talones
tocando al plano posterior, con los pies y las rodillas juntas.

o Elindice de masa corporal (IMC) se estimd a través de la siguiente formula IMC=
kg/m?2, y una vez obtenido el valor del IMC, se clasificd segun los criterios de la WHO
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[226]: peso insuficiente (IMC: <18,5 kg/m?), normopeso (18,5-24,9 kg/m?),
sobrepeso (25,0-29,9 kg/m?) y obesidad (30- 250 kg/m?).

o La ganancia de peso gestacional (GPG) total se calculd en base al IMC inicial a la
semana 12 de gestacion, y se clasificé en GPG insuficiente, adecuada o excesiva
segun las recomendaciones del Instituto de Medicina de EE.UU en 2009 [227]. Una
GPG adecuada corresponde entre 11,5-16 kg para una mujer con peso normal
inicial, entre 7-11,5 kg para una mujer con sobrepeso inicial, y <6 kg para una mujer
con obesidad inicial. Los valores inferiores o superiores a la GPG adecuada se
consideraron insuficientes o excesivos, respectivamente.

El consumo alimentario de las participantes se valoré a través de un cuestionario de
frecuencia de consumo (CFC), autoadministrado y validado en nuestra poblacion [228]
que incluia 45 tipos de alimentos (ver Anexo 1). Una vez cumplimentado por las
participantes, las nutricionistas del equipo investigador se encargaron de revisar y
resolver las dudas con respecto a la realizacion del cuestionario. En este cuestionario se
preguntaba por la frecuencia habitual de consumo a lo largo del dia, semanal o mensual
para cada uno de los 45 grupos de alimento (45 items). Los datos obtenidos de consumo
se calcularon en g/dia multiplicando las frecuencias de consumo diarias de cada grupo de
alimentos por los gramos de alimento presentes en una racién media, obtenido a partir
del peso estandarizado por racién y el grupo de edad para nuestra poblacién [229]. A
partir de este CFC, se obtuvo:

o Elindice de calidad de la dieta (SQDI, del inglés, Spanish Diet Quality Index) [30]: se
estimd a partir del consumo de nueve grupos de alimentos (frutas, verduras,
legumbres, cereales, pescado fresco, carne, productos lacteos, aceite de oliva y
alcohol). La puntuacidn resultante vario entre 0 y 18 puntos: los valores mas altos
indicaron una mayor adherencia al indice SDQI y, por tanto, una mayor calidad de
la dieta. Dado que no hay puntos de corte preestablecidos para la poblacién
embarazada, las puntuaciones se clasificaron como calidad de la dieta baja (0-6
puntos), moderada (7-10 puntos) y alta (11-18 puntos).

Sobre el estilo de vida de las participantes se recolectaron los siguientes datos:

o Consumo de tabaco: no/siy si era fumadora/exfumadora/no fumadora en base al
cuestionario de Fagerstrom [230].

o Consumo de alcohol: clasificado en no bebedoras o bebedoras de alcohol, a partir
del CFC.

o Actividad fisica (AF): se midié mediante la version corta del cuestionario propuesto
por el International Physical Activity Questionnaire (IPAQ-S) [231] (ver Anexo 2). Se
obtuvo el tipo de AF (clasificada como AF de intensidad baja/AF de intensidad
moderada/AF de intensidad vigorosa), la frecuencia (nimero de veces a la semana
gue se realizé una AF) y la duracion (min/dia). Para obtener los equivalentes
metabdlicos o MET en minutos a la semana de cada tipo de AF, se calculé el
promedio de la frecuencia y duracién habitual (min/sem) y se multiplicé por una
constante segln su gasto energético (intensidad baja: 3,3 MET; intensidad
moderada: 4,0 MET; intensidad vigorosa: 8,0 MET), obteniendo asi, los
MET/min/sem. El total de AF se obtuvo mediante la suma de los MET/min/sem de
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cada tipo de AF clasificindolas como: AF sedentaria/baja (<600 MET/min/sem), AF
moderada (600-2999 MET/min/sem) y AF vigorosa/alta (>3000 MET/min/sem).
Ademas, se utilizo el algoritmo de Craig modificado [232] para establecer el nivel
de AF de las participantes como sedentarias, irregularmente activas, activas y muy
activas. Finalmente, estos 4 niveles se reagruparon en 2 categorias: senderarias
(con los dos primeros niveles) y activas (con los 2 ultimos).

2.3.3. Parametros bioquimicos

2.3.3.1. Obtencion de la muestra de sangre

Se realizod la extraccion de las muestras de sangre periférica por venopuncion después de un
ayuno nocturno de 2 8 horas. Para la obtencién del suero, se emplearon tubos de 7,5 ml (BD
Vacutainer® SST™, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) sin anticoagulante que contenian un gel de
polimero para facilitar la separacién entre el suero y el coagulo formado, ayudando asi a tener
una muestra primaria libre de contaminacion por células e hilos de fibrina. Estos tubos se
dejaron durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la coagulacion. El suero se
separo por centrifugacion y se distribuyé en alicuotas de 500 pl.

Las enfermeras de los centros CAP ASSIR fueron las responsables de la extraccion y transporte
de las muestras de sangre al Biobanco del Hospital Universitario Joan XXIll de Tarragona. En el
Biobanco, las alicuotas de las muestras primarias se almacenaron a -802C hasta su andlisis.

2.3.3.2. Determinacion de los acidos grasos

La determinacién de AG de cadena media-larga (saturados, monoinsaturados y poliinsaturados)
y AG de cadena corta se realizd en las muestras de suero de las mujeres embarazadas que
permanecieron en el estudio hasta el tercer trimestre (Figura 15) y tenian muestra de sangre
extraida tanto en el primer como tercer trimestre de embarazo. El analisis de las muestras se
llevd a cabo en el Centro de Ciencias Omicas (Centre Tecnologic de Catalufia, EURECAT) de Reus
(Tarragona). Para ello, las muestras se descongelaron al final del estudio y se analizaron
simultdneamente para minimizar la variabilidad de los individuos (intra- e interindividual) y de
los lotes de reactivos (inter-batch). Para controlar otros posibles sesgos, los procesos analiticos
se validaron previamente mediante la determinacidn de los coeficientes de variaciéon intra e
inter-ensayo para todos los AG medidos. Se aceptaron como valores correctos aquellos
recomendados por los fabricantes de los kits utilizados. Todas las determinaciones bioquimicas
se realizaron por la misma persona para minimizar las variaciones inter-ensayo [233]. Ademas,
se registré la fecha de la extraccion de las muestras y posibles incidencias que se pudieron dar
durante el transcurso del proceso preanalitico, analitico y posanalitico.

Se analizaron un total de 41 AG: 4 AG de cadena corta y 37 AG de cadena media-larga en suero
(Tabla 1). No obstante, aquellos AG cuyos valores obtenidos estuvieron por debajo del limite de
deteccién de la técnica analitica utilizada no se mostraron en los resultados de los trabajos
presentados en el apartado Resultados. La metodologia empleada para la determinacién de los
AG se describe a continuacion en el siguiente apartado.
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3.

METODOLOGIA ANALITICA

Para la determinacién de AG de cadena media-larga (saturados, monoinsaturados y

poliinsaturados) y AG de cadena corta se emplearon técnicas cromatograficas diferentes.

3.1.

Determinacion de acidos grasos de cadena media-larga en suero por
cromatografia de gases

Para la determinacion de los 37 AG de cadena media-larga se puso a punto el protocolo

de David et al. [234]. En general, la fraccién lipidica de las muestras de suero fue hidrolizada y

metilada en sus correspondientes ésteres metilicos de acidos grasos (FAME). Una vez formados

los ésteres, estos se extrajeron con hexano y se analizaron por cromatografia de gases (GC)

acoplada en tdndem a espectrometria de masas (MS, del inglés Mass Spectrometry). El empleo

de diferentes columnas permitid la separacién de los AG en funcién del nimero de carbonos,

numero de dobles enlaces y tipo de isomeria (cis o trans).

3.1.1.

Reactivos y patrones

Agua Milli-Q (Millipore, Burlington, MA, EE.UU).

Metanol UHPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).

Cloroformo para GC (Merck, Darmstadt, Alemania).

Hexano UHPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).

Acido clorhidrico (HCl) al 37 % (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

Acido Miristico d-27 como patrén interno (IsoTec, Merck, Darmstadt, Alemania).
Mezcla patron de FAME (Restek Corporation, Bellefonte, PA, EE.UU) formada por 37
FAME diferentes: butirato de metilo (C4:0), caproato de metilo (C6:0), caprilato de
metilo (C8:0), decanoato de metilo (C10:0), undecanoato de metilo (C11:0),
dodecanoato de metilo (C12:0), tridecanoato de metilo (C13: 0), miristato de metilo
(C14:0), miristoleato de metilo (C14:1[cis-9]), pentadecanoato de metilo (C15:0),
pentadecenoato de metilo (C15:1[cis-10]), palmitato de metilo (C16: 0), palmitoleato de
metilo (C16:1 [cis-9]), heptadecanoato de metilo (C17:0), heptadecenoato de metilo
(C17:1 [cis-10]), estearato de metilo (C18: 0), octadecenoato de metilo (C18:1 [trans-9]),
oleato de metilo (C18:1 [cis-9]), linolelaidato de metilo (C18:2 [trans-9,12]), linoleato de
metilo (C18:2 [cis-9,12]), araquidato de metilo (C20:0), linolenato de metilo (C18:3 [cis-
6,9,12]), eicosenoato de metilo (C20:1 [cis-11]), linolenato de metilo (C18:3 [cis-
9,12,15]), heneicosanoato de metilo (C21: 0), eicosadienoato de metilo (C20:2 [cis-
11,14]), behenato de metilo (C22:0), eicosatrienoato de metilo (C20:3 [cis-8,11,14]),
erucato de metilo (C22: 1 [cis-13]), eicosatrienoato de metilo (C20:3 [cis-11,14,17]),
araquidonato de metilo (C20:4 [cis-5,8,11,14]), tricosanoato de metilo (C23:0),
docosadienoato de metilo (C22: 2 [cis-13,16]), lignocerato de metilo (C24:0),
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eicosapentaenoato de metilo (20:5 [cis-5,8,11,14,17]), nervonato de metilo (C24:1 [cis-
15]) y docosahexaenoato de metilo (22:6 [cis-4,7,10,13,16,19]).

Las soluciones estandar fueron preparadas disolviendo los patrones FAME en hexano a una
concentracién de 25 pg/mL. Las soluciones fueron conservadas a -202C hasta su utilizacion.

3.1.2. Instrumentacion

Se empled la siguiente instrumentacion:

- Equipo: cromatégrafo de gases 7890A acoplado a un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo de la serie 7000 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU).

- Columna analitica: HP-88, 100 mm x 250 um x 0.25 um (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EE.UU)

- Centrifuga tipo Mikro 200 Benchtop (Hettich Lab, Tuttlingen, Alemania).

- Agitador tipo IKA Vdrtex Stirrer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU).

- Visidry (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

3.1.3. Procedimiento experimental

La preparacién de las muestras se basd en el protocolo de David, et al. [234] para obtener
derivados volatiles de FAME. Para ello, se mezclaron 50 pl de muestra de suero y una solucién
formada con 25 pl de patrén interno (acido miristico d-27), 200 ul de metanol y 200 pl de HCI
1,25 M de metanol, y se incubd a 80°C durante 2 horas para realizar la metilacion. Se dejé enfriar
y se traspaso a tubos eppendorfs de 2,0 mL. Posteriormente, se afiadieron 600 pL de hexano
como disolvente de extraccidon y se agitd en vortex durante 5 min. A continuacidn, se centrifugd
durante 5 min a 15000 rpm a 4°C y se recogio el sobrenadante en un nuevo eppendorf de 1,5
mL. Se afiadid de nuevo 450 pL de hexano y se agité durante 5 min, se centrifugd 5 min y se
separo el sobrenadante. El tubo de 2 mL se secé afiadiendo nitrégeno vy el pellet se resuspendid
con 200 pL de hexano. Finalmente, se trasvasaron 100 pl de la fase hexdnica a un vial de
inyeccion con inserto y se encapsuld para su introduccion en el cromatdgrafo de gases. Los otros
100 pl se conservaron en un vial en el interior de un congelador a -20°C.

El andlisis cromatografico se basé en el protocolo de David, et al. [234] para determinar los 37
FAME. Los FAME se separaron en una columna HP-88 (100 mm x 250 um x 0,25 um) utilizando
un programa de temperatura entre 140 y 240°C con un caudal de 1mL/min usando helio como
gas portador. La ionizacién se llevé a cabo mediante impacto electrénico (70 eV) y el analizador
de masas funcioné en modo de monitorizacion de iones seleccionados.

3.1.4. Cuantificaciéon y validaciéon del método analitico

La identificacién de los FAME de los AG se realizé comparando sus tiempos de retencién con
aquellos de la mezcla patrén. La cuantificacion se realizé por normalizacion, expresando los
valores cuantitativamente (en umol/L) y en cantidades relativas, es decir, en porcentajes (% de
un AG con respecto al % del total de acidos grasos detectados). Se empled el programa Agilent
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MassHunter® B.06 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU) para el andlisis de los

resultados.

Para la validacion del método se determinaron los pardmetros de calidad tales como la

linealidad, la sensibilidad (limites de deteccidn y cuantificacidén) y la precisidn (repetitividad y

reproducibilidad). Todos estos parametros se recogen en la Tabla 11.

Tabla 11. Validacion del método de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) para la cuantificacion de acidos grasos de cadena media-larga en muestras de

suero.
i Linealidad
- RarTg.o Sensibilidad Precisién (CV%) (Curva de Calibracién)
Acidos grasos analitico
LOQ LOD Intra- Inter- L,
(umol/L) Ecuacion r2
{umol/L) | (umol/L) day day

AGS
Acido Laurico (C12:0) 5,6 —1109 5,6 1,4 <8 <12 | y=15,34x-0,326 | 0,987
Acido Miristico 2,5-1960 2,5 0,6 <5 <8 y =25,44x -0,844 | 0,993
(C14:0)
Acido Palmitico 6,6 — 10542 6,6 1,7 <11 <13 | y=31,45x-2,509 | 0,999
(C16:0)
Acido Estedrico 4,0-3184 4,0 1,0 <7 <13 y =20,76x-0,276 | 0,994
(C18:0)

AGMI
Acido Palmitoleico 5,5-3541 5,5 1,4 <3 <8 y=10,14x -0,945 | 0,984
(C16:1n-7)
Acido Oleico 8,0—-12822 8,0 2,0 <9 <14 y=13,93x-4,816 | 0,980
(C18:1n-9)

AGPI n-6
Acido Linoleico (LA) 10,0-32270 10,0 2,0 <5 <11 y=15,46x-1,362 | 0,981
(C18:2n-6)
Acido Dihomo-y- 9,0-741 9,0 2,3 <12 <19 y =7,99x-0,005 | 0,999
linolénico (DHGLA)
(C20:3n-6)
Acido Araquiddnico 9,0 2984 9,0 2,3 <8 <14 y=12,59x-0,372 | 0,980
(AA) (C20:4n-6)

AGPI n-3
Acido 2,3-751 2,3 0,6 <10 <15 | y=11,31x-0,018 | 0,999
Eicosapentaenoico
(EPA) (C20:5n-3)
Acido 9,0-2775 9,0 2,3 <11 <20 y=17,84x-0,697 | 0,994
Docosahexaenoico
(DHA) (C22:6n-3)

Abreviaturas: LOD, del inglés limit of detection; LOQ, del inglés limit of quantification; CV, coeficiente de

variacion. Nota: en la tabla se recogen unicamente los dcidos grasos detectados.

La linealidad del método analitico consiste en la preparaciéon e inyeccién de soluciones

patron de concentracion creciente dentro de un intervalo amplio que cubra el rango

analitico esperado del ensayo. La respuesta debe ser lineal en relacion a las

concentraciones de patrones y, por tanto, en las curvas de calibracién obtenidas, el

coeficiente de correlacidn (r?) debe ser proximo a 1.
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3.2.

En cuanto a la sensibilidad del método, se especifico el limite de detecciéon (LOD, del
inglés, Limit Of Detection) que determina la menor concentracion de analito que puede
ser detectada en una muestra sin que pueda ser cuantificada y, el limite de cuantificacidn
(LOQ, del inglés, Limit Of Quantification) que indica la concentracién minima de analito
gue se puede determinar y cuantificar con un nivel de precisidn aceptable. Para calcular
el LOD, se analizaron 10 blancos y se calculé la desviacion estandar de la respuesta de
fondo, la cual fue multiplicada por 3 para proporcionar una estimacién del LOD y, el LOQ
corresponde al punto mds bajo de la recta de calibracidon que mantiene la linealidad.

La precision del método expresa la concordancia que existe entre un conjunto de
resultados obtenidos mediante la determinacién de un analito y aplicando varias veces
un mismo método analitico de medida. La precisién suele expresarse en términos de
coeficiente de variacidn. Para su célculo, se realizaron 5 determinaciones de 20 muestras
con concentraciones diferentes: 10 muestras se inyectaron consecutivamente en el
cromatégrafo el primer dia (muestras analizadas bajo idénticas condiciones determinan
la repetitividad o precision intra-day del método) y 10 muestras durante el siguiente dia
(muestras analizadas bajo diferentes condiciones determinan la reproducibilidad o
precision inter-day del método empleado).

Determinacion de acidos grasos de cadena corta en suero por cromatografia
liquida

Para la determinacién de los 4 AG de cadena corta se puso a punto el protocolo de Zeng

et al. [235]. En general, las muestras de suero se afiadieron a la mezcla de patrén interno en

metanol para precipitar las proteinas. A continuacidn, los sobrenadantes se mezclaron con agua,

bencilhidroxilamina y N-(3-Dimetilaminopropilo)-N'-etilcarbodiimida para obtener los derivados

de los AGCC. Los derivados de AGCC se purificaron mediante una extraccion liquido-liquido

utilizando éter dietilico y se analizaron por cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC,

del

inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography) acoplada en tandem a

espectrometria de masas (MS).

3.2.1.

Reactivos y patrones

Agua Milli-Q (Millipore, Burlington, MA, EE.UU).

Metanol UHPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).

2-Propanol UHPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).

Acido férmico UHPLC (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

Formiato de amonio (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

Eter dietilico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

O-Bencilhidroxilamina (BHA) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).
N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).
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- Acetato de sodio (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

- Propionato de sodio (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

- Butirato de sodio (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

- Isobutirato (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

- Mezcla patrén interno: acetato de sodio 3C, (CortecNet, Voisins-le-Bretonneux,
Francia), propionato dg y butirato de sodio *3C, (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).

3.2.2. Instrumentacion

Se empled la siguiente instrumentacion:

- Equipo: cromatdgrafo liquido de ultra alta resolucion de la serie 1290 Infinity Il acoplado
a un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo de la serie 6470 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU).

- Columna analitica: Kinetex Polar C18, 2.6 um 2.1 x 100 mm (Phenomenex LTD.,
Torrance, CA, EE. UU.)

- Plataforma automatizada de manejo de liquidos serie Bravo (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EE.UU).

- Centrifuga tipo Mikro 200 Benchtop (Hettich Lab, Tuttlingen, Alemania).

- Agitador tipo IKA Vértex Stirrer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU).

- Sistema centrifugo de concentracidon con vacio SpeedVac (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU).

3.2.3. Procedimiento experimental

La preparacion de las muestras se basé en el protocolo de Zeng, et al. [235] para obtener
derivados volatiles de AGCC. La separacidon cromatogréfica se realizé con una elucion en
gradiente utilizando una fase mdvil ternaria que contenia agua, metanol e isopropanol con
formiato de amonio en una columna Kinetex Polar C18 (2,6 um 2,1 x 100 mm). El caudal fue de
0,40 mL/min con la temperatura de la columna a 45°C. El espectrometro de masas funciond con
ionizacidn por electrospray positivo (ESI). Por tanto, los analitos o AGCC fueron ionizados por ESI
y su deteccidn se realizé en modo monitorizacidn de reaccién multiple.

3.2.4. Cuantificacion y validacion del método analitico

La identificacion de los derivados de los AGCC se realizé comparando sus tiempos de retencién
con aquellos de la mezcla patrdon. La cuantificacion se realizé por normalizacién, expresando los
valores cuantitativamente (en umol/L) y en cantidades relativas, es decir, en porcentajes (% de
un AG con respecto al % del total de acidos grasos detectados). Se empled el programa Agilent
MassHunter® B.06 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU) para el andlisis de los
resultados.

Como se ha comentado anteriormente, para la validaciéon del método HUPLC-MS/MS también
se determinaron la linealidad, la sensibilidad (limites de deteccién y cuantificacién) y la precisién
(repetitividad y reproducibilidad) de la misma forma que para el método GC-MS (Tabla 12).
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Tabla 12. Validacion del método de cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS) para la cuantificacién de acidos grasos de cadena
corta en muestras de suero.

Acidos grasos o L Linealidad
Rango Sensibilidad Precision (CV%) . .,
o (Curva de Calibracién)
analitico
LoQ LOD Intra- Inter- .,
(umol/L) Ecuacion r2
(umol/L) | (umol/L) day day

AGCC

Acido Acético (C2:0) 0,011 -1828 0,011 0,003 4,9 11,1 y=0,32x+1,067 | 0,998

Acido Propioénico 0,004 -101 0,004 0,001 8,8 15,2 y=0,27x+0,051 | 0,999

(C3:0)

Acido Isobutirico 0,005 -85 0,005 0,002 4,3 9,8 y =0,33x +0,006 | 0,997

(C4:0)

Acido Butirico (C4:0) 0,005 -68 0,005 0,002 4,3 10,5 y =0,37x+0,007 | 0,999
Abreviaturas: LOD, del inglés limit of detection; LOQ, del inglés limit of quantification,; CV, coeficiente de
variacion.

3.3. Determinacion de valores de referencia biolégicos y estimacion de los

intervalos correspondientes en nuestra cohorte de mujeres embarazadas

Segun las directrices internacionales [186], la produccién de valores de referencia
asociados a la salud y la posterior estimacién del intervalo de referencia para un determinado
analito se deben llevar a cabo de acuerdo con un protocolo bien definido. En este estudio, para
la evaluacion del estado nutricional general de los AG, se determinaron los intervalos de
referencia para un nuevo analito segun las directrices EP28-A3c: Definicion, establecimiento y
verificacion de intervalos de referencia en el laboratorio clinico del CLSI [187]. Este protocolo
consistid en:

1. Enumerar los factores causantes de variaciones bioldgicas y analiticas (datos obtenidos
generalmente a partir de la literatura). En este estudio, al tratarse de un analito que no
se ha descrito en una poblacién concreta como es la de mujeres embarazadas, la
bibliografia no resulté util y, por tanto, se requiri6 de nuevas investigaciones para
establecer dichos factores. Este punto en cuestién es uno de los objetivos de este
proyecto de tesis.

2. Determinar los criterios de seleccion (inclusién y exclusiéon) y elaborar un cuestionario
adecuado disefiado para revelar estos criterios en los potenciales individuos de referencia
(por ejemplo, Anexo 1y 2).

3. Elaborar un documento de Cl por escrito y hacerlo firmar por las participantes
seleccionadas.

4. Clasificar a los individuos de referencia basandonos en los datos obtenidos del
cuestionario y evaluacidn del estado de salud.

5. Excluir a los individuos de la muestra de referencia basandonos en los criterios
predeterminados de seleccién y un estado de salud inadecuado.
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6. Establecer el nimero apropiado de individuos de referencia teniendo en cuenta el tipo de
distribucidn de los valores (normal o no) e intervalo de confianza (90% o 95%) que se
espera establecer.

a. En caso de tratarse de valores que siguen una distribucién Gaussiana, se usa un
método estadistico paramétrico que requiere un minimo de 40 individuos de
referencia por grupo homogéneo (mismo sexo, rango de edad u otra subclase que se
quiera determinar).

b. Si se usa un método no paramétrico, no es necesario asumir ninguna distribucion
subyacente en los valores obtenidos y se recomienda un tamafio muestral de 120
individuos de referencia por grupo homogéneo. En general se recomienda este
supuesto como el mejor método para establecer valores de referencia [185] y es el
gue se utilizé en el presente proyecto.

7. Preparar a los individuos seleccionados para la recogida de muestra. En este estudio,
siendo una extraccidn de sangre periférica, se informd a las participantes de tener la
precaucién de estar en ayuno.

8. Recoger y procesar las muestras de sangre segln los protocolos normalmente utilizados
por el laboratorio clinico. En este estudio, se basaron en los procedimientos de David, et
al. [234] y Zeng, et al. [235].

9. Recopilar y comprobar los valores de referencia. Identificar posibles errores y/o valores
atipicos.

10. Analizar los valores de referencia: seleccionar un método estadistico dependiendo de la
distribucidn de los valores y calcular los limites de referencia. Para la mayoria de los
analitos, los limites de referencia bioldgicos son los valores extremos del intervalo de
referencia que engloban normalmente el 95% central de los valores. Por tanto, los limites
inferior y superior se estiman como los percentiles 2,5y 97,5, respectivamente.

11. Documentar todos los pasos y procedimientos seguidos.

4.  ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas fueron expresadas como media y desviacién estandar (DS) y
las variables cualitativas como porcentajes (%). En lo referente a los AG, tanto los AG de cadena
corta como los de cadena media-larga (AGS, AGMI y AGPI), se expresaron en unidades de
concentracidn absolutas (umol/L) o relativas (porcentaje de un AG con respecto al total de AG
analizados). También se determind el rango, la media = DS y los percentiles (del Ps al Pgs) de la
concentracién sérica del conjunto de AG durante el primer y tercer trimestre de embarazo.

Ademas de analizar los valores individuales de los AG, se calculd el conjunto de AGS como la
suma total de los AGS individuales (total AGS = C:12 + C:14 + C:16 + C18:0), el conjunto de AGMI
totales (total AGMI= C16:1n-7 + C18:1n-9), el conjunto de AGPI n-6 totales (total n-6 = C18:2n-6
+ C20:3n-6 + C20:4n-6) y el conjunto de AGPI n-3 totales (total n-3 = C20:5n-3 + C22:6n-3).
También se calcularon algunos indices como la relacién entre los AGPI n-6 y n-3 (n-6 total/n-3
total) y el indice de acidos grasos esenciales (AGE) (suma de los AGE (AGPI n-3 y n-6)/ suma de
los AG no esenciales (AG n-7 y n-9)) que refleja el estado general de los AGE.
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Con respecto a los valores obtenidos de AG, se utilizd el analisis de puntuacién o score-z para
detectar la presencia de valores atipicos [236]. Segun la bibliografia consultada, un valor
absoluto de score-z superior o inferior a 3,29 se considera un valor atipico cuando el tamafio de
la muestra es >100 [237].

Se utilizaron las siguientes pruebas estadisticas: la t de Student y ANOVA para comparar las
variables analizadas entre los diferentes trimestres de embarazo, segun las caracteristicas de las
variables; la correlacién de Pearson para correlacionar las concentraciones absolutas y relativas
de AG en suero materno; vy, se realizaron modelos multivariantes de regresién lineal multiple
para analizar el efecto de los factores maternos sobre las concentraciones de AG en suero
mediante el método ENTER. En estas regresiones se incluyeron las siguientes variables de ajuste:
edad materna (<25, 25-29, 30 afios), paridad (primipara, multipara), IMC inicial (peso normal,
sobrepeso u obesidad segun los kg/m?), aumento de peso gestacional o ganancia gestacional
(insuficiente, adecuado, excesivo segin los kg/m?), clase social (baja, media o alta), fumar
durante el embarazo (no, si), consumo de alcohol (no, si), actividad fisica (baja, moderada o alta
medida en METs/min/semana), puntuacion del indice de calidad de la dieta (baja, moderada o
alta) y el consumo de alimentos (pescado y marisco, frutos secos, carne roja y procesada, carne
magra, huevos, bolleria y aceite). Este estudio procede de un ensayo clinico con suplementacion
de hierro durante la gestacion, por lo cual, los modelos fueron ajustados por esta variable.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico SPSS 25.0 (SPSS, Chicago,
IL, EE.UU.) y Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EE.UU.). Un p valor <
0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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Abstract: An optimal fatty acid (FA) profile during pregnancy, especially docosahexaenoic acid
(DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), is essential for the health of the mother and child. Our aim
was to identify the socioecconomic and maternal lifestyle factors associated with serum FA concen-
tration in pregnant women. A longitudinal study was conducted on 479 pregnant women, who
were assessed during the first (T1) and third (T3) trimesters of pregnancy. Data on maternal char-
acteristics, food consumption, and lifestyle were collected. Serum FA concentrations were analysed
by a gas chromatography-mass spectrometry combination. The multiple linear regression showed
that high educational level and older age were significantly associated with higher EPA and DHA
concentrations and lower values of n-6/n-3 and arachidonic acid (AA)/EPA in T1 and/or T3. Regard-
ing diet—fish and seafood consumption increased EPA concentration and reduced n-6/n-3 and
AA/EPA values in both trimesters, whereas its consumption increased DHA concentration only in
T1. Smoking was associated with lower DHA concentration in T1 and higher values of n-6/n-3 ratio
in both trimester. Overweight and obesity were associated with higher values of n-6/n-3 ratio and
AA/EPA ratio in T1. A statistically non-significant association was observed with saturated fatty
acids (SFA) and monounsaturated fatty acids (MUFA). In conclusion, high educational levels, older
age, fish, scafood consumption, and/or non-smoking, are factors that influence better omega-3 pol-
yunsaturated fatty acid (n-3 PUFA) profile in both trimesters of pregnancy. Further research is
needed to go in-depth into these findings and their health consequences.

Keywords: maternal fatty acid status; polyunsaturated fatty acids; omega-3; pregnancy; lifestyle

1. Introduction

Maternal nutritional status has a crucial role in the outcome of mother and child [1-
3]. An optimal long-chain n-3 fatty acid status during pregnancy is of particular benefit
for cognitive and visual development of the foetus [4-6], and is linked to a reduction in
the numbers of preterm births and low birth weights, and a reduced risk of preeclampsia
and postpartum depression for the mother [1,7,8]. Furthermore, although linoleic acid
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(LA), omega-6 polyunsaturated fatty acid (n-6 PUFA), is an essential fatty acid, it is sug-
gested that an adequate balance with n-3 is necessary since high levels of n-6 before or
during pregnancy may have negative effects on foetal development and may influence
the overall health of offspring in later stages of life [9,10].

Nevertheless, the maternal concentration of polyunsaturated fatty acid (PUFA) var-
ies according to different factors. It is known that the maternal diet is one contribution to
fatty acid storage [8,11,12] although it could be affected by other factors that have been
less studied. Some studies suggest that several factors, such as age, socioeconomic status,
education, smoking, and levels of physical activity can all affect fatty acid levels in preg-
nant women [8,12-17], although findings differ. For instance, Hoge et al. [13], in a cohort
of 112 pregnant women in Belgium, found nationally that, age, educational level, smoking
status, physical activity, and docosahexaenoic acid (DHA) supplement intake, all im-
pacted omega-3 polyunsaturated fatty acid (n-3 PUFA) levels in erythrocytes in the first
trimester. Similarity, Gellert et al. [14], in a cohort of 213 pregnant women in Germany,
found that smoking impacted negatively on omega-3 index in late pregnancy, although
this was not found to be linked with age or region. Markus et al. [8] did not find any
association with age in a sample of 118 pregnant women in Norway, but found a link
between DHA erythrocytes and fish consumption and educational level. Moreover, Pinto
et al. [12] reported from Brazil that age, low income, and weekly fish consumption was a
predictor of better n-3 serum concentrations in plasma phospholipids. In addition, a re-
cent systematic review assessed the influence of maternal characteristics on DHA and
other polyunsaturated fatty acids during pregnancy [18]. That study identified educa-
tional level, maternal age, fish consumption, smoking, alcohol intake, and fatty acid de-
saturase genotype to be associated with omega-3 maternal status. However, not all studies
consider all factors together, and have also been carried out at different moments of the
pregnancy. Inconsistent results have been reported with n-6 PUFA and maternal factors
[8,12,13,18], and to our knowledge, no study has assessed the link between saturated fatty
acids (SFA) and monounsaturated fatty acids (MUFA) in a larger sample size than the
present study. Consequently, evidence is scarce about the effect of maternal factors on the
serum profile of FA as a whole.

Considering the above factors, a better understanding of the factors associated with
an inadequate level of fatty acids throughout the pregnancy period would allow popula-
tion groups at risk to be targeted in order to recommend improvements to their lifestyle
and dietary needs. Thus, the aim of this study was to assess the association between the
socioeconomic and maternal lifestyle factors early in pregnancy and the maternal fatty
acid profile (saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids) from a sample
of healthy pregnant women in a European Mediterranean country.

2, Materials and Methods
2.1. Study Design and Population

A prospective study of a cohort of pregnant women who were followed from the first
trimester (T1) (around the 12th gestational week) to the third trimester (T3) (the 36th ges-
tational week). The women were recruited from the ECLIPSES study [19,20], which is a
randomized triple-blind clinical trial of different doses of iron supplementation (20
mg/day, 40 mg/day 80 mg/day), registered in ClinicalTrials.gov identification number
NCT03196882, and in the European Union (EU) Clinical Trial Register, EUCTR-2012-
005480-28. This study was approved by the Clinical Research Ethics Committee of the
Jordi Gol Institute for Primary Care Research (IDTAP) and the Pere Virgili Institute for
Health Research (TISPV). All participants signed an informed consent. Healthy, pregnant
women were recruited during their first prenatal visits at 12 sexual and reproductive
health care services (ASSIR) of the Catalan Institute of Health (ICS) in Tarragona, Spain.
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Inclusion criteria: healthy woman older than 18 years at <12 weeks of gestation, able
to understand the local languages (Spanish or Catalan) and the characteristics of the study,
and signed the informed consent forms.

Exclusion criteria: multiple pregnancies, taking iron supplements before week 12 of
pregnancy, hypersensitivity to egg protein, previous severe disease (immunosuppres-
sion), or any chronic disease that could affect nutritional status (cancer, diabetes, malab-
sorption, or liver disease). Fatty acid biochemical status was analysed in a total population
study of 479 pregnant women.

2.2. Data Collection

Data were collected during T1 and T3 by midwives and nutritionists. The medical
history and socioeconomic data obtained were maternal age, ethnicity, education level
(primary, secondary, and university studies), estimated date of delivery, planned preg-
nancy, clinical and obstetric history, and taking multivitamins and micronutrient supple-
ments. Socioeconomic level was classified as low, middle, or high, according to the Cata-
lan classification of occupations [21]. Lifestyle habits were recorded, including smoking
habit and alcohol intake, and physical activity levels were assessed by means of the short
version of the International Physical Activity Questionnaire (TPAQ-S) [22]. Women were
classified as sedentary (including sedentary and irregularly active women) or active (in-
cluding active and very active women), according to the modified Craig algorithm [22].
In addition, anthropometric measurements obtained were height (cm) and weight (kg),
and body mass index (BMI) was calculated at week 12. Thus, women were classified as
normal weight (BMI <25 kg/m?) and overweight (BMI 2 25 kg/m?), according to the World
Health Organization (WHO) criteria [23].

Diet was assessed using a self-administered food frequency questionnaire (FFQ) val-
idated for our population [24]. The questionnaire contains 45 food items and reports on
the usual food consumption per week or per month. The food items were classified as fish
and seafood, red and processed meat, lean meat, fruit (fresh fruit, preserved fruit), vege-
tables (salads and vegetables), dairy products, legumes, cereals (breakfast cereals, bread,
pasta, and rice), bakery (biscuits, pastries), nuts, sweets (sugar and chocolates), sweetened
beverages, alcoholic drinks. Fat consumption, especially oil olive, took into account the
amount of oil used for cooking or salad dressings. Food consumption was calculated per
gram per day. The consumption of those foods relevant due to their fatty acid content
(such as fish and seafood, nuts, red and processed meat, lean meat, eggs, bakery and oil)
were included in the analysis. Diet quality was assessed using the Relative Mediterranean
Diet Score [25,26], ranging from 0 points (low quality diet) to 18 points (high quality diet).
Further information can be found in our previous paper [27]. Women were then classified
into two categories: low-medium diet quality (score from 0 to 10) and high diet quality
(score from 11 to 18).

2.3. Sample Collection and Processing of Biochemical Sumples of Fatty Acids, and Extraction,
Transfer and Storage of Biological Samples

Venous blood samples were collected at weeks 12 and 36 of pregnancy, after fasting,
into 7.5 mL tubes without an anticoagulant, and remained without mixing for 30 min at
room temperature so as to allow coagulation. The serum was separated by centrifugation,
distributed into aliquots of 500 uL and stored at =80 °C until assays. Samples were stored
in the BioBank and thawed at the end of the clinical study and processed simultaneously
to minimize inter-batch variation [19].

Medium- and long-chain fatty acids (saturated-, mono- and polyunsaturated) were
measured by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) combination using the
7890A GC coupled to QqQ 7000 Series® (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)
after their derivation to methyl ester (FAMEs) due to their higher volatility [28]. Briefly, a
50 uL plasma sample was mixed with internal standard (IS) solution (Myristic d-27 acid,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany), chloroform and methanolic hydrochloric acid and
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incubated at 80 °C for 2 h. Obtained FAMEs were extracted by a liquid-liquid extraction
using hexane and were then injected into the GC-MS system. Chromatographic analysis
was based on David et al. [28] to determine the 36 FAMEs included in the Food Industry
FAME Mix (Restek Corporation, Pennsylvania, USA). FAMEs were separated into a high-
polarity column (100 m x 250 um x 0.25 pm) (HP-88 column, Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara, CA, USA) using a temperature program of between 140 °C and 240 °C at 1
mL/min using helium as the carrier gas. Ionisation was carried out by electronic impart
(70 eV) and mass analyser was operated in Selected Ion Monitoring mode (SIM). The CG-
MS system was controlled by the Agilent MassHunter Workstation.

A total of 36 fatty acids were analysed, but only a selection of them is presented, such
as the sum of the total saturated (total SFA = C:12 + C:14 + C:16 + C18:0), total monoun-
saturated (total MUFA = C16:1n-7 + C18:1n-9), total n-6 polyunsaturated (total n-6 PUFA
=C18:2n-6 + C20:3n-6 + C20:4n-6) and total n-3 polyunsaturated (total n-3 PUFA = C20:5n-
3 +C22:6n-3) fatty acids; further, the ratio of the n-6 to n-3 fatty acids (total n-6 PUFA/total
n-3 PUFA) are also presented.

2.4. Statistical Analysis

The results were expressed as mean + standard deviation (SD) or percentage accord-
ing to the variable. In this study, z-score analysis was used to detect outlier value in this
population data [29]. An absolute value of £3.29 is the standard value used to identify
outliers when sample size is >100. In other words, any z-score above or below £3.29 is
considered as an outlier case [30]. Means between groups were compared using Student’s
t-test or one-way analysis of variance (ANOVA) adjusted by Bonferroni. Multiple linear
regressions were performed in order to identify the association of maternal factors, as-
sessed in T1 and T3, with fatty acid concentration in T1 and T3, respectively. All multiple
linear regressions models were performed using the ENTER method and were adjusted
for maternal factors, such as educational level, maternal age, BMI, smoking status, alcohol
consumption, physical activity, diet quality, food consumption (fish and seafood, nuts,
red and processed meat, lean meat, eggs, bakery, and oil). In addition, the models were
adjusted for intervention group (iron supplementation of 40, 20, or 80 mg/day). Data were
processed using the statistical software package SPSS version 25.0 for Windows (SPSS,
Chicago, TL, USA). A p-value < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Participants’ Characteristics

General characteristics of the pregnant women are given in Table 1. Most women had
a medium educational level (38.3%) and were employed (87.1%). The mean maternal age
was 30.6 + 5.01 years. The participants reported that 15.3% smoked at the beginning of
their pregnancy and 92% were rated as sedentary by the IPAQ-S questionnaire. The mean
score of diet quality was 9.7 (+2.6) points. In addition, 67.9% of women reported taking
multivitamin and mineral supplementation, of which only one contained DHA or fish oil,
and was only consumed by one woman.

Table 1. Sociodemographic and lifestyle of pregnant women at bascline and fatty acid biochemical
profile at first trimester.

General Characteristics Mean (SD)
Maternal age (years) » (1 = 461) 30.6 £ 5.01
Age group (%)
<25 years old 15.8
25-30 years old 31.2
>30 years old 529

BMI (kg/m?) (%) (1 = 455)
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<25 62.2
25-30 25.3
>30 12:5
Maternal educational level (%) (1 = 478)
Low (primary or less) 30.1
Medium (secondary) 38.3
High (university or more) 31.6
Occupation (%) (1 =459)
Student 24
Employed 87.1
Unemployed 10.5
Smoking status (%) (n = 478)
Smoker 15.3
Non-Smoker or Ex-Smoker 84.7
Maternal alcohol consumption (%) (n = 445) 14
Physical Activity (%) (n =450)
Active 8
Sedentary 92
Diet Quality (score) 9.7 (2.6)
Food groups
Fish and seafood consumption (g/day) 45.2 (30.5)
Lean meat (g/day) 39.4 (24.7)
Red and processed meat (g/day) 57.5(32.3)
Eggs (g/day) 17.4 (11.3)
Bakery (g/day) 33.7 (28.2)
Nuts (g/day) 3.1(3.8)
0il (g/day) 63.8 (15.1)

*Values are expressed as mean and standard deviation (SD) or %. Abbreviation: BMI, body mass
index.

3.2. Influence of Maternal Factors on Fatty Acid Serum Profiles

Regarding maternal factors shown in Table 2, some of them were related to SFA, n-6
PUFA and MUFA. Overweight or obese women showed a significantly higher concentra-
tion of total FAs, specifically SFA and arachidonic acid (AA), total n-6 PUFA and n-6/n-3
ratio in T1, and only SFA in T3. Women with a higher educational level had a significantly
greater concentration of total n-3 PUFA (eicosapentaenoic acid (EPA) + DHA) in serum
and significantly lower values of n-6/n-3 ratio and AA/EPA ratio compared to women
with low and medium educational level in both trimesters of pregnancy. Moreover, older
women (34.4 £ 2.7 years old) had a significantly higher concentration of total n-3 PUFA in
serum and lower values of n-6/n-3 ratio and AA/EPA ratio in both trimesters. However,
only during T3, older women had a significantly greater concentration of total MUFA
compared to younger women. Depending on smoking status, the following differences
were observed: women who smoked had a significantly lower concentration of total n-3
PUFA, EPA, and DHA in T1; smokers had a significantly higher concentration of total
SFA, total n-6 LA, AA, and total FAs in T3 compared to non-smokers. Moreover, smokers
had a higher value of n-6/n-3 ratio in both trimesters. However, there was no observed
association with maternal alcohol consumption.
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Table 2. Fatty acids serum profile during the first (T1) and third (T3) trimester of pregnancy according to maternal factors.

Fatty Acids (umol/L) Physical Activity BMI
. Overweight and
. Normal Weight 4
All Woman Active 2 Sedentary ® Obesi
(n = 479) (n=35) (n= 4031 e (e kg il (>25kg/nt1}2’) a p-Value/st
(n=283)
(n=172)
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
Total SFA 1.:F 3765.31 (1614.17) 3793.8 (1829.6) 3740.1 (1530.1) 0.849 3647.5 (1480.4) 4131.3 (1897.4) 0.006
3T 9625.65 (4574.33) 9590.3 (4656.8) 9641.2 (4512.4) 0.950 9299.9 (4527.0) 10,380.9 (4637.3) 0.017
Total MUFA 1T 1634.54 (500.21) 1652.7 (678.1) 1631.3 (467.3) 0.806 1607.8 (485.5) 1734.6(549.3) 0.013
3T  3116.39 (1330.86) 3114.7 (1550.3) 3140.5 (1312.9) 0913 3038.8 (1228.4) 3275.3 (1462.9) 0.084
n-6 PUFA
LA (C18:2n-6) i i i 3355.67 (1230.19) 3467.6 (1327.0) 3337.1 (1199.4) 0.546 3309.9 (1210.9) 3537.9 (1280.5) 0.064
3T 6321.14 (2786.02) 6717.1 (3482.0) 6239.9 (2629.7) 0.428 6271.3 (2869.6) 6475.0 (2532.5) 0.451
AA (C204n-6) 1T 830.82 + 276.15 780.4 (262.4) 838.1 (281.7) 0.250 817.3 (262.1) 889.8 (296.7) 0.008
3T 722.63 +220.05 734.6 (272.8) 723.6 (216.3) 0.815 709.1 (206.1) 750.6 (235.2) 0.062
Total n-6 PUFA 1.E 4433.77 £ 1469.64 4495.1 (1648.1) 4410.8 (1424.7) 0.744 4358.2 (1445.1) 46.70.3 (1485.9) 0.032
3T 7278.06 = 2919.04 7431.4 (3411.6) 7220.8 (2784.3) 0.725 7187.0 (2960.1) 7513.1 (2711.3) 0.248
n-3 PUFA
EPA (C20:5n-3) 1T 35.03 (23.95) 28.7 (16.0) 36.8 (25.9) 0.010 36.1 (25.5) 35.7 (24.2) 0.879
3T 23.88 (16.93) 20.5 (16.5) 242 (16.9) 0211 23.1(16.1) 24.1 (17.2) 0513
DHA (C22:6n-3) 1T 240.28 (73.47) 2213 (72.3) 241.6 (73.5) 0.128 239.7 (72.8) 248.1 (78.9) 0.253
3T 236.60 (71.77) 229.6 (80.6) 237.6 (71.0) 0.525 233.9 (69.0) 2372 (72.2) 0.631
Totaln-3PUFA 1T 276.98 (94.07) 258.0 (97.5) 279.1 (94.2) 0212 277.0 (93.7) 287.4 (102.8) 0.277
3T 260.52 (84.33) 253.0 (91.6) 261.9 (84.5) 0.549 257.2 (80.6) 261.8 (86.0) 0.574
Total FAs 1.E 10,073.15 (3349.07) 10,462.6 (4446.0) 10,038.2 (3175.5) 0.589 9781.9 (3045.6) 10,888.1 (3848.4) 0.002
3T  20,480.82(8335.23)  20,792.6 (9549.0)  20,406.6 (8054.6) 0.792 19,856.2 (8006.0) 21,814.7 (8638.8) 0.017
n-6/n-3 ratio 1T 16.80 (5.19) 17.9 (4.6) 16.7 (5.2) 0.182 16.5 (5.0) 17.7 (5.5) 0.016
3T 29.29 (11.52) 309 (11.9) 292 (114) 0.408 263 (11.6) 304 (11.6) 0.360
AA/EPA ratio 1T 31.77 (19.08) 35.6 (21.1) 31.2 (18.7) 0.184 31.0 (19.3) 33.4(18.8) 0.197
3T 44.09 (30.61) 52.1 (33.4) 44.3 (31.6) 0.158 452 (32.4) 46.9 (31.8) 0.581
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Fatty Acids Maternal Smoking Status Maternal Alcohol Consumption
Smoker ¢ Non-Smoker or Ex-Smoker ! Fijise No# Yes —
(n=70) (1 =390) PENAIISS (n = 380) (1= 65) Ll
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)

Total SFA 1T 3896.7 (1840.4) 3795.3 (1616.2) 0.635 3846.7 (1721.4) 3532.7 (1248.4) 0.192
ol 10,992.9 (5035.4) 9421.6(4438.9) 0.008 9756.5 (4684.2) 9735.7 (4291.2) 0.974
Tolal MUFA 1.T 1592.1 (483.6) 4737.4 (1514.7) 0.309 1661.0 (526.9) 1596.0 (455.2) 0.335
3T 3369.1 (1239.0) 3086.8(1349.4) 0.102 3142.1 (1345.6) 3139.6 (1251.1) 0.989

n-6 PUEFA
LA (C18:2n-6) 1T 3378.5 (1289.9) 3374.4 (1226.1) 0.980 3407.8 (1251.6) 3282.8 (1191.9) 0.439
3T 7108.4 (2856.9) 6185.8 (2709.2) 0.010 6368.9 (2777.7) 6540.3 (2689.0) 0.652
AA (C20:4n-6) 1T 812.5 (278.5) 842.0(278.3) 0.411 848.6 (278.0) 811.8 (240.3) 0.321
3T 781.7 (251.8) 713.9(212.3) 0.017 721.4 (218.1) 758.4 (223.9) 0.216
Total n-6 PUFA 1T 4430.2 (1518.5) 4450.7(1461.5) 0.915 4495.4 (1489.0) 4320.3 (1374.0) 0.356
3:T 8026.8 (2904.0) 7155.0 (2856.1) 0.020 7320.8 (2904.8) 7552.7 (2827.1) 0.560

n-3 PULA
EPA (C20:5n-3) 1T 29.9 (20.5) 37.1(25.6) 0.010 35.9 (24.8) 38.3(27.4) 0.477
A 21.8(16.3) 24.1(16.8) 0.278 23.5(16.3) 23.9 (18.2) 0.845
DIIA (C22:6n-3) 1T 212.0 (67.3) 2474 (74.2) <0.001 244.0 (74.5) 235.7 (73.9) 0.415
3 225.3 (69.3) 237.7(72.1) 0.181 233.5 (68.9) 243.8 (82.8) 0.352
Tewlscapugs LU 241.9 (80.5) 287.0(97.1) <0.001 282.1 (96.6) 2741 (94.2) 0.538
3 247.1 (81.1) 262.3(85.4) 0.163 237.0 (81.0) 268.8 (98.0) 0.368
Tolal FAs LT 9957.3 (3289.8) 10,183.4(3417.6) 0.611 10,235.9 (3489.2) 99,743.1 (2854.8) 0.287
3T 22,811.9 (8668.9) 20,111.4(8147.6) 0.012 20,663.8 (8442.9) 20,952.8 (7776.3) 0.800
n-6/n-3 ratio 1T 19.5 (5.1) 16.4(5.1) <(0.001 16.9 (5.1) 16.6 (5.6) 0.630
37 349 (11.7) 286(11.2) <0.001 299 (11.6) 29.4(11.2) 0.725
AA/EPA ratio 1T 36.1 (17.6) 31.0(19.3) 0.039 31.9 (19.1) 30.4 (19.3) 0.565
3T 50.0 (31.2) 44.6(32.2) 0.195 459 (31.9) 452 (33.1) 0.882

Fatty Acids Educational Level Age Group (Years)
Low i Medium i High ) <251 25-30 ™ >30n
(1=137) (n=175) =y P (= 55) (n=153) (=233  PValue™
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Mean
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) (SD)
: 3784.0 3920.5
al SF/ 3874, 49, ; .9 (1732. .3 (1450. L6053 563. 9 i .34
Total SFA 1T 874.1 (1749.7) 3855.9 (1732.5) 3698.3 (1450.3) 0.605 3563.0 (1597.9) (741.0) (16252) 0.342
9446.6  10,091.9
3 ,292.9 (5143.4 9364.9 (4 .0 9400. 277.2 14 739.2 (4260). 104
T 10,2929 ( ) 64.9 (4260.0) 00.1 (4277.2) 0.142 8739.2 (4260.8) (44907) (47040) 0.10
) ) ) 1620.8 1703.5
lotal MUFA =T 1620.1 (504.1 1667.6 (539.5 1655.8 (479.1 0.707 1542.2 (484.3 0.070
ota (504.1) 6 (539.5) (479.1) 7 (ed=3) (5238)  (508.4)
) 3020.6 33235
971.5 (1196.4 3115.0 (1369. 3308.5 (1410. ] .
3T 2971.5 (1196.4) 115.0 (1369.9) 3308.5 (1410.3) 0.102 2612.1 (1049.3) (1250.4)  (1386.8) 0.001
n-6 PUFA
3339.3 3496.1
A (C18:2n- ] 3308.0 (1285.4 3363.6 (1200.5 3263.9 (1222.] .24¢ 3138.3 (1013. : 13
LA (C18:2n-6) 1T 508.0 (1285.4) 363.6 (1200.5) 263.9 (1222.1) 0.249 3138.3 (1013.0) (11825) (1319.6) 0.132
ey ; , 6372.2 6338.7 X
3T 37.6 (2698. 439.7 (2871. 5886.9 (2604.5 05° 334.4 (2834. 992
| 6637.6 (2698.6) 6439.7 (2871.8) 5886.9 (2604.5) 0.055 6334.4 (2834.4) @7303) (2740.4) 0.9
AA (C20:4n-6) 1T 832.3 (2525 841.2 (306.5 837.7 (266.4 0.961 7829 (271.7) B14.0 838.8 0.198
AY 4n 32.3 (252.5) 2 (306.5) 37. 4) . 4 5 261.7) (287.9) 7
730.8 733.1
3 48.9 (221. 714.4 (217. 712.9 (220.] 287 583.1 (185, 3 .28
T 748.9 (221.8) 714.4 (217.9) 712.9 (220.1) 0.287 683.1 (185.1) 212.5) 231.4) 0.287
) ) ) ) 4439.0 4589.3
Total n-6 PLF i 4603.5 (1501. 4418. 453. 4336.4 53. S 41227 51. §
l'otal n-6 PLFA 11 4603.5 (1501.6) 4418.9 (1433.0) 4336.4 (1453.6) 0.397 4122.7 (1251.0) (14282)  (1539.3) 0.108
2 7380.0 7285.0
: 526. ! 7405.5 (3021.7 > : A5 7246.7 (2923. 93
3T 7526.6 (2662.0) 7405.5 (3021.7) 6913.7 (2876.7) 0.156 7246.7 (2923.9) (28949) (2845.) 0.935
n-3 PUFA
EPA (C20:5n-3) 1T 29.0(19.4) 36.1 (25.3) 42.5(27.8) <0.0001 25.7 (22.7) 32.6 (24.2) (:2'?) <0.0001
3T 19.6 (15.6) 23.4(15.3) 28.1(18.2) <0.0001 14.8 (10.8) 23.0(16.2) (iiz) <0.0001
7.
252.3
DHA (C22:6n-3) 1T 228.0 (70.0 238.9(71.8) 258.6 (78.2) 0.002 207.7 (57.7) 240.8 (79.5) (7-; 2 <0.0001
245.6
T 221.4 (66.6) 238.6 (70.8) 246.5 (75.9) 0.009 199.7 (60.4) 232.1 (66.2) : <0.0001
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: o— : 296.7 ,
1T 259.0 (87.2) 276.2 (90.8) 304.3 (105.1) <0.0001 2334 (73.2) 2734 983) g5 <0.0001

Total n-3 PUIA 2,,1' 0
5 241.0 (78.6) 262.5 (83.4) 275.5 (89.4) 0.002 215.1 (68.3) 256.7 (80.6) (8’2 é) <0.0001
9959.2  10,338.9
al FAs ),307.0 (3389.4 10,2083 (3635.0)  9930.1 (3106.4 623 9424.7 (3016.7 ‘ 057
Tolal FAs 1T 10,307.0 (3389.4) 10,208.3 (3635.0) 0.1 (3106.4) 0.62 24.7 (3016.7) (A% Goi 0.05
. 20,099.0 21,3629
891. 3 493.4 : 207.8 (8177. 78 7 (6936.9 ’ ; ;
3T 20,891.2 (7860.5) 20,4934 (8708.0)  20,207.8 (8177.2) 0.783 18711769369 ron 0y ron ) 0.066
n-6/n-3 ratio 1T 18.7 (5.3) 17.2 (5.3) 14.7 (4.3) <0.0001 18.4 (5.1) 17.6 (3.5) 16.2 (5.0) 0.005
28.1
3 33.1(114) 29.9 (12.4) 257 (9.2) <0.0001 35.6 (12.7) 30.1 (11.6) (139) <0.0001
2
AA/EPA ratio 17T 38.0 (20.0) 31.9(18.8) 26.1 (16.9) <0.0001 42.4 (24.1) 35.1(19.6) (IZ‘Z) <0.0001
3T 58.8 (38.5) 43.5(30.3) 35.2 (21.7) <0.0001 64.5 (38.2) 47.7 (34.4) (“2‘2;) <0.0001

Values are expressed as mean and standard devialion (SD). Abbreviation: BMI, body mass index; ST'A, saturated fatly acids; MUT A, monounsaluraled fally acids; n-6 PUT A, omega-6
polyunsaluraled fally acid; LA, Linoleic acid; AA, Arachidonic acid; n-3 PUFA, omega-3 polyunsaturaled fally acid; EPA, Eicosapenlacnoic acid; DHA, Docosahexacnoic acid; Total
EAs, fatty acids = total SFA + total MUFA - total n-6 PUFA + total n-3 PUFA; n-6/n-3 ratio = total n-6 PUFA/ total n-3 PUFA. * Active; *Sedentary; p-value *4, p-value between active and
sedentary women. < Normal weight; ¢Overweight and obesity; p-value 4, p-value between normal weight (<25 kg/m?2) and overweight and obesity (23 kg/m2). « Smoker; ‘Non-smoker;
p-value *f, p-value between smoker or non-smoker women. s No-alcohol consumption; " Yes-alcohol consumption; p-value &%, p-value between No-alcohol consumption and alcohol
consumption. 'Low; 1 Medium; T igh; p-value ' ¥, p-value between low, medium and high educational level. ' Age less than 25 years-old; ™ Age between 25 and 30 years-old; * Age more
lhan 30 years-old; p-value' ", p-value belween age groups. Student’s ¢-lesl was used for Physical aclivily, BMI, malernal smoking slalus and malernal alcohol consumplion. One-way

analysis of variance (ANOVA) was used for educational level and age group.
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Multiple linear regression models of the influence of maternal determinants on EPA,
and DHA values and total n-3 FA are shown in Table 3 and n-6/n-3 ratio and AA/EPA
ratio are described in Table 4. It can be observed that women of a high educational level
and an age above 30 years had significantly higher levels of EPA in both trimesters of
pregnancy. Likewise, EPA values were higher by fish and seafood consumption in both
trimesters (p < 0.05). Moreover, high educational level, older age, and fish and seafood
consumption is significantly associated with higher values of DHA in T1. Alternatively,
smoking reduced the concentration of DHA to around 40 pmol/L in T1 (p < 0.05). In T3,
ages above 25 or 30 predicted higher values of DHA, although the model is not significant.
In the same way, total n-3 is significantly higher in T1 at higher levels of education, age
above 30 years and fish and seafood consumption, whereas it is lower for smokers (Table
3). In T3, only age between 25 and 30 years and older than 30 years is associated with
higher values of total n-3 (Table 3). In addition, iron supplementation of 80 mg/day is
associated with higher values of EPA, DHA, total n-3 in T1.

Regarding n-6/n-3 ratio and AA/EPA, high educational level in T1 and T3 reduces
the n-6/n-3 ratio. On the other hand, medium and high educational level and age older
than 25 or 30 decreased AA/EPA ratio in both trimesters (except for age group between
25 and 30 in T3). Moreover, fish and seafood consumption is associated with significantly
lower values of n-6/n-3 ratio and AA/EPA in both trimesters. As expected, smoking in-
creased the n-6/n-3 ration by around 2 and 4 points in T1 and T3, respectively. Moreover,
overweight or obesity increased the n-6/n-3 ratio and AA/EPA ratio, while iron supple-
mentation of 80 mg/day reduced AA/EPA ratio in T1 (Table 4). In addition, there was no
statistically significant association between maternal factors and AA concentration (data
not shown).

Table 3. Multiple linear regression of potential factors related to maternal serum polyunsaturated fatty acid composition
in the first (T1) and third (3T) trimesters of pregnancy.

Fatty Acids Serum Profile First Tri-  Fatty Acids Serum Profile Third Tri-

mester mester
B SE p B SE 4
Eicosapentaenoic acid (EPA)
Constant 25.13 7.86 0.002 16.46 6.84 0.017
Educational level

Low Ref - s Ref = =
Medium 7.65 3.32 0.022 0.49 2.62 0.851
High 9.69 3.53 0.006 6.87 2.83 0.016

Age group

<25 years Ref - - Ref - -
25-30 years 3.75 4.38 0.392 6.79 3.24 0.038
230 years 9.93 4.22 0.019 8.80 3.11 0.005
BMI (0: <25 kg/m?, 1: 2 25 kg/m?) -1.21 2.80 0.665 0.82 2.60 0.751
Physical activityﬁ((]e:)sedentary, 1: ac- 958 451 0.035 20 251 0421

v
Smoking (0: non-smoke, 1: smoker) -6.61 372 0.076 2.85 2.70 0.292
Maternal alcohol consumption (0: 086 467 0.854 0.61 379 0.871
no, 1: yes)
Fish and seafood consumption 015 0.04 0.001 014 0.40 <0.001
(g/day)
Bakery consumption (g/day) -0.1 0.04 0.037 -0.05 0.041 0.204
Intervention Group
(iron supplementation dosage)
40 mg/day Ref - - Ref - -
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20 mg/day 1.70 3:72 0.648 -2.10 2.67 0.432
80 mg/day 797 3.07 0.010 -1.78 2.47 0.473
2oxio =103 Fisas =321 p<0.001 2oxin=8.8 Fispe=225  p=0.002
Docosahexaenoic acid (DHA)
Constant 212.64 22.29 <0.001 241.16 30.48 <0.001
Educational level
Low Ref - % Ref = =
Medium 10.29 9.50 0.280 -2.09 11.06 0.850
High 22.45 10.01 0.026 11.54 12.04 0.339
Age group
<25 years Ref - - Ref - -
25-30 years 19.46 12.53 0.121 29.46 13.73 0.033
>30 years 28.01 12.07 0.021 41.26 13.23 0.002
BMI (0: <25 kg/m?, 1: > 25 kg/m?) 11.37 7.97 0.154 —4.65 10.77 0.666
Physical act1v1tyti(3é)sedentary, 1: ac- 2006 13.10 0127 1098 11.78 0352
Smoking (0: non-smoke, 1: smoker) -39.93 10.65 <0.001 -2.06 11.43 0.857
Maternal alcohol consumption (0: 1839 13.34 0.169 511 16.08 0.751
no, 1: yes)
Fish and seafood consumption 0.34 0.13 0.011 0.223 0.172 0.195
(g/day)
Intervention Group
(iron supplementation dosage)
40 mg/day Ref - - Ref - -
20 mg/day -3.57 10.65 0.738 -11.75 11.37 0.302
80 mg/day 22.46 8.66 0.010 -7.05 10.51 0.503
R2cxi0=10.20 Figa=322 p<0.001 RZxw=3.6 Fis2s=152 p=0.084
Total n-3 PUFA
Constant 240.59 28.99 <0.001 256.72 34.42 <0.001
Educational level
Low Ref - - Ref - -
Medium 17.10 12.24 0.163 1.78 1313 0.892
High 30.08 12.96 0.021 16.47 14.31 0.251
Age group
<25 years Ref - - Ref - -
25-30 years 24.10 16.19 0.132 39.82 16.31 0.015
>30 years 41.49 15.58 0.008 51.88 15.71 0.001
BMI (0: <25 kg/m?, 1: 2 25 kg/m?) 10.66 10.28 0.301 -10.43 12.83 0417
Physical actn\flt);if;)sedentar)', 1: ac- 2293 16.69 0170 _18.41 1253 0143
Smoking (0: non-smoke, 1: smoker) -48.75 13.75 <0.001 0.763 13.63 0.955
Maternal alcohol consumption (0: 22063 1724 0232 _4.01 1915 0.834
no, 1: yes)
Fish and seafood consumption 0.489 0175 0.006 035 0.20 0.086
(s/day)
Intervention Group
(iron supplementation dosage)
40 mg/day Ref - - Ref = =
20 mg/day 7 13.75 0.817 -18.91 13.50 0.163
80 mg/day 30.37 11.21 0.007 =11.35 12.44 0.363
R2cxi0=11.00 Fisz3 =341 p<0.001 Recxiw=5.0 Fisze=174 p=0.033
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B, unstandardised coefficient; SE, standard error. Ref, reference category. Level of statistical significance p > 0.05. Variables included in
multiple lincar regression: educational level, group of age, BMI, smoking status, maternal alcohol consumption, physical
activity, diet quality, consumption of fish and seafood, nuts, red and processed meat, lean meat, eggs, bakery and oil
(including variables in the first or third trimester according to the timing of fatty acids assessment) and intervention group
(iron supplementation of 40 mg/day, 20 mg/day or 80 mg/day). The variables not shown in the table were not significant.

Table 4. Multiple lincar regression of potential factors related to maternal serum n-6/n-3 and AA/EPA ratios.

Fatty Acids Serum Profile First Tri-  Fatty Acids Serum Profile Third Tri-

mester mester
B SE p B SE P
n-6/n-3 ratio
Constant 17.13 1.50 <0.001 33.93 4.95 <0.001
Educational level
Low Ref - - Ref - -
Medium ~1419 0.64 0.063 -1.43 1.87 0.444
High -3.30 0.67 <0.001 -5.26 2.03 0.010
Age group
<25 years Ref - - Ref - -
25-30 years 0.68 0.85 0.421 0.06 2.32 0.977
>30 years -0.17 0.82 0.828 -2.57 2.24 0.251
BMI (0: <25 kg/m?, 1: > 25 kg/m?) 115 0.53 0.033 1.98 1.83 0.282
Physical activityﬁ(O:)sedentary, 1: ac- 154 087 0.078 128 178 0471
ve
Smoking (0: non-smoke, 1: smoker) 2.70 0.72 <0.001 4.58 1.93 0.019
Maternal alcohol consumption (0: 057 0.90 0.526 154 278 0579
no, 1: yes)
Fish and seafood consumption 0.03 0.01 <0.001 007 0.02 0.008
(g/day)
. Intervention group 0.02 0.68 0.769
(iron supplementation dosage)
40 mg/day Ref - - Ref - -
20 mg/day 0.68 0.72 0.344 -1.26 1.90 0.507
80 mg/day -1.06 0.58 0.70 -0.04 1.76 0.979

Rcxiw0=16.6 Fis31=489 p<0.001 Rcxwo=770 Fis27=2.18 p=0.004

AA/EPA ratio

Constant 37.45 5.59 <0.001 63.08 12.31 <0.001
Educational level

Low Ref - - Ref - -
Medium -5.46 2.38 0.023 -9.24 4.69 0.050
High -7.42 2.51 0.003 -19.21 5.07 <0.001

Age group

<25 years Ref - - Ref - -
25-30 years -6.39 3.16 0.044 -11.05 5.84 0.060
>30 years -10.34 3.01 0.001 -12.70 5.61 0.024
BMI (0: <25 kg/m?, 1: 2 25 kg/m?) 4.08 1.99 0.042 0.318 4.56 0.945
Physical actn-'ltyﬁ(\?é)sedentary, 1: ac- 5.73 390 0.074 031 456 0.945
Smoking (0: non-smoke, 1: smoker) 3.82 2.64 0.148 -2.16 4.85 0.656
Maternal alcohol consumption (0: 054 335 0.871 025 6.87 0.970

no, 1: yes)
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Fish and seafood consumption 016 0.03 <0.001 2026 0.70 <0.001
(g/day)
Bakery consumption (g/day) 0.05 0.03 0.132 0.19 0.073 0.008
Intervention Group
(iron supplementation dosage)
40 mg/day Ref - - Ref - -
20 mg/day -0.13 2.65 0.959 -1.07 4.86 0.825
80 mg/day —4.35 2.16 0.045 -0.198 4.38 0.964

R2cxi0=16.9 Fisae=723 p<0.001 R2cxiwn=135 Fis2:3=3.17 p<0.001

B, unstandardised coefficient; SE, standard error. Ref, reference category. Level of statistical significance p> 0.05. Variables
included in multiple linear regression: educational level, group of age, BMI, smoking status, maternal alcohol consump-
tion, physical activity, diet quality, consumption of fish and seafood, nuts, red and processed meat, lean meat, eggs, bakery
and oil (including variables in the first or third trimester according to the timing of fatty acids assessment) and intervention
group (iron supplementation of 40 mg/day, 20 mg/day or 80 mg/day). The variables not shown in the table were not

significant.

4. Discussion

In this prospective study of Mediterranean pregnant women, we identified the main
maternal factors that affect the n-3 PUFA and their balance with n-6 PUFA. Specifically,
women of 25 or 30 years old and/or with medium or high educational level showed better
levels of fatty acids, with a greater n-3 fatty acids serum concentration and lower values
of n-6/n-3 and AA/EPA ratio in both the first (T1) and third (T3) trimesters. Moreover,
higher fish and seafood consumption is favourably linked with higher EPA and DHA
concentrations and with a lower n-6/n-3 ratio and AA/EPA in both trimesters, except for
DHA, which was not linked in T3. However, smoking reduced DHA concentration and
increased n-6/n-3 ratio T1, but only n-6/n-3 in T3. Practically none of the maternal factors
assessed were related to SFA, apart from overweight and obesity status, or MUFA, apart
from the older age of the mother in T3.

To our knowledge, there are few studies that have assessed maternal and lifestyle
factors associated with serum fatty acid concentrations in a pregnant population, DHA
and EPA being of great importance for mother and child health [31]. Moreover, an ade-
quate balance between n-3 and n-6 is a critical factor for health because the n-6 PUFA
compete with the n-3 PUFA by the metabolism of desaturation enzymes and, conse-
quently, influences the kind of eicosanoid generated [32]. It is relevant to evaluate the
association of FA serum concentrations and the maternal factors related throughout the
whole pregnancy period. Specifically, diet is one of the most studied factors related to FA
status. Nowadays, the occidental diet tends not to sufficiently provide n-3 PUFA, and the
n-6 PUFA intake tends to be higher than recommendations [33,34|. The main source of n-
3 PUFA are fish and seafood, which could be crucial contributors to an adequate level of
n-3 PUFA and the n-6/n-3 and AA/EPA ratios during pregnancy, as has been reported
previously [8,11,12,18]. As expected, our results showed that fish and seafood consump-
tion positively predicted greater serum concentrations of EPA and DHA and low values
of n-6/n-3 ratio and AA/EPA ratio in T1. Within estimations based on our model, it was
pointed out that for each fish serving (150 g of weight approximately), the concentration
of EPA and DHA increases by 22.5 and 51 pmol/L respectively, improving their concen-
trations considerably. However, these associations were only maintained for EPA and n-
6/n-3 and AA/EPA ratios during T3, but not for DHA concentrations in agreement with
Bonham et al. [35]. This might be due to the fact that DHA could be regulated by different
biosynthesis or mobilisation mechanism [34]. For instance, hormonal changes that occur
during pregnancy, such as the increase in oestrogen that supports conversion of alpha-
linolenic acid (ALA) to DHA [36-38]. Another reason might be that in T3 there is a high
mobilisation of DHA from the maternal fat store to the foetus in order to stimulate high
brain maturation. In addition, bakery food, which is usually manufactured with vegetable
oils rich in n-6, can predict high AA/EPA ratios. In view of these findings, an optimal n-3
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PUFA concentration and n-6/n-3 and AA/EPA ratios at the beginning of the pregnancy
are needed to assure an adequate concentration and store throughout the pregnancy and
even the lactation period [8]. Therefore, to acquire healthy eating habits, including fish
and seafood consumption, it is essential to achieve an optimal EPA and DHA concentra-
tion at the beginning and during pregnancy, which could contribute to improving child
neurodevelopment and protection from autism-spectrum traits [39-41]. In particular,
higher maternal n-6/n-3 ratios and higher maternal concentrations of total n-6 PUFA are
among potential environmental risk factors that are associated to autism spectrum disor-
der [39,42] and immune system disease [43]. The placental fat transport is driven by a
concentration gradient as the foetus has substantially lower fat concentrations, indicating
a preferential transfer of n-6 PUFA [42]. The consequence is an imbalance between n-3 and
n-6 PUFA levels that may contribute to offspring diseases. We found that age and educa-
tional level are also the common contributors to fatty acid concentrations in maternal se-
rum throughout pregnancy. Our results show that those women over 25 years of age, or
with medium or high educational level in particular, showed high values of EPA and
DHA and low values of n-6/n-3 and AA/EPA ratio. Some authors have not reported a
significant association between age or educational level and DHA or total n-3 PUFA [8,14],
although similar findings to ours regarding age have been reported in different countries
[12,13,15,17]. Likewise, Pinto et al. [12] found that low income correlated negatively with
the n-6/-n-3 ratio, and other studies have reported a positive correlation between educa-
tional level and levels of DHA, total n-3 PUFA and a negative correlation with AA/EPA
ratio [13,16]. Although some research has shown that older women with a higher educa-
tional level tend to consume more n-3 or fish and seafood during pregnancy [44,45],
and/or showed high adherence to diet quality [27,46,47], in our study only observed sig-
nificant differences on fish and seafood consumption by age group (age group: <25 years
old: 36.3 £ 21.6; 25-30years old: 46.1 + 31.6; >30 years old: 47.2 + 30.5; p = 0.049). In addition,
women with medium or high educational levels might have greater nutritional
knowledge [48,49]. Lower educational levels and younger ages might be linked to lower
incomes and may have less access to food sources of n-3 PUFA (fish and seafood), which
tend to be expensive [12,50,51]. In agreement with our results, Nordgren et al. [51] indi-
cates that socioeconomically disadvantaged populations (low educational level and low
income) are particularly at risk for even lower levels of omega-3 intake. Regarding n-6
PUFA, two studies also report no link with age [8] or educational level [13] in agreement
with our results. In contrast, two studies observed a positive link with age [12,16], but
others showed a negative correlation with age [13,16] and/or education level [8].

Nutritional status could be a potential factor, although the literature shows contro-
versial results [11-15]. Lesch et al. [11] found overweight women showed higher concen-
trations of AA and n-3 PUFA. However, our results show that overweight or obesity sta-
tus is associated to higher concentrations of SFA, AA andn-3/n-6 and AA/EPA ratio. It can
be hypothesized that, in our sample, the higher FA level might due to greater food con-
sumption, especially of those foods rich in n-6 FA, which could interfere in the conversion
of EPA. Moreover, excessive maternal adiposity could alter the placental transfer of FA
[52].

Another of our principal relevant findings is that pregnant women who smoke
showed low levels of DHA, total n-3 and high n-6/n-3 ratio only in T1. In particular, smok-
ing predicted a reduction of around 40 umol/L of DHA. These results confirm recent find-
ings in the omega-3 index in erythrocyte or in total n-3 in serum fatty acid [12-15,17,53].
This influence is possibly caused by the adverse effect of smoking on the conversion pro-
cess of ALA to DHA [54,55]. This link with DHA and n-3 was not observed in T3, probably
by the mechanism of transferring DHA maternal stores to foetus. However, it was shown
that smoking increased the n-6/n-3 ratio, which suggests that smoking could affect the
fatty acid profile some another way since it might alter the conversion rate of n-6 to eico-
sanoids, such as prostaglandin E2 [55,56]. This shows an anti-inflammatory effect and has
a crucial role in the regulation of delivery [57]. In fact, smoking during pregnancy has
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been shown as a risk factor for premature delivery [58]; therefore, advising a mother to
quit smoking in pregnancy could improve the FA profile throughout gestation and pre-
vent negative outcomes for mother and child.

Regarding another unhealthy lifestyle habit, some studies have found that maternal
alcohol consumption has been associated with worse n-6 and n-3 FA concentrations
[12,15,16,18,53] since it could impair lipid metabolism [59]. However, our results did not
find any significant association, probably due to the fact that the amount of alcohol con-
sumption in our sample is low (3.01 g/day * 15.2) in comparison to women who consume
alcohol frequently [16] or moderately-heavily [53].

It should be noted that iron supplementation of 80 mg was associated to higher con-
centration of EPA, DHA total n-3 and a lower AA/EPA ratio. There appears to be a phys-
iological relationship between the metabolism and utilization of iron and that of fatty ac-
ids, although it is not yet clear [60].

Our findings provide crucial information for knowing and identifying maternal fac-
tors related to serum concentrations of FA and developing an intervention program fo-
cused on modifiable factors, such as dietary and smoking habits, and targeting high-risk
groups. Our study has several strengths. It is longitudinal, which enabled us to study the
concentrations of fatty acid and the maternal factors throughout the pregnancy period.
Secondly, all procedures in data collection and sample analyses were intensively moni-
tored. Moreover, we included in our analysis different types of FA. Indeed, this is the first
study that has analysed SFA and MUFA with several maternal factors. Another strength
is the greater sample size in comparison with other studies [12-14].

However, our study also has several limitations. Firstly, due to the lack of references
or range values, we were not able to apply a cut-off value to describe the intensity of how
maternal factors affect the fatty acid profile and which potential consequences of lower n-
3 status can appear in the mother and child. Further studies regarding the whole FA pro-
file are encouraged. On the other hand, although we had data on fatty acid concentrations
in plasma rather than red blood cells, we consider that our results are not affected because
it has been shown that fatty acid concentrations in plasma and red blood cells are highly
correlated [61-63] and studies that use both biochemical parameters obtained similar re-
sults [15]. Finally, we were unable to evaluate other environmental and genetic factors
that might impact on serum fatty acid concentrations during pregnancy. For instance,
gene coding for proteins involved in uptake, metabolism, transport and restructuration,
especially, the fatty acid desaturase (FADS) gene cluster, which is related to desaturation
steps in the n-3 and n-6 fatty acids might also contribute [64].

5. Conclusions

In conclusion, educational level or age are common factors that affected EPA, DHA,
and the n-6/n-3 and AA/EPA in both trimesters. Overweight and obesity predicted higher
values of n-6/n-3 ratio and AA/EPA ratio in the first trimester. Lifestyle habits, such as fish
and seafood consumption, increased EPA and AA/EPA ratio in both trimesters, whereas
DHA was modified by fish and seafood consumption in the first trimester. Smoking
showed an impairment in the fatty acid profile: a decrease in DHA in the first trimester
and an increase of n-6/n-3 in both trimesters. However, no relevant association was found
with SFA and MUFA. Therefore, nutritional intervention and advice to stop smoking
geared to pregnant women, especially those who are younger than 25 years-old, with low
educational levels, or are overweight or obese, could improve the FA serum profiles, es-
pecially n-3 PUFA, as it may benefit their health and the health of their newborns. Further
research is needed to go in-depth into these findings and their health consequences.
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Abstract

Background: During pregnancy a high amount of fatty acids (FA) is necessary to meet foetus demands, which vary
during gestation. The present study describes the changes in maternal fatty acid concentrations during pregnancy in
a sample of pregnant women.

Methods: This is a longitudinal study of 479 pregnant women who were monitored from the first trimester to third
trimester of pregnancy. Data on maternal characteristics were recorded and a serum sample was collected in each
trimester. The fatty acid profile (saturated (SFA: total, lauric acid, myristic acid, palmitic acid, stearic acid), monounsatu-
rated (MUFA: total, palmitoleic acid, oleic acid) and polyunsaturated fatty acids (PUFA: total omega-6 (n-6), linoleic
acid, dihomo-y-linolenic acid, arachidonic acid (AA), total omega-3 (n-3), eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexae-
noic acid (DHA)) was analysed with a gas chromatography-mass spectrometry combination.

Results: From the first trimester to third trimester of pregnancy, a significant increase in total SFA, total MUFA and
total n-6 PUFA was found. (p <0.001). Nevertheless, the serum concentration of arachidonic acid (AA), eicosapen-
taenoic acid (EPA) and total n-3 PUFA decreased during gestation (p<0.001). A statistically non-significant result
was observed for the docosahexaenoic acid (DHA) serum concentration between the first and third trimesters of
pregnancy. Significant correlations were observed between each total fatty acid concentrations of the first and third
trimesters.

Conclusion: The circulating serum concentration of SFA, MUFA and n-6 PUFA increases during pregnancy, whereas

essential fatty acids such as AA and EPA decrease, and DHA remains unchanged. Further research is necessary to
understand the role played by FA throughout gestation.

Keywords: Pregnancy, Fatty acid status, DHA, EPA, Omega-3, Omega-6

Introduction

A good nutritional status of fatty acids (FA) during
pregnancy is important for the mother’s health in order
to meet the needs of foetal growth and development.

*Correspondence: victoria.arija@urv.cat

*Estefania Aparicio and Carla Martin-Grau contributed equally to this
work.

2 Institut d'Investigacié Sanitaria Pere Virgili (IISPV), 43003 Tarragona, Spain
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Studies evaluating the effects of FA deficiency states dur-
ing pregnancy have mainly focused on polyunsaturated
fatty acids (PUFA). In particular, a maternal deficiency
of omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) may
affect placental angiogenesis and vasculogenesis, thereby
affecting foetal development (brain, muscle, eye, motor
nerve and adiposity) [1]. It is known that eicosapentae-
noic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) are
two of the most important FA for the cognitive and visual

©The Author(s) 2021. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which
permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the
original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or

other third party material in this article are included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line
to the material. If material is not included in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory
regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this
licence, visit hitp/creativecommons.org/licenses/by/4.0/. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http/creativeco
mmons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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development of the foetus [2-5]. Maternal fatty acid sta-
tus is also crucial in late pregnancy because this is when
the human foetal brain grows rapidly and high amounts
of DHA accumulates in it [1, 5]. Thus, the foetus dur-
ing the third trimester is especially vulnerable to devel-
opmental deficits due to a poor status of n-3 PUFA, and
this could cause problems in neurological development
[6, 7]. However, few studies have assessed the changes
in FA during pregnancy [8-10]. An appropriate balance
with n-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids (n-6
PUFA) is necessary [11, 12] because a high concentration
of maternal arachidonic acid (AA) has been associated
with deleterious outcomes, such as major depression in
the mother [13, 14], or preterm delivery [15]. However, a
higher maternal AA/DHA ratio at delivery and heterozy-
gosity for the FADS1 genetic variant have shown posi-
tive long-term effects on processing speed in children at
9years of age [7].

Therefore, an adequate fatty acid profile in early
and late pregnancy is crucial for the health of both the
mother and the child. To our knowledge there is a dearth
of literature on the changes in plasma FA concentra-
tions throughout pregnancy. A recent systematic review
analysed how the n-3 and n-6 PUFA profile is modified
during pregnancy [16]. It included only three studies
[17-19] and showed that DHA and n-6 PUFA concentra-
tions increase throughout pregnancy, while EPA remains
unchanged. Similar findings were obtained in research
conducted with a Canadian pregnant population with
and without gestational diabetes [20]. Saturated fatty
acids (SFA) and monounsaturated fatty acids (MUFA)
have been studied less [17, 19, 21]. The survey by Pinto
et al. [17] of 225 pregnant Brazilian women found an
increase in SFA and MUFA concentrations throughout
pregnancy. Taking into account the importance of FA sta-
tus for maternal and foetal health, a better understanding
and knowledge of this subject would help obstetrics and
health professionals to identify possible abnormal values
and decide whether treatment is necessary and which
treatment to recommend. The aim of the current study
is therefore to analyse the changes in maternal fatty acid
concentrations (saturated, monounsaturated and poly-
unsaturated) during pregnancy in a cohort of pregnant
women from a Mediterranean country in Europe.

Material and methods

Study design and population

This study researched a longitudinal cohort of pregnant
women from the ECLIPSES study [22]. The participants
were contacted during the first prenatal visit to one
of twelve sexual and reproductive health care services
(ASSIR) of the Catalan Institute of Health (ICS) in Tarra-
gona, Spain. The pregnant women were monitored from
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the first trimester (12th gestational week) to the third tri-
mester (36th gestational week) of pregnancy. The inclu-
sion criteria were: healthy woman older than 18years of
age, pregnancy at <12weeks, ability to understand the
local and official state languages and the characteristics
of the study, and signing the informed consent form. The
women were excluded if they fulfilled any of the follow-
ing exclusion criteria: multiple pregnancy, having taken
iron supplements during the months previous to week
12 of pregnancy, hypersensitivity to egg protein, previ-
ous severe disease (immunosuppression) or any chronic
disease which could affect their nutritional development
(cancer, diabetes, malabsorption, or liver disease).

The present study is a secondary blood sample analysis
of a randomized controlled trial of iron supplementation
during pregnancy, called the ECLIPSES study. Finally, in
the ECLIPSES study, 791 women were recruited at week
12 of pregnancy, and 534 women completed the data on
week 36 of pregnancy. The causes of dropout included
leaving voluntarily, miscarriage, the emergence of exclu-
sion criteria during pregnancy (such as serious illness
that could affect the nutritional status, for instance can-
cer, diabetes, malabsorption or liver disease) and lost to
follow-up. More information can be found in the previ-
ous paper [23].

This study was approved by the Clinical Research Eth-
ics Committee of the Jordi Gol Institute for Primary Care
Research (IDIAP) and the Pere Virgili Institute for Health
Research (IISPV). All participants who agreed to partici-
pate signed the informed consent form.

Data collected

Midwives collected the participants’ medical and obstet-
ric history, socioeconomic information, lifestyle habits
and anthropometric measurements in the first trimes-
ter of pregnancy. The medical and socioeconomic data
included maternal age, ethnicity, education level (pri-
mary, secondary, or university studies), smoking habits
and planned pregnancy, clinical and obstetric history.
The socioeconomic level was classified as low, middle or
high according to the Catalan classification of occupa-
tions (CCO-2011) [24]. Anthropometric measurements
were obtained such as maternal height (cm) and weight
(Kg), and BMI was calculated. The BMI was categorized
as normal weight (BMI < 25 kg/m?) or excess weight (BMI
>25kg/m?) according to the World Health Organization
(WHO) criteria [25].

Blood sampling and determination of the fatty acid profile

in plasma

Blood samples were collected at the first and third tri-
mesters of pregnancy. They were collected in 1 tube of
7.5ml without anticoagulant and were not mixed for
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30min at room temperature to allow coagulation. The
serum was centrifuged and distributed in aliquots of
500l and stored at —80°C. The samples were stored
in the BioBank. At the end of the clinical study, samples
were thawed and processed simultaneously in order to
minimize inter-batch variation [22].

FA such as saturated, mono- and polyunsaturated
FA were analysed. A combination of gas chromatogra-
phy—mass spectrometry (GC-MS) was used to analyse
FA using 7890A GC equipment coupled to QqQ 7000
Series® (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA)
after their derivatization to methyl ester (FAMEs) due to
their higher volatility [26]. A volume of 50 ul of plasma
samples was blended with internal standard (IS) solu-
tion (Myristic d-27 acid, Merck KGaA, Darmstadt, Ger-
many), chloroform and methanolic hydrochloric acid
and incubated at 80°C during 2 hours. Then, FAMEs
were extracted by liquid-liquid extraction by means of
hexane and then injected in the GC-MS system. Chro-
matographic analysis was carried out according to David
et al. [26] to determine the 37 FAMEs included in the
Food Industry FAME Mix (Restek Corporation, Penn-
sylvania, USA). FAMEs were split up in a high-polarity
column (100m x 250 um x 0.25 pm) (HP-88 column, Agi-
lent Technologies Inc., USA) with a temperature program
between 140 and 240°C at 1mL/min by a carrier gas
(helium). Ionization was performed by electronic impart
(70eV) and the mass analyser operated on Selected lon
Monitoring mode (SIM). The processing of the FA sam-
ple was described in the previous paper [27]. The FA
identified were: SFA, lauric acid, myristic acid, palmitic
acid and stearic acid (the sum total of these was calcu-
lated to obtain total SFA); MUFA, palmitoleic acid and
oleic acid (the sum of these FA was calculated to obtain
total MUFA); n-6 PUFA, linoleic acid (LA), dihomo-y-
linolenic acid and AA (the sum total of these was cal-
culated to obtain total n-6 PUFA); n-3 PUFA, EPA and
DHA (the sum of these FA was calculated to obtain total
n-3 PUFA). Moreover, total long chain fatty acids was
calculated as total SFA +total MUFA + total n-6 PUFA
+ total n-3 MUFA.

Statistical analysis

The ability of the study sample to detect differences in
FA concentration between the first and third trimesters
of pregnancy was calculated using the data from this
study in accordance with the following parameters: an
alpha risk of 0.05 and a beta risk of 0.20 in a bilateral con-
trast to paired samples. For total SFA, 444 participants
were sufficient to detect a difference equal to or greater
than 612umol/L considering a standard deviation of
4601.2 pmol/L (mean of 5860,5 umol/L). For total MUFA,
440 participants were sufficient to detect a difference
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equal to or greater than 198 umol/L considering a stand-
ard deviation of 1481.8 pumol/L (mean of 1294.7 pmol/L).
For total n-6 PUFA, 443 participants were sufficient to
detect a difference equal to or greater than 403 umol/L
considering a standard deviation of 3026.1 pmol/L (mean
of 2844.3 umol/L). For total n-3 PUFA, 454 participants
were sufficient to detect a difference equal to or greater
than 13.5umol/L considering a standard deviation
of 102.7umol/L (mean of —16.5umol/L). Therefore,
our sample showed enough statistical power to detect
differences.

For the FA concentration, outlier values were identified
by z-score analysis [28], considering an absolute value of
+3.29 as the standard value to detect outliers when the
sample size is >100. Thus, an outlier case was considered
when the z-score was above £3.29 or below =+3.29 [29].
The results were presented as mean = standard deviation
(SD) or percentage. The means between groups (the first
and third trimesters of pregnancy) were compared by the
paired student’s t-test. The Pearson correlation was used
to assess the association between each FA concentration
total at the first and third trimesters. The percentage of
variation from the first to third trimester was calculated
for each individual FA with the following equation: (final
value - initial value)/initial value*100. Statistical analy-
ses were run by SPSS version 25.0 for Windows (SPSS,
Chicago, IL, USA). The significance level was at p-value
<0.05.

Results

Participants’ characteristics

The biochemical profiles of the FA in the first and third
trimesters were analysed in 479 pregnant women. The
baseline characteristics of pregnant women are shown in
Table 1. The maternal age was 30.6+5.01years, and up
to 80% were Caucasian. About 38.3% of women had a
medium educational level and 69.6% were middle-class.
Likewise, 25.3 and 12.5% of the pregnant women in the
sample were overweight or obese, respectively, and 15.3%
of participants reported that they smoked at the begin-
ning of pregnancy. Some variables of baseline charac-
teristics showed missing values, which range from 0.2 to
8.7%.

The FA detected in maternal serum and their concen-
tration (umol/L) during the first and third trimesters of
pregnancy are shown in Table 2. From the first trimes-
ter to the third trimester of pregnancy there was a sig-
nificant increase in total SFA (and their individual FA)
and total MUFA (as well as palmitoleic acid and oleic
acid) (p<0.001). The percentage of variation of total SFA
and total MUFA was 101.02493.05 and 184.93 4-154.49,
respectively. In addition, a significant increase in total
n-6 PUFA in the third trimester (» <0.0001) was observed
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Table 1 Baseline characteristics of pregnant women in the first
trimester

General characteristics Mean +SD® or %
(n=479)

Maternal age (years)” 306+501
Parity (yes %) 588
Planned pregnancy (yes %) 80.7
Maternal ethnic origin (%)

Caucasian 819

Asian 0.7

Arab 78

Black 2.1

Latin American 76
Maternal educational level (%)

Low (primary or less) 30.1

Medium (secondary) 383

High (university or more) 316
Socioeconomic status (%)

Low 135

Middle 69.6

High 169
BMI (kg/m?) at first trimester (%)

<25 62.2

25-30 253

>30 125
Smoking status (%)

Smoker 153

Non-Smoker or Ex-Smoker 84.7

# Mean = standard deviation. BMI body mass index

when it was compared to the maternal FA concentration
in the first trimester of pregnancy, with a percentage of
77.85+85.91 of variation. Nevertheless, the percent-
age of variation of AA was —6.33+34.88 with a signifi-
cant decrease in its concentration from the first to third
trimesters. Regarding n-3 PUFA, the EPA concentra-
tion decreased during gestation (p<0.001) with a per-
centage of variation of —14.93+£68.21. A statistically
non-significant result was observed in the DHA concen-
tration (p=0.357) between the first and third trimesters
of pregnancy.

Moreover, as the original study was a clinical trial with
iron supplementation, we analysed whether the study
group had any effect on the FA concentration. There were
no significant differences in FA concentrations between
the study groups in the first trimester or in the second
trimester.

Moreover, Fig. 1 depicts the correlation of serum con-
centration of total SFA, MUFA, n-6 PUFA, n-3 PUFA and
total FA between the first trimester and third trimester.
A significantly low-moderate correlation of each total
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FA concentration was observed from the first to third
trimesters.

Discussion

This longitudinal study describes the changes in FA dur-
ing pregnancy in a larger sample of women than in pre-
vious studies and, to our knowledge, for the first time
in a population from the Mediterranean area. It pro-
vides valuable data on a wide range of FA, these being
total SFA and lauric acid, myristic acid, palmitic acid
and stearic acid; total MUFA and palmitoleic acid and
oleic acid; total n-6 PUFA and linoleic acid, dihomo-
y-linolenic acid and AA; n-3 PUFA and EPA and total
DHA. The data on these FA were determined using
high-quality methods and evaluated at two moments of
gestation (first and third trimester). This has made it pos-
sible to describe changes to the different types of FA dur-
ing pregnancy. The concentrations of SFA, MUFA and
PUFA n-6 increased from the first to the third trimester
of gestation, except for AA, the concentrations of which
decrease. In contrast, n-3 PUFA and EPA concentrations
decreased during pregnancy, while DHA concentrations
remained stable. It appears that essential fatty acids DHA
and AA, which have a preferential placental transfer to
the foetus, do not evolve in the same way as other FA
during pregnancy.

There are few research projects that have analysed
SFA and MUFA serum concentrations throughout preg-
nancy, conducted with Brazilian and Dutch pregnant
woman [17-19, 21]. Our results are consistent with
their findings, as they also found an increase in SFA and
MUFA during pregnancy. This increase could be due to
an increase in biosynthesis to cover requirements, since
the rise in serum concentration may not be related to the
small variation in the mothers’ dietary intake [30, 31],
as our research group found in this sample of healthy
pregnant women in relation to their intake during preg-
nancy [32]. The SFA may play a key role in supporting
foetal membrane growth, as the SFA bio-magnification
process could help to satisfy AA demands in foetal cir-
culation and DHA in the brain [33]. However, the crucial
role played by SFA has yet to be determined. An adequate
concentration of MUFA is also fundamental during preg-
nancy because a non-optimal level has been associated
with a high risk of preterm delivery and low weight at
birth [33]. Oleic acid concentration could be a biomarker
for a lack of essential fatty acid in the mother’s diet, as
has been shown in animal models [33]. In addition, it
has been suggested that the consumption of monoun-
saturated fats could benefit DHA metabolism because
they have a low amount of LA and thus do not interfere
with endogenous conversion of a-linolenic acid (ALA)
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Table 2 Fatty acid concentration of maternal serum during pregnancy period from the first trimester to third trimester
Fatty acids (umol/L) First Trimester (T1) Third Trimester (T3) p-value % of variation
(Mean +5SD) (Mean +SD) between®®  from T1to T3
(Mean +SD)
SFA
Lauric acid (C12:0) n=444 40.14 £ 1061 60.19 + 28.26 <0.0001 56.33 £76.07
Myristic acid (C14:0) n=450 118.16 = 49.07 207.80 &+ 80.31 <0.0001 96.32 £ 94.19
Palmitic acid (C16:0) n=443 2904.40 £ 140347 8511.32 £4293.76 <0.0001 23469 £ 19597
Stearic acid (C18:0) n=451 690.31 & 208.05 808.08 £+ 202.10 <0.0001 2599 £44.26
Total SFA n=444 376531 £1614.17 9625.65 457433 <0.0001 184.93 & 154.49
MUFA
Palmitoleic acid (C16:1n-7) n=444 186.37 = 45.88 256.66 £ 89.61 <0.0001 4294 £ 54.20
Oleic acid (C18:1n-9) n=441 1444.74 £ 461,90 284385+ 1251.92 <0.0001 10861 4+ 100.53
Total MUFA n=442 1634.54 £ 500.21 311639 £ 1330.86 <0.0001 101.02 £ 93.05
n-6 PUFA
Linoleic acid (LA) (C18:2n-6) n=446 335567 +1230.19 6321.14 & 2786.02 <0.0001 107.35+111.69
Dihomo-y-linolenic acid (DHGLA) (C20:3n-6) n=450 229.99 £ 90.64 246.20 &= 85.27 0.001 19.38 & 53.87
Arachidonic acid (AA) (C20:4n-6) n=451 830.82 + 276.15 72263 &£ 220.05 <0.0001 —6.33 + 34388
Total n-6 PUFA n=444 4433.77 £ 1469.64 7278.06 £ 2919.04 <0.0001 77.85 £ 8591
n-3 PUFA
Eicosapentaenoic acid (EPA) (C20:5n-3) n=446 35.03 £ 2395 2388 £16.93 <0.0001 —1493 £ 68.21
Docosahexaenoic acid (DHA) (C22:6n-3) n=456 240.28 4= 7347 236.60 +71.77 0357 489 4+ 37.7
Total n-3 PUFA n=454 276.98 4+ 94.07 260.52 + 8433 0.001 1.21 +3834
Total LCFA n=442 10,073.15 £ 3349.07 20,480.82 & 8335.23 <0.0001 11863 + 103.14

Fatty acid concentration (umol/L) of maternal serum and % of variation from the first to third trimester are presented as mean =+ standard deviation (SD). SFA,
saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; n-6 PUFA, omega-6 polyunsaturated fatty acids; n-3 PUFA, omega-3 polyunsaturated fatty acids. Total LCFA,

long chain fatty acids =total SFA 4 total MUFA + total n-6 PUFA + total n-3 MUFA

to DHA [34]. Further research is needed to analyse their
role during pregnancy.

In terms of PUFA, we found that n-6 PUFA concen-
trations increased during gestation, whereas essential
fatty acid (EPA, DHA, AA) concentrations decreased or
remained stable. Our results are partially in concordance
with the literature. For instance, Zhao et al. [20] observed
that Canadian pregnant women without diabetes showed
higher serum concentrations of all fatty acids except EPA
at 35-37 weeks of pregnancy than at 24-28 weeks. A sys-
tematic review found that levels of absolute concentra-
tions of DHA increased and EPA did not change [16].
Pinto et al. [17], in a study involving Brazilian pregnant
women, showed that from the first to second trimesters
the serum FA concentrations, EPA+DHA, increased
greatly, but a slight increase in DHA and a decrease in
EPA (although not statistically significant) were observed
in the third trimester. However, our study found no sig-
nificant variation in DHA from the first to third trimes-
ters and observed a significant decrease of around 15%
in EPA concentrations. It may be that the DHA synthesis
from EPA was more efficient than from ALA [35, 36] and
that DHA concentrations could be regulated by a differ-
ent biosynthesis or mobilization mechanism [35-38]. In

fact, n-6 and n-3 PUFA families compete for metabo-
lism by desaturation enzymes, and therefore a Western
or industrialized diet rich in vegetable oils that are high
in LA would inhibit the synthesis of n-3 PUFA by ALA.
In addition, AA is an essential fatty acid that is prefer-
ential for transfer to the foetus along with DHA [1]. Our
findings show that AA concentrations also decrease by
around 8% during pregnancy. Although LA serum con-
centrations increased, it does not appear that it was to
be converted into AA, which may suggest that enzymatic
activity of delta 5 desaturase could be reduced. Other
researchers have suggested that LA may compete with
other fatty acids, including AA, for acylation [39, 40].
In agreement with our results, Stewart et al. [38] found
no differences in the AA concentrations of erythrocytes;
however, other researchers have found an increase in AA
serum concentrations during pregnancy [16, 17, 20]. The
reasons for the different findings are unclear. It should
be noted that the systematic review by Wilson et al. [16]
included only three studies that assessed serum concen-
trations of FA, one from Brazil and two from the Nether-
lands, whose populations have different dietary patterns
with a high level of heterogeneity between them. It is
possible that the differences could be due to when the
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Fig. 1 Correlation of serum concentration of total SFA, MUFA, n-6 PUFA, n-3 PUFA and total fatty acids between the first trimester (T1) and third
trimester (T3). SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; n-6 PUFA, omega-6 polyunsaturated fatty acid; n-3 PUFA, omega-3
polyunsaturated fatty acid. Total fatty acids = total SFA + total MUFA + total n-6 PUFA + total n-3 MUFA

Total fatty acids T1 (umolL)

measurements were taken, to sample size, the fatty acid
assay protocol or the study populations. More research
is needed to clarify how essential fatty acids change over
the course of the entire pregnancy.

Furthermore, our study is a secondary analysis of a
clinical trial of iron supplementation. In this sense, a
physiological relationship between iron and fatty acids is

hypostatized since, for instance, ferritin may incorporate
FA in its structure in addition to iron [41, 42]. However,
our results did not show that the iron dosage of the sup-
plementation had any effect on FA concentration.

To our knowledge this is the first study of the changes
in maternal serum FA during pregnancy in a Mediter-
ranean region. According our findings, circulating FA
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— specifically SFA, MUFA and n-6 PUFA - increases
throughout pregnancy. This could be explained by a
synthesis mechanism or mobilization of the maternal
fat store, since the concentrations may not be related to
dietary intake. Given this situation, we could consider
that the increase in SFA, MUFA and n-6 PUFA serum
concentration during pregnancy seems to indicate that
the metabolic mechanisms involved may offer an optimal
nutritional availability to meet the increased demands of
these FA due to the increased growth and development
of the foetus at the end of gestation. Nevertheless, essen-
tial fatty acid concentrations, which are preferential for
transfer to the placenta, may be more complexly regu-
lated. During early pregnancy the PUFA derived from
the diet are stored in maternal adipose tissue. Indeed,
n-3 PUFA serum concentration has been related to food
consumption in pregnant woman [8, 10, 17, 27] insofar
as it is transferred from intake to maternal fat stores. The
amount of n-3 PUFA stored in the maternal adipose tis-
sue could vary depending on the habitual dietary intake
of n-3 fatty acids. However, metabolic and physiological
changes occur during pregnancy, and these involve the
complex synchronization of maternal, placental and foe-
tal fat metabolism to ensure a continuous supply of n-3
and n-6 PUFA to the foetus [35]. Some mechanisms could
be related to the mobilization of maternal fat stores, an
increase in the elongation and desaturation of FA regu-
lated by oestrogen, the differential placental uptake of
FA or the rate of DHA conversion synchronized accord-
ing to the period of maximal foetal demand [35-38].
The transfer of n-3 and n-6 PUFA to the foetus increases
from 20 weeks of gestation and reaches a peak in the last
trimester of pregnancy with a high maternal transfer of
DHA and AA to ensure foetal demand [1, 35]. Overall,
this decrease or non-modification of essential fatty acids
during pregnancy, closely related to their intake, indi-
cates that there are specific physiological mechanisms,
such as preferential FA transfer between mother and
foetus, so as to ensure high foetal demands are met [35].
This might put the mother at risk of deficiency when her
intake is insufficient. Indeed, it has been found that low
n-3 PUFA status and imbalance between n-6 and n-3
PUFA in early pregnancy increase the risk of postpar-
tum depression after delivery [10, 14]. This could lead
us to consider that the mechanisms involved in its stor-
age in maternal fat, together with other possible complex
mechanisms of metabolic synchronization of maternal,
placental and foetal fat could be insufficient to guarantee
the FA needs in situations of low contributions. In gen-
eral, for all FA, further testing of normal FA levels during
pregnancy would be necessary for better evaluations and
follow-ups. In addition, more research is needed on the
metabolic mechanisms of FA during pregnancy.

23,33
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Given that essential fatty acid concentrations and
their balance depend on both biological mechanisms
and dietary supply, an optimal dietary intake is needed
to ensure proper functioning of biological mechanisms
so as to facilitate correct foetal growth and develop-
ment. For this reason, we believe that the pregnancy
control reviews carried out by obstetricians and health
professionals should include dietary advice on foods rich
in these FA, verify consumption of these foods and thus
FA, and determine the serum concentrations of essential
FA. There is some evidence that supports the benefits of
an adequate intake of FA. Fish and seafood consumption
during pregnancy has been reported to be beneficial for
offspring neurocognitive development [43, 44]. Several
other research projects have associated an inadequate
balance of n-3 and n-6 PUFA profiles during pregnancy
with deleterious consequences for the child, such as neu-
rodevelopment disorder [43, 6], immune system disease
[45, 46] and cardiometabolic risk and adiposity [47, 48].
In addition, AA is a precursor of prostaglandin and other
metabolites, which play a key role in the late pregnancy
period and delivery [49]. Nevertheless, an excessive acti-
vation of inflammatory mediators during pregnancy
might lead to deleterious effects, such as gestational dia-
betes, preeclampsia or pre-term delivery [15].

The main strength of our study is its longitudinal
design, which enabled us to analyse variations in serum
FA concentrations throughout pregnancy. Another
strength is the bigger sample size compared to other
research [17-21]. However, several limitations should
be considered. Although the sample is of voluntary
pregnant women from a randomized clinical trial with
a control group, the sample avoids the selective survival
error by selecting women from each area of the primary
health care ASSIR service specific for pregnant women,
from an entire region. This provided a good representa-
tion of the socioeconomic and educational levels of the
sample, among other aspects. In addition, exhaustive
inclusion and exclusion criteria were fulfilled, previously
designed and agreed on with the ASSIR service, thus
guaranteeing a sample of healthy pregnant adult women.
Incentives were given to minimize the loss of women in
the pregnancy follow-up, consisting of follow-up visits
interspersed with study visits, economic incentives for
midwives who carried out these visits, and informational
incentives for mothers about their health status and that
of their baby. In the design phase of the study, all proce-
dures, masking and quality control were systematized
and monitored by a group external to the research group.
Nevertheless, our findings may not be extended to all
populations as ethnicity, nutritional habits and lifestyle
may impact on the fatty acid levels. In the assessment of
FA, it was not possible to assess ALA, one of the main
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n-3 PUFA, in our sample. Furthermore, due to the lack of
reference values, our study was unable to apply a cut-off
value regarding the percentage of the pregnant popula-
tion that is above or below the optimal level. Therefore,
our findings indicate that it is necessary to establish ref-
erence values according to the variation of FA in each
trimester. Moreover, taking into account that our results
show a decrease in essential fatty acids at the end of preg-
nancy due to the demands of the foetus, health and nutri-
tion counselling provided by obstetricians and health
professionals could add that mothers consume foods rich
in FA from the beginning of the pregnancy to prevent
levels from dropping excessively at the end of gestation.
In addition, clinical guidelines during pregnancy could
include the assessment of FA in each trimester, so that
professionals could identify those women who are at risk
and recommend specific treatment or advice if necessary.

In conclusion, the circulating serum concentration
of SFA, MUFA and n-6 PUFA increases during preg-
nancy, whereas essential fatty acids such as AA and EPA
decrease and DHA remains unchanged. Therefore, the
increase in SFA, MUFA and n-6 PUFA serum concen-
tration during pregnancy, which is related to specific
metabolic mechanisms during pregnancy, seems to offer
an adequate availability of these FA for increased foetal
growth and development at the end of pregnancy. How-
ever, the decrease or non-increase in essential fatty acids
during pregnancy may indicate that there are specific
physiological mechanisms that might put the mother at
risk of deficiency when her intake is insufficient. More
research is necessary to analyse the role of FA during
pregnancy.
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Abstract: In the course of pregnancy, increasing importance is being placed on maintaining optimal
fatty acid (FA) levels and particularly n-3 PUFAs to ensure correct fetal development. However,
reference ranges for FA have been reported in only a few studies. Our objective is to provide
quantitative reference intervals for SFAs, MUFAs, and PUFAs (n-6 and n-3) in a large population
of healthy pregnant women from a developed country. A prospective study of pregnant women
(n = 479) was conducted from the first trimester (T1) to the third trimester (T3). A total of 11 fatty acids
were analyzed in serum by gas chromatography mass spectrometry and were expressed as absolute
(nmol/L) and relative (percentage of total FA) concentration units. Serum concentrations of SFAs,
MUFAs, n-6 PUFAs, n-3 PUFAs, various FA ratios, and the EFA index were determined. The reference
intervals (2.5/97.5 percentiles) in absolute values from T1 ranged from 1884.32 to 8802.81 umol/L
for SFAs, from 959.91 to 2979.46 umol /L for MUFAs, from 2325.77 to 7735.74 pmol /L for n-6 PUFAs,
and from 129.01 to 495.58 umol/L for n-3 PUFAs. These intervals mainly include the values of other
studies from European populations. However, reference ranges vary according to some maternal
factors. The FA levels proposed, obtained from a large sample of pregnant women, will be a useful
tool for assessing the degree of adequacy of FAs in pregnant women and will help to carry out dietary
interventions based on certain maternal factors.

Keywords: individual c14-c24; fatty acid status; maternal nutrition; pregnancy; reference intervals

1. Introduction

Maternal diet during the periconceptional, pregnancy and lactation period is impor-
tant for both mother and child [1,2], and specifically, the fatty acid (FA) levels play a crucial
role during pregnancy [3-5]. Eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA)
are specially critical regarding central nervous system, retinal photoreceptors, and immune
systems development [6]. Correct concentrations (or status) both in the first trimester
(T1) and the third trimester (T3) of pregnancy are of great importance considering their
role during the onset of neurogenesis [7,8], and the fetal brain development [8]. Conse-
quently, maternal serum FA levels change in the course of pregnancy, depending on fetal
requirements. In this context, it is necessary to monitor FA concentration values throughout
pregnancy so that deficiency can be detected. Based on this, reference ranges are the most

Nutrients 2021, 13, 4037. https:/ /doi.org/10.3390/nu13114037
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useful tool to evaluate the adequacy of nutritional status [9], and even in future studies
these values can be used to identify women who are at risk of an adverse health outcome.

In the little literature that does exist, reference ranges for individualized FA in serum
are normally reported in non-pregnant adults [10-13]. Apparently, North European popu-
lations have a higher content of total saturated fatty acids (SFAs) and a lower content of
monounsaturated fatty acids (MUFAs) circulating in serum [13-15] than North American
populations [11,12]. Furthermore, in populations of healthy pregnant women, serum refer-
ence values have only been described in a Brazilian cohort of 225 pregnant women [16] and
in a Norwegian cohort of 247 pregnant women [17]. All these populations show different
dietary patterns from the one in our study. In the Mediterranean population, the compo-
sition of the diet is well-known for its low content of SFAs, and high content of MUFAs
and n-3 PUFAs, mainly derived from olive oil and fish consumption [18,19]. Consequently,
reference values of circulating FA should be measured in different populations based on
their lifestyle.

Additionally, FAs can be measured in serum, erythrocyte, or adipose tissue. It is
well-recognized that FA levels in serum reflect short-term intake [20], and are more rep-
resentative of the current dietary habits of subjects [21]. However, other authors have
analyzed FAs in the erythrocyte membrane for assessing FA status as it reflects the last
30-60 days of intake [7,17] so comparisons among studies are difficult. In previous studies,
the analysis of an individual FA may be found expressed either quantitatively or qualita-
tively as a relative percentage of total FAs. Without standardizing the criteria for providing
an appropriate reference range, there is a great risk of misinterpretation. In this regard, the
problem of presenting findings such as relative values is that they are difficult to compare
since percent composition values depend on the set of individual FAs investigated [10,11].
By contrast, absolute values are not dependent upon the relative abundance of other FAs
and the measurement of an individual FA reduces analysis costs thus could be included in
routine clinical practice of laboratories and not be limited to research studies. A quantitative
approach may potentially be more appropriate for analyzing whether FAs are associated
with the risk of an adverse health outcome.

To support the measurement of individual FAs, the use of n-6/n-3, arachidonic acid
(AA)/EPA, AA/(EPA + DHA) and linoleic acid (LA)/Dihomo-y-linolenic acid (DHGLA)
ratios and the essential fatty acid (EFA) index are also helpful in assessing the degree of
adequacy of FAs. The increase in the AA/EPA ratio has been positively correlated with pro-
inflammatory eicosanoids and associated with metabolic diseases [22,23]. An imbalance
between AA and EPA + DHA was found to be associated to preterm delivery [22,24]. High
LA /DHGLA ratios indicate an enzymatic deficit of delta-6-desaturase activity. Delta-6-
desaturase is predominantly involved in the PUFA biosynthesis pathway and converts
LA and alpha-lipoic acid (ALA) into their metabolites DHGLA, AA, EPA and DHA [3,7],
although it can also catalyze palmitic acid and stearic acid thus affecting MUFA levels [25].
The n-6/n-3 ratio reflects the predominant PUFA family in serum and the formation
of inflammatory mediators, which play important roles in pregnancy pathologies [26,27].
According to the available data, no study has reported reference intervals for serum n-6/n-3,
AA/EPA, AA/(EPA + DHA) and LA/DHGLA ratios, or the EFA index in pregnant women.
While providing these reference ranges, future studies will allow correlating newborn
adverse outcomes with an individual FA abnormality or any ratio imbalance.

To our knowledge, no study has evaluated maternal FAs status and ratios in European
Mediterranean countries, and including a large majority of SFAs, MUFAs and PUFAs.
Considering the lack of reference intervals for pregnant women in the literature and
the absence of interpretative criteria, the aim of this study was to provide the reference
intervals for serum SFA, MUFA and PUFA (n-6 and n-3) in a large population of healthy
pregnant women from a Mediterranean country in T1 and T3 of gestation, expressed both
as concentrations and as percentages of the total concentration of FA in serum samples.
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ECLIPSES Study

008
=
T1 T3
ECLIPSES
trial Data

n=793 analysis
Loses: Loses:
- Voluntary abandonment (n=203) - Lack of blood
- Exclusion criteria (n=42) Blood collection Blood
- Miscarriage (n=15) collection at 12 (n=12) collection at 36
- Follow up-loss (n=37) week g week
- Lack ofblood collection (7#=20) n=476 =464

2. Materials and Methods
2.1. Population and Study Design

A prospective study of pregnant women was conducted from T1 to T3 (12 & 0.5
and 36 £ 0.4 gestational week, respectively). Participants were healthy pregnant women
from the ECLIPSES study [28,29] which is a randomized, triple-blind clinical trial of
different doses of iron supplementation (20 mg/day, 40 mg/day 80 mg/day), registered in
ClinicalTrials.gov (accessed on 9 November 2021) identification number NCT03196882, and
in the European Union (EU) Clinical Trial Register, EUCTR-2012-005480-28. The present
study was approved by the Clinical Research Ethics Committee of the Jordi Gol Institute for
Primary Care Research (IDIAP) and the Pere Virgili Institute for Health Research (IISPV).
Informed consent was obtained from all individuals included in this study:.

The flow of participants and data is outlined in Figure 1. The inclusion criteria were
as follows: healthy adult women older than 18 years at <12 weeks of gestation, who were
able to understand the local languages (Spanish or Catalan) and the characteristics of
the study. Some of the medium risk criteria and all the high risk criteria described in the
Catalan pregnancy monitoring protocol [30] were used as exclusion criteria such as multiple
pregnancies, underweight, morbid obesity, previous severe disease (immunosuppression),
or any chronic disease that could affect nutritional development (cancer, pre-gestational
diabetes mellitus, malabsorption, chronic hepatitis and liver cirrhosis).

Figure 1. Flow chart of the study population.

The medical, socioeconomic, educational level and lifestyle information is shown
in Table 1. The socioeconomic level was calculated by using the Catalan classification of
occupations (CCO-2011) [31] such as student, employed and unemployed. The education
level was classified as primary (low), high school (medium) and university studies or
more (high). Physical activity was assessed by using the International Physical Activity
Questionnaire [32] and was summed to obtain the total physical activity in metabolic
equivalents (METs)/week. Based on total physical activity, participants were classi-
fied into 3 levels: low (<600 METs/week), moderate (=>600-2999 METs/week) and high
(>3000 METs/week). BMI was calculated and classified by following WHO criteria [33]:
normal weight (BMI = 18.5-24.9 kg/m?), overweight (BMI = 25.0-29.9 kg/m?) and obesity
(BMI > 30 kg/ m?) at T1. The Spanish diet quality index (SQDI) [34] was estimated from
nine food groups (protein foods, dairy foods, cereals, fruits, vegetables, oil, legumes, tubers,
sweets). A score was obtained ranging from 0 points (low quality diet) to 18 points (high
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quality diet). Women were then classified into two categories: low-medium diet quality
(score from 0 to 10) and high diet quality (score from 11 to 18). Further information can be
found in our previous paper [29].

Table 1. Sociodemographic and lifestyle characteristics of pregnant women (1 = 455).

General Characteristics Summary Statistics
Maternal age (years) * 30.6 +5.01
Country of origin, Spain (%) 84.1
Primipara (%) 375
Gestational age (weeks) ? 39.8 +1.08
BMI (kg/mz) at first trimester (%)
18.5-24.9 (normal weight) 62.2 (22.10 + 1.76) @
25.0-29.9 (overweight) 25.3(27.32+1.33)?
>30 (obesity) 12.5 (33.31 £ 2.91) @
Gestational weight gain (kg) ¢ 10.86 -I- 3.66
Maternal educational level (%)
Low (primary or less) 30.1
Medium (high school) 38.3
High (university or more) 31.6
Occupation (%)
Student 24
Employed 87.1
Unemployed 10.5
Smoking status (%)
Smoker 15.3
Non-Smoker 69.5
Ex-Smoker 15.3
Maternal alcohol consumption (%) 14
Physical Activity (METs/week) (%)
Low (<600) 56.4
Moderate (>600-2999) 39.4
High (>3000) 42
SQDI (score) @ 9.73 + 2.64

? Mean - standard deviation. Abbreviation: BMI, body mass index; SQDI, Spanish Diet Quality Index; METs,
Metabolic equivalents.

2.2. Sample Preparation and GC-MS Conditions
2.2.1. Extraction, Transfer and Storage of Biological Samples

Serum samples were collected both T1 and T3 after fasting into 7.5 mL tubes without
anticoagulant and were left without mixing for 30 min at room temperature to enable
coagulation. The serum was separated by centrifugation and stored into aliquots of 500 uL
at —80 °C inside the BioBank. Samples were thawed at the end of the study and processed
simultaneously to minimize inter-batch variation [28].

2.2.2. Sample Preparation and GC-MS Conditions

The method starts with a 50 uL serum sample mixed with IS and the derivatization
reagent (chloroform and methanolic hydrochloric acid). Then the sample is heated and
mixed at 80 °C for 2 h. In this step, the lipidic fraction in blood or serum consisting
of free FAs, sterol esters, glycerol esters (mainly triglycerides), and phospholipids were
hydrolyzed and methylated into fatty acid methyl esters (FAMEs). Three sequential heating
and mixing steps are done every 10 min during a 30-min period. After this, a 100 uL of
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iso-octane was added and the fatty acid methyl esters were extracted by a liquid-liquid
extraction using hexane, and analyzed by gas chromatography mass spectrometry (GC-MS)
combination using the 7890A GC coupled to triple quadrupole MS QQQ 7000 Series®
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Chromatographic analysis was based
on David et al. [35] to determine the 36 FAMEs included in the Food Industry FAME
Mix (Restek Corporation). Briefly, the FAMEs were separated into a high-polarity column
(100 m x 250 um x 0.25 um) (HP-88 column, Agilent Technologies) using a temperature
program ranging between 140 and 240 °C at a 10° /min pace using helium as the carrier
gas at 1 mL/min. Ionization was carried out by electronic impact (70 eV), and the mass
analyzer was operated in Selected Ion Monitoring (SIM) mode. The CG-MS system was
controlled by the Agilent MassHunter® Workstation.

2.3. Data Analysis

A total of 36 FAs were analyzed although FA values below the limit of detection
were not shown. In addition, a selection of FAs is presented such as the sum of the total
saturated (Xtotal SFA = C:12 + C:14 + C:16 + C18:0), total monounsaturated (Xtotal MUFA
= C16:1n-7 + C18:1n-9), total n-6 polyunsaturated (Xtotal n-6 PUFA = C18:2n-6 + C20:3n-6
+ C20:4n-6) and total n-3 polyunsaturated (Ztotal n-3 PUFA = C20:5n-3 + C22:6n-3) fatty
acids; furthermore, some index were also calculated such as the n-6 to n-3 fatty acids ratio
(Xtotal n-6 PUFA /Xtotal n-3 PUFA) and the essential fatty acids (EFA) index (sum of the
(essential) n-3 and n-6 PUFAs/sum of the (non-essential) n-7 and n-9 FAs), which reflects
the overall EFA status.

FAs were expressed as absolute (umol/L) or relative (percentage of total FA) concen-
tration units. The method for calculating the percentage of total fatty acids is based on
total FA concentration. To assist in the evaluation of overall nutritional status, reference
intervals were determined following the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
C28-A3 guidelines [9] and represented the central 95% of the tested population (being the
2.5% and 97.5% confidence intervals the lower and upper limits, respectively). The FA
values were analyzed using Agilent MassHunter® Quantitative Analysis B.06 (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). The results were expressed as mean + standard
deviation (SD) for normally distributed data. In this study, z-score analysis was used to
detect outlier values in the population data [36]. An absolute z-score value above or below
+3.29 is considered to be an outlier when the sample size is >100 [37]. Correlations between
the absolute and relative concentrations of FA in serum were computed using Pearson’s
correlation coefficient test. All multiple linear regression models were performed using the
ENTER method for total FAs, total SFA, total MUFA, total n-6 PUFA, total n-3 PUFA, LA,
DHA and AA to evaluate the relation between maternal factors and FA levels. The models
were adjusted for maternal factors, such as maternal age, occupation (student, employed,
unemployed), educational level (low, medium, high), ethnicity (Spanish, non-Spanish
women), parity (no, yes), initial BMI (Kg/mz), gestational weight gain (Kg/mz), maternal
smoking status (no, yes), maternal alcohol consumption (no, yes), physical activity in
METs/week (score), and SQDI (score). Data was processed using the statistical software
package SPSS version 25.0 for Windows and Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA). A p-value < 0.05 was considered to be statistically significant.

3. Results
3.1. Participants” Characteristics

The general characteristics of the pregnant women participating in the ECLIPSES
study are given in Table 1. A total of 455/476 women answered the questions about
sociodemographic and lifestyle characteristics. Most women had a medium educational
level (38.3%) and were employed (87.1%). The maternal age was 30.6 =+ 5.01 years old. The
participants reported that 15.3% smoked and 14% drank at the beginning of pregnancy.
Regarding physical activity, 56.4% of the women had a low level.
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3.2. Fatty Acid Status in Serum of Pregnant Women

This study determined saturated, mono- and polyunsaturated FAs in 476 maternal
serum samples at T1 and T3. A total of 36 FAs were analyzed although only 11 FAs
were detected in serum of pregnant women and were summarized in Tables 2 and 3.
The FA composition in maternal serum is represented as absolute (Table 2) and relative
(Table 3) FA concentrations (mean =+ SD) in both T1 and T3. The absolute total amount
of FAs in maternal serum increased during pregnancy (T1, 10073.15 pmol/L and T3,
20,480.82 umol/L, p < 0.01) and the highest individual FAs were C16:0, C18:1n-9 and
C18:2n-6 at both T1 and T3.

To compare the two reporting schemes, Pearson’s correlations coefficients were calcu-
lated between FA values expressed in absolute and relative terms for the whole sample,
which ranged from 464-476 serum samples, according to data available both in T1 and T3 of
pregnancy (Supplementary Table S1). In T1, significant and positive correlations (p < 0.01)
were observed for C12:0, C14:0, C16:0, C18:2n-6, C20:3n-6, C20:4n-6, C20:5n-3, C22:6n-6,
Ytotal SFA, Xtotal n-6 PUFA and Xtotal n-3 PUFA. However, the Pearson’s correlation
coefficient was moderate (r < 0.5) for the most of FAs in T1 with the exception of C16:0
(r = 0.676), C20:5n-3 (r = 0.859) and Xtotal SFA (r = 0.541) for which a strong correlation
was observed. In contrast, non-significant correlations were observed for C18:0, C16:1n-7,
C18:1n-9 and Xtotal MUFA. In T3, a positive correlation (p < 0.01) was observed for all FAs
with the exception of C18:0 for which a moderate negative correlation (p <0.01, r= —0.387))
was observed. In T3, the Pearson’s correlation coefficient was low-moderate (r = 0.1-0.5)
with the exception of C12:0 (r = 0.635), C16:0 (r = 0.724), C20:5n-3 (r = 0.763) and Xtotal SFA
(r = 0.605) for which a strong correlation was observed. At both sampling times T1 and
T3, the FA with the highest strong positive correlation (T1, r = 0.859 and T3, r = 0.763) was
C20:5n-3.

The corresponding percentiles of FAs during T1 and T3 were calculated and showed
in Tables 2 and 3 and expressed as either an absolute concentration or a percentage of total
FAs. Consequently, our reference ranges for relative concentration can be compared to the
results expressed as mean & SD from other European studies [14,15,19,38,39] shown in
Table 4. The levels of individual FAs that were distinct from the 2.5 or 97.5 percentiles of
the present study are indicated in Table 4.

3.3. Influence of Maternal Factors on Fatty Acid Serum Profiles

Multiple linear regression models of the influence of maternal determinants on total
FAs, total SFA, total MUFA, total n-6 PUFA, total n-3 PUFA, LA, DHA, and AA are shown in
Table 5. It can be observed that women with BMI > 30 kg/m? had significantly higher levels
of total SFA, total MUFA and AA in both trimesters of pregnancy. Moreover, educational
level and ethnicity were significantly associated with higher values of total n-3 PUFA and
DHA in T1, and lower values of total SFA, total MUFA and AA in T3. In T1, only low
physical activity was associated with lower values of DHA. However, DHA and total n-3
PUFA were significantly higher in T3 at better diet quality and older age.
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Table 2. Absolute concentration and percentile (umol/L) distribution of fatty acid in maternal serum during the first (T1) and third (T3) trimesters of pregnancy.
5 . Absolute Concentration A
Fatty Acids (umol/L) * Absolute Percentiles (umol/L)
23 I's P10 I I’50 Pz I"as 15 I'o7 5
SIA
Lauric acid {C12:0) Tl, n =469 40.14 + 10.50 29.22 30.18 31.67 34.04 37.30 4245 51.76 60.12 71.80
T3, n = 466 60,19 + 28.26 32.52 34.51 36.73 4091 51.10 69.71 97.49 121.81 146.67
Myristic acid (C14:0) Tl n =471 118.16 + 49.07 57.95 63.99 69,33 8320 107,42 139.15 188.33 228.58 260.84
13, =470 207.80 1 80.31 Y368 107.69 117.21 149.71 194.20) 2449.20 321.04 367.13 413.69
Palmitic acid (C16:0) T1, n =467 2904.40 £ 140347 1339.95 1463.74 1627.03 1937.08 258235 3500.79 4704.88 5573.20 7610.80
13, = 466 8511.32 | 4293.76 2477.62 3017.91 3H80.25 5507.61 7500.15 10,738.06 14,966.15 17,376.53 18,980.26
Stearic acid (C18:0) T1,n =470 690.31 & 208,05 3985 435.26 465.17 547.46 639,97 804.96 1019.98 1139.45 121148
T3, n=472 808,08 &+ 202.10 474.67 32263 569.76 664.25 779.99 930.30 1081.33 1174.58 1302.64
L Total SFA 1, 0 =467 3765.31 + 161417 1884.32 2073.77 2267.31 2646.97 340843 4504.30 5907.35 HY961.68 880251
T3, n = 467 9625.65 £ 437433 3171.60 3756.01 1644.10 6401.81 8574.46 11,903.47 16,488.0 18,902.97 20,791.60
MUFA
Palmitoleic acid (C16:1n-7) T1,n =465 186.37 = 45.88 119.70 125.68 136,35 151.80 180.84 21159 250.73 28354 296,39
e P 13,1 = 468 2356.66 | 89.61 100.78 134.70 163.33 194.08 24546 303.10 3784 42299 487.91
Oleic acid (C18:1n-9) T1, n = 466 1444.74 + 461.90 817.01 881.34 Y5976 1097.08 1381.89 1666.88 2044.13 2333.50 2694.42
T3, = 466 2843.85 + 1251.92 1083.25 1319.01 1507.87 1915.78 2602.09 351433 4400.45 5507.76 6221.64
X Tolal MUFA Il n =466 1634.54 + 5(0.21 959.91 102019 1104.29 1257.50 1555.50 190007 2275.35 2596.12 2979.46
T3, n = 467 3116.39 £ 1330.86 1254.75 1475.81 1711.59 215740 2860.01 3823.08 4920.80 6034.19 6668.84
n-6 PUFA
LA (C18:2n-6) T1, n =466 3335.67 £1230.19 1602.64 1756.72 1927.14 243991 321376 4097.77 5012.97 5710.44 621158
T3, # = 470 6321.14 | 2786.02 2408.12 2737.37 328210 4194.24 5722.28 TYS7.48 10,332.80 11,602.18 13,327.69
DHGLA (C20:3n-6) T1, n =469 229.99 + 90.64 101.13 114.98 127.81 165.93 216.25 280.67 360.30 40791 450.08
13,2 =471 246.20 | 85.27 116.31 129.41 146.81 184.03 23343 300.70 363.36 397.26 445.50
AA (C20:4n-6) I, 2 =473 830.82 | 276.15 421.52 455.60 52047 631.14 791.72 991.31 1247.92 1398.00 1523.56
T3, n =469 722,63 £ 220.05 387.52 423.29 472,62 560.47 692.0 855.29 1035.63 1114.09 1223.84
X Total n-6 PLUFA 11, 0 =465 43377 | 1469.64 2325.77 242011 2697.52 3325.21 4219.65 5333.68 6482.27 7114.28 7735.74
13, n = 469 727806 + 2919.04 3126.65 3435.44 4072.94 5029.21 675836 Y177 11,346.52 12,917.44 14,348.43
n-3 PUFA
EPA (C20:5n-3) T1, n =467 35,03 +£23.95 7.80 9.51 11.58 17.67 2930 45.36 74.50 87.17 103.34
T3, n =470 23.88 +£ 16,93 3.96 5.07 6.35 11.10 19.04 3231 47.7) 59.45 6846
DHA (C22:6n-3) ', n=473 240028 + 73.47 119.02 13443 151.61 185.65 23405 291.00 3030 381.36 406.58
T3, n=474 236.60 £71.77 123.02 132,54 150.80 18227 224.54 283.39 336.38 374.51 39.16
S e PR T1, 2 =473 27698 | 94.07 129.01 149.88 169.46 205.28 264.05 332.67 41477 469.19 495.58
Silomla T3, n=473 260.52 + 84.33 133.12 141.08 160.92 194,55 250,85 315.61 37751 426.69 454.23
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‘lable 2. Cont.
Fatty Acids Ab”‘“&fﬂ?:;;{:?u“ion Absolute Percentiles (umol/L)
Pz Ps Py Py Pso Pz Pag Pag Po7 5
Total FAs T1, 0 - 464 10,073.15 + 3349.07 3589.89 5808.29 6420.65 7561.30 9551.76 11,982.98 14,557.61 16,156.53 18,491.35
13, # =468 20,450.82 | 8335.23 #214.61 9780.29 10,719.47 14,577.32 18,797.72 25,5341.41 31,644.12 36,078.82 41,359.35
n-6/n-3 ratio ! T1, n =471 16.80 1 5.19 8.39 9.25 10.54 13.23 16.39 19.70 2425 27.01 29,61
T3, n=471 29.29 +11.52 11.83 13.44 13.77 2098 27.69 36,54 46.83 51.60 54.88
AA/EPA ratio T1, n = 469 31.77 £ 19.08 6.31 7.66 11.10 17.73 2744 42.68 57.56 72.19 80.34
13, # =470 44.09 1 3061 9.19 10.80 13.36 2256 37.83 57.30 9227 11343 133.61
AAS(EPA + DHA) I, n=474 3124087 1.65 1.83 205 249 34005 3.73 432 453 506
I3, n =475 296 + 09 146 1.61 1.82 230 2.85 3.56 414 4.55 499
LA/ DHGLA ratio T, 0 =469 1545 | 5.12 740 B3 9.67 11.84 14.80 18.55 2320 2504 27.86
T3, 2 =471 26,59 + 10.58 11.59 12.97 1444 18.71 2420 3278 4246 47.05 51.60
EFA index T1, 0 =47 291+ 064 177 194 211 249 285 3.30 374 4.05 4.37
T3, n =470 253+ 090 1.20 1.30 148 190 239 3.07 381 429 4.71

I: Percentile; T1: First trimester of pregnancy; T3: Third trimester of pregnancy. LA, Linoleic acid; DHGLA, Dihomo-y-linolenic acid; AA, Arachidonic acid; EPA, Eicosapentaenoic acid; DIA, Docosahexaenoic
acid. SFA, saluraled fally acids; MUFA, monounsalurated falty acids; n-6 PUFA, omega-6 polvunsaturated falty acid; n-3 PUFA, omega-3 polyunsaturaled fally acid; total FAs, lolal fally acids = £ Lolal
SFA + X total MUFA + X total n-6 PUFA + X total n-3 PUFA; (*) n-6/n-3 ratio = Ztotal n-6 PUFA /Ltotal n-3 PUFA; EFA index, Essential fatty acid index. (*): Fatty acid absolute concentration is presented as
mean | standard deviation (S12).

Table 3. Relative concentration and percentile (%) distribution of fatty acid in maternal serum during the first (1) and third (13) trimester of pregnancy.

Relative Concentration

(% of Tolal FAs) * Relative Percentiles (%)

Fatty Acids

Pys ] Pio D5 Psp P Pgq D5 Po7,5

SKA
Lauric acid (C12:0) T, n=472 042 —-0.13 0.20 0.23 0.27 (.33 0.40 049 (.60 0.63 (.74
13, n =470 0.34 —0.20 0.12 0.14 0.16 .20 0.28 0.40 .62 0.79 (.94
Myristic acid (C14:0) 11,0 =472 117 =032 0.65 0.71 0.80 .94 112 1.37 1.62 1.74 1.90
13, 1 = 473 107 = 036 0.49 .56 0.67 0.81 1.02 1.29 1.59 1.76 1.97
Palmitic acid (C16:0) T, n=471 28.09 + 4.52 20.29 21.40 22.60 24 .83 27.75 30.87 33.72 36.61 38.10
T3,n =475 40.89 1 6.82 28.06 30.81 32.88 36.17 40.47 4498 49.74 52.76 57.08

Stearic acid (C18:0) T1, n=475 6.85 _ 1.06 441 441 4.90 5.42 6.23 7.01 7.64 8.14 8.47
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‘lable 3. Cont.
> . Relative Concentration g i i
Fatty Acids (% of Total FAs) * Relative Percentiles (%)
Pas Ps Pig D3 Pso Pz Py Pys Py75
T3, n=474 420 =1.04 2.49 2.65 291 348 4.09 481 5.57 6.27 6.76
¥ Total STA T1, n = 470 36,57 4 4.38 28.84 3001 3059 33.49 36.55 3931 1202 44.15 145.65
T3, n =474 46,51 1 6.27 35.89 37.41 39,08 42.10 46.06 50.42 54.30 58.07 62.08
MUFA
Palmitoleic acid (C16:1n7) T1, n = 475 1.92 =045 1.14 1.25 1.39 1.62 1.87 2.19 258 278 2.96
SO EC] e T3, n=472 135 — 045 0.61 07 0.81 1.02 133 1.60 1.91 2.23 252
Oleic acid (C18:1n-9) T1, n =474 1452 4 2.27 10.22 11.18 11.89 13.02 14.24 16.10 17.68 1857 19.50
T3, n =471 14.16 + 3.36 8.52 9.11 1013 11.68 13.72 16.37 18.77 20.32 21.40
¥ Total MUTA T1, n = 475 16.46 L 2.53 11.47 12.57 13.55 14.79 16.18 18.16 19.83 2091 21.68
T3, n =473 15.58 1 3.51 9.50 10.49 11.32 12,93 15.14 17.84 20.19 31.81 2298
n-6 PLFA
LA (C18:2n-6), 1t = 446 T1, n =476 33.30 L 5.19 23.21 2490 26.58 29.82 3338 36.81 39.95 4213 44.14
T3, n =476 31.13 4 695 17.65 19.97 22221 26.28 31.03 35.61 4023 1268 15.69
DHGLA (C20:3n-6), 1 = 450 11, 2 =473 226 —0.38 1.20 1.38 1.54 1.84 221 261 2.96 3.33 352
13, =474 1.27 = 0.40 0.63 0.71 0.81 0.98 1.21 154 1.78 203 220
AA (C20:4n-6), 1 = 451 11,1 = 475 831 — 205 433 4.88 5.62 7.09 8.29 9.66 1095 1189 12.69
13, 1 = 471 383133 1.79 2,03 227 291 362 454 5.69 .30 7.35
¥ Total n-6 PUTA, # = 444 T1, n =474 4435 1 5.07 33.62 3625 38.20 41.05 4459 47.44 30.80 5294 5446
T3, n = 476 3650 L 7.27 21.78 2407 27.36 3143 36.47 4095 45.85 48.62 50.86
n-3 PLFA
EPA (C20:5n-3), n = 446 T1, n =467 0.36 = 0.24 0.07 0.11 0.13 0.18 0.30 046 0.66 0.86 1.04
T3, n =470 0.13 = 0.10 0.02 0.03 0.04 0.06 0.10 0.16 0.27 0.33 0.39
DHA (C22:6m-3), 1 = 456 11, 0= 474 224 = 0.66 1.25 1.49 1.63 1.97 237 2.85 3.35 3.58 387
T3, n =472 1.24 = 0.46 0.58 0.65 0.73 0.92 117 1.50 1.89 208 241
T1, 1 = 470 277 =083 141 1.62 1.79 2.16 2,67 3.28 3.93 135 474
Z Total n-3 PUTA T3, 1 = 470 1.36 = 0.53 0.64 0.70 0.78 0.98 127 1.66 212 242 267
n-6/n-3 ratio @ T, n=472 1693 L 527 8.39 9.25 10,54 1323 16.40 19.70 2441 27.53 29,67

T3, n =472 29.54 = 11.66 11.83 13.45 15.78 21.02 27.71 36.63 46.99 51.68 55.53
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‘Table 3. Cont.
Fatty Acids Rclf;f;? g:;:;l;tgt‘ion Relative Percentiles (%)

P25 Ps P D5 Pso Prs Pga Pos5 Po7.5

AA/EPA ratio T1, n = 469 31.68 = 19.01 6.31 7.66 11.10 17.73 27.44 42.68 57.56 72.19 80.34
T3, n = 470 45.25 = 32.05 9.19 10.80 13.36 22.56 37.83 57.30 9227 113.43 133.61

AA/(EPA + DIHA) Tl,n=474 3.12 = 0.87 1.65 1.83 205 249 3.05 3.73 4.32 4.53 5.06
T3, n =475 2.96 =091 1.46 1.61 1.82 230 2.85 3.56 414 455 4.99

LA/DHGLA ratio T1, n =471 15.69 1 5.37 741 8.03 9.70 11.84 14.86 18.57 23.27 2522 28.98
T3, n=472 26.64 _ 10.69 11.59 1297 14.46 18.72 2422 32.87 42,61 47.25 51.65

EFA index T, n=473 293 = 0.64 1.78 1.95 213 251 287 3.32 3.77 4.07 4.40
13,1 =470 255 = 0.90 1.20 1.31 1.48 1.91 240 3.08 3.83 4.30 4.74

P: Percentile; T1: First trimester of pregnancy; T3: Third trimester of pregnancy. LA, Linoleic acid; DHGLA, Dihomo-y-linolenic acid; AA, Arachidonic acid; EPA, Eicosapentaenoic acid; DIA, Docosahexaenoic
acid. SPA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; n-6 PUFA, omega-6 polyunsaturated fatty acid; n-3 PUFA, omega-3 polyunsaturated fatty acid; () n-6/n-3 ratio = Xtotal n-6 PUFA /Ltotal
n-3 PUFA; EFA index, Essential fatty acid index. (*): Fatty acid relative concentration is presented as mean = standard deviation (SD).

Table 4. A comparison of reporled concentrations (%) of lolal fally acids in malernal serum from different European counlries.

Qur Reference Inlervals

Montes el al. [19] (n = 170)

Otlo et al. [14] (n = 23)

Enke et al. [15] (n = 55)

Vlaardingerbroek et al.
[38] (n =172)

Wheeler el al. [39] (i = 142)

Fatty Acids S ot - 5 s .
(T1, n = 472; T3, n = 468) (Spain) (The Netherlands) (Germany) (The Netherlands) (United Kingdom)
Percentiles (2.5-97.5%) Mean = SD

SFA
Myristic acid (C14:0) T1 0.65-1.90 - - - -

T3 0.49-1.97 - - 1.21 = 0.40 - 121 +003
Palmitic acid (C16:0) I 20.29 38.10

T3 28.06-57.08 - - 30.20 =231 - 2594017
Stearic acid (C18:0) Tl 4.41-847 - - - -

Ta 2.49-6.76 - - 559 = 0.78 - 5.84 +0.05
X Total SFA T 28.8445.65 3034 1 2.06 4414 | 046 - 45.06 | Q.09

T3 25.89-62.08 - - 67.80 + 477 1 45.80 £ 0.07 33.0+0.20
MUEA

o i o 1 1.14-2.96 -

Ealmitoleicadd (C16:107), 0.61 2.52 241 4007
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‘lable 4. Cont.
Qur Reference | 1 M al. [19] (n = 170! 0 I.[4]1=23) Enkeetal. [15) (=35  vioardingerbroeketal. ., 1. [39] (1 = 142
Fatty Acids ur Re LI‘LI.‘N.‘F. ntervals ontes dsa 4 [ 1 (n =170) t’?het;l tL ll("as & ‘nke e(t;: .[15) (n =55 138] (s = 172) e;cn: eet‘-lal.(j[;\ L(n = )
(T1, n = 472; T3, n = 468) (Spain) (The Netherlands) (Germany) (The Netherlands) (Unit gdom)
Percentiles (2.5 Y7.5%) Mean = SD

Oleic acid (C18:1n-9) I 10.22-19.50 - . .

13 5.52-21.40 - - 2300 =245 1 3 22+040t
3 Total MUI'A 11 11.47-21.68 2329 4+ 362 12.05 1 0.25 " 1120 1 Q08*

T3 9.50-22.98 - 2920 =203} 11.99 + 0.0 288 +025t
n-6 PUFA
LA (C18:2n-6) T1 2321-44.14 3216 £ 4.16 2048 +£ 048> - 2128 +0.18*

3 17.635-45.69 . @ 2350 1 3.41 21.78 1 Q.18 271 10.29
DIIGLA (C20:3n-6) Tl 1.20-3.52 135+036° 3534007t - 3224005

T3 0.63-2.20 2 - 155 1 0.32 346 1044 788 1020 t
AA (C20:4n-6) T1 1.33-12.69 733174 9.34+035 - 9.64+0.11

T3 1.79-7.55 - - A83 =089 315+010t 5.40 4 0.08
3 Total n-6 PUFA I 33.62-54.46 4256 1 422 3488 1 0.62 - .

3 21.78 5086 . . . 347 £ 031
n-3 PUFA
EPA (C20:5n-3) T1 0.07-1.04 0.39 + 030 0.62 +0.11 . 0.58 + 0.02

T3 0.02-0.39 - - 024 =0.10 0.34+002 032+002
DIIA (C22:6n-3) T1 1.23-3.87 2,68 £ 0.62 393 1022t - 388 1 oo7t

T3 0.38-2.41 - - 121 = 0.35 374 1 006 ¢ 207 +0.04
£ Total n-3 PUFA D 141474 3.69 £ 0.87 5351 033t £ :

T3 0.64-2.67 - - Lal = 0.46 - 272 1 006 t
n-6/n-3 ratio ! T 8.39-29.61 12.16 | 3.04 644 1 029 = 5

T3 11.83-54.88 - - - -
AA/(EPA + DHA) T1 1.63-5.06 - - - -

3 1.46-4.99 g 5 . . 232 1 004
EFA index Ik 1.78 440 345 1009 3.62 1004

T3 1.20-4.74 - - - 3.34 4 044

T1: First Trimester of pregnancy; T3: Third trimester of pregnancy. LA, Linoleic acid; DIIGLA, Dihomo-y-linolenic acid; AA, Arachidonic acid; EPA, Eicosapentaenoic acid; DIIA, Docosahexaenoic acid. SFA,
saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; n-6 PUFA, omega-6 polyunsaturated fatty acid; n-3 PLUFA, omega-3 polyunsaturated fatty acid; (") n-6/n-3 ratio = Xtotal n-6 PUFA /Etotal n-3 PUFA;

I'FA index, Essential fatty acid index. (-) indicates that the fatty acid is not reported. The (*) and (') denote: under 2.3 percentile and over 97.5 percentile of the present study, respectively.
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Table 5. Multiple linear regression of potential factors related to maternal serum fatty acids composition in the first (T1) and third (T3) trimesters of pregnancy.
Fatty Acids
Total FA Total SFA Total MUFA Total n-6 PUFA

Maternal factors in T1 B SE p B SE P B SE il b SE P
Maternal Age 58 440 (L89S 145 21.1 (1.494 (.3 0.6 (.959 21 19.6 0915
Qccupation 1.9 423.8 (1L.812 1152 202.1 (L.569 323 63.8 0.614 222 188.3 (1.906
Educational level 152.8 299.0 0.610 16.2 143.1 0.810 47.1 454 0.300 1244 1328 0.350
Ethnicity 3954 578.6 (1.495 3340 2755 (1.226 1084 864 0.211 3.5 256.8 1.716
Parity 403.7 412.6 0.329 417.3 198.2 0.036* 1165 624 0.063 1152 183.0 0.530
BMI 97.3 43.2 .025 36.1 204 .00k * 13.2 6.3 (0.044 347 19.2 0.072
Gestational weight gain 49.8 433 0.304 =275 231 0.236 -0.1 7.3 0.992 =199 21.5 0.354
Smoking —148.3 2563 0.563 —-41 123.0 0.973 =351 39.0 0.369 -99.6 113.8 0.382
Aleohol consumption 27903 33168 (.40 1917.9 1589.0 (.228 5674 502.5 (1.261) 468.6 14734 (1.751
Physical Activity —145.6 333.0 0.662 64 159.4 0.968 —25.2 50.4 0.617 -118.3 147.8 0424
Diet Quality 106.3 734 0.149 338 33.1 .113 16.5 1.1 0.138 210 326 0.520

R? = 0056, Fyq 200= 1.502; p= 0.130 R2 = 0081, Fyy 25, = 2.248; p= 0.012* R? = 0,060, Fyy 201 = 1.632; p= 0.089 R? = 0,041, Fyy 259 = 1.101; p= 0,360
Maternal factors in T3
Maternal Age 191.2 108.3 0.079 370 59.8 0.336 372 179 0.080 36.5 382 0.340
Occupation 1059.6 10584 (.318 8789 576.9 (.129 306.2 1743 51 154.0 3699 0.677
Educational level —1453.6 737.6 0.050 —1002.6 106.6 0.014* -81.1 1234 0.026* —446.0 259.0 0.086
Fthnicity 1851.1 1429.2 0.196 922.6 783.1 0.241 327.1 235.1 0.384 761.8 500.1 0.129
Parily —745.5 1030.0 0.470 7391 569.5 (L195 —1481 170.0 0.014* —483.3 360.8 0.181
BMI 2541 108.4 0.020 164.3 59.5 Q.006 * 44.0 17.8 0.635 57.3 378 0.130
Geslalional weighl gain 149.2 119.7 0.214 107.2 66.2 (L.106 9.5 200 0.229 17.3 422 (L.683
Smoking =2715 638.2 0.671 —386.9 3541 0.275 -1279 106.1 0.659 =362 2238 0.872
Alcohol consum ption 4228.6 §281.3 610 1697.3 4543.5 (.709 680 13784 (.475 2083.2 2909.4 1475
Physical Activity —482.1 8188 0.557 —6388.4 456.4 0.133 —97.2 136.0 0.507 —49.0 2878 0.865
Diet Quality 130.1 182.9 0477 89.0 100.2 0.375 202 303 0.080 58.8 643 0.363

R2 = (L061, Fyy253= 1.673; p= 0079 R2 = (L0, Fyq i0= 2.573; p= 0.004 R2 = 0001, Fyy ax5= 2.587; p= 0.004 = R2 = 0041, Fyy200= 1098; p=).362

Total n-3 PUFA Linoleic Acid Arachidonic Acid Docosahexaenoic Acid

Maternal factors in 11 B SE n B SE P B Sk P B SE P
Maternal Age 29 13 0.027 * 3.6 16.5 735 -16 37 0.671 1.6 1.0 0.101
Oceupation 9.1 125 (1465 521 159.1 1.743 267 36.1 (1460 9.7 9.7 (.316
Educational level 233 88 0.009* —-161.1 1118 0.151 334 256 0.193 17.2 6.8 0.012*
Ethnicity 423 16.8 0.012* 1.5 216.7 0.958 6.8 48.6 0.889 29.1 13.0 0.026%
Parity 13.8 121 0.257 814 1546 0.599 70.2 35.1 (Lide* 1.2 93 0.233
BMI 0.7 13 0.600 29.0 162 0.074 8.6 36 0.018* 08 1.0 0.404
Gestational weight gain 0.2 14 (L.B80 16.0 18.1 0.379 .3 4.1 01.950 (.2 1.1 0.834
Smoking =26 76 0.736 -122.6 96.1 0.203 82 220 0.709 =33 58 0.570
Alcohol consumption —67.8 97.8 0.489 —156.9 1245.0 0.900 —303.4 284.6 0.287 -251 75.6 740

Physical Activity 17.9 98 (LORE 30.2 1249 (L&Y 4.7 284 (.024 174 7.6 0.023*
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‘lable 5. Cont.
Fatty Acids
Total FA ‘Total SFA Total MUFA Total n-6 PUFA
Diet Quality 1.0 22 0.645 28.8 275 0.296 -5.0 6.3 0.429 09 17 01581
R? = Q.111, Fyj a5a= 3.198; p= <0.001 * R? = 0.045, Fyj 250= 1.214; p= 0.277 R* = 0.061, Fyj255= 1.675; p= 0.078 R? = 0.108, Fyj2e:= 3.132; p= 0.001 *

Maternal factors in T3

Maternal Age 32 1.1 0004 275 35.3 0437 18 29 0.543 28 09 0002
Qccupation —34 108 0.753 2049 3425 0.550 244 283 0.388 -02 9.1 0.981
Educational level 88 7.6 0.246 4194 239.4 0.081 11.1 199 0.578 6.4 6.4 0.314
Ethnicity 16 145 0915 —6249 4624 0178 ~Ya.8 38.4 0015 52 122 01674
Parity ~7.0 10.4 0.501 —406.5 334.1 0.225 1.8 274 0947 -9.] 8.8 0.304
BMI 0.2 1.1 0.855 493 349 0.160 6. 29 0036 03 0.9 0.776
Gestational weight gain -0.2 12 0.876 113 39.0 0.773 31 36 0.384 -02 1.0 0.825
Smoking 43 6.5 0.506 26.4 207.1 01.899 17.7 17.2 0.303 3.0 53 0.582
Alcohol consumption —86.9 848 0.306 —1756.6 2690.1 0.514 1616 2219 0.467 —624 717 0.385
Physical Activity —10.4 84 0215 48 266.1 0.986 —74 219 0.737 -72 71 0.307
Dict Quality 3.6 19 (1055 389 6010 1517 7.5 5.0 0,133 3.1 16 0.050 *

R? = 0.082, Fyy 286= 2.331; p= 0.009 * R? = 0.037, F 1 243= 0.996; p= 0450 R? = 0.065, Fy a50= 1.792; p= 0.049 R? = 0,077, Fyy 257= 2.170; p= 0016~

B, unstandardised coefficient; SE, standard error. (%) Level of statistical significance p > 0.05. Variables included in multiple linear regression: maternal age {years), occupation (student, employed, unemployed),
cthnicity (Spanish, non-Spanish women), parity (no, ves), initial BMI (Kg/m?), gestational weight gain (Kg/m?”), maternal smoking status (no, ves), maternal alcohol consumplion (no, ves), physical activity in
METs (score), diet quality (score).
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4. Discussion

The results of present study provide a reference range for the vast majority of serum cir-
culating FAs and FAs ratios in 479 healthy pregnant women from the ECLIPSES study [28],
assessed both in T1 and T3 of gestation. These results complement the few studies on refer-
ence ranges of FAs that exist in pregnant women for different moments of gestation, and
add a new measurement with FAs index. Furthermore, this study describes the variation
of FA levels in serum according to some maternal factors such as age, obesity, sedentary
lifestyle, lower educational level, low diet quality, parity and non-Spanish ethnicity.

In general, any laboratory test is compared with reference ranges in order to assess the
degree of compliance with normality levels, both individually in the clinical follow-up of
the subject and collectively in epidemiological studies [9]. Adequate levels of FAs in T1 are
of great importance considering the part they play in the onset of neurogenesis [7,8]. EPA
and DHA are particularly critical for supporting the development of the central nervous
system, retinal photoreceptors and immune system [6]. Nevertheless, few investigations
have reported reference intervals for serum individualized FA concentrations, mainly due
to the technical complexity of FAs evaluation compared to other nutrients or biomarkers. In
the scarce literature available, FA reference ranges for serum are reported in non-pregnant
adults [10-13]. Geographical region, sex, age, physio-pathological conditions [13,22] such
as pregnancy [17] and dietary pattern have been seen to lead to some discrepancies.
Kish-Trier et al. [40] and Mayo Clinic [12] separately provided reference intervals in age
groups from the North American population with somewhat different results. Abdelmagid
et al. [11] also reported significant differences between Canadian male and female adults in
such FAs as LA or DHA. For pregnant women, reference values have only been described
in a Brazilian cohort of 225 healthy pregnant women [16] and in a Norwegian cohort of
247 healthy pregnant women [17]. However, the concentration units (relative terms) and
type of sample (erythrocyte membrane) evaluated in these two cohorts cannot be compared
with our work methodology and our results. In this regard, reference intervals should be
developed using a more uniform and systematic process. In any case, our study provides
new information on the European Mediterranean region with socioeconomic, cultural and
dietary characteristics different from the previous ones.

Depending on concentration units, the reference intervals of individual FAs in serum
can be expressed as either absolute concentrations or percentages of total FA. To the
best of our knowledge, no study has reported serum reference ranges in both types of
concentration units in healthy pregnant women. To make our results comparable with
those of previous studies, reference ranges were reported as relative concentrations because
very little literature reports absolute values in pregnant women. Correlations between FA
concentrations expressed in absolute and relative values were low-moderate (r = 0.1-0.5)
with the exception of C12:0, C16:0, Total SFA and C20:5n-3 for which a strong correlation
was observed (r > 0.5). Identically to our results, other studies have already noted poor
correlations between absolute and relative concentrations [40-43] in non-pregnant adults.
It is postulated that differences between percentages and concentrations depended on
individual FA-characteristics [43]. Moreover, the difference in the correlation could be due
to the fact that the percentage of individual FA is calculated based on the whole set of
FAs detected, however absolute concentration of individual FA is not dependent upon
the relative abundance of other FAs. For this reason, we believe that the measurement
expressed in absolute terms would facilitate comparisons among studies.

Our relative results were compared with those reported in other European studies
(Table 3). As expected, in the Mediterranean diet pattern Xtotal MUFA levels appear to
be higher in the study from Spain [19] and lower in non-Spanish countries such as the
study from the Netherlands [14,38]. Surprisingly, similar levels of Xtotal MUFA have also
been observed in Germany [15] and in UK [39], which are not characterized by following
a Mediterranean pattern diet. DHGLA and AA values were higher in the Netherlands
than other countries. Normally, the production of inflammatory mediators such as AA
is associated with the course of pregnancy. However, abnormally high levels have been
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related to pathological pregnancy complications such as preeclampsia, premature labor,
fetal growth, among others (especially in women with risk factors for overweight and
obesity) [27]. Some of these complications occur during T3, however Otto et al. [14]
measured FA during T1. Furthermore, certain maternal factors such as obesity predispose
to suffer a greater number of complications and the study of Vlaardingerbroek. et al. [38]
did not report the BMI of their pregnant women population. In addition to the above, DHA
concentrations from the Netherlands are higher than those reported in the other studies.
Possible explanations for increased DHA in the Netherlands might be the high intake of n-3
supplements or the higher consumption of seafood per capita [17]. Finally, the differences
in the measurement time window, sample size and FA assay protocol could explain the
difference found with these authors [14,15,19,38,39]. Nevertheless, it is important to note
that absolute concentrations are more useful and facilitate comparisons between studies
and the recommendation for future studies is to report FA levels as absolute units. Further,
absolute values consist in an individual measure that assure an economic analysis compared
with relative values that require the measurement of all circulating FAs in serum. In this
regard, absolute analysis could be included in routine clinical practice of laboratories and
not be limited to research studies.

Regarding the evolution of FA levels between T1 and T3, we conclude in an article from
the ECLIPSES study, that serum FA profile changed during the gestational period: Ztotal
SFA, Xtotal MUFA and Ztotal n-6 PUFA increased during pregnancy, whereas essential
FAs such AA and EPA decrease and DHA remains unchanged [44]. It is well-known that
the composition in serum of essential FAs such n-6 PUFA and n-3 PUFA is closely linked to
dietary FA consumption [18,19]. However, Volk et al. [45] showed that dietary and plasma
SFA and MUFA are not related. In addition, some authors reported likewise to our results
that FAs intake and the dietary pattern remained similar throughout pregnancy [14,29]. In
this sense, diet would not explain the variations observed in serum FA composition and
levels, including the lack of correlation between absolute and relative concentrations in our
results, which could be related to other factors in combination with physiological changes
in plasma volume during pregnancy.

We found that the women with obesity, sedentary lifestyle, lower educational level
and those of non-Spanish ethnicity had higher levels of total SFA, total MUFA and AA, and
lower levels of total n-3 PUFA and DHA. Factors such as obesity and sedentary lifestyle,
could favor the presence of proinflammatory FAs such as AA. Ma et al. showed that
overweight, smoking and alcohol drinking can increased the endogenous synthesis of
SFA [46]. Other studies showed that variations in FA concentrations could be affected by the
genetically conditions, such as genotype expression of fatty acid desaturase [25,47]. Overall,
it is important to note that lifestyle, sociodemographic and genetic factors can affect normal
FA reference intervals in pregnancy. Therefore, serum FA measure could be considered
as an integration of dietary intake and individual biological response [46]. Consequently,
absolute percentiles of FAs for 95% of the population could assist the evaluation of FA
status and the identification of women at risk of either under exposure (<2.5% percentile)
or over exposure (=>97.5% percentile) to an individual FA.

One of the strengths of this study is that it is the first one to define individual SFA,
MUEFA, and PUFA reference ranges in absolute and relative units in a large sample of
healthy women at the beginning and end of pregnancy. The representativeness of the
sample size emphasizes the validity of the proposed reference values in the present study.
All data were collected by the same trained researchers, and all FA analyses were performed
in the same research laboratory. Furthermore, FAs were analyzed by GC-MS which is the
more recently clinically validated method for individual FA quantitation [40] and can be
applied for fully automated FA profiling in serum samples during dietary studies [35].
Further, our results would facilitate future research into the role of high/low concentrations
of individual FAs in obstetric and fetal pathologies. Nevertheless, it does have several
limitations. First, FAs were not analyzed in the second trimester of pregnancy and it would
have been interesting to monitor the whole gestational period. Second, we were unable to
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assess all FAs in our sample. One of these was ALA, one of the main n-3 PUFAs, which
may explain why the n-3 PUFA relative levels in our study were lower than those in other
countries. Third, it is difficult to establish a comparison between countries because the FA
profile analyzed in total serum/plasma lipids can vary from different populations, included
in the same country; further the measurement of FAs in all circulating lipids differ from FA
profile performed in circulating triglycerides, phospholipids or esters of cholesterol.

5. Conclusions

The present study provides the serum reference interval for FA levels in a large
sample of pregnant women from a Mediterranean region. The data are reported in the
first and third trimesters of pregnancy, expressed both as absolute values of their serum
concentrations, and as relative values in terms of the percentage of total FA. The percentiles
of reference ranges proposed will be a useful tool for assessing the degree of adequacy
of FAs in pregnant women, in both individual monitoring of pregnancy, and population-
based epidemiological studies. However, every region must provide their own reference
ranges in accordance with the characteristics of their population. Further research is
needed to identify the personal and environmental factors that contribute to a healthy diet
during pregnancy.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/nu13114037/s1, Table S1: Pearson correlations between absolute (iumol/L) and relative (% of
total FAs) concentration of fatty acids in serum.
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Tabla 13. Correlacion de Pearson entre los valores séricos absolutos y relativos de los acidos grasos durante el primer (T1) y tercer (T3) trimestre de

gestacion.

Fatty acids First trimester (T1) Third trimester (T3)
Between absolute and relative concentration Between absolute and relative concentration
r p-values* r p-values*
SFA
Lauric acid (C12:0) n=471-472 0.254 <0.001 n=466 - 470 0.635 <0.001
Myristic acid (C14:0) n=471-472 0.454 <0.001 n=472-473 0.334 <0.001
Palmitic acid (C16:0) n=468 -471 0.676 <0.001 n=470-475 0.724 <0.001
Stearic acid (C18:0) n=472-475 -0.41 0.374 n=474 — 475 -0.387 <0.001
3 Total SFA n=468 - 470 0.541 <0.001 n=468 —474 0.605 <0.001
MUFA
Palmitoleic acid (C16:1n-7) n=466 - 475 0.108 0.020 n=469 —472 0.211 <0.001
Oleic acid (C18:1n-9) n=466 -474 0.084 0.071 n=469 -471 0.349 <0.001
3 Total MUFA n=466 - 475 -0.007 0.880 n=469 —472 0.285 <0.001
n-6 PUFA
LA (C18:2n-6) n=467 - 476 0.397 <0.001 n=473-474 0.370 <0.001
DHGLA (C20:3n-6) n=471-473 0.477 <0.001 n=474 0.163 <0.001
AA (C20:4n-6) n=473-475 0.307 <0.001 n=471-473 0.154 0.001
¥ Total n-6 PUFA n=469 - 474 0.169 <0.001 n=473-476 0.206 <0.001
n-3 PUFA
EPA (C20:5n-3) n=467 - 469 0.859 <0.001 n=464 0.763 <0.001
DHA (C22:6n-3) n=474 -475 0.306 <0.001 n=472-476 0.215 <0.001
3 Total n-3 PUFA n=470-473 0.416 <0.001 n=470-475 0.291 <0.001

LA, Linoleic acid; DHGLA, Dihomo-y-linolenic acid; AA, Arachidonic acid; EPA, Eicosapentaenoic acid; DHA, Docosahexaenoic acid. SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated

fatty acids; n-6 PUFA, omega-6 polyunsaturated fatty acid; n-3 PUFA, omega-3 polyunsaturated fatty acid. (*) p-values < 0.01 were considered significant.
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eicosapentaenoico (EPA) durante el primer (T1) y tercer (T3) trimestre de gestacion.
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Abstract: Maternal short-chain fatty acids (SCFAs) play a critical role in fetal development and
metabolic programming. However, an important gap in the analysis of such relationships is the
lack of reference values in pregnant women. Therefore, we establish serum SCFA percentile ref-
erence ranges both early and later in pregnancy in a population from a Mediterranean region of
Northern Spain. A population-based follow-up study involving 455 healthy pregnant women (mean
age 30.6 - 5.0 years) from the ECLIPSES study is conducted. Sociodemographic, obstetric, anthropo-
metric, lifestyle, dietary variables and blood samples were collected in the first and third trimesters.
Serum SCFA concentrations were measured by LC-MS/MS. The 2.5/97.5 percentiles of the refer-
ence interval for serum acetic, propionic, isobutyric, and butyric acids were 16.4/103.8 umol/L,
2.1/5.8 umol/L, 0.16/1.01 umol/L and 0.32/1.67 umol/L in the first trimester of pregnancy, re-
spectively. In the third trimester, butyrate levels increased with most of the maternal factors and
categories studied, while acetic acid and isobutyric acid decreased only in some maternal categories.
Propionic acid was not affected by maternal factors. Reference ranges did not vary with maternal
age, body weight, social class or diet, but decreased with smoking, high physical activity, low BMI
and primiparity. This study establishes for the first-time SCFAs reference ranges in serum for women
in our region in both early and late pregnancy. This information can be useful to monitor pregnancy
follow-up and detect risk values.

Keywords: short chain fatty acid; reference ranges; pregnancy; ECLIPSES

1. Introduction

SCFAs including acetate acid, propionate acid and butyrate acid are important metabo-
lites produced by anaerobic bacterial fermentation in the colon of food components, mainly
dietary fiber. To a lesser extent, they are ingested directly from food or are produced
endogenously through metabolic processes [1]. In addition to acting as local substrates for
energy production at the intestinal mucosa, after absorption, circulating SCFAs regulate
numerous metabolic pathways through the G-protein coupled receptors (GPCRs) activa-
tion [2,3], such as GPR41, GPR43, and GPR109A, which are expressed in a variety of tissues
such as liver, adipose tissue, skeletal muscle, and brain.

Some recent evidence indicates that maternal SCFAs status and their metabolism
seem to play a crucial role during pregnancy. Interestingly, expression of both GPR41
and GPR43 receptors have been detected in human gestational tissues such as the uterus,
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myometrium, placenta, amnion, and chorion [2] which have been related to the modulation
of modulating inflammatory processes involved in parturition and the functional integrity
of fetal membranes [2]. Moreover, experimental evidence in pregnant rats indicated that
butyric acid supplementation during early pregnancy improved embryo implantation
and maintained pregnancy through enhancing maternal phospholipids metabolism and
ovarian progesterone synthesis [4]. Additionally, it has been demonstrated in mice that
propionate acting as GPR43 ligands influences the control of insulin levels in the embryo,
and via receptors GPR41 in the fetus influence the development of the sympathetic nervous
system [5].

Pregnancy is a period of critical physiological and physical changes. Proper adap-
tation to these changes will influence the health of both mother and offspring [6-8]. In
this regard, circulating maternal SCFAs are speculated to determine the development and
metabolic programming of the fetus [9,10], and therefore their imbalance may be detri-
mental. Supporting such effects, epidemiological studies have observed that maternal gut
microbiota alteration and circulating SCFA levels are associated with a range of pregnancy
complications including maternal obesity, gestational diabetes, as well as hypertensive
disorders such as preeclampsia and eclampsia [9,11-13]; while in the offspring, associations
with childhood obesity, atopic diseases, and neurological diseases, such as autism has also
been reported [9,14]. These immediate but mostly long-term consequences highlight the
importance to maintain adequate SCFA levels during pregnancy.

To assess the global physiological effect of SCFAs, a relatively simple and reliable
method in clinical practice is the determination of serum levels of SCFAs, since they are
the ones that cross the intestinal barrier and reach the blood circulation. In this sense, the
Human Metabolome Database (http://www.hmdb.ca/, accessed on 24 July 2022) and
Tian, Z. et al. [15], although with great variability in the data offered, has reported from
few studies the mean concentration in blood samples in non-pregnant adult population
(>18 years) of acetate, propionate, butyrate and isobutyrate. Concerning pregnant women,
only two studies have assessed SCFAs by reporting values as mean concentrations [12,16].
However, to our knowledge, there are no reference ranges or a consensus as to what
constitutes normal maternal SCFA values in pregnant women. Moreover, it is also important
to know the evolution of SCFA levels during the course of pregnancy, since some studies
have reported that between the first and last trimester of pregnancy, there are significant
changes in SCFA-producing gut microbiota [6,17-19].

Considering the above-mentioned background, the need for population-based SCFA
reference values throughout the course of the pregnancy and reported as percentiles will be
an important contribution to the correct assessment of SCFA status both in routine clinical
practice and in research. Therefore, the aim of this study was to establish serum SCFA
percentile reference ranges both early and later in pregnancy in a pregnant population from
a Mediterranean region of Northern Spain. In addition, the association between socioeco-
nomic and maternal lifestyle factors and the maternal SCFAs profile has been evaluated.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Participants

A population-based prospective cohort study of pregnant women was conducted
from the first trimester (T1) to the third trimester (T3). Participants were pregnant women
without chronic pathology, who participated in the ECLIPSES study [20,21]. This study is
registered in both the ClinicalTrials.gov (identification number NCT03196882) and the Eu-
ropean Union (EU) Clinical Trial Register (EUCTR-2012-005480-28). A detailed description
of the Details of ECLIPSES have been published elsewhere [20]. The ECLIPSES trial was
approved by the Clinical Research Ethics Committee of the Jordi Gol Institute for Primary
Care Research (IDIAP) and the Pere Virgili Institute for Health Research (1ISPV). Eligible
participants were healthy adult women older than 18 years at <12 weeks of gestation from
Catalonia, Spain. The exclusion criteria were multiple pregnancies, anemic status, taking
iron supplements (>10 mg) before week 12 of gestation, hypersensitivity to egg protein,
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@

Included
Pregnant women
(at 12t week)
n=793

previous severe disease such as immunosuppression, or any chronic disease that could
affect nutritional development (malabsorption syndrome, diabetes, cancer, hepatopathies).
These exclusion criteria were applied at the beginning of the study and during gestational
follow-up. Informed consent was obtained from all women included in this study. The
study complies with the tenets of the Declaration of Helsinki.

Of the 793 pregnant women initially recruited, for the present analysis, all women
who had data regarding serum SCFAs measurements at first (around 12 weeks of gestation)
and third (around 36 weeks of gestation) trimester of pregnancy were included. Therefore,
the total study sample consisted of 455 pregnant women. Participant dropout was caused
by voluntary abandonment (women who have voluntarily decided to not continue with
the study, n = 245), emergence of exclusion criteria during pregnancy (n = 41), miscarriage
or termination of pregnancy (1 = 14), and lost to follow-up (1 = 36), and laboratory incident
(n = 2). The flow of participants and serum collection is outlined in Figure 1.

@ @

Pregnant women Pregnant women
(at 24t week) (at 36t week)

ECLIPSES Study

!} n=547 ' n =465
Losses: Losses:
- Voluntary = Voluntary
abandonment: n = 181 abandonment: n = 58
Exclusion criteria: n = 35 Exclusion criteria: n = 4
- Miscarriage: n = 10 Miscarriage: n =4
Follow-up loss: n = 20 - Follow-up loss: n = 16

i Losses:
Laboratory incident: n = 2
Exclusion criteria: n =2 H
Voluntary abandonment: n =6 |

Serum collection at
36 week
n =455

Figure 1. The flow of participants and serum collection during pregnancy.

2.2. Data Collection

Midwives, gynecologist and nutritionists collected the participants’ medical and ob-
stetric history (including parity (primipara and multipara) and gestational age calculated
by fetal ultrasound biometry and extracted from medical records), socioeconomic infor-
mation, ethnicity, education level, lifestyle habits, and anthropometric measurements was
collected throughout pregnancy during the personal interview and from specific ques-
tionnaires. The socioeconomic level was calculated by using the Catalan classification
of occupations (CCO-2011) [22] such as student, employed and unemployed. The ed-
ucation level was classified as low (primary or less), medium (high school), and high
(university studies or more). Physical activity was assessed by using the International
Physical Activity Questionnaire [23]. Physical activity was derived from total metabolic
equivalents (METs) values based on frequency and duration of walking and moderate
and vigorous-intensity activity and classified as sedentary/low (<600 METs min/week),
moderate (=600 to 2999 METs min/week), and high (>3000 METs min/week). The Fager-
strom questionnaire (Fagerstrom_Q) [24] was used to assess smoking. The women were
classified as smoker, ex-smoker and non-smokers. Anthropometric measures were height
(cm) and weight (kg). Body mass index (BMI) was calculated and categorized following
World Health Organization (WHO) criteria [25] as normal weight (BMI = 18.5-24.9 kg/ m?),
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overweight (BMI = 25.0-29.9 kg/m?) and obesity (BMI > 30 kg/m?). Total gestational
weight gain (GWG) was calculated and conditioned by the initial BMI, and was categorized
into insufficient, adequate or excessive GWG according to the 2009 Institute of Medicine
(IOM) recommendations [26]. An adequate GWG corresponds between 11.5-16 kg for an
initial normal weight, between 11.5-16 kg for an initial overweight, and between 5-9 kg for
an initial obesity. Values below or above adequate GWG were considered insufficient or
excessive GWG, respectively.

Usual food consumption of the women was assessed both T1 and T3 through a self-
administered food frequency questionnaire (FFQ) regarding 45-food groups, previously
validated in our population [27]. This questionnaire asked about the usual frequency of
consumption per week or per month for each food group. Grams per day were calculated
for each food group according to the standardized size and weight of a serving portion
of validated questionnaire. Daily intake of energy and nutrients was calculated using the
REGAL (Répertoire Général des Aliments) food composition table [28] and was comple-
mented by the Spanish food composition table [29]. As a result, we obtained daily intake
of macronutrients such as fiber and protein which were analyzed in this study in relation
to SCFA since could be related to microbiota and may change during pregnancy. From
this FFQ, a Spanish diet quality index (SQDI) [30] was estimated based on intake of nine
food groups (fruits, vegetables, legumes, cereals, fresh fish, meat and processed meat,
dairy products, olive oil, and alcohol). The resulting score ranged from 0 to 18 points,
with higher values indicating a greater adherence to the SDQI, and therefore, higher diet
quality. Since there are no pre-established cut-off points for the pregnant population, scores
were categorized as low (0-6 points), moderate (7-10 points), and high (11-18 points) diet
quality. Regarding alcohol consumption, women were classified as non-drinker and drinker
of alcohol.

2.3. Short-Chain Fatty Acids Measuress

During the course of the study, fasting serum samples were collected both T1 and
T3 (12 £ 0.5 and 36 =+ 0.4 gestational week, respectively) of gestation into 7.5 mL tubes
without anticoagulant and were left without mixing for 30 min at room temperature to
enable coagulation. The serum was separated by centrifugation and stored into aliquots
of 500 uL at —80°C inside the BioBank until assayed. Samples were thawed at the end of
the study and simultaneously assayed to minimize inter-batch variation [20].

With respect to the sample preparation [31] and quantification of the serum SCFAs
(acetate, propionate, isobutyric, and butyrate acids) by liquid chromatography tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS), briefly, the method starts with a 20 uL sample mixed with
internal standard mixture in methanol to prsecipitate proteins. Then, supernatants were
mixed with water, o-Benzylhydroxylamine (BHA, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
and N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide (EDC, Sigma Aldrich) to obtain
SCFAs derivatives. SCFAs derivatives were purified by a liquid-liquid extraction using
diethyl ether and SCFAs quantification was performed by LC-MS/MS using the Ultra-high
performance liquid chromatography (UHPLC) 1290 Infinity II Series coupled to a QqQ 6470
Series® (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). The chromatographic separation
was performed with an elution gradient using a ternary mobile phase containing water,
methanol and isopropanol with ammonium formate on the analytical Kinetex Polar C18
(2.6 um 2.1 x 100 mm) column (Phenomenex, Torrance, CA, USA). The mass spectrometer
operates in multiple reaction monitoring (MRM) mode and SCFAs were ionized by positive
electrospray. The UHPLC-MS/MS system was controlled by the Agilent MassHunter®
Workstation (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). The samples were analyzed
in duplicate and the mean of the two values was calculated.

2.4. Statistical Analysis

Descriptive data were presented as mean =+ SD for quantitative variables or number
(%) for qualitative variables. The range, mean, and percentiles of the maternal serum con-
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centration expressed as umol/L of SCFAs (acetate, propionate, isobutyrate, and butyrate)
during first and third trimester of pregnancy were profiled. The SCFAs reference intervals
were determined following the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) C28-A3
guidelines [32] and represented the central 95% of the tested population (being the 2.5%
and 97.5% confidence intervals the lower and upper limits, respectively). In this study,
outlier values were identified and handled such as Martin-Grau, C et al. [33]. The means
between groups (the first and third trimesters of pregnancy) were compared by the paired
Student’s f-test. While ANOVA or independent-sample t-tests, as appropriate, was used
to determine statistical differences in the distribution of SCFAs for intragroup compar-
isons. The subgroup-variable included the following prenatal characteristics: maternal
age (<25, 25-29, >30 years), initial BMI (normal weight, overweight, obesity), gestational
weight gain (insufficient, adequate, excessive), social class (low, medium, high), maternal
smoking status (no, yes), parity (primiparous, multiparous), alcohol consumption (no, yes),
physical activity (low, moderate, high), SQDI score (low, moderate, high), fiber (in terciles)
and proteins (in terciles). Additional multivariable-adjusted analysis to investigate the
independent association between maternal factors and circulating SCFA was performed
(Tables S1 and S2). Results were reported as mean & SD. All of the statistical analyses were
run by the statistical software package SPSS version 25.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL,
USA). A p-value < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Participants” Characteristics

Table 1 shows the baseline sociodemographic and lifestyle characteristics of the pregnant
women participating in the ECLIPSES study. Overall, the mean age was 30.6 £ 5.0 years old,
and 23.3% of them had over 35 years old. Most of the women were Spanish (84%),
38% had a medium /high educational level, 22% were of high social class, 17% of them
smoked during pregnancy, and up to 87% of them were employed. Their mean BMI initial
was 24.8 + 4.3 kg/ m? and about 13% of women were stratified as obese with BMI > 30 kg/ m?2.
The mean GWG was 10.0 & 3.6 kg. According to the IOM recommendations, 39% met, 41%
fell below and 20% exceeded the criteria for GWG. The participants reported that 15.3%
smoked and 14% drank at the beginning of pregnancy. The mean Physical activity
was 709 4+ 961 METs min/week and 56.4% of the women had a low level. The SQDI
scores ranged from 4 to 17 points with the mean score being 9.7 £ 2.3.

Table 1. Sociodemographic and lifestyle characteristics of pregnant women (1 = 455).

Characteristics Summary Statistics

Age (years) ? 30.6 5.0
Country of origin, Spain (%) 84.1
Primipara (%) 375
Gestational age at T1 (weeks) * 12£05
Gestational age at birth (weeks) ? 39.8 £ 1.1
BMI (kg/m?) at first trimester (%)

18.5-24.9 (normal weight) 62.2(22.1+1.7)°

25.0-29.9 (overweight) 25.3 (273 4+ 1.3) %

>30 (obesity) 12.5'(33.3.+29) 8
Gestational weight gain (kg) 10.8 +3.6
Educational level (%)

Low (primary or less) 30.1

Medium (high school) 38.3

High (university or more) 31.6
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Table 1. Cont.

Characteristics Summary Statistics

Occupation (%)

Student 24

Employed 87.1

Unemployed 10.5
Smoking status (%)

Smoker 153

Non-Smoker 69.5

Ex-Smoker 153
Alcohol consumption (%) 14
Physical Activity (METs min/week) at first trimester (%)

Low (<600) 56.4

Moderate (>600-2999) 394

High (>3000) 42
SQDI (score) at first trimester @ 9.7 £ 26

@ Values are expressed as a mean - standard deviation (SD). Abbreviation: BMI, body mass index; SQDI, Spanish
Diet Quality Index; METs, Metabolic equivalents.

3.2. Short Chain Fatty Acids in Serum of Pregnant Women

Table 2 reports the means, ranges (min/max), and percentiles (from 2.5th to 97.5th) of
serum SCFAs concentrations at both T1 and T3 of pregnancy expressed as pmol/L for the
entire study population. The reference interval 2.5th /97.5th percentiles for acetic, propionic,
isobutyric, and butyric acids in serum were 16.4/103.8 umol/L, 2.1/5.8 umol/L, 0.16/1.01
umol/L, and 0.32/1.67 pumol/L in the first trimester of pregnancy, respectively. At the
third trimester, the reference interval 2.5th/97.5th percentiles of SCFAs were quantitatively
similar to those observed at the beginning of pregnancy.

Table 2. Range, mean, and percentile distribution of maternal short chain fatty acid serum concentra-
tion (umol/L) during pregnancy period.

Reference

Range Tiitegsal Percentile
Short Chain Fatty 2 Percentiles
Acid Min Mean +SD  Max (2.5-97.5%) 25 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 95 97.5
Acetic T1 437  490+214 1728 16.4-103.8 164 214 292 345 384 420 457 497 539 60.7 722 849 1038
acid (C2:0) T3 139  485+182 1304  23.3-108.1 233 268 30.8 350 388 425 450 48.6 526 59.1 689 89.3 108.1
Propionic Tl 160  354+087 655 2.1-5.8 21 23 25 28 31 33 35 37 39 42 46 49 58
acid (C3:0) T3 163 352+103 781 2.1-6.5 21 22 24 28 30 31 33 35 38 41 50 56 6.5
Tsobutyric ~ T1 019 047 £019 135 0.16-1.01 016 021 026 033 038 041 045 048 053 057 066 083 1.01
acid (C4:0) T3 024 045+024 183 0.14-1.19 0.14 0.18 024 0.28 032 036 040 044 049 056 068 092 1.19
Butyric T 033 079+£033 198 0.32-1.67 032 037 043 052 0.60 0.67 073 0.82 089 1.05 126 148 1.67
acid (C4:0) T3 041 091+042% 270 0.37-2.09 037 042 049 058 0.66 074 081 090 1.03 116 152 170 2.09

Abbreviation: SD, standard deviation; T1, First Trimester of pregnancy; T3, Third trimester of pregnancy. The
significance of (*) is p < 0.05 compared with T1 and T3 as derived from Student’s t-tests.

In both trimesters, acetic acid was present in higher concentrations in serum (T1,
49.0 £ 21.4 umol/L; T3, 48.5 & 18.2 umol/L) followed by butyric acid (T1, 0.79 =+ 0.33 pmol/L;
T3,0.91 + 0.42 umol/L) and isobutyric acid (T1, 0.47 + 0.19 pmol/L; T3, 0.45 =+ 0.24 umol/L),
while serum propionic acid concentrations were lower (T1, 3.54 £ 0.87 umol/L; T3,
3.52 £ 1.03 umol/L) (Table 2). From T1 to T3, there was clearly significant increase in
butyrate globally (0.91 £ 0.42 umol/L, p <0.001). A comparison of the mean of circulating
SCFAs by sociodemographic and lifestyle factors of the pregnant women is shown in
Table 3. Despite some differences, most of the maternal factors had low influence in the
concentrations of SCFAs or reference ranges. In T1, only propionic acid was affected by
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maternal factors, the mean values decreased significantly in the subgroups of smokers
women, and in women who practice intense physical activity. Nevertheless, levels of
propionic acid at the T3 were higher in obese women and multiparity. In T3, pregnant
smokers also had lower values of isobutyrate and butyrate. In addition, the high physical
activity decreased isobutyrate levels in T3.

When comparisons of SCFAs concentrations between trimesters were performed, no
changes were observed for serum propionate levels throughout the course of the pregnancy
according to maternal factors (Table 3). However, a significant decrease in values of acetate
were observed in T3 in mothers younger than 25 years, in those women who drunk alcohol
and had poorer diet quality. Related to isobutyrate levels, lower values were significantly
observed in women with adequate weight gain, low social class, intense physical activity
and poorer diet quality in T3. By contrast, most of the maternal factors, and in almost all of
their categories, influence the increase in butyric acid levels from T1 to T3.
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Table 3. Mean of maternal serum short chain fatty acids concentrations by selected sociodemographic and lifestyle characteristics of pregnant women.
Short Chain Fatty Acids (umol/L)
Acetic Acid (C2:0) Propionic Acid (C3:0) Isobutyric Acid (C4:0) Butyric Acid (C4:0)
T1 (1 = 454) T3 (1 = 454) r T1 (n = 449) T3 (n = 449) P T1 (n = 450) T3 (n = 450) P T1 (n = 457) T3 (1 = 457) 14

Maternal Factors Mean + SD Mean + SD T1-T3 Mean + SD Mean + SD T1-T3 Mean £ SD Mean + SD T1-T3 Mean £ SD Mean = SD T1-T3
All 490 +£214 485+ 182 0.661 3544087 352+ 1.03 0.701 0.47 = 0.19 045024 0.103 0.79 +0.33 091 %042 <0.001 *
Age (years)

<25 526+227 438 £12.7 0.023* 3524083 3.39 £ 0.94 0.351 0.46 £ 0.18 0.40 £0.17 0.101 0.81 £ 0.32 0.86 £ 0.38 0.181

25-349 494 +21.6 49.1 +£189 0.731 3.55 + 0.87 3534+ 1.05 0.872 0.47 +0.19 0.46 + 0.26 0.182 0.79 +0.33 0.92 +0.44 <0.001 *

>35 46.6 £20.8 49.6 £19.4 0.197 3.55+ 091 3.54+1.05 0.954 0.45+0.19 0.46 +0.25 0.726 0.79 £ 0.35 0.87 £0.37 0.040*
BMI (kg/m?) at T1

18.5-24.9 (NW) 49.3 £22.0 47.6 £18.1 0.305 3.53 +0.87 3.41 4 0.96 0.134 0.48 +0.20 0.44 +0.23 0.071 0.81 4+ 0.34 0.90 + 0.41 <0.001 *

25.0-29.9 (OW) 48.6 £19.6 50.5 +18.7 0.387 3.59 +£0.92 3.61 + 1.00 0.985 0.45+0.18 0.47 +£0.28 0.677 0.80 + 0.32 0.87 + 0.40 0.086

>30(0) 48.9 £ 25.0 473 +£19.2 0.732 3.65 4 0.82 3.86 41347 0.243 0.46 4+ 0.19 0.43 £ 026 0.474 0.74 4+ 0.30 0.92 + 045 0.015*
Gestational weight gain (kg)

Insufficient 49.9 +20.1 479 £18.2 0.411 3.54 4+ 0.92 3.46 4+ 1.07 0.786 047 +0.2 0.44 + 024 0.331 0.81 4+ 0.36 0.86 + 0.38 0.148

adequate 488 +223 48.7 +17.2 0.937 3.64 + 091 3.56 + 1.00 0.450 0.48 +0.20 0.42 +0.21 0.011 0.77 + 0.32 091 + 042 0.003*

Excessive 48.8 £18.7 457 £19.1 0.353 3514070 3.511.19 0.892 0.47 £0.17 043 +£027 0.133 0.77 £ 0.27 0.91 £ 0.48 0.024*
Social class

Low 50.7 +19.6 483 +17.2 0.464 3.71 +0.82 3.76 + 1.15 0.543 0.51 +0.24 0.42 4+ 0.22 0.047 0.83 +0.34 0.93 +0.50 0.123

Medium 49.0 + 209 48.1 + 184 0.548 3.54 4+ 0.86 3.50 4+ 1.01 0.469 0.46 +0.17 0.44 4+ 0.25 0.361 0.81 4+ 0.33 091 + 042 <0.001 *

High 49.7 £23.7 51.1+194 0.782 3.47 £ 095 3.53+1.04 0.764 0.47 +0.20 0.48 +0.26 0.884 0.74 + 031 0.90 +0.38 0.004 *
Smoking during pregnancy

No 50.0 +22.5 489 + 184 0.414 3.59 +0.88 3.54 + 1.01 0.440 0.47 +0.19 0.46 +0.25 0.282 0.79 + 0.32 0.92 + 042 <0.001 *

Yes 45.0 £ 13.6 472+17.8 0.311 332+£071° 341+ 111 0.333 0.44+0.18 038 +0.22° 0.172 0.81 4+ 0.39 0.81+036° 0.752
Parity

Primiparous 50.8 4 24.6 472 +17.5 0.127 3.53 +0.88 3.39 4 1.00 0.307 0.48 +0.20 0.45 4 0.25 0.302 0.82 4+ 0.35 0.92 4+ 043 0.003 *

Multiparous 482 +£19.0 49.6 £ 18.9 0.396 3.57 £ 0.85 3.61+£1.04° 0.677 0.46 +0.19 044 + 024 0.254 0.78 4+ 0.33 0.90 + 0.41 <0.001 *
Alcohol consumption

No 49.3 +£21.5 48.7 =183 0.687 3.55 + 0.87 3.58 +1.03 0.786 0.46 = 0.19 0.44 £ 0.25 0.145 0.80 4 0.34 091 +0.42 <0.001 *

Yes 46.4 £5.38 343436 0.037 3.90 4 0.36 3.00 4 0.59 0.219 0.53 4 0.09 0.34 4 0.08 0.117 0.77 4 0.10 0.66 +0.24 0.959
Physical Activity (METs/week) at T1

Low (<600) 48.7 +21.2 48.4 +19.0 0.716 3.64 +0.92 3.58 +1.12 0.382 0.48 +0.20 0.48 +0.27 0.757 0.79 + 0.31 0.89 +0.42 <0.001 *
(6%’;}6‘;‘;)& 50.6 +21.6 49.2+18.1 0.571 3.46 +0.82 3.49 +0.92 0.623 0.45+0.18 042 £0.22° 0.119 0.82 +0.37 0.95 + 042 0.001 *

High (>3000) 46.7 +18.3 463 +11.1 0.940 3.19+053° 3.40+0.93 0.401 048 +£0.19 0.36 +0.13 0.050 * 0.74 +0.24 0.89 + 041 0.092
SQDI (score) in T1 or T3

Low (0-6 pts) 54.1+£203 47.6 £17.3 0.115 3.67 £ 0.90 3.54+1.26 0.553 0.48 £0.19 0.46 +0.29 0.672 0.85 +0.37 0.86 &+ 0.47 0.928

Moderate (7-10 pts) 49.0 £21.7 46.5+£17.5 0.239 3.59 4+ 0.87 3.53 4+ 1.07 0.547 0.48 +£0.19 0.45 4+ 0.23 0.237 0.81 4+ 0.33 0.90 + 0.43 0.026 *

High(11-18 pts) 479+ 221 47.3 =164 0.770 3.48 £+ 0.87 3.53 & 1.05 0.686 0.45+0.19 0.41 £0.21 0.053 0.76 = 0.31 0.89 +0.39 0.002*
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Table 3. Cont.
Short Chain Fatty Acids (umol/L)
Acetic Acid (C2:0) Propionic Acid (C3:0) Tsobutyric Acid (C4:0) Butyric Acid (C4:0)
T1 (n = 454) T3 (n = 454) r T1 (n = 449) T3 (n = 449) 4 T1 (n = 450) T3 (n = 450) P T1 (n = 457) T3 (n =457) P
Maternal Factors Mean + SD Mean + SD T1-T3 Mean + SD Mean + SD T1-T3 Mean + SD Mean + SD T1-T3 Mean + SD Mean + SD T1-T3
Fiber (g/d) in T1 or T3
t (<10 g/d) 49.0 +21.8 474 +153 0.504 3.59 +0.88 3.56 +1.07 0.803 0.46 +0.17 0.43 +0.22 0.222 0.80 + 0.33 0.90 + 0.41 0.031*
ty (10-14 g/d) 49.3 £20.7 455 £16.4 0.110 3.48 +0.87 3.39+£1.07 0.436 : 0.42 +£0.19 0.062 0.77 £0.32 0.85 +0.39 0.049*
t3 (>14 g/d) 49.6 +£22.8 47.9 £19.0 0.534 3.60 + 0.88 3.63 + 1.08 0.821 0.46 +0.27 0.310 0.83 +0.33 091 +0.44 0.073
Proteins (g/d) in TT or T3
t1 (<49g/d) 478 £ 2211 47.7 £15.5 0.960 3.47 £0.86 3.57 £1.03 0.419 0.45£0.19 043 £0.22 0.335 0.79 £ 0.34 092 +043 0.007 *
t (49-61g/d) 50.3 +£224 469 £ 17.8 0.194 3.55 +0.87 354+ 1.11 0.953 0.49 £ 0.20 0.44 +0.23 0.064 0.76 4+ 0.30 092 4+ 0.44 0.001 *
ts (>61 g/d) 49.9 +20.7 46.3 +17.6 0.142 3.67 + 0.90 349+ 1.10 0.152 0.48 +0.19 0.44 +0.24 0.248 0.84 +0.34 0.83 +0.38 0.824

Values are expressed as a mean + standard deviation (SD). Abbreviations: T, trimester; BMI, body mass index; NW, normal weight; OW, overweight; O, obesity; METs, metabolic
equivalents; SQDI, Spanish Diet Quality Index in T1 or T3, depending on the SCFA assessment trimester; pts, points; t, tercile; g/d, grams per day. The significance of (*) is p-value < 0.05.
? p <0.05 compared with the first category as derived from ANOVA or Student’s T tests, as appropriate. p values for the differences in serum short chain fatty acids concentrations
between trimesters (T1 vs. T3) as derived from Student’s T tests.
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4. Discussion

To our knowledge, this is the first study that has explored the serum levels of SCFA,
acetate, propionate, butyrate, and isobutyrate throughout pregnancy in a cohort of pregnant
women from a Mediterranean region of Northern Spain. The current study describes the
status of SCFA and the reference ranges corresponding to the 2.5th and 97.5th percentile
interval at the beginning and the end of the pregnancy, and also assess the influence of
maternal factors on the serum levels of SCFA, which there is scarce evidence of in the
literature. The data obtained in this study will allow for greater control of SCFA serum
levels during pregnancy follow-up, and detect levels outside the normal range, which may
be linked to complications for the mother and her offspring [12,13].

Despite the importance of preserving a healthy state during pregnancy, there are no
reliable reference ranges representing healthy pregnant women to judge the status of SCFAs,
making medical/therapeutic decisions, or other physiological assessments during the ges-
tational process. Based on the literature, we did not find any community-based study that
analyses serum concentrations of SCFAs in pregnant women. Only two studies with a small
sample size determined mean concentrations of SFCAs in the first trimester of gestation
which mean values of SCFA differs from our results. First, Priyadarshini, M. et al. [12] have
analyzed mean values for acetic acid (25.6-26.9 umol/L), propionic acid (1.8-2.0 umol/L)
and butyric acid (0.5-0.9 pmol/L) in obese (1 = 10) vs. normal weight (1 = 10) pregnant
women during the first trimester of pregnancy by gas chromatography. Second, Bahado-
Singh, R.O. et al. [16] have reported mean values for acetic acid (28.2-22.9 umol/L) and
isobutyric acid (6.7-5.6 umol/L) in British women with fetal aneuploidies (1 = 30) vs.
normal control cases (n = 114) during the first trimester of pregnancy employing nuclear
magnetic resonance. The first trimester of pregnancy is described as a state of low-grade
inflammation at the gut mucosal surface characterized by an increase in Ruminococcus
and Faecalibacterium (butyrate-producing microorganisms with anti-inflammatory activ-
ity) [7,17,34], which is similar to that observed in healthy, non-pregnant women [17,19].
Therefore, basal fatty acid status during the first trimester should resemble those published
in healthy adults. In this sense, some studies in the adult population are available in the
Human Metabolome Database (HMD) (http://www.hmdb.ca/, accessed on 24 July 2022)
which compiles the mean concentration of SFCAs in blood samples of adults (>18 years
old) and values from Tian, Z. et al. [15]. In particular, 41.9- 69.1 umol/L of acetic acid
(n = 21, with NMR spectroscopy and n = 40, with UHPLC-MS/MS system, respectively
compiled in HMD), 1.1-2.84 umol/L of propionic acid (bibliography not available in HMD
and n = 14, with GC-MS system [15]), 0.3-2.7 umol/L of butyric acid (bibliography not
available in HMD and n = 14, with GC-MS system [15]), and 2.3 umol/L of isobutyric
acid (bibliography not available in HMD). The mean values showed by these few publi-
cations from this database show that mean values for acetic (49.0 umol/L) and butyric
(0.79 umol/L) acid are similar to our cohort of healthy pregnant women, whereas we found
higher mean values for propionic (3.54 pmol/L) acid and lower mean values for isobutyric
(0.47 umol/L). The differences in these values can be attributed to several causes. One point
to consider is that the methodology used in these previous studies differed from one study
to another so comparisons among them are difficult. In addition, the studies discussed
(http:/ /www.hmdb.ca/, accessed on 24 July 2022 and [15,18,19]) have a very small sample
size and, therefore, the presence of extreme intra-individual values can greatly modify the
mean and cannot be considered as population values.

Recent research has shown that the composition of the gut microbiota changes signifi-
cantly from T1 to T3 [19] and, thus, may affect SCEAs production. The highest concentration
of SCFAs is found in the lumen of the colon, where they are readily absorbed by colonocytes
in a concentration-dependent manner. If not metabolized by colonocytes, SCFAs are then
released from the gut via the hepatic and portal venous systems [35,36]. Some authors
suggested that the liver takes up propionate and butyrate, thus decreasing release of these
two SCFAs into the systemic circulation. However, acetate apparently escapes hepatic
metabolism to some degree and is present at a higher concentration in the peripheral circu-
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lation than either propionate or butyrate [36,37]. Moreover, acetate enters the peripheral
circulation to be metabolized by peripheral tissues [38]. Related to the serum SCFAs levels,
our results support the idea that the acetate is the most abundant SCFA such as the Human
Metabolome Database and other authors [9]. However, no study to date has evaluated
maternal SCFAs status in the third trimester of pregnancy, and therefore, their changes
during pregnancy was unknown. Overall, our results showed that SCFA levels remained
relatively constant over the course of pregnancy with some minor exceptions for acetic acid
and isobutyric acid, while there was a large change for butyric acid. Butyric acid increased
significantly with all maternal factors studied and in almost all category of each factor from
early to later pregnancy. This change is important because the butyrate has been described
as an anti-inflammatory agent [1,37] that increased to counteract the higher degree of
inflammation that occurs in late pregnancy compared to T1 [6]. This fact could be related to
the change in the intestinal microbiota during pregnancy as an increase in Actinobacteria
and Proteobacteria Phyla and a reduction in Faecalibacterium has been reported, which
induced more intestinal inflammation, and increased energy storage with maternal weight
gain and hyperglycemia [6,18,19]. Changes in gut microbiota during T3 are very similar
to those that occur in patients with certain inflammatory metabolic syndrome such as
obesity or diabetes [6,12,19]. Nevertheless, despite the decline in Faecalibacterium during
T3 described by some authors [6,19], a slight increase in butyrate levels (from 1.5% to 1.7%)
was detected in our pregnant women. Therefore, variation in butyrate concentrations
during pregnancy does not appear to be related to the described changes in the microbiota
but could be influenced by other characteristics such as the amounts of microbiota present
in the colon, the source of the substrate, intestinal transit time [9], host genetics, dietary
composition, lifestyle factors [39]. However, in our results we observed that the increase in
butyric acid levels from T1 to T3 was detected in all categories of the factors studied, so
it seems that the increase in butyric acid levels is independent of these maternal factors.
Further studies are needed to understand the underlying mechanisms of these changes. In
contrast to butyric acid, only some environmental characteristics assessed in our sample
modified acetate (younger age and alcohol consumption) and isobutyrate (low social class,
adequate gestational weight gain and high physical activity) levels, decreasing them in T3.

In terms of dietary composition, many authors claim that SCFA concentrations increase
when following a correct diet with high-fiber soluble products, while the production of
SCFAs is reduced with the use of a fiber-restricted or high-fat diet [17-19]. Nevertheless,
these findings are not supported by our results, nor a recent systematic review of 44 studies
on the impact of dietary fiber on SCFA production, which showed that most studies (a
total of 26) did not show significant differences in individual SCFA levels respected to fiber
intake, while the others reported significant differences for one or only for some SCFA, but
differing in the type of SCFA [40]. In our study, significant differences are only detected
for butyric acid which increased in T3 compared to T1 when fiber intake was <14 g/d (1st
and 2nd tercile) and when protein intake was <61 g/d (1st and 2nd tercile). Indeed, some
authors have observed that the concentration of SCFAs seems to be dosage-influenced and
type and structure of dietary fibers [40]. Normally, gut bacteria rely on carbohydrates and
fiber for energy and use protein as an energy source when the first ones are scarce [39]. In
this study, only women who maintain a moderate-high quality diet increased their butyrate
levels in T3 compared to T1. It is noteworthy to consider that in our cohort, the reference
values provided for serum SCFAs are independent of diet and fiber intake.

In term of lifestyle factors, women who consume alcohol, are younger, have lower
social class and practice high physical activity during pregnancy, reduce acetic acid or
isobutyric acid concentrations in T3 compared to T1. In general, physical activity raises
Faecalibacterium (Firmicutes phyla) and modifies microbial composition [39]. In fact, ath-
letes produce an abundance of fecal butyrate concentrations [41]. Nevertheless, an increase
in butyrate concentration is observed in our women when they practice low-moderate
physical activity in T3 compared to T1. It should be noted that only 4.2% of our pregnant
women were highly physically active and therefore a larger number of women would be
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needed to establish the trend of butyric acid in these physical conditions. With regards to
tobacco, smokers” women have a tendency to lower mean values for all SCFAs compared
to non-smokers and in the case of butyric acid, the decrease was significant. This differ-
ence is observed throughout the pregnancy but is most significant during T3. One of the
mechanisms of absorbing SCFAs across intestinal barrier include SCFA transporters such as
monocarboxylate transporter that can also use nicotinic acid as substrate [37]. Consequently,
SCFAs transportation could be reduced by the presence of nicotinic acid, which acts as a
metabolic inhibitor of SCFAs. Respected to BMI, the propionate is higher in obese women
compared to women with normal weight. In human and experimental mice studies, the
clinical effects of propionic acid manifest a reduction in fat storage, preventing insulin
resistance and anti-inflammatory activity [9,42]. Priyadarshini, M. et al. [12] observed that
propionate was beneficial against the development of obesity in pregnant women.

Although small changes in mean SCFAs values between the first and third trimester of
pregnancy related to maternal factors have been observed in our population, these factors
as a whole have hardly affected the reference ranges. The fact of being a primiparous,
together with other modifiable maternal factors such as smoking and lack of physical
activity, which decrease SCFAs levels, and maternal obesity at the beginning of pregnancy,
which increases them, are the only factors that modify the reference ranges described for the
pregnant population in the Mediterranean area of northern Spain. Therefore, we consider
that more community-based population studies are needed in different populations, due to
the possible influence that these maternal characteristics may have on pregnant women in
other settings.

Finally, our results can cautiously point to some of the maternal factors that negatively
influence SCFAs levels and for which there are currently some plausible hypotheses about
the mechanisms of action, such as excess weight in early pregnancy, smoking and intense
physical activity.

One of the strengths of this study is that it is the first one to define SCFA concentra-
tions in a large sample of healthy women at the beginning and end of pregnancy, which
emphasizes the strength and validity of the proposed reference ranges in the present study
for pregnant women in a Mediterranean region of northern Spain. All serum samples were
collected and performed in the same research laboratory. In addition, LC-MS methodology
has proven to be a robust technique for SCFA analysis that could be implemented in an
automated way in laboratories and facilitate the analysis of serum samples in population-
based studies with larger numbers of samples [31]. Nevertheless, we also acknowledge
some limitations. SCFAs were not analyzed in the second trimester of pregnancy, and it
would have been interesting to monitor the whole gestational period. Moreover, our main
purpose was to establish serum SCFA reference ranges throughout pregnancy, but not
studying associations with health outcomes. Further studies in larger cohorts are needed
to investigate possible associations between SCFAs and adverse pregnancy outcomes.

5. Conclusions

The present study provides reference intervals for acetate, propionate, butyrate and
isobutyrate from early to late gestation in a large sample of pregnant women from a Mediter-
ranean region of northern Spain. SCFAs concentrations generally remained remarkably
stable throughout pregnancy, except for butyrate which increased in late pregnancy, and
for most of the maternal factors studied. Although SCFAs levels were hardly influenced
by maternal factors, some modifiable lifestyles in early pregnancy and mainly in the third
trimester of pregnancy, such as smoking, intense physical activity or obesity in early preg-
nancy, may modify SCFAs values in a possibly detrimental way. Further research is needed
to understand the mechanism of these relationships, and to observe how SCFAs behave
with these maternal factors in other populations.
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5. RESULTADOS GENERALES

5.1. Caracteristicas de las mujeres embarazadas de la cohorte ECLIPSES-AG

La edad materna de las gestantes fue de 30,6 + 5,01 aiios y el 23,3% fueron mayores de
35 afios. La mayoria de las mujeres eran espafiolas (84%), tenian un empleo (87,1%), un nivel
educativo medio (38,3%) y una clase social media (69,6%). Al inicio de la gestacion, el IMC medio
fue de 24,8 + 4,3 kg/m2, el 25,3% presentaba sobrepeso y el 12,5% de las embarazadas se
clasificaron como obesas con un IMC > 30 kg/m2. La media de la ganancia de peso gestacional
fue de 10,0 + 3,6 kg. Segun las recomendaciones del Instituto de Medicina de EE.UU., el 39%
cumplia con una ganancia normal, el 41% estaba por debajo y el 20% superaba el peso
recomendado. Ademas, las participantes informaron de que el 15,3% fumaba y el 14% bebia al
inicio del embarazo. En cuanto a la actividad fisica, la media fue de 709 + 961 METs/min/semana
y el 56,4% de las mujeres tenian un nivel bajo de actividad.

5.2. Resultados de las publicaciones

PUBLICACION 1. Maternal factors associated with levels of fatty acids, specifically n-3 PUFA
during pregnancy: ECLIPSES study:

En este articulo se ha determinad la influencia que tienen los factores maternos
socioecondmicos y de estilo de vida de la gestante sobre sus concentraciones séricas de acidos
grasos (AG), mediante un andlisis estadistico multivariante.

Aquellas gestantes que presentaron mayor edad y mayor nivel educativo, se asociaron con
concentraciones séricas de EPA y DHA aumentadas y con valores de n-6/n-3 y AA/EPA
disminuidos en el primer y tercer trimestre de gestacidon. Respecto a la dieta, el consumo de
pescados y marisco aumentd la concentracién de EPA y redujo los valores de n-6/n-3 y de
AA/EPA en ambos trimestres de gestacion, mientras que aumentd la concentracion de DHA
Unicamente en el primer trimestre de gestacion. El hdbito tabaquico se asocié con una
concentracion de DHA disminuida en el primer trimestre y mayores valores de n-6/n-3 en ambos
trimestres de gestacion. El sobrepeso y la obesidad se asociaron con valores mas altos de n-6/n-
3 y AA/EPA en el primer trimestre de gestacion.

No se encontré ninguna asociacion relevante entre los factores maternos estudiados vy las
concentraciones de AGS y AGMI.

PUBLICACION 2. Changes in fatty acid levels (saturated, monounsaturated and
polyunsaturated) during pregnancy.

Del primer al tercer trimestre del embarazo, se produjo un aumento significativo de los todos

los AGS (totales e individuales), de los AGMI totales (asi como del acido palmitoleico y del 4cido
oleico) y de los AGPI n-6 totales. Sin embargo, se produjo una disminucién significativa de la
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concentracién de AA desde el primer al tercer trimestre. En cuanto a los AGPI n-3, la
concentracién de EPA disminuyé significativamente durante la gestacidén, mientras que, no se
observé un resultado estadisticamente significativo en la concentracion de DHA (p=0,357) entre
el primer y el tercer trimestre del embarazo. Se observaron correlaciones significativas entre
cada una de las concentraciones de AG totales del primer y tercer trimestre.

PUBLICACION 3. Trimester-specific reference ranges for saturated, monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids in serum of pregnant women: a cohort study from the ECLIPSES
Group.

Se calcularon los valores medios y los percentiles correspondientes de los AG en suero materno
durante el primer (T1) y tercer (T3) trimestre de gestacién. Los valores se expresaron en
términos absolutos y relativos, y se hizo una comparaciéon entre ambos: se calcularon los
coeficientes de correlacién de Pearson entre los valores de AG expresados en términos
absolutos y relativos. En el primer trimestre, se observaron correlaciones moderadas
significativas y positivas para la mayoria de AG, a excepcién del acido esteadrico, acido
palmitoleico, acido oleico y AGMI totales que no mostraron una correlacion entre los valores
absolutos y relativos. En T3, se observé una correlacién positiva (p< 0,01) para todos los AG
menos para el acido estedrico que presentd una correlacion negativa moderada (p <0,01, r=
0,387). Nuestros intervalos de referencia establecidos se compararon con los valores de AG
(concentraciones medias en términos relativos) publicados por otros estudios europeos
encontrando ciertas discrepancias. Los valores de los intervalos de referencia para los AG
propuestos, obtenidos a partir de una amplia muestra de mujeres embarazadas, son una
herramienta atil para evaluar el estado nutricional de los AG en las mujeres embarazadas y
realizar intervenciones dietéticas en funcién de determinados factores maternos.

PUBLICACION 4. Short-chain fatty acid reference ranges in pregnant women from a
Mediterranean region of Northern Spain: ECLIPSES Study.

En ambos trimestres, el acido acético fue el AGCC mayoritario en suero (T1, 49,0 + 21,4 umol/L;
T3, 48,5 + 18,2 umol/L), seguido del acido propidnico (T1, 3,54 + 0,87 umol/L; T3, 3,52 + 1,03
umol/L) y del &cido butirico (T1, 0,79 + 0,33 umol/L; T3, 0,91 + 0. 42 umol/L), mientras que las
concentraciones séricas del acido isobutirico fueron inferiores (T1, 0,47 £ 0,19 umol/L; T3, 0,45
+0,24 umol/L). De T1 a T3, hubo un aumento claramente significativo Ginicamente en el butirato
(0,91 £ 0,42 umol/L, p<0,05). En T3, las concentraciones de butirato aumentaron con la mayoria
de los factores maternos y categorias estudiadas, mientras que el acido acético y el acido
isobutirico disminuyeron sélo en algunas categorias materna. El dcido propidnico no se vio
afectado por los factores maternos. Los intervalos de referencia no variaron con la edad
materna, el peso corporal, la clase social o la dieta, pero disminuyeron con el tabaquismo, la
actividad fisica intensa, el bajo IMCy la primiparidad. Este estudio establece por primera vez los
intervalos de referencia de AGCC en suero para las mujeres gestantes en nuestra region, tanto
al principio como al final del embarazo. Esta informacion puede ser atil para monitorizar el
seguimiento del embarazo y detectar valores de riesgo.
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Discusion

DISCUSION

El proyecto ECLIPSES-AG describe, por primera vez, el estado nutricional de los acidos
grasos (AG) de cadena corta, media y larga en una amplia muestra de mujeres embarazadas de
una regidon Mediterranea del sur de Catalufia desde el inicio hasta el final de la gestacion.
Determina las concentraciones séricas y su evolucion durante la gestacién, analiza los factores
maternos implicados en estas concentraciones y establece sus intervalos de referencia.

Los datos obtenidos en este estudio, permiten un mayor control de las concentraciones séricas
de los AG durante el seguimiento del embarazo y detectar aquellas que estén fuera del intervalo
normal, pudiendo estar relacionadas con efectos adversos en la salud de la madre y su
descendencia.

1.  CARACTERISTICAS DEL DISENO, POBLACION Y METODOLOGIA DEL ESTUDIO

En cuanto al disefio del proyecto ECLIPSES-AG, se debe valorar la participacion de un
numero muy elevado de mujeres embarazadas en comparacion al tamafio muestral de otros
estudios [30,196,198,203,221]. El amplio tamafio y la representatividad de la muestra enfatiza
la validez de los resultados a nivel poblacional. La seleccién de las mujeres se realizé en
diferentes centros de atencidn primaria (CAP) especializados en asistencia a la Salud Sexual y
Reproductiva (ASSIR) de varias areas sanitarias, especificos para embarazadas. Esto proporciond
una buena representacion de los niveles socioecondmicos y educativos de la poblacién gestante,
entre otros aspectos. Ademads, se cumplieron exhaustivos criterios de inclusién y exclusion,
previamente disefiados y consensuados con los servicios CAP ASSIR garantizando una muestra
de mujeres adultas embarazadas sanas.

Para minimizar la pérdida de las mujeres durante el seguimiento del embarazo, se aprovecharon
las visitas mensuales de control prenatal para que éstas coincidieran con las visitas del estudio
ECLIPSES-AG vy asi, facilitar la adhesidn al proyecto y evitar las posibles pérdidas por falta de
seguimiento. También se incentivaron econdmicamente a las matronas que atendieron a las
madres y que ayudaron a la recogida de los datos referentes a la historia clinica. Los datos
recogidos por las matronas del estudio, se realizaron a través de un aplicativo informatico que
fue supervisado por un grupo de profesionales externos al proyecto: expertos en la revision,
control y seguimiento de la recogida de datos; los cuales garantizaron que los registros se habian
efectuado de forma dptima segun el protocolo.

En cuanto a la recogida de los datos relacionados con el consumo de alimentos o estilo de vida,
se optimizé mediante el empleo de diversos cuestionarios mas faciles de aplicar en estudios
poblacionales al ser autoadministrados y rellenados por las propias participantes, aunque
posteriormente un profesional revisé su cumplimentacién. Hay que tener en cuenta que el
diseio longitudinal de este estudio nos permitié analizar los factores maternos involucrados y
las variaciones en las concentraciones séricas de los AG desde el primer hasta el tercer trimestre
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de gestacidn, mientras que, la mayoria de los estudios publicados aportan las concentraciones
en un momento puntual del embarazo [184,197-199]. Del mismo modo, este es el primer
estudio que ha analizado un conjunto de AGS y AGMI en funcién de varios factores maternos,
ya que la mayoria de estudios se centran en los AGPI n-3 [129-138]. Todos los procedimientos
relacionados con el analisis de las muestras, se realizaron en el mismo laboratorio de
investigacion.

Referente a las muestras de suero, se analizaron las concentraciones de AG mediante métodos
cromatograficos de alta sensibilidad y robustez que estan ampliamente descritos y validados
clinicamente para la cuantificacién de los AG [242]. El empleo de estas técnicas automatizadas
permitio el andlisis simultaneo de 1) una gran cantidad de muestras que, a su vez, facilita la
realizacion de estudios poblacionales a gran escala; 2) un perfil amplio de AG en suero para
valorar el estado nutricional de los individuos y sus necesidades dietéticas [234]. De hecho, la
automatizacién es una de las grandes ventajas que se tienen en cuenta a la hora de implantar
una nueva técnica en los laboratorios clinicos [243]. A diferencia de los estudios previamente
publicados [30,201,202], nuestro estudio proporciond los valores medios de la concentracidn
sérica y los percentiles de los intervalos de referencia de los AG de cadena corta, media y larga,
tanto en unidades absolutas como relativas.

2. ACIDOS GRASOS DE CADENA MEDIA Y LARGA DURANTE LA GESTACION

Debido a la gran repercusion que los AG tienen sobre la salud de la madre y la de su
descendencia [29,95,96,120,151], nuestro estudio ha analizado la posible asociaciéon de un
amplio nimero de factores maternos prenatales (sociodemograficos y de estilo de vida) con las
concentraciones séricas de AG a lo largo de la gestacidn. Para ello, se han realizado regresiones
multivariantes ajustadas por los factores que pudieron influir en la relacién estudiada.

La dieta materna durante el periodo preconcepcional, el embarazo y la lactancia es importante
tanto para la madre como para el nifio [94,195] y, concretamente, las concentraciones de AG
juegan un papel crucial durante el embarazo [29,120,151]. El EPA y DHA son particularmente
necesarios para ayudar al desarrollo del sistema nervioso central, los fotorreceptores de la
retina y el sistema inmunolégico [111]. En el primer trimestre de embarazo (T1), unas
concentraciones adecuadas de EPA y DHA tienen una gran importancia considerando el papel
que juegan en el inicio de la neurogénesis [30,122], aunque alcanzan su mayor acumulacién en
el cerebro fetal durante el tercer trimestre de embarazo (T3) [122]. En consecuencia, las
concentraciones séricas de los AG cambian en el curso del embarazo para satisfacer los
requerimientos fetales. En este contexto, es necesario monitorizar los valores de las
concentraciones de AG a lo largo del embarazo para poder detectar la posibilidad de un riesgo
por déficit de éstos. Para este fin, los intervalos de referencia son una herramienta eficaz para
la toma de decisiones médicas y la intervencién dietética [187], ya que pueden usarse para
identificar a las mujeres que estén en riesgo de padecer complicaciones.
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2.1. Factores maternos relacionados

Referente a la dieta, observamos que el consumo de pescado y marisco se relaciond
positivamente con mayores concentraciones séricas de EPA y DHA y con valores bajos de n-6/n-
3 y AA/EPA durante T1. Segun las estimaciones basadas en nuestro modelo estadistico, se
determind que por cada porcidn de pescado (150 g de peso aproximadamente), la concentracion
de EPA y DHA aumentaba en 22,5 y 51 umol/L respectivamente, mejorando considerablemente
sus concentraciones. En cuanto al T3, solo el EPA y las relaciones n-6/n-3 y AA/EPA se
mantuvieron elevadas, mientras que no aumentaron para las concentraciones de DHA tal y
como muestran otros autores [244]. Sin embargo, existen diferentes mecanismos de biosintesis
o movilizacidn (hacia la circulacidn fetal) que pueden influir en la regulacion y niveles de DHA
[245]. Por ejemplo, los cambios hormonales que se producen durante el embarazo, como el
aumento de estrégenos, favorecen la conversién del acido alfa-linolénico (ALA) en DHA
[198,246]. Otra razén podria ser la movilizacidon preferente de DHA, con respecto a otros AG,
que se produce desde las reservas de grasa materna hacia el feto en T3 [154-156] y que parece
ser una estrategia para favorecer el desarrollo del sistema cerebral y ocular del feto.

La adquisicion de habitos alimentarios saludables (como el consumo de pescado y marisco)
durante el embarazo, es esencial para conseguir una concentracion éptima de EPA y DHA desde
el inicio de la gestacién y favorecer una biodisponibilidad continua de estos AG segun les
necesidades del feto [247-249]. Contrariamente, el cociente materno n-6/n-3 elevado vy las
concentraciones maternas de AGPI n-6 totales elevados forman parte de los factores de riesgo
ambientales que se asocian al trastorno del espectro autista [122,248] y a enfermedades del
sistema inmunitario [197]. El riesgo de aparicién de estas enfermedades se ve fomentado por el
hecho de que los lipidos maternos son transportados desde la placenta hacia el feto por un
gradiente de concentracion; el feto al disponer de concentraciones de grasa sustancialmente
mas bajas favorece la transferencia de los AG que, en ese momento, son abundantes en el suero
materno como los AGPI n-6 [122]. La consecuencia es un desequilibrio entre las concentraciones
de AGPI n-3 y n-6 que puede contribuir al desarrollo de enfermedades a largo plazo en el recién
nacido.

La edad y el nivel educativo de las gestantes también influyeron en las concentraciones séricas
de AG a lo largo del embarazo. En nuestra cohorte, aquellas mujeres mayores de 25 afios o con
un nivel educativo medio/alto presentaron valores elevados de EPA y DHA y valores bajos en las
ratios n-6/n-3 y AA/EPA. En la bibliografia existen discrepancias con respecto a estas
observaciones, algunos autores no detectaron estas variaciones [221,250], mientras que otros
obtuvieron resultados similares [30,203,251]. Incluso, algunas investigaciones demostraron que
las mujeres de mayor edad con un nivel educativo mas alto tendian a consumir mas pescado y
marisco durante el embarazo [252,253] o bien, mantenian una dieta con un indice de calidad
elevado [254,255] que favorecia un aumento de los AGPI n-3. Al contrario, y de acuerdo a
nuestros resultados, algunos autores observaron que las gestantes jévenes
socioecondmicamente desfavorecidas (bajo nivel educativo y bajos ingresos) corrian un riesgo
de presentar concentraciones de AGPI n-3 disminuidas, posiblemente por disponer de menor
acceso a fuentes alimentarias ricas en n-3 (como el pescado y marisco) que suelen tener un
elevado coste [203,256].
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El IMC de la embarazada también fue un factor materno con resultados controvertidos
[30,203,221,251,257]. Lesch et al. [257] descubrieron que las mujeres con sobrepeso mostraban
mayores concentraciones de AA y AGPI n-3. Sin embargo, nuestros resultados determinaron que
el sobrepeso u obesidad se asociaban a mayores concentraciones de AGS, AAy valores elevados
de n-6/n-3 y AA/EPA. El aumento de las concentraciones de estos AG en nuestra cohorte, podria
deberse a un mayor consumo de alimentos ricos en AGPI n-6 que interfieren en la conversion
de derivados de la serie n-3 como el EPA. Adema3s, la excesiva adiposidad materna podria alterar
la transferencia placentaria de los AGPI n-3 [218].

Las mujeres embarazadas fumadoras mostraron concentraciones bajas de DHA y AGPI n-3
totales, y un valor elevado de n-6/n-3 en T1. Concretamente, las fumadoras redujeron sus
concentraciones de DHA en 40 umol/L en comparacion a las no fumadoras durante el T1. Estos
resultados confirman los hallazgos observados por otros autores [30,203,218,221,251]. Esta
influencia se debe posiblemente al efecto adverso del tabaco en el proceso de conversion del
ALA en DHA [219,220]. Esta relacién con el DHA y los AGPI n-3 totales no se observé en el T3,
probablemente por el mecanismo de transferencia de las reservas maternas de DHA al feto. Sin
embargo, se demostré que el tabaquismo aumentaba la relacién n-6/n-3 vy, por tanto, podia
afectar al perfil de AG mediante algin otro mecanismo. De esta manera, el tabaco fomentaria
la sintesis de eicosanoides proinflamatorios derivados AGPI n-6, como la prostaglandina E2
(PGE,) [220] que desempeiia un papel importante en la regulacion de las contracciones durante
el parto [56,57]. Se ha demostrado que fumar durante el embarazo es un factor de riesgo de
parto prematuro [258] y, a tal efecto, aconsejar a la madre que deje de fumar podria mejorar el
perfil de AG a lo largo de la gestacidn y prevenir resultados negativos para la madre y el nifio.

Aunque los AGPI n-3 totales e individuales (DHA y EPA) y los cocientes n-6/n-3 y AA/EPA fueron
los mas susceptibles a los factores maternos, debemos destacar que practicamente ninguno de
los factores evaluados se relaciond con las concentraciones de AGS (aparte del sobrepeso y la
obesidad) y AGMI (aparte de la edad materna superior a 30 afios en T3).

2.2, Concentraciones séricas de los acidos grasos de cadena media y larga

El presente estudio describid el estado nutricional de los AG en el suero de las mujeres
embarazadas, asi como su evolucién a lo largo de la gestacidén. Las concentraciones de AGS
totales, AGMI totales y AGPI n-6 totales aumentaron de T1 a T3, excepto el AA, cuyas
concentraciones disminuyeron. De la misma manera, las concentraciones de AGPI n-3 totales y
EPA disminuyeron durante el embarazo, mientras que las concentraciones de DHA
permanecieron estables.

Aungue nuestros resultados mostraron un aumento de los AGS y AGMI durante la gestacion, su
funcién en el embarazo todavia sigue sin esclarecerse [198,203,259,260]. En cuanto a las
concentraciones de AGPI, nuestros resultados concuerdan parcialmente con la literatura. Zhao
et al. [196] observaron que las mujeres embarazadas canadienses sin diabetes mostraban
concentraciones séricas mas altas en todos los AG, excepto en el EPA al final de la gestacidn
(semana 35-37); una revisidn sistematica encontré que las concentraciones de DHA aumentaban
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y las de EPA no cambiaban [261]; Pinto et al. [203], en un estudio con mujeres embarazadas
brasilefias, mostraron que, del primer al segundo trimestre, las concentraciones séricas de AG y
EPA + DHA aumentaron, pero en T3, observaron un ligero aumento del DHA y una disminucién
del EPA (aunque no fue estadisticamente significativa). En cambio, nuestros resultados no
revelaron ninguna variacidn significativa del DHA entre T1 y T3, aunque se observd una
disminucidn significativa de alrededor del 15% en las concentraciones de EPA. Es posible que la
sintesis de DHA a partir del EPA sea mas eficiente que a partir del ALA y que las concentraciones
de DHA pudieran estar reguladas por otros mecanismos de biosintesis o movilizacion [28,152].

Tanto el AA (derivado del LA) como el DHA (derivado del ALA) son AG que se transportan a la
circulacion fetal de forma preferente [97]. Nuestros resultados determinaron que las
concentraciones de AA disminuyeron alrededor de un 8% durante el embarazo, pese a que las
concentraciones séricas de LA aumentaron, no parece que fueran a convertirse en AA. Este
hecho sugiere que la actividad enzimatica de la desaturasa podria estar reducida para evitar una
produccién excesiva de eicosanoides de la serie n-6. No obstante, en la literatura, observamos
resultados diferentes [196,203,261]. Es posible que las diferencias encontradas se deban a las
semanas de gestacion en las que se realizaron las determinaciones, al tamafio de la muestra, a
las caracteristicas de las poblaciones estudiadas o la metodologia empleada para el analisis de
los AG. En este sentido, se necesitan mas investigacidn para aclarar cdmo cambian estos AG a
lo largo de todo el embarazo.

En relacién al incremento observado de los AG circulantes (concretamente los AGS, los AGMI y
los AGPI n-6) a lo largo del embarazo, se pueden realizar algunas argumentaciones. Esta
tendencia al alza podria explicarse por un mecanismo de sintesis o movilizacién de las grasas
maternas, ya que el aumento de las concentraciones parece no estar relacionado con la ingesta
dietética. Cabe sefialar que estas adaptaciones metabdlicas que se producen en la mujer
embarazada tienden a garantizar una adecuada disponibilidad de los AGS, AGMI y AGPI n-6
durante la gestacion y, su aumento en el tercer trimestre, parece coincidir cuando el feto
requiere mayor demanda para su crecimiento y desarrollo. No obstante, las concentraciones de
AA, DHA y EPA, parece que estdn reguladas de forma mds compleja, pese a poseer mayor
afinidad por las proteinas transportadoras de la placenta con respecto al resto de AG. Durante
los primeros meses del embarazo, los AGPI derivados de la dieta se almacenan en el tejido
adiposo materno. De hecho, la concentracidon sérica de AGPI n-3 se ha relacionado con el
consumo de alimentos en la mujer embarazada [30,203,238,250] y como éstos se transfieren a
las reservas de grasa materna. Por tanto, la cantidad de AGPI n-3 almacenada en el tejido
adiposo podria variar en funcién de la ingesta dietética de dichos n-3. Sin embargo, los cambios
metabdlicos y fisiolégicos que se producen durante el embarazo implican una sincronizacidn
compleja del metabolismo lipidico de la madre, la placenta y el feto para garantizar el suministro
continuo de AGPI n-3 y AGPI n-6 al feto [152]. Algunos mecanismos podrian estar relacionados
con la movilizacién de las reservas de grasa materna, un aumento de la sintesis de AG regulados
por los estrégenos, la captacion placentaria especifica de determinados AG o la tasa de
conversion de DHA sincronizada con el periodo de maxima demanda fetal [28,152]. La
transferencia de AGPI n-3 y n-6 al feto aumenta a partir de la semana 20 de gestacién y alcanza
un pico en el ultimo trimestre del embarazo, favoreciendo el paso de DHA y AA, para garantizar
los requerimientos fetales en esa etapa del desarrollo [97,151,152]. Consecuentemente, en
situaciones de ingesta insuficiente, aumentard el riesgo de déficit de AG y la aparicion de
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posibles problemas de salud en la mujer embarazada. De hecho, se ha descrito que un estado
bajo de AGPI n-3 y el desequilibrio entre n-6 y n-3 al principio del embarazo aumentan el riesgo
de depresion postparto [29,250]. Esto podria llevarnos a considerar que, en situaciones de bajo
aporte, los mecanismos implicados en el transporte placentario de grasas podrian ser
insuficientes para garantizar las necesidades fetales de AG, o bien, que el poco aporte de AG de
la madre se antepusiera a las demandas fetales y supusiera un riesgo de déficit en ella al no
asegurar unas reservas adecuadas para la gestante.

En nuestra cohorte de embarazadas, los valores de n-6/n-3 (T1, 16,80 + 5,19; T3, 29,29 + 11,52)
parecen mostrar un claro desequilibrio si nos basamos en las recomendaciones propuestas por
la Fundacion Espafiola de la Nutricion (www.fen.org.es) donde aconsejan no sobrepasar la
proporcién 16:1. No obstante, se deben realizar mas investigaciones sobre el posible efecto del
aumento de AGPI n-6 en la mujer gestante.

Dado que las concentraciones de AG y su equilibrio dependen tanto de los mecanismos
biolégicos como del suministro de la dieta, se necesita una ingesta dietética éptima para
garantizar el correcto crecimiento y desarrollo del feto. Por este motivo, consideramos que los
controles prenatales que se realizan por los obstetras y otros profesionales de la salud deberian
incluir consejos dietéticos sobre alimentos ricos en AG, verificar el consumo de estos alimentos
y determinar el perfil sérico de los AG, especialmente AA, EPA y DHA. Entre las principales
implicaciones de los AG durante el embarazo, se conoce que el consumo de pescado y marisco
es beneficioso para el desarrollo neurocognitivo de los recién nacidos [247,249]; un
desequilibrio entre las series de AGPI n-3 y n-6 puede desencadenar consecuencias nocivas para
el nifio, como trastornos del neurodesarrollo [247,248], enfermedades del sistema inmunitario
[197], riesgo cardiometabdlico y exceso de adiposidad [49,52,53]; en cuanto al AA, en
concentraciones adecuadas, actia como precursor de prostaglandinas y otros metabolitos que
desempeian un papel clave en el periodo final del embarazo y el parto [262], mientras que, en
concentraciones elevadas, genera una activacién excesiva de los mediadores inflamatorios que
puede provocar problemas obstétricos como la diabetes gestacional, preeclampsia o parto
prematuro [263].

2.3. Intervalos de referencia séricos de los acidos grasos de cadena media y larga.

Actualmente, una de las herramientas mas empleadas para determinar el estado de
salud de un individuo es comparar los resultados obtenidos en un determinado analito con los
intervalos de referencia establecidos para dicho analito. Con ello, se puede realizar un
diagndstico médico o tomar una decisidn clinica-terapéutica que mejoren la salud de la persona.
En este estudio, se han establecidos los intervalos de referencia de los AG de cadena media y
larga en las mujeres embarazadas tanto en T1 como en T3.

Como se ha comentado anteriormente, los niveles adecuados de AG son de gran importancia en
T1, teniendo en cuenta el papel que desempefian en el inicio de la neurogénesis [30,122], y en
T3, favoreciendo la maduracién del sistema nervioso y retina [122]. Sin embargo, muy pocos
estudios han informado de los intervalos de referencia para las concentraciones séricas de los
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AGy, los trabajos disponibles, reportan mayoritariamente los intervalos en adultos (conjunto de
hombres y mujeres no embarazadas) [180,181,189,192]. En el caso de las mujeres embarazadas,
solo se han descrito valores de referencia en una cohorte brasilefia de 225 mujeres embarazadas
sanas [203] y en una cohorte noruega de 247 mujeres embarazadas sanas [204]. Sin embargo,
los valores en estas dos cohortes son dificilmente comparables con nuestros resultados al estar
expresados en términos relativos (% de un AG con respecto al total de AG medidos).

Consideramos que los intervalos de referencia se deberian desarrollar mediante un proceso mas
uniforme y estandarizado en relacién a la metodologia utilizada. La regidén geografica, el sexo, la
edad, las condiciones fisiopatolégicas [189,196], como el embarazo [204], y el patrén dietético
son factores que modifican los intervalos de referencia publicados y que deben estar claramente
definidos y estipulados para cada poblacién sobre la cual se quieran establecer dichos intervalos.

En cualquier caso, nuestro estudio aporta nuevos intervalos de referencia en una amplia
muestra de mujeres embarazadas sanas de una region Mediterrdnea con caracteristicas
socioecondmicas, culturales y dietéticas diferentes de los datos anteriormente publicados.
Ademas, los intervalos se han expresado de dos formas: como concentraciones absolutas y
relativas debido a la poca literatura encontrada donde las concentraciones de AG se expresaran
en términos absolutos en las mujeres embarazadas. La correlacidén entre las concentraciones de
AG expresadas en valores absolutos y relativos, mostraron correlaciones bajas-moderadas. De
forma similar a nuestros resultados, otros estudios ya han observado escasas correlaciones
entre las concentraciones absolutas y relativas [242,264-266] en adultos y mujeres no
embarazadas. Se postula que las diferencias entre los porcentajes y las concentraciones
dependen de las caracteristicas individuales de los AG [266] y del numero de AG medidos en
cada persona. En este sentido, el hecho de expresar los valores en términos relativos requiere
la medicién de todos los AG circulantes en el suero para poder establecer los porcentajes y esto

supone un aumento considerablemente del gasto del analisis. Mientras que la medicidn en
valores absolutos permite determinar un solo AG procurando un analisis mas econdmico vy
facilitando las comparaciones entre estudios, por lo que, la recomendaciéon para futuras

investigaciones es informar las concentraciones de AG en unidades absolutas.

Debido a la falta de intervalos de referencia publicados, la comparacién de nuestros resultados
con los de otros estudios fue dificil. En comparacion a nuestros niveles de AGMI, se observaron
concentraciones elevadas en un estudio procedente del Norte de Espafia [197], concentraciones
bajas en dos estudios de los Paises Bajos [31,198] y concentraciones similares en Alemania [184]
y el Reino Unido [200], pese a no seguir un patron dietético similar al de la zona del
Mediterrdneo. Los valores de DHGLA y AA fueron mas altos en los Paises Bajos [31,198] que en
otros paises. Generalmente, la produccién de mediadores inflamatorios como el AA estd
asociada al curso normal del embarazo. Sin embargo, los niveles anormalmente elevados se han
relacionado con complicaciones durante el embarazo, como la preeclampsia, el parto
prematuro, retraso del crecimiento fetal, etc. especialmente en mujeres con factores de riesgo
como el sobrepeso y la obesidad [263]. La mayoria de estas complicaciones ocurren durante el
T3, sin embargo, Otto et al. [198] midieron los niveles de AG durante T1, momento en el cual los
efectos del AA pueden ser menos relevantes o no se han descrito. También hay ciertos factores
maternos como la obesidad que predisponen a sufrir un mayor nimero de complicaciones vy el
estudio de Vlaardingerbroek. et al. [31] no informd el IMC en su poblacidn de mujeres
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embarazadas. Ademas de lo anterior, las concentraciones de DHA de los Paises Bajos fueron mas
elevadas que las indicadas en los demas estudios. Las posibles explicaciones del aumento de
DHA en los Paises Bajos podrian ser la elevada ingesta de suplementos de AGPI n-3 o el mayor
consumo de pescado y marisco per capita [204]. Por ultimo, las diferencias en los criterios de
seleccidn de las mujeres embarazadas, el tamafio muestral reclutado y la metodologia para la
determinacidon de los AG, podrian explicar las diferencias encontradas con estos autores
[31,184,197,198,200].

Cabe sefialar que las caracteristicas de la poblacién a estudio (edad, sexo, IMC, dieta, estilo de
vida, nivel educativo y socioecondmico, origen geografico o étnico, e incluso factores genéticos
[213,267]) pueden afectar a las concentraciones séricas de los AG vy, por tanto, al
establecimiento de los intervalos de referencia durante en el embarazo. Es crucial definir
correctamente los criterios de seleccién de la poblacion de referencia y seguir directrices
validadas dentro del ambito internacional [187] para establecer los intervalos de referencia
acordes a dicha poblacidn. En realidad, se recomienda que cada laboratorio establezca sus
propios intervalos de referencia debido a la elevada variabilidad intra e interindividual presente
en un poblacién de una determinada zona geografica con respecto a otra poblacidon de una zona
proxima [187]. En todo caso, los intervalos que se han establecido en este proyecto han
permitido calcular los percentiles absolutos (y relativos) de un amplio perfil de AG para el 95%
de la poblaciéon de mujeres embarazadas sanas que se incluyeron en el estudio. Estos intervalos
podran ayudar a evaluar el estado de los AG y la identificacién de las mujeres con riesgo de
déficit (<percentil 2,5%) o sobreexposicion (>percentil 97,5%) a un AG determinado.

3. ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA DURANTE LA GESTACION

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC), incluidos el acido acético, el acido propidnico,
el 4cido butirico e isobutirico, son metabolitos producidos a nivel intestinal (principalmente en
el colon) por la fermentacion bacteriana de los componentes de los alimentos,
mayoritariamente, hidratos de carbono y fibra. En menor medida, se ingieren directamente de
los alimentos o se producen de forma enddgena a través de procesos metabdlicos [88]. Ademas
de actuar como sustratos locales para la produccién de energia en la mucosa intestinal, los AGCC
son transportados al torrente sanguineo donde regulan numerosas vias metabdlicas a través de
la activacion de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) [79,268], como GPR41, GPR43y
GPR109A, los cuales se expresan en una gran variedad de tejidos como el higado, el tejido
adiposo, el musculo esquelético y el cerebro.

Segln nuestro conocimiento, este es el primer trabajo a nivel internacional que ha explorado
las concentraciones séricas de AG de cadena corta a lo largo del embarazo, valorando la
influencia de los factores maternos sobre dichas concentraciones y su evolucion durante la
gestacion.
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3.1. Factores maternos relacionados

Uno de los factores maternos con mayor influencia sobre las concentraciones de AGCC,
es la composicion de la dieta. Muchos autores afirman que las concentraciones de AGCC
aumentan cuando se sigue una dieta rica en fibra, mientras que se reducen con una dieta
restringida en fibra o con alto contenido en grasas [89,212]. Sin embargo, estos hallazgos no
estdn respaldados por nuestros resultados, ni por una reciente revisién sistematica de 44
estudios sobre el impacto de la fibra dietética en la produccidon de AGCC, que mostré que la
mayoria de los estudios (un total de 26) no mostraron diferencias significativas en las
concentraciones de AGCC con respecto a la ingesta de fibra, mientras que los demds (un total
de 18) informaron de diferencias significativas para uno o algunos AGCC, aunque diferian en el
tipo de AGCC [77]. En nuestro estudio, solo se detectaron diferencias significativas en el caso del
acido butirico, el cual aumenté en el T3 en comparacion con el T1 cuando la ingesta de fibra era
<14 g/d (1ler y 22 tercil) y cuando la ingesta de proteinas era <61 g/d (12 y 22 tercil). De hecho,
algunos autores han observado que la concentracidon de AGCC parece estar influenciada por la
dosis, el tipo y la estructura de las fibras alimentarias [77]. Normalmente, las bacterias
intestinales dependen de los hidratos de carbono y de la fibra para obtener energia y utilizan las
proteinas como fuente de energia cuando los primeros son escasos [269]. En este estudio, sélo
las mujeres que mantienen una dieta de calidad moderada-alta aumentaron sus
concentraciones de butirato en el T3 en comparacion con el T1. Hay que tener en cuenta que,
en nuestra cohorte, los valores de referencia proporcionados para los AGCC en suero son
independientes de la dieta y de la ingesta de fibra.

En cuanto a otros factores maternos, hemos observado que el consumo de alcohol, una edad
mas joven, tener una clase social mas baja y practicar una actividad fisica elevada durante el
embarazo, reducen las concentraciones de acido acético o de acido isobutirico en T3 en
comparacién con T1. En general, la actividad fisica aumenta las bacterias tipo Faecalibacterium
y modifica la composicién microbiana [269]. De hecho, los atletas producen abundantes
concentraciones de butirato fecal [270]. Sin embargo, en nuestra cohorte se observd un
aumento en la concentracion de butirato en aquellas gestantes que practicaban una actividad
fisica baja-moderada en T3 en comparacién con T1. Cabe sefialar que sdlo el 4,2% de nuestras
embarazadas fueron muy activas fisicamente y, por lo tanto, se necesitaria un mayor numero
de mujeres para establecer la tendencia del acido butirico en estas condiciones fisicas.

En cuanto al tabaco, las mujeres fumadoras tendieron a presentar valores medios mds bajos
para todos los AGCC en comparacién con las no fumadoras y, en el caso del acido butirico, la
disminucién fue significativa. Esta diferencia se observé a lo largo de todo el embarazo, pero fue
mas significativa durante el T3. Uno de los mecanismos de absorcién de los AGCC a través de la
barrera intestinal incluye transportadores especificos como el transportador monocarboxilato
que también puede utilizar el acido nicotinico como sustrato [75]. En consecuencia, el transporte
de AGCC podria verse reducido por la presencia del acido nicotinico, que actia como un
inhibidor metabdlico de los AGCC.

Con respecto al IMC, el propionato fue mayor en las mujeres obesas en comparacién con las
mujeres con un peso normal. Tanto en estudios en humanos como en estudios experimentales
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en ratones, los efectos clinicos del &acido propidnico manifiestan una reduccién del
almacenamiento de grasa, previenen de la resistencia a la insulina y poseen una actividad
antiinflamatoria [72,271]. Priyadarshini et al. [209], observaron que el propionato era
beneficioso contra el desarrollo de la obesidad en las mujeres embarazadas.

3.2 Concentraciones séricas de los acidos grasos de cadena corta

Investigaciones recientes han demostrado que la composicion de la microbiota
intestinal cambia significativamente de T1 a T3 [212] y, por tanto, puede afectar a la produccion
de AGCC. La mayor concentracion de AGCC se encuentra en el lumen del colon, donde son
facilmente absorbidos por los colonocitos en funcién del gradiente de concentracién. Si no son
metabolizados por los colonocitos, los AGCC atraviesan la pared intestinal y son absorbidos a
través del sistema porta [207,272]. Algunos autores sugieren que el higado metaboliza el
propionato y el butirato, disminuyendo asi la liberacion de estos dos AGCC en la circulacion
sistémica. Sin embargo, la mayoria del acetato escapa del metabolismo hepatico y, por esa
razon, es el AGCC mas abundante en la circulacidn periférica [75,207]. Una vez alcanza la
circulacion periférica, el acetato serd metabolizado por los tejidos periféricos [76]. En relacién
con las concentraciones séricas de AGCC, nuestros resultados apoyan el hecho de que el acetato
es el AGCC mayoritario, tal y como indican la HMD (Human Metabolome Database:
http://www.hmdb.ca/) y otros autores [72]. Sin embargo, ningln estudio hasta la fecha ha
determinado el estado de los AGCC maternos en el tercer trimestre del embarazoy, por lo tanto,
su evoluciéon durante el embarazo. En general, nuestros resultados mostraron que las
concentraciones de AGCC permanecieron relativamente constantes a lo largo del embarazo, con
ligeras variaciones (disminucidn no significativa) para el acido acético y el acido isobutirico,
mientras que hubo un aumento significativo en el acido butirico del T1 al T3. El 4cido butirico
aumento significativamente con todos los factores maternos estudiados y en casi todas las
categorias de cada factor desde el principio hasta el final del embarazo. Este cambio es
importante porque el butirato se ha descrito como un agente antiinflamatorio [75,88] que
aumenta para contrarrestar el mayor grado de inflamacién que se produce al final del embarazo
en comparacion con el T1 [193]. Este hecho podria estar relacionado con el cambio en la
microbiota intestinal durante el embarazo, que se describe como un aumento de Actinobacteria
y Proteobacteria y una reduccién de Faecalibacterium, lo que induce una mayor inflamacién
intestinal, un mayor almacenamiento de energia (con aumento del peso materno) y una
tendencia a un estado de hiperglucemia [193,211,212]. Los cambios en la microbiota intestinal
durante T3 son muy similares a los que se producen en pacientes con ciertos sindromes
metabdlicos inflamatorios como la obesidad o la diabetes [193,209,212]. Sin embargo, a pesar
de la disminucidon de Faecalibacterium (bacterias productoras de acido butirico) durante T3
descrito por algunos autores [193,212], en nuestra cohorte se detectd un ligero aumento de las
concentraciones de butirato (del 1,5% al 1,7%). Por lo tanto, la variacién en las concentraciones
de butirato durante el embarazo no parece estar relacionada con los cambios descritos en la
microbiota intestinal hasta la fecha, pero podria deberse a otros factores como la concentracion
de bacterias presentes en el colon, el tipo de sustrato fermentado, el tiempo de transito
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intestinal de los alimentos [72], la genética del huésped y los factores del estilo de vida [269],
entre otros. Sin embargo, nuestros resultados mostraron un aumento de las concentraciones de
acido butirico de T1 a T3 en todas las categorias de los factores estudiados, por lo que parece
que el aumento de las cocentraciones de acido butirico es independiente de estos factores
maternos evaluados. Se necesitan mas estudios para entender los mecanismos subyacentes de
estos cambios. En contraste con el acido butirico, sélo algunas caracteristicas ambientales
evaluadas en nuestra muestra disminuyeron las concentraciones de acetato (edad mas joven y
consumo de alcohol) e isobutirato (clase social baja, ganancia de peso gestacional adecuada y
elevada actividad fisica) en T3.

3.3. Intervalos de referencia séricos de los acidos grasos de cadena corta

El presente estudio describe los intervalos de referencia séricos (percentiles 2,5-97,5)
para los acidos acético, propidnico, isobutirico y butirico cuyos intervalos fueron 16,4-103,8
umol/L, 2,1-5,8 umol/L, 0,16-1,01 pmol/L y 0,32-1,67 umol/L en el primer trimestre del
embarazo, respectivamente. En el tercer trimestre, los percentiles de los intervalos de referencia
fueron cuantitativamente similares a los del primer trimestre, excepto para el butirato, cuyas
concentraciones aumentaron significativamente al final del embarazo (0,37-2,09 umol/L).

A pesar de la importancia de preservar un estado saludable durante el embarazo, no existen
intervalos de referencia fiables que representen a mujeres embarazadas sanas, por lo que no es
posible comparar nuestros resultados. Segun la literatura, se dispone de algunos estudios
realizados en la base de datos HMD (http://www.hmdb.ca/ - pagina consultada el 25 de octubre
de 2022) que recopila la concentracion media de AGCC en muestras séricas de adultos (>18 afios
de edad) y, también se dispone del estudio de Tian, Z. et al. [208]. En ambos recursos, se observa
que los valores medios de acido acético (41,9-69,1 mol/L), cido propidnico (1,1-2,84 mol/L) y
acido butirico (0,3-2,7 mol/L) oscilaron considerablemente (http://www.hmdb.ca/ y [208]). En
cuanto al acido butirico (2,3 mol/L) solo hay un estudio reportado en la web HMD cuyo acceso
no estd disponible actualmente. Aunque la bibliografia encontrada es muy escasa, los valores
publicados en adultos son similares a los valores medios de acido acético (49,0 mol/L) y acido
butirico (0,79 mol/L) detectados en nuestra cohorte de mujeres embarazadas sanas. No
obstante, en nuestro estudio se obtuvieron valores mas altos para el acido propiénico (3,54
mol/L) y valores mas bajos para el isobutirico (0,47 mol/L) en comparacion a la bibliografia
(http://www.hmdb.ca/ y [208]). Las diferencias en estos valores pueden atribuirse a varias
causas. Un punto a considerar es que la metodologia utilizada en estos estudios previos difiere
de un estudio a otro, por lo que las comparaciones entre ellos son dificiles. Ademas, los estudios
analizados (http://www.hmdb.ca/ y [206—208]) tienen un tamafio muestral muy pequefio y, por
lo tanto, la presencia de valores extremos interindividuales pueden modificar notablemente la
media y no pueden considerarse como valores poblacionales.

En relacion a las mujeres embarazadas, solo dos estudios con un pequefio tamafio muestral
determinaron las concentraciones medias de AGCC durante el T1, pero sus valores medios
difieren de nuestros resultados debido principalmente a las caracteristicas del disefio de ambos
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estudios. En primer lugar, Priyadarshini et al. [209] analizaron los valores medios del acido
acético (25.6-26.9 mol/L), acido propidnico (1.8-2.0 mol/L) y acido butirico (0,5-0,9 mol/L) en
mujeres embarazadas obesas (n = 10) frente a mujeres con un peso normal (n = 10) en T1
mediante cromatografia de gases. En segundo lugar, Bahado-Singh et al. [210] informaron los
valores medios de acido acético (28,2-22,9 mol/L) e isobutirico (6,7-5,6 mol/L) en mujeres
britdnicas con aneuploidias fetales (n = 30) frente a mujeres sin alteraciones cromosdmicas (n =
114) durante T1 empleando resonancia magnética nuclear (RMN). Como se ha comentado con
anterioridad, las concentraciones séricas de AGCC mantienen una estrecha relaciéon con la
microbiota intestinal [71,72,82]. En T1, se genera un estado de baja inflamacién a nivel de la
superficie de la mucosa intestinal, caracterizado por un aumento de Ruminococcus vy
Faecalibacterium [89,93,194], similar al observado en mujeres sanas no embarazadas [89,212].
Por lo tanto, el estado basal de los AGCC durante T1 deberia parecerse a los publicados en
adultos sanos (http://www.hmdb.ca/ y [208].

4. FORTALEZAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El dltimo punto a considerar de esta discusion, son las fortalezas y limitaciones de
nuestro estudio.

En cuanto a las fortalezas debemos resaltar el elevado niumero de participantes y el tipo de
disefo del estudio que han permitido realizar una valoracidon extensa del estado de los AG
durante el transcurso del embarazo. Ademas, todos los procedimientos de recogida de datos y
anadlisis de muestras fueron objeto de un seguimiento exhaustivo: se recolectaron por los
mismos investigadores capacitados, y el andlisis bioquimico de los AG se realizé en el mismo
laboratorio de investigacidn para minimizar posibles sesgos. Ademas, otro de los puntos fuertes
de este estudio son los valores propuestos de las concentraciones e intervalos de referencia para
los AG, que pueden servir como biomarcadores del consumo dietético (al derivar los AG
predominantemente de la dieta). Con estos valores se pretende proporcionar informacion
objetiva sobre la ingesta de AG y lipidos de la dieta sin que se produzcan sesgos procedentes de
interrogatorios o cuestionarios de consumo por parte de los pacientes.

En cuanto a las limitaciones del estudio, relacionadas con los factores maternos se debe
comentar que, en primer lugar, no pudimos evaluar determinados factores ambientales y
genéticos que podrian influir en las concentraciones séricas de los AG durante el embarazo. Por
ejemplo, genes que codifican proteinas implicadas en la captacidn, el metabolismo, el transporte
y la sintesis de AG, especialmente, la familia de genes de la desaturasa de acidos grasos (FADS)
que estan relacionados son la sintesis de AGPI n-3 y n-6 [213,273]. En segundo lugar, se tienen
que realizar mas estudios para determinar el grado de influencia de los factores maternos sobre
las concentraciones de AG, especialmente sobre el DHA por su papel en el crecimiento y
desarrollo fetal.

Relacionado con las concentraciones de los AG, en primer lugar, las determinaciones de los AG,
tanto de cadena corta como de cadena media y larga, no se analizaron en el segundo trimestre
del embarazo y habria sido interesante disponer de esos valores para un seguimiento de todos
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los trimestres de gestacion. En segundo lugar, de los 37 acidos grasos de cadena media y larga
gue se midieron, no todos se pudieron detectar en las muestras de suero. Uno de ellos fue el
ALA, uno de los principales AGPI n-3, lo que podria explicar por qué los niveles relativos de AGPI
n-3 en nuestro estudio fueron inferiores a los de otros paises. En tercer lugar, también resulté
dificil establecer una comparacién de las concentraciones de AG (expresadas en términos
relativos) con las de otros paises porque el perfil o nUmero de AG totales medidos variaba segun
los estudios, incluso en estudios procedentes de un mismo pais. En cuarto lugar, se debe
considerar que en nuestro estudio se midieron los AG totales circulantes en sueroy estos valores
pueden diferir de los AG medidos en la fraccién de TAG, fosfolipidos o ésteres de colesterol
circulantes en suero.

Relacionado con la elaboracién de los intervalos de referencia de los AG, aunque se siguieron
las directrices recomendadas por el CLSI, nuestros resultados no pueden extenderse a todas las
poblaciones de embarazadas puesto que determinadas caracteristicas como el origen étnico, los
habitos nutricionales y el estilo de vida pueden influir notablemente en las concentraciones de
AG.
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El proyecto ECLIPSES-AG es un estudio derivado del proyecto ECLIPSES-NEN, el cual ha
estudiado el estado de salud prenatal de la madre desde diferentes ambitos, como el nutricional,
el psicoldgico y el medioambiental (Figura 17). El seguimiento de la cohorte ECLIPSES-NEN ha
valorado el estado de salud de los hijos de las gestantes desde el nacimiento hasta los 4 afios de
edad, permitiendo estudiar la influencia previa del estado de salud de la mujer gestante sobre
su descendencia.

Proyecto ECLIPSES-NEN

NUTRISAM

NUTRICIO | SALUT MENTAL Evaluar los efectos de los factores maternos sobre la salud de la madre y de sus hijos.

FACTORES MATERNOS PRENATALES

Nutricionales Infancia Nifios
N= 422 madres —bebés 40 dias N= 281 madres y nifios de 4 afios

)
o
<

%,
%
%

N= 793 embarazadas, sin patologia detectable

* Desarrollo neuroldgico (BSID-I1) * Funciones ejecutivas
Variables Vedid ; i Tino de al tacic
* [Estado nutricional (Alimentacion y determinaciones edicas antropometricas 'po de alimentacion
bioquimicas) *Tipo de alimentacion * Medidas antropométricas

* [Estado psicoldgico (Estrés, ansiedad, depresién)
» Contaminacion del aire durante el embarazo y toxicos en
orina
« Datos sociodemograficos, clinicos y obstétricos
+ Estilo de vida (tabaquismo, actividad fisica)
* Medidas antropométricas
+ Estado cardiometabdlico

‘ Neurodesarrollo infantil

Figura 17. Nuevas perspectivas de futuro: Proyecto ECLIPSES-NEN.

Con respecto a los acidos grasos, nuestro plan de futuro es analizar la influencia del estado
nutricional de los acidos grasos maternos sobre el desarrollo fisico y neuroconductual de sus
hijos en edades tempranas.

Ademas, se pretende investigar sobre la relacion indirecta entre las concentraciones de acidos
grasos en suero y la microbiota intestinal durante el embarazo.
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CONCLUSIONES

El proyecto ECLIPSES-AG estudia el estado nutricional de los acidos grasos en una amplia

poblacién de mujeres embarazadas sanas de una region Mediterranea del sur de Cataluiia. De

forma pionera, a nivel internacional, se han analizado los dacidos grasos desde varias

perspectivas, describiendo como punto clave, las concentraciones séricas desde el inicio hasta

el final de la gestacién; estimando la influencia de los factores maternos sobre estas

concentraciones; y estableciendo, por primera vez, los intervalos de referencia del conjunto de

acidos grasos de cadena corta, media y larga en la mujer gestante.

Este estudio, ha permitido realizar las siguientes conclusiones:

1.

Se ha identificado la influencia de los factores maternos sobre las concentraciones de los
acidos grasos en las gestantes de nuestro entorno. A mayor edad, mayor nivel educativo y
mayor consumo de pescado, se incrementan las concentraciones de acidos grasos
poliinsaturados n-3 (EPA y DHA), mientras que el habito tabaquico reduce la concentracion
de DHA. El exceso de peso predijo valores mas elevados en los cocientes n-6/n-3 y AA/EPA.
Sin embargo, no se encontré ninguna asociacién relevante con los acidos grasos saturados
y monoinsaturados.

Se han descrito las concentraciones séricas de una amplia gama de 4cidos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, expresandolas en valores absolutos y en valores
relativos respecto al total de los acidos grasos. Se observan correlaciones moderadas entre
ambas formas de expresion, siendo mas recomendable emplear valores absolutos en la
practica clinica.

La evolucién de las concentraciones séricas de los acidos grasos desde el inicio hasta el final
de la gestacion es variable. Los saturados, monoinsaturados y poliinsaturados n-6 aumentan
durante el embarazo en relacién a posibles mecanismos metabdlicos especificos, no
vinculados con el consumo alimentario. Sin embargo, la disminucién de las concentraciones
séricas de AA y EPA y el mantenimiento de DHA al final de la gestacion, indican un posible
riesgo de deficiencia en la mujer embarazada.

Referente a los acidos grasos de cadena corta, los factores maternos tienen poca influencia
sobre sus concentraciones, aunque aumentan en presencia del tabaquismo, actividad fisica
intensa y obesidad al inicio del embarazo. Sus concentraciones séricas, como marcadores
indirectos de la microbiota intestinal, se mantuvieron notablemente estables durante el
embarazo, a excepcion del butirato, que aumenté al final de la gestacion.

Se han establecido los intervalos de referencia bioldgicos del conjunto de acidos grasos en
suero durante la gestacion, tanto en los de cadena media y larga como en los de cadena
corta. La extensa muestra de mujeres embarazadas sanas del proyecto ECLIPSES-AG ha
permitido establecer por primera vez unos intervalos de referencia para las gestantes. Estos
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intervalos de referencia son una herramienta eficiente en la valoracién del estado
nutricional de los acidos grasos en esta poblacidn, tanto a nivel clinico como epidemioldgico.

Debido a la gran importancia que el estado nutricional de los acidos grasos tiene sobre la salud
materna y la de su descendencia, creemos que nuestra contribucién puntual al estado del
conocimiento de los acidos grasos debe ser ampliada con nuevas investigaciones, que permitan
establecer estrategias efectivas de prevencion y control en el seguimiento del embarazo.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo.

CUESTIONARIO DE FRECUECIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

INSTRUCCIONES PARA CUMPLIMENTARLO

Este cuestionario le pregunta sobre la frecuencia con la que usted consume habitualmente

determinados alimentos.

Usted ha de apuntar el nimero de veces a la semana 6 al mes que consume los alimentos

enumerados en la pagina siguiente.

Alpunos ejemplos para rellenar el cuestionario:

e Siconsume el alimento frecuentemente, ponga en la columna de LA SEMANA el nimero de veces:

1-2-3-4-5-6 (cuando es alguna vez a la semana).

7 (cuando es diariamente)

8-9-10-11....(cuando es varias veces al dia)

Piense siempre en sumar el consumo de todas las comidas del dia (desayuno, comer, merendar,

cenar, otras..). Asi,si toma todos los dias leche para desayunar y alguna vez a la semana para

cenar: 7+4=11 veces a la semana.

e 51 consume el alimento con poca frecuencia, ponga en la columna del MES cuantas veces: 1-2-3

+ Sino lo consume nunca 6 casi nunca, deje la casilla en blanco, sin poner nada.

Ejemplo: Un sefior desayuna habitualmente un vaso de leche (7 veces) y madalenas (7 veces) y para

cenar a veces toma leche (4 veces) y a veces toma yogourt (3 veces) de posire. Ademas, toma pescado

algunas veces a la semana para comer (2 veces) y otras veces para cenar (4 veces). Las legumbres las

consume alguna vez al mes (aproximadamente 4 veces ). Si no come nunca un alimento dejarlo en

blanco, sin contestar nada.

Este consumo se apuntaria de la siguiente manera:

LISTADO DE ALIMENTOS CUANTAS VECES COME...?
A LA SEMANA AL MES

Leche 11

Yogourt 3

Bizcocho,madalenas. 7

Pescado 5]

Legumbres

Queso de réginmen

Cuestionario validado. Trinidad |, Fernandez J, Cucd G, Biarnégs E, Arija V. Validation of a short guestionnaire on
frequency of dietary intake: reproducibility and validity. Nutr Hosp. 2008;23:242-52.
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CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO ALIMENTARIO

LISTADO DE ALIMENTOS

CUANTAS VECES COME...?

A LA SEMANA

AL MES

| Leche

| Yogourt

Chocolate:tableta, bombones, Kit-Kat Mars. ..

Cereales inflados de desayuno (“Comn-Flakes™ “Kellog’s™)

Galletas tipo “maria”

Galletas con chocolate,crema...

Madalenas , bizcocho

Ensaimada,Donut, Croissant

A LA SEMANA

AL MES

Ensalada:Lechuga,tomate,escarola....

Judias verdes,acelgas,espinacas

Verduras de guarnicién:berengena,calabacin,champifion..

Patatas al horno fritas o hervidas

Legumbres:lentejas, garbanzos,alubias..

Arroz blanco,paglla

Pasta:fideos,mmacarrones,espaguetis...

Sopas y cremas

A LA SEMANA

AL MES

Huevos

Pollo o codorniz

Temera,cerdo,cordero (bistec,empanada)

Camne picada: longaniza,hamburgesa

Pescado blanco: merluza,mero..

Pescado azul:sardinas,atin,salmén....

Marisco:mejillones, gambas,langostinos, pulpo, calamares...

Croquetas, empanadillas, pizza

Pan (bocadillos,en comidas)

A LA SEMANA

AL MES

Jamon salado, dulce ,embutidos

Queso blanco o fresco (Burgos,...) o bajo en calorias

Ofros quesos curados o semicurados,cremosos

_ ALASEMANA = |

AL MES

Frutas citricas:Naranja,mandarina

Otras frutas;Manzana,pera,melocotén,aibaricoque, platano

Frutas en conserva(en almibar)

Zumos de fruta natural

Zumos de fruta comercial

Frutos secos:cacahuetes,avellanas,almendras

Postres lacteos: natillas,flan,cuajada

Pasteles de crema v chocolate

Bolsas de aperitivos (“chips”, “chetos”, “fritos”...)

Golosinas;caramelos,gominolas...

Helados :  en verano/en invierno

En verano/en invierno

En verano/en invierno

A LA SEMANA

AL MES

Bebidas azucaradas (“coca-cola”, “Fanta™...)

Bebidas bajas en calorias (coca-cola light...)

Vino, sangria

Cerveza

Cerveza sin alcohol

Bebidas destiladas: (Whisky, ginebra, conyac,...)
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Indique con nna Xla respuesta que usted crea mas adecuada:
1.- Que tipo de leche toma habitualmente?; Entera Semidescremada Descremada
2.- Que tipo de yogourt toma habitualmente? a) Natural b) Natural descremado
c)De sabores d) De sabores descremado
e) Con trozos de frutas _ f) Con trozos de fruta descremado
3.- Que tipo de pan toma habitualmente?: Blanco  Integral
4 .- Se pone tomate y aceite en los bocadillos?: Siempre Habitualmente Alguna vez  Casi nunca
5.- Se pone mantequilla o0 margarina en las tostadas?: Siempre  Habitualmente Alguna vez__ Casi nunca__
6.- Con que frecuencia utiliza
Verduras frescas?: Nunca /Alguna vez /Frecuentemente / Casi siempre
Verduras congeladas?: Nunca__ / Alguna vez_ /Frecuentemente / Casi siempre
Verduras pre-cocinadas?: Nunca__ / Alguna vez /Frecuentemente /Casisiempre

Legumbres crudas?: Nunca__ / Alguna vez /Frecuentemente / Casi siempre

Legumbres precocinadas?: Nunca / Alguna vez /Frecuentemente [/ Casi siempre

6.- En la mesa, se afiade sal a las comidas?
Nunca_ / Alguna vez_ /Frecuentemente / Casi siempre
7.- Como definiria su apetito? Mucho Bastante Normal Poco Nada

8.- Hace algin tipo de régimen dietético? No_ /Si__ Cual?

Desde cuando?
Quien se lo ha prescrito?  a) Usted mismo
b) Un amigoe

c¢) Un profesional sanitario

9.-Utiliza el comedor de la empresa? No _ /Si__ Cuantas veces a la semana?
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Anexo 2. Cuestionario de actividad fisica.

QUESTIONARI D’ACTIVITAT FiSICA PER LA MARE
Por favor conteste todas las preguntas (marque 0 en caso de no realizar la actividad correspondiente)

1a. En los dltimos 7 dias, écuantos dias ha realizado actividad fisica vigorosa® como levantar pesos
pesados, cavar, trabajo intenso en la construccién, clases de aerdbic o similar o bicicleta a ritmo répido?
Piense solamente en aquella actividad fisica que duré como minimo 10 minutos

Dias a la semana
1b. En total, ¢ cuanto tiempo suele estar haciendo actividad fisica vigorosa® en uno de estos dias?
Horas Minutos

2a. De nuevo, piense sélo en aquella actividad fisica que duré como minimo 10 minutos. En los dltimos 7
dias, écuantos dias ha realizado actividad fisica moderada® como transportar pesos ligeros, bicicleta a
ritmo regular, dobles de tenis? No tenga en cuenta el caminar.

Dias a la semana
2b. En total, écudnto tiempo suele estar haciendo actividad fisica moderada® en uno de estos dias?
Horas Minutos

3a. En los dltimos 7 dias, écuantos dias ha caminado® al menos 10 minutos? Cuente si camina en su
trabajo y en casa, para ir de un sitio a otro y si camina en su tiempo de ocio, como deporte, o para hacer
ejercicio o para pasar el tiempo.

Dias a la semana

3b. En total, écudnto tiempo suele estar caminando en uno de estos dias?
Horas Minutos

4. En los Gltimos 7 dias, écuanto tiempo en total ha estado sentado? en un dia laborable? Incluye el tiempo
sentado(a) en el trabajo, en casa, estudiando, y en su tiempo libre. Esto puede incluir tiempo sentado(a) en
un escritorio, visitando amigos(as), leyendo o permanecer sentado(a) o acostado(a) mirando television

Horas Minutos

= Actividades vigorosas son las que requieren un esfuerzo fisico fuerte y le hacen respirar mucho mas fuerte que lo normal.
5 Actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado y le hace respirar algo mas fuerte que lo normal.
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Anexo 3. Publicaciones en congresos.

PUBLICACION 1:

e Tipo de publicacion: péster.
e Congreso: XV Congreso Nacional del Laboratorio Clinico, celebrado en formato virtual del 7
al 13 de noviembre de 2021.

Factores maternos relacionados con los niveles séricos de acidos grasos omega-3
durante el embarazo. Estudio ECLIPSES

Martin-Grau, C.%?, Aparicio, E.2, Serrat-Orus, N.!, Montolio Breva, S.%, Rivera Moreno, MV.%, Galofré
Giralt, M., Arija, V2.

lLaboratorio de Anadlisis Clinicos del Institut Catala de la Salut (ICS) Camp de Tarragona-Terres de I’Ebre — Hospital
Universitario Joan XXIIl de Tarragona, Espana.

2Departamento de Nutricidn y Salud Publica. Grupo de investigacion en Nutricion y Salud Mental (NUTRISAM),
Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud, Universitat Rovira i Virgili, Reus, Espafa.

Introduccion

Una concentracion éptima de acidos grasos (AG) durante el embarazo es esencial para la salud
materno-fetal. Especialmente los AG omega-3, como DHA y EPA, resultan beneficios para el
correcto desarrollo cognitivo y visual del feto Y. El objetivo de este estudio es identificar los
factores socioecondmicos y de habitos de vida maternales que pueden influir en los niveles
séricos de AG omega-3 durante la gestacion.

Material y métodos

Se realizé un estudio longitudinal con 479 mujeres embarazadas. Criterios de inclusidon: mayores
de 18 afios sin antecedentes de enfermedad grave que comprometiera el estado nutricional de
la gestante. Se obtuvieron datos relacionados con la edad, indice de masa corporal (IMC <25/25-
30/>30 kg/m?), nivel educativo (primaria/secundaria/universitario), consumo de tabaco,
actividad fisica (sedentaria/activa) y consumo de alimentos (carne magra y procesados; pescado
y derivados; frutas; verduras; bolleria; aceite de oliva). Se recogiéo muestra de suero durante el
primer trimestre (T1, semana 12) y tercer trimestre (T3, semana 36) de embarazo para el andlisis
de los AG omega-3 poliinsaturados mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (7890A GC acoplado a QqQ 7000 Series®, Agilent Technologies). Para el analisis
estadistico, se utilizé6 el programa SPSS versidon 25.0 para Windows. p<0,05 se considerd
estadisticamente significativo.

Resultados

El andlisis de regresion lineal mostrd una correlacién significativa con los siguientes factores
maternos: a mayor edad (>30 afios) y mayor nivel educativo (universitario) de la gestante, los
niveles de EPA y DHA fueron mayores en T1y T3 (p<0,05). En cuanto a la dieta, el consumo de
pescado y productos derivados del mar durante la gestacién, aumentaron los niveles de EPA en
ambos trimestres (p<0,05), no obstante, sélo se obtuvo un aumento significativo de DHA
durante T1. El consumo de tabaco se asocié con concentraciones bajas de DHA en T1 (p<0,05).
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Conclusiones

Determinados factores maternos como un nivel educativo superior, mayor edad de la gestante,
consumo de pescado y derivados y/o no fumar durante el embarazo se asociaron con mayores
concentraciones de AG omega-3 en ambos trimestres del embarazo. Por consiguiente, la
intervencion nutricional ? y los consejos para dejar de fumar dirigidos a las mujeres
embarazadas, especialmente a las menores de 25 afios y con bajo nivel educativo, podrian
mejorar el perfil sérico de AG y beneficiar su salud . En futuros estudios se profundizara sobre
los hallazgos obtenidos para intentar esclarecer su relacion con la salud de la gestante y la del
feto.
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FACTORES MATERNOS RELACIONADOS CON LOS -
NIVELES SERICOS DE ACIDOS GRASOS OMEGA-3 @&
DURANTE EL EMBARAZO. ESTUDIO ECLIPSES

Martin-Grau, C.12, Aparicio, E.2, Serrat-Orus, N.', Montolio Breva, S.1, Rivera Moreno, MV.1, Galofré Giralt, M.", Arija, V2.

1Laboratorio de Anlisis Clinicos del Institut Catala de la Salut (ICS) Camp de Tarragona-Terres de Ebre ~ Hospital Universitario Joan XXIlI de Tarragona, Espafia.
Departamento de Nutricion y Salud Publica. Grupo de investigacion en Nutricion y Salud Mental (NUTRISAM), Facultad de Medicina y Clencias de la Salud, Universitat Rovira i Virgili, Reus, Espafia.

1. INTRODUCCION y OBJETIVOS:

Una concentracion éptima de acidos grasos (AGs) durante el embarazo es esencial para la salud materno-fetal. Especialmente los AGs omega-3, como DHA
y EPA, resultan beneficios para el correcto desarrollo cognitivo y visual del feto!). El objetivo de este estudio es identificar los factores socioeconémicos y de
habitos de vida maternales que pueden influir en los niveles séricos de AGs omega-3 durante la gestacion.

3. MATERIAL y METODOS

Se realizé un estudio longitudinal con 479 mujeres embarazadas. Criterios de inclusién: mayores de 18 afios sin antecedentes de enfermedad grave que
comprometiera el estado nutricional de |a gestante. Se obtuvieron datos relacionados con la edad, indice de masa corporal (IMC <25/25-30/>30 kg/m2), nivel
educativo (primaria/secundaria/universitario), consumo de tabaco, actividad fisica (sedentaria/activa) y consumo de alimentos (carne magra y procesados;
pescado y derivados; frutas; verduras; bolleria; aceite de oliva). Se recogié muestra de suero durante el primer trimestre (T1, semana 12) y tercer trimestre
(T3, semana 36) de embarazo para el andlisis de los AGs omega-3 poliinsaturados mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(7890A GC acoplado a QqQ 7000 Series®, Agilent Technologies). Para el analisis estadistico, se utilizé el programa SPSS version 25.0 para Windows.
p<0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Tabla 1: Regresion muiltiple lineal de los factores maternos relacionados con el perfil sérico de acidos grasos omega-3 (EPA y DHA)
durante el primer y tercer trimestre de gestacion.

Perfil sérico de AGs durante primer trimester | Perfil sérico de AGs durante el tercer trimester 4. RESULTADOS
B [Es P B ES P El andlisis de regresion lineal (tabla 1) mostré una
Eicosapentanoico (EPA) correlacion significativa con los siguientes factores
Constante 2513 7.86 0.002 16.46 6.84 0017 matemnos: a mayor edad (>30 afios) y mayor nivel
Nivel educativo educativo (universitario) de la gestante, los niveles
Primaria| Ref - = Ref g 3 de EPA y DHA fueron mayores en T1 y T3
Secundaria|7.65 3.32 0.022 0.49 2.62 0.851 <i i
Universitario|9.69 353 0.006 6.87 2.83 0016 (p<0,05). En cuanto a la dieta, el consumo de
(qv] Grupo de Edad pescado y productos derivados del mar durante la
(= <25 afios|Ref - - Ref - - gestacion, aumentaron los niveles de EPA en
'®) 25-30 afios|3.75 4.38 0.392 6.79 3.24 0.038 ambos trimestres (p<0,05), no obstante, sélo se
o)) £30,6n0519:93 422 Q019 S50 <] 0.005 obtuvo un aumento significativo de DHA durante
IMC (0: < 25 kg/m?, 1: 225 kg/m?) -1.21 2.80 0.665 0.82 2,60 0751 T1. El consumo de tabaco se asocié con
CU Actividad fisica (0: sedentaria, 1] g o 451 — I 251 0421 concentraciones bajas de DHA en T1 (p<0,05)
- activa)
f";’;’;‘;’(‘;’”‘g tabaco (0: no fumadora, & ¢4 372 0.076 2585 270 0292
Consumo de alcohol (0: no, 1: si) -0.86 467 0.854 0.61 379 0.871 5. w
(ab] Consumo de pescado y dervados|y - on vous - oo o Determinados factore§ maternos como un
E®] (gdia) 1 A : L |3 ks nivel educativo superior, mayor edad de la
Rlonn=W03_ Fuace=3211P<0001 Rloayc88  (Funac225 [P20.002 gestante, consumo de pescado y derivados
— Docoanhexsencicol(RHA) y/o no fumar durante el embarazo se
>< Constapia 21264 22 U001 24 515 0:48 0001 asociaron con mayores concentraciones de
Nivel educativo A
>< Primaria| Ref = s Ref s = AGs omega-3 en ambos trimestres del
Secundaria| 10.29 9.50 0.280 -2.09 11.06 0.850 embarazo. Por consiguiente, la intervencion
C TR Universitario| 22.45 10.01 0.026 11.54 12.04 0.339 nutricional@ y l0s consejos para dejar de
(g0} <25 afios|Ref - - Ref - - fumar dirigidos a las mujeres embarazadas,
25-30 afios|19.46 12.53 0.121 2946 13.73 0.033 i I 2
(@) 30 arios [28.01 12.07 0.021 4126 13.23 0.002 espeua_lmeme 2 2> dlisnolgs ,de 2 oS
D IMC (0: < 25 kg/m?, 1: 225 kgfm?) | 11.37 7.97 0.154 465 1077 0.666 con bajo nivel educativo, podrian mejorar el
. Actividad fisica (0: sedentaria, 1: perfil sérico de AGs y beneficiar su salud®. En
— activa) e 1349 S8 2 az e futuros estudios se profundizara sobre los
4 Consumo de tabaco (0: no fumadora. | 44 g3 e 5001 i s Gssy hallazgos obtenidos para intentar esclarecer
D (s o) su relacion con la salud de la gestante y la del
« Consumo de alcohol (0: no, 1: si) -18.39 13.34 0.169 -5.11 16.08 0751 feto.
G_) Consumo de pescado y derivados 0.34 0.43 0.011 0.223 0472 0.195
(g/dia) : g : |
= Z R0y400=10.20 | Fi53,,=3.22 | P<0.001 R%y;0=3.6 Fiaosa=1.52 |P=0.084
B; i no i ES, error Ref, reference categoria de ia; P, nivel de signil i istica p> 0.05.
BIBLIOGRAFIA:

1. Koletzko, B.; Godfrey, K.M.; Poston, L.; Szajewska, H.; Van Goudoever, J.B.; DeWaard, M.; Brands, B.; Grivell, R.M.; Deussen, A.R.; Dodd, J.M.; et al. Nutrition
during pregnancy, lactation and early childhood and its implications for maternal and long-term child health: The early nutrition project recommendations. Ann. Nutr.
Metab. 2019, 74, 93-106.

2. Jardi, C.; Aparicio, E.; Bedmar, C.; Aranda, N.; Abajo, S_; March, G.; Basora, J.; Arija, V. Food consumption during pregnancy and post-partum. ECLIPSES Study.
Nutrients 2019, 11, 2447.

3. Aparicio E., Martin-Grau, C., Bedmar C., Serrat Orus N., Basora J., Arija V., 2021. Maternal factors associated to the levels of fatty acids and specifically n-3 PUFA
during pregnancy. ECLIPSES study. Nutrients, 13, 317: 1-19

Generalitat de Catalunya HJ28 Institut Catala

Departament de Salut de la Salut
Hospital Joan XXIII

Hospital Un

B§ www.gencat.ca

256



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

257



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ESTADO PRENATAL DE LOS ACIDOS GRASOS DURANTE LA GESTACION
Carla Martin Grau

UNIVERSITAT
ROVIRA i VIRGILI





