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A les societats occidentals, les malalties cardiovasculars estan associades amb una mortalitat elevada que
desencadena una practica clinica intensa als hospitals i centres d'assisténcia primaria. Aquesta situaci6 ha obligat
a establir criteris de risc per tal de fer practicable 'atenci6 al pacient i evitar un desenlla¢g no desitjat.

L'estudi d’aquestes malalties va portar a considerar la inflamacié com un dels factors relacionat amb l'etiopatogénia
de l'arteriosclerosi. Durant la década dels 90 es va confirmar que els pacients que havien desenvolupat malalties
cardiovasculars presentaven una resposta inflamatdria que estava fortament augmentada.

La recerca en el camp de la Bioquimica Clinica ha aportat diversos marcadors suficientment Gtils per a Uestudi dels
processos inflamatoris i/o 'arteriosclerosi.

La proteina C-reactiva (PCR), coneguda ja des de anys 30 i emprada des dels anys 80 pel diagnostic d’infeccions,
ha estat un dels marcadors estudiats.

Diversos autors han fet estudis comparatius en diferents moments de la malaltia i també en la poblaci6 sana. La
resposta de cada grup de poblacio, ja sigui per edat, sexe, habits, és fonamental per afinar en establir els valors
de referéncia adients i en conéixer també les limitacions de la seva interpretacid. De manera paral-lela, la tecnologia
ha fet possible el desenvolupament de métodes prou sensibles i especifics.

Aquesta Tesi Doctoral vol ser una aproximacié al mon de la clinica, un pont entre la recerca aplicada i una visio
que aposta per la prevenci6é com la millor forma d'assisténcia.

Contribuir a la familiaritzacié del parametre PCR en la practica clinica, per aconseguir una millor prevencié dels
procés arteriosclerotic i/o malaltia cardiovascular és l'objectiu que aquesta Tesi Doctoral persegueix.
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2.1. CARACTERiSTIQUES DE LA MOLECULA DE PCR
2.1.1. LA MOLECULA

La Proteina C-reactiva (PCR) va ser descoberta per Tillet i Francis (1930) en el sérum de pacients amb pneumdnia
per pneumococ. Va ser anomenada aixi perqué precipitava la fraccio del polisacaridC del pneumococ. (%)

Uns anys més tard, Mc Leod i Avery (1941) van descriure l'aillament i propietats de la PCR i van introduir l'expressio
“fase aguda” per caracteritzar el sérum de pacients amb malalties infeccioses agudes. (2)

La PCR forma part de la familia de les pentraxines de les proteines plasmatiques, de la superfamilia de les lectina-
proteines que posseeixen el plegament caracteristic de la lectina i tenen llocs d'unié amb lligands dependents del
calci. (3. 4)

La familia de les pentraxines inclou en humans dues classes de proteines, la PCR i les proteines amiloides sériques
(PAS).

EL nom de pentraxines (del grec penta i ragos) els ha estat donat per la seva estructura pentamérica, anular, de
simetria ciclica. (5 ¢)

La molécula de PCR humana (M: 115 135) esta formada per 5 unitats idéntiques de polipéptids no glucosilats (M:
23027) i cada un dels polipéptids té 206 residus d’aminoacids. (Figura 1)

Figura 1. La molécula de PCR. Estructura quaternaria: simetria ciclica C5. Diagrama de cintes, observat
en proteina cristal - litzada. Adaptat de www.focus.hms.edu/2002/
Imatge adaptada de ['original per Paul Ridker.
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Per cristal- lografia s'ha pogut confirmar que els residus d’aminoacids de la zona de reconeixement i unié amb el
lligand pel qual té més afinitat, com és la fosforilcolina, sén Ph66 i Glu88 a la cara B de la molécula. (7:8.9)

També per cristal- lografia s'ha demostrat que la proteina C1q del complement s'uneix a la cara A del protomer i
que els residus Asp112 i Tyr175 son importants per a la unié amb el C1qg; que la Glu88 indueix un canvi conformacional
en Clq, necessari per a activaci6 del complement, i que 'Asn158 i His38 probablement contribueixen a la correcta
geometria del lloc d'unig. (10)

2.1.2. FILOGENIA

La PCR esta altament conservada en levolucié. Té proteines homologues en els vertebrats aixi com en animals
tan separats filogenéticament com els artropods: la seva estructura i funci6 és similar a la d’'una proteina que, en
elevada concentracio, s'ha trobat en el Limulus polyphemus, un “fossil vivent”.(11, 12, 13) Cal destacar que no sempre
la funcid esta conservada totalment. Per exemple, en murins, la principal proteina de fase aguda és la proteina
amiloide sérica A, mentre que la concentraci6é plasmatica de PCR quasi no es modifica, just al revés dels éssers
humans. (14 15)

Tot i que la seva seqiiéncia d'aminoacids és molt similar en diverses espécies, hi ha també moltes diferéncies pel
que fa a estructura i funcié, com son la glicosilacio, la capacitat per activar el complement autoleg, aixi com la
requlacio de la seva sintesi. Aix0 fa que calgui tenir cura en extrapolar resultats de models animals a humans. (12)

Una de les funcions que presenten les pentraxines en humans és ['opsonitzacid, acci6 que també poden provocar
les immunoglobulines o el complement. (16) En espécies de peixos hi ha proteines similars a les pentraxines amb
una gran capacitat d’activitat d’'opsonitzacid. Aquestes han estat punts de partida per estudiar el fenomen de la
opsonitzacio. (17)

2.1.3. CARACTERISTIQUES FUNCIONALS

La PCR humana és una proteina amb un lloc d'unié a lligands que és dependent del calci. Té una gran afinitat
per residus de la fosfocolina, pero també en té amb una gran varietat d'altres lligands autolegs i extrinsecs. (11.18)

Els lligands autolegs inclouen lipoproteines plasmatiques nadiues i modificades (29), membranes de cél-lules
lesionades (20), un nombre de diferents fosfolipids i compostos relacionats, particules de ribonucleoproteines
nuclears petites (22.22) i cél-lules en apoptosi. (23)

Els lWligands extrinsecs inclouen la majoria de glicans, fosfolipids i altres components de bacteris, fongs i parasits
de la mateixa manera que productes vegetals. (24 25)

Quan la PCR esta unida a un lligand, és reconeguda per Clq, del sistema del complement, i indueix 'activaci6 del
complement per la via classica; aixd genera C3b, porta a la deposicié d'opsonines sobre el patogen i afavoreix la fagocitosi.

La segona funci6 de la PCR esta relacionada amb la capacitat de participar com un anticés i per tant de contribuir
a la defensa davant de la infeccio: després de la seva interacci6 amb el patogen, és reconeguda pel receptor per
la Fc de la IgG(RFcy), receptors expressats en macrofags i granulocits neutrofils. (12 26)

La conservacié de l'estructura de la PCR juntament amb el desconeixement de l'existéncia de persones amb déficit
d'aquesta proteina o amb polimorfismes del seu gen suggereix que la PCR té valor de “supervivéncia”. (11)



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

PROTEINA C-REACTIVA. ESTUDIS EN POBLACIO DE L'AREA MEDITERRANEA.

Nuria Bertran Ferrus
ISBN:

La infeccid bacteriana és un element molt important durant la selecci6 natural i la PCR té moltes caracteristiques
per tenir un paper important en la immunitat innata que discrimina allo que es propi d'allo que és estrany. (11, 26)

978-84-690-7609-5 / DL: T.

I INTRODUCCIO I 21

1340-2007

2.1.4. GENS I EXPRESSIO GENICA

Eis gens de la PCR son al cromosoma 1 (Figura 2), en el brag llarg i en posicié proximal (entre la banda gq12 i la
banda g23). El gen consisteix en 2 exons separats per un intron de 278 pb. El primer exd codifica un péptid lider
o inicial i els dos primers aminoacids de la proteina madura, i el segon ex6 codifica els restants 204 aminoacids.
(27, 28) Un pseudogen no funcional amb el 50-80% de la regi6 especifica homologa és al final de l'auténtic gen de
la PCR i les seqliencies del peptid promotor estan localitzades al comencament de la regi6é (104 nucleotids pel

comencament del péptid

Chromesome 3

kel

enaned

senyal). (11)
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Figura 2. Posicio del gen de la PCR i de la PAS en el cromosomal. Comparacio entre les activitats
de la PCR i la PAS. Adaptat de www.chem.uwec.edu/Chem406_F97/Webpages97.

FUNCIONS PCR:
e Unid a C1q i activacid de

e Unid a la cromatina, hist

[ complement

ones, snRNPs

® Col-labora en la quimiotaxi i fagocitosi de macrofags i neutrofils

e Col-labora en lactivitat de natural killer

e Modula lactivaci6 de les plaquetes

e Col-labora en activitat dels macrofags en tumors
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FUNCIONS DE PAS:

e Component de la membrana basal

e S'uneix a la fibronectina, heparan sulfat i dermatan sulfat
e S'uneix al C1q i activa el complement

e S'uneix a la cromatina, histones DNA

e Inhibeix 'activaci6 de les plaquetes

® Modula la coagulacié de la sang

La PCR és produida als hepatocits (29), tot i que altres llocs de sintesi han estat suggerits. (30.31.32,33,34) Els increments
de producci6 son deguts principalment a la Interleuquina-6 (IL-6), tot i que n’intervenen d'altres com la Interleucina-1
(IL-1), el factor de necrosi tumoral o (tumour necrosi factor o, TNF-o.). (35) El control de U'expressid génica és
sobretot a nivell de transcripci6 i, in vitro, els estudis en linies cel-lulars d’hepatocits han identificat el senyal
intracel- lular corresponent. (36 37) També s’ha demostrat que la seva secrecié és més eficient durant una resposta
fase aguda. (18 38)
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2.2. PCR I FISIOPATOLOGIA DE LA INFLAMACIO I L'ARTERIOSCLEROSI
2.2.1. PCR: SINTESI I CATABOLISME

La PCR es produida als hepatocits (29) tot i que s’han suggerit altres llocs de sintesi (30. 31, 32, 33, 34) Pot tenir un
efecte tan local com sistémic. (12)

Kushner i Feldman (39) van localitzar la PCR als hepatocits adjacents a l'area portal unes hores després de l'estimul
inflamatori. Aquesta observaci6 estava d'acord amb el concepte de mediadors de la resposta de fase aguda. Aquests
mediadors son citocines solubles produides principalment per monocits/macrofags pero també per altres leucocits
o cél-lules endotelials. Les citocines més directament implicades son la IL-6, IL-1f3 i el Factor de Necrosi Tumoral
o (TNF-cu). (18, 26, 35)

Tots el individus tenen capacitat per produir PCR. No hi ha cap referéncia a la literatura sobre el seu déficit. La
vida mitjana en plasma és de 19 hores. La proteina no passa la barrera de la placenta i és sintetitzada pel fetus i
el nounat. (18 40)

La concentraci6 de PCR en plasma és molt variable segons 'edat i U'estil de vida (Taula 1) i la preséncia o no de
patologia. La mitjana en voluntaris sans és inferior a 1 mg/L mesurada amb métodes d'alta sensibilitat. Un fet
important és que els valors poden augmentar fins a 1.000 vegades i que en un sol estimul el maxim arriba a les
48 hores i a les 4-6 hores es poden trobar ja valors elevats. En totes les patologies el determinant és la velocitat
de produccio. (18)

En estudis animals 'dnic lloc de catabolisme sembla 'hepatocit.

La fallida hepatica pot donar una disminuci6 de la produccié de PCR, pero no altres patologies intercurrents. Tampoc
s’han descrit farmacs que disminueixin la seva producci6, a menys que estiguin involucrats en el mateix fonament
de lestimul.

Tot i que el seu paper in vivo no esta completament establert (18 41), les seves propietats la relacionen amb un
paper fonamental en el mecanisme de defensa no especific, en resposta a una lesié postraumatica o postquirirgica
als teixits, i en situacions inflamatories agudes. També s’ha descrit que, en algunes situacions croniques com
neoplasies, poden haver-hi increments persistents. (11, 18)

Es, doncs, un sensible pero no especific marcador de la inflamacié i les seves concentracions en plasma han de ser
interpretades en el context de la historia clinica.

VARIABLES PREANALITIQUES FISIOLOGIQUES

® Raca

e Edat

® Sexe

e Estacio de l'any

e Variaci6 biologica

e Estil de vida: exercici, obesitat, alcohol, terapia hormonal, farmacs antiinflamatoris

e D'altres: embaras

Taula 1. Variables preanalitiques conegudes que afecten valors de PCR en plasma. (18)
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2.2.2. PCR. PROCES INFLAMATORI I IMMUNITAT INNATA
2.2.2.1. INFLAMACIO I SISTEMA DEL COMPLEMENT

La inflamaci6 consisteix en latraccio de leucocits i en Uextravasacié de diverses proteines plasmatiques en les
zones d'infeccid, aixi com lactivacié d’'aquests leucocits i proteines per eliminar l'agent infecciés. La resposta
inflamatoria vol aillar la zona lesionada i facilitar el pas de cél-lules i proteines a aquesta zona. La inflamaci6 també
pot lesionar teixits normals.

La resposta inflamatoria és un dels episodis més importants dins de ['actuacié de sistema immune.
Les proteines del sistema del complement constitueixen els components humorals més determinants en el sistema
immune en la seva vessant dimmunitat innata, que és la resposta inicial (per evitar la infeccio pel microrganisme i

procurar-ne ['eliminacid).

S’ha descrit, al parlar de les funcions de la PCR, que, un cop unida a un lligand (que poden ser microorganismes, o
restes cel-lulars o altres particules) és reconeguda per la proteina C1q del sistema complement i activa la via classica.

En el sistema del complement, s’han descrit almenys tres vies d’actuacié denominades via classica, via alternativa
i via de la lectina. Convergeixen en la via citolitica a través del complex d’atac a la membrana (MAC, membrane

attack complex).

Les funcions basiques del sistema del complement sén: produccié d'inflamaci6, opsonitzacié de microorganismes,
mediacio d'efectes citotoxics directes sobre diferents tipus cel- lulars i potenciacié de la resposta B (26 42) (Figura 3).

FUNCIONES MEDIADAS POR EL COMPLEMENTO

INFLAMACION OPSONIZACION
C3a
b
Cha =3
C3biy
C5-C9 productos

degradacion

CITOXICIDAD POTENCIACION DE LA
RESPUESTA B

Figura 3. Esquema de les funcions mediades pel complement. Via classica, alternativa i via de
les lectines. (26) Adaptat de Introduccion a la inmunologia. Faimboim Leonardo, Geffner Jorge.
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2.2.2.2. LA PCR I LA IMMUNITAT INNATA

La immunitat innata té com a funcio el control del procés infeccids fins a desenvolupar la resposta immune
adaptativa. Comprén, en primer lloc, barreres fisiques i anatdmiques. Si aquesta barrera és superada pel microorganisme,
aleshores es posen en marxa mecanismes cel- lulars i humorals.

Entre els components cel-lulars destaquen:
e neutrofils
® eosinofils
e macrofags

cel- lules NK

cél- lules dendritiques

mastocits

cél- lules endotelials

Els mecanismes humorals impliquen
e sistema del complement
e proteines de fase aguda: Proteina C- reactiva
e interferé o i

Les cél-lules iniciadores de la immunitat innata reconeixen uns patrons moleculars associats a patogens (PAMP)
amb uns receptors de reconeixement de patrons (RRP).

També poden reconéixer els patdgens de manera indirecta, sense els receptors RRP, com poden ser receptors que
captin immunoglobulines (RFc) o components activats del complement.

L'activacio dels receptors expressats per les cél-lules de la immunitat innata (com sén els RRP) posa en marxa
diferents funcions que inclouen la fagocitosi i la produccié d'un conjunt d'intermediaris inflamatoris com son
intermediaris reactius de l'oxigen (IRO), lipids bioactius, quimiocines i citocines (26. 42, 43, 44) (Figura 4).

ACTIVACION DE CELULAS DE LA INMUNIDAD INNATA

TLR RLC SR
Receptores tipo Toll Receptores lectina tipo C Receptores scavenger
‘Liihmhh 4? W”ﬂﬂﬁ'
1 o
S, . - 5

RRP Receptores de
reconocimiento
de patrones

Receptores para R
complemento

Receptores de citocinas )

Receptores de quimiocinas

RPF

Receptores para
péptidos formilados

RFc

Receptores para el
fragmento Fc de Ig

SRR IR 2R 2R 2R 2R 2R 2R 2R AR

Produccién de citocinas y quimiocinas Citotoxicidad
Quimiotaxis Fagocitosis Produccién de IRO
Liberacion de enzimas Produccién de lipidos bioactivos

Figura 4. Mecanismes de reconeixement utilitzats per les cél-lules de la immunitat innata Les cél-lules de la immunitat
innata fan servir diversos RRP, que poden expressar - se en la superficie cel-lular o ser solubles (excretats als liquids
corporals). (26) Adaptat de Introduccion a la inmunologia. Faimboim Leonardo, Geffner Jorge.
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Receptors de reconeixement de patrons (RRP) de superficie cel- lular
® Receptors tipus Toll (TLR ), importants pel reconeixement de diferents estructures de bacteris i fongs. Han
estat identificats 11. La seva activacié no produeix fagocitosi, fa activar la sintesi d'intermediaris inflamatoris.
® Receptors de lectina tipoC (RLC ), reconeixement d’hidrats de carboni. Promou fagocitosi.
® Receptors scavenger (SR ). Foren identificats com a receptors de lipoproteines modificades i per tant intervenen
en el desenvolupament de l'aterogénesi. També interaccionen amb lipoproteines bacterianes.

Receptors de reconeixement de patrons (RRP) humorals o solubles
Estan presents en els liquids corporals i en les superficies dels epitelis
e Proteina d'uni6 a la manosa
® Ficolines H,L
* Proteina C- reactiva, PCR
e Proteines surfactanst pulmonars, excretades en la superficie de U'epiteli respiratori.

Les dues primeres, un cop han reconegut els lligands, adquireixen la capacitat d’activar el sistema del complement
per la “via de la lectina”.

La PCR s’uneix amb alta afinitat a residus fosfocolina, presents en polisacarids de virus, bacteris, fongs i parasits.
La fosfocolina s’expressa també a la membrana de les cél-lules dels mamifers, perd solament és accessible pel seu
reconeixement en cél-lules necrotiques o en apoptosi. Per tant la PCR és capag¢ de reconéixer no solament
microorganismes sind també cél-lules propies que requereixen ser eliminades. (18 26, 42)

2.2.2.3. PCR I SISTEMA DE COMPLEMENT

Tenim doncs que la PCR és un RRP i reconeix un lligand, i és capac d'unir-se a la proteina C1q e induir l'activaci6
del complement per la via classica, cosa que porta a la deposicié d'opsonines (C3b) sobre el patogen i afavorir la
fagocitosi. No afavoreix la lisi cel-lular, donada l'activacié per la via classica. (26)

La promoci6 de la fagocitosi induida per la PCR no guarda solament relacié amb la capacitat d'activar el complement,
generant C3b, sind per la particularitat de ser reconeguda per la fraccié Fc de les immunoglobulines de membrana
dels macrofags i granulocits. El reconeixement de la PCR pels RFc representa un segon mecanisme promotor de la
fagocitosi.

El sistema del complement és el de més gran impacte dins de la resposta antibacteriana. Es de les seves funcions
més importants generar una resposta inflamatoria. Aquesta resposta inflamatoria s'acompanya per canvis en el flux
sanguini local i en la permeabilitat vascular, que produeixen els signes classics de la inflamaci6 descrita per Celsius
fa més de doscents anys: tumor, rubor, calor i dolor. Aquests canvis permeten que els leucdcits circulants s'extravassin
al lloc de la infeccio, destrueixin els patogens, netegin les restes cel-lulars i comencin el procés de regeneracio
cel- lular.

El procés d’extravasament leucocitari en el procés inflamatori involucra 'accio coordinada de molécules
d’adhesié i quimioatractants (en quatre fases: rodament o rolling, adheréncia estable, diapédesi i migracié)
(26, 42, 43, 44) (Figura 5).
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Integrinas f1
Moléculas y B2
del leucocito

L-selectina Rc PAF LFA-1
PSGL-1 CXCR1, Mac-1
ESGL-1 CXCR2  VLA-4 PECAM-1

Migracion

{

Diapédesis
s-Le”

P-selectina VCAM-1 ; l @

E-selectina PECAM-1 £33
Moléculas del Fibrin6geno

endotelio o de Fibronectina
membrana basal

==

IL-8

Figura 5. Procés d'extravasament leucocitari: Accié coordinada de moléecules d’adhesio i quimioatractants.
(26) Adaptat de Introduccién a la inmunologia. Faimboim Leonardo, Geffner Jorge.

2.2.2.4. IMMUNITAT INNATA I MCP-1

Com s'ha dit el procés d’extravasament leucocitari requereix l'accié combinada de molécules d'adhesi6 i quimioatractants.
Les molécules d'adhesi6 constitueixen un conjunt de molécules presents en la superficie cel-lular que intervenen
en les interaccions cél-lula —cél-lula i cél-lula matriu extracel-lular. Entre les molécules d’adhesi6 destaquen la
familia de les selectines expressades localment. Algunes s'expressen en la superficie dels neutrofils com la L- selectina;
altres, com la E-selectina, s'expressen en forma constitutiva en cél-lules endotelials i sén induides per estimuls
inflamatoris.

Altres molécules d'adhesidé importants son les d” adhesi6 intercel- lular (ICAM-1, intercellular adhesion molecules)
i adhesid vascular (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule). S6n molécules expressades en baixes concentracions
en la majoria de vasos; la seva expressio és molt més important en U'endoteli de vasos que irriguen teixits inflamats
per l'accié de citocines inflamatories expressades localment.

Els quimioatractants son substancies que dirigeixen la migraci6 cel-lular per un gradient de concentracié que
s‘incrementa fins al lloc de producci6 (focus inflamatori). Inclou molécules tan diverses com C5a i C3a, leucotriens,
factor activador de plaquetes (PAF) i una extensa familia de quimiocines. Els leucocits, després de passar la lamina
bassal, segueixen camins de quimioatractants per arribar al focus infeccios. Els neutrofils son reclutats immediatament
perd també els monocits segueixen el mateix cami i es transformen en macrofags i/o cél-lules dendritiques.

Dels quimioatractants destaquem |'extensa superfamilia de les quimiocines. Son importants ja que dirigeixen el
transit leucocitari als llocs anatomics on realitzen la seva funcié. Actuen en la funcié d’angiogénesi.

De les quimiocines, citocines petites de 8-14 kDa, destaquem la proteina quimotactica per monocits (MCP-1).

S’han identificat, en humans, 43 d'aquestes citocines. Algunes son sintetitzades en condicions inflamatories, altres
en canvi es produeixen en forma constitutiva i son responsables del transit limfocitari als diferents drgans, son
anomenades quimiocines homeostatiques. D'altres tenen funci6 dual. La MCP-1 entre altres manté sempre un actiu
que és incrementat per la inflamacio.
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Receptores de

Quimiocinas Quimiocinas

Nombres Nombres
corrientes sistematicos

IL-8 CXCLS8
~X GCP-2 CXCL6
NAP-2 CXCL7
CCXCR2/ ENA78 | CXCL5

Gro-o CXCL1
Gro-B CXCL2
Gro-y CXCL3
IP-10 CXCL10
MIG CXCL9
I-TAC CXCL11
SDF-1 CXCL12
BCA-1 CXCL13
RANTES | CXCL16
MIP-1a CCL5
MCP-3 CCL3
MCP-1 CCL7
MPC-2 CCL2
MCP-4 CCL13
Eotaxin CCL11
TARC CCL17
MDC CCL22
MIP-1j CcCL4
MIP-3a. CCL20

ELC CCL19
SLC CCL21
I-309 CCL1

MEC CCL28
CTACK CCL27
TECK CCL25
(mb w— | Fractalkina / Nerotactina CX3CL1

{ XCR1_J—| Linfotacina | XCL1

Figura 6. Llistat de quimiocines i receptors. Es coneix poc com s'integren els mdltiples senyals generats per les
quimiocines. Aquestes arriben a la cara luminal de l'endoteli i es fixen. La seva preséncia i tipus determinara
la resposta del leucocit que arriba a l'endoteli.(26: 42) Adaptat de Introduccién a la inmunologia. Faimboim
Leonardo, Geffner Jorge. Inmunologia celular i molecular. Abul K. Abbas, Andrew H. Lichtman, Jordan S.
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Les quimiocines es diferencien de la resta de citocines en qué exerceixen els seus efectes després d'interactuar
amb receptors tipus serpentina que s'acoblen a la proteina G. U'homologia estructural ve donada per residus de
cistina que formen pont disulfur i estabilitzen l'estructura. Hi ha descrits 19 receptors per les 43 quimiocines.
(Figura 6).

Els neutrofils son cél- lules reclutades molt rapidament al lloc de la inflamacid. També els monocits, que, un
cop en el lloc de la inflamaci6, sén transformats en macrdofags i/o cél-lules dendritiques.

Els neutrofils poden destruir i fagocitar el microrganisms, sintetitzar mediadors lipidics inflamatoris i produir
una gran varietat de citocines (IL-1, IL-8,IL-10,IL-12, TNFa). Els macrofags poden realitzar les mateixes
funcions dels neutrofils pero, en resposta a citocines produides per ells mateixos (accié autocrina) o per altres
tipus cel- lulars secreten un ampli espectre de citocines amb multitud de funcions. Destaquem les que medien
la induccid d'una resposta inflamatoria aguda, local i sistémica ( IL-1, TNF-ou i IL-6).

Els macrofags activats també produeixen quimiocines que juntament amb les produides per altres tipus
cel-lulars (cel-lules endotelials, mastocits, neutrofils, i cél-lules dendritiques) participen en la reaccid
inflamatoria antimicrobiana, indueixen el reclutament de leucocits en el lloc de la lesi6 de manera que hi
multipliquen la seva preséncia. (Figura 7). (26 42)

Quimiocinas
IL-1, IL-6, TNF- Median el reclutamiento
Induccién de una de diferentes poblaciones
respuesta inflamatoria leucocitarias en

local y sistémica /1 el foco infeccioso
Citocinas Q) \ Q Quimiocinas
\‘ 2

Fc de Igs

~" IL.-10y TGF-p

Median una actividad

antiinflamatoria
/0 y tolerogénica

PAMP []"

G-CSF, M-CSF,

C t
GM-CSF, PDGF,  activados del IL-12 e IL-18
FGF, VEGF complemento  Promueven la diferenciacion de los

linfocitos T CD4 ™ en un perfil TH1 e
inducen la produccién de interferén-y
por células NK y posiblemente por
macréfagos y células dendriticas

Factores de crecimiento
que promueven la
produccion de diferentes
linajes celulares

Figura 7. Produccio de citocines i quimiocines per macrofags activats. (26) Adaptat de Introduccion
a la inmunologia. Faimboim Leonardo, Geffner Jorge.
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L'activacié del complement es destaca per produir la inflamacié a través d’actuar sobre neutrdfils i macrofags
que sintetitzen abundants intermediaris anomenats citoquines que actuen sobre diferents cél- lules i sobre
l'epiteli.

Les citocines IL-1, TNF-o, IL-6 medien la induccié d'una resposta inflamatdria aguda local i sistémica.
Al cap de poques hores d'haver-se iniciat el procés infecciés, sobretot els de naturalesa bacteriana, els
macrofags augmenten la producci6 de IL-1,TNF-o, IL-6, en resposta a la seva estimulaci6é per PAMP, citocines
o components del complement.

Aquestes tres citocines medien un conjunt dactivitats que porten a un quadre inflamatori agut local i sistémic
denominat “reacci6 de fase aguda” que intenta resoldre el procés infecciés amb l'eliminacid del seu agent
causal.

e Les accions inflamatories locals mediades per IL-1, TNF-o i IL-6 son exercides sobre diferents
poblacions cel- lulars en l'entorn immediat del focus infecciés. (Figura 8) (26)

Endotelio Mastocitos
Incremento en la Desgranulacion de mastocitos,
permeabilidad y en la liberacion de histamina, produccién
expresion de moléculas de Ieucotri‘er!os', citocinas y
de adhesion quimiocinas

Citocinas O \

Quimiocinas
’\\ Neutrofilos
= Activacion de
Macrofagos mecanismos
Activacion de mecanismos microbicidas

microbicidas, produccién
de citocinas y quimiocinas

IL-1,IL6
® TNFa

PAMP [] ,
Células dendriticas

0 Migracion a érganos
\ linfaticos secundarios y
i maduracion
Células NK Componentes
Reclutamiento e activados del
incremento en su complemento

potencialidad citdxica

Figura 8. Accions inflamatories locals exercides per IL-1, TNF-ai, IL- 6. (26) Adaptat de Introduccién
a la inmunologia. Faimboim Leonardo, Geffner Jorge.
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e Les accions inflamatories sistémiques mediades per IL-1, TNF-o. i IL-6 son exercides en tres nivells.
(Figura 9) (26)

- Hepatic: indueixen la producci6 de proteines de fase aguda (PCR)

- Hipotalamic: indueixen lincrement de temperatura corporal
- En el moll d'os i en el patrimoni marginal de neutrofils, indueixen neutrofilia

RRP humorales

activacion del complemento Inh|b|d10rest_ctie: prf)teasas
y promocion de la fagocitosis O LB
PCR, MBL, filcolinas Hy L /'
Compuestos
\ antioxidantes
Ceruloplasmina

Componentes 4"
del complemento

Factor B, C3y C5 A

V

0 O

YA - \

A ., Hepatocito R

de la coagulacion
Fibrinégeno,
Protombina,

Plasminégeno

>

Enzimas
Fosfolipasa A2

Macrofago 4

Figura 9. Proteines de fase aguda. (26) Adaptat de Introduccion a la inmunologia. Faimboim
Leonardo, Geffner Jorge.
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2.2.3. PARET VASCULAR I ENDOTELI

En tots el tipus d'artéries es poden distingir tres capes concéntriques

e 'intima constituida per cél- lules endotelials
e La mitjana, formada pel cél-lules musculars de teixit Llis
® La capa externa, adventicia, constituida per fibroblastes i fibres de col-lagen. (44) (Figura 10)

Adventicia

Lamina elastica
externa

Media

Espacio y matriz
subendotelial 5 Lamina elastica

interna

Endotelio

Figura 10. Estructura de la paret vascular. (44)Adaptat de Tresquerres JAF. Fisiologia humana.

Lendoteli esta considerat el principal organ de regulacié vascular, que esta implicat en processos vasoactius,
metabolics i immunitaris. Entre els factors biologicament actius alliberats per les cél-lules endotelials cal destacar:
la prostaciclina (PGI2), l'0xid nitric (NO), el factor hiperpolarizant derivat de " endoteli (EDHF), l'endotelina (ET),la
prostaglandina H2, el tromboxa A2 (TXA2), els heparinoides-sulfat, el factor de creixement transformat beta (TGFJ3),
el factor de creixement de fibroblastes basic (bFGF), l'activador tissular de plasminogen (t-PA), linhibidor de
l'activador del plasminogen-1 (PAI-1), espécies reactives d’oxigen (peroxid d’hidrogen), interleucines, quimiocines,
molécules d’adhesi6 de monocits (ICAM-1, VCAM-1, ELAM, E-selectina) i altres.

Tots aquests factors modulen el to vascular i Uestructura vascular. També Uendoteli regula ' homeostasi i la trombosi
mitjancant les funcions antiplaquetaries, anticoagulants i fibrinolitics aixi com la inflamaci6 a través de l'expressio
de molécules quimiotactiques i d’adhesid.

Pel que fa a la participacié de forma important en els processos inflamatoris associats a la propia paret les cél- lules
endotelials, aquestes produeixen substancies quimiotactiques per als leucdcits, com el factor activador de les
plaquetes (PAF), la interleucina 8 (IL-8) la proteina quimiotactica per monocits (MCP-1) i altres.

Son també importants les molécules d'adhesié, produides per U'endoteli que medien les interaccions entre els
leucocits i la paret i que estan relacionades amb la migracié d'aquests a l'espai extravascular i participen en les
alteracions inflamatories: selectines, ICAM-1,VCAM-1, PECAM (molécules d’adhesié endotelial plaquetaria).
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2.2.3.1. DISFUNCIO ENDOTELIAL

Sentén per disfuncidé endotelial una série d'alteracions que afecten a la sintesi, a l'alliberacid, a la difusié o a la
degradacid dels diversos factors derivats de l'endoteli. Aquestes alteracions funcionals han estat observades en
situacions patologiques com l'ateriosclerosi, la hipertensi6 arterial, la hipercolesterolémia i la diabetis.(44)

L' evidéncia que la inflamaci6 és un procés actiu en el desenvolupament cronic de les plaques d'ateroma és bioquimica
i patoldgica. Tant en models animals com en fines venes d’humans, les primeres cél-lules que apareixen a l'endoteli
son monocits i limfocits que migren sota l'endoteli. Aquestes cél-lules son estirades per glicoproteines adhesives
expressades en la superficie de l'endoteli com a resultant de la lesié produida per LDL oxidades i altres estimuls
no coneguts, incloent-hi agents infecciosos. Molécules requladores del creixement i quimiotactiques lliurades per
les cél-lules endotelials faciliten el seu pas a través de l'endoteli fins a la capa inferior al mdscul llis. Aqui els
monocits es transformen en macrofags i les cél-lules T son activades. Els macrdofags i cél-lules T alliberen citocines
i factors de creixement (IL-1, TNFa., Interferon, IL-2) i factors estimuladors de colonies que estimulen U'endoteli i
alliberen factors addicionals com Factors de Creixement Derivats de les Plaquetes. El resultat és la proliferacio del
mascul llis i la formacié de placa fibrosa. Aquest és el procés d'una inflamaci6 cronica i és vist en avancades lesions
ateromatoses en humans i en animals d’experimentaci6. (44

2.2.3.2. FORMACIO DE LA PLACA D’ATEROMA

La formacio de la placa d'ateroma comenca amb l‘activacio de les cél-lules endotelials, incloent-hi la sobreexpressid

de les proteines d'adhesi6 dels leucocits. El punt de sortida de la resposta inflamatoria endotelial és l'agressid
per lipoproteines oxidades, hipertensid, diabetis mellitus i obesitat. La expressié de molécules d'adhesié com la
VCAM-1, potencia el reclutament de cél-lules de la sang inflamatories.

Els monocits units a VCAM-1 es troben en ateromes naixents; en models d’experimentaci6 l'expressié de la proteina
VCAM-1 ha estat vista abans que 'adheréncia dels leucocits a la paret arterial.

La proteina de quimiotaxi de monocits MCP-1 promou la migracié dels leucocits a lintima. A lintima, els factors
estimuladors de colonies de macrofags promouen la diferenciacié de mondcits a macrofags. Els macrofags expressen
receptors scavengers que agafen les liproproteines modificades i es transformen en cél-lules escumoses.

Aquests fagocits carregats de lipids excreten un gran nombre de mediadors que amplifiquen la inflamaci6 i, en
les parets dels vasos poden contribuir a l'acumulacié addicional de leucocits, proliferacié de cél-lules del mdscul
llis i remodelaci6 de la matriu extracel-lular. Per les metaloproteasses de la matriu, es pot degradar el col-lagen
que tapa la placa fibrosa i fer-la més fragil; els macrofags poden contribuir a la ruptura, i a la formacié de trombe
que pot precipitar accidents coronaris aguts.

De manera simultania, la resposta inflamatoria inhibeix produccié de col-lagen i estimula la produccié de
macrofags, la produccié de factors procoagulants que contribueixen a afavorir el trombe. Per tant la inflamacid
juga un paper central en linici i la progressié de l'arterioesclerosi tant com en les complicacions trombotiques
de la malaltia. (44 45) (Figura 11).
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(A) Endothelial dysfunction. (B) Endothelial cell activation. (C) Plaque formation. (D) Plaque rupture. (E) Inhibition of EPC survival and
function. AT1R, angiotensin type I receptor; CRP, C-reactive protein; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; EPC, endothelial progenitor
cells; ET-1, endothelin-1; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; IL-6, interleukin 6; IL-8, interleukin 8; MCP, monocyte chemotactic
protein-1; MMP, matrix metalloproteinase; NADPH, nicotinamide adenine dinucleotidase phosphate; NFkB, nuclear factor kB; NO, nitric oxide;

PAI-1, plasminogen activator inhibitor type I; ROS, reactive oxygen species; SMC, smooth-muscle cells; VCAM-1, vascular cell adhesion
molecule-1; VSM, vascular smooth muscle.

Figura 11. Funcions de la PCR en l'aterogénesi. Adaptat de Nature Clinical Practice Cardivascular
Medicine. 2005; 2:29-36. www.nature.com/ncpcardio/journal.
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2.3. METODES PER A LA DETERMINACIO DE PCR. APLICACIONS EN MEDICINA
PREVENTIVA
2.3.1.PCR D’ALTA SENSIBILITAT

Al llarg dels daltims 30 anys la determinacié en plasma de la PCR ha estat utilitzada en la clinica per detectar,
preveure i monitorar l'evolucié de processos infecciosos, inflamatoris i necrdtics i conéixer eficacia del tractament
i el curs de la malaltia. En una infeccié per fongs o virus els valors de PCR s‘incrementen entre 10 i 50 mg/L. En
una inflamaci6 activa i infeccions bacterianes es troben concentracions entre 50 i 100 mg/L. En infeccions greus
0 en pacients postraumatics els valors superen els 200 mg/L. (18)

Fins fa pocs anys els métodes analitics automatitzats per quantificar la PCR tenien un limit de sensibilitat i de
concentracié entre 3 i 5 mg/L. Els valors basals de la poblacié de referéncia s’havien dinformar com de <5 mg/L
donada la sensibilitat de la técnica, per altra part adequada per a l'aplicacid practica de la prova.

No cal dir que el reconeixement, durant l'Gltima década, del component inflamatori de l'aterogénesi porta a fer (s
dels marcadors d‘inflamacié com a indicadors d’aquest procés o com a predictors de complicacions aterosclerotiques.
Estudis recents han demostrat que increments en la concentracié de PCR dins de l'intérval de referéncia eren associats
amb futurs episodis coronaris en poblacid considerada sana (46-51), Per altra part, les técniques de PCR utilitzades
en episodis clinics d” inflamacions greus no tenien prou sensibilitat per a ser utilitzades des d’aquest punt de vista.
Calia doncs quantificar els valors de PCR dins dels valors de referéncia de la poblaci6é sana per anar a buscar un
marcador de la inflamaci6 implicada en l'arteriosclerosi (18). La primera metodologia emprada va ser I'ELISA. Tot
seqguit, els sistemes analitics automatitzats d’activitat assistencial van incorporar métodes d'immunonefelometria i
turbidimetria que proporcionaven prou sensibilitat i precisié a baixes concentracions. (52.53.54)

Es van comparar diverses metodologies i, tot i que el limit de deteccié era diferents segons reactius comercials,
es podien quantificar valors de PCR a partir de 0.4 mg/L. Els nous reactius analitics que incorporaven determinacio
de PCR molt més sensible es van anomenar PCR ultrasensible o PCR dalta sensibilitat (PCRas). (52)

Les diferents metodologies han de ser lineals entre 0.4 i 10 mg/L, i per valorar el risc els resultats cal que s’interpretin
en quartils o quintils. (5%

La quantificacié de PCRas en estudis epidemiologics prospectius va permetre establir punts de tall que definien el
risc en poblacié sana d’homes i dones: la poblacié de U'Gltim quartil dels valors de la PCR té de 2 a 4 vegades més
possibilitats d’infart de miocardi, isquémia cardiaca, malaltia arterial periférica o mort sibita, que en els que estaven
al primer quartil. (28

2.3.2. PCR I FACTORS DE RISC DE LA MALALTIA CARDIOVASCULAR

La cardiopatia isquémica

Es un concepte introduit com a denominaci6 alternativa a malaltia coronaria ateroesclerdtica. Implica un
deficit de flux coronari en relacié amb les necessitats metaboliques del miocardi. La isquémia s’ha d’entendre
com un desequilibri entre l'oferta i la demanda d’oxigen.

Les caracteristiques fisiopatologiques de la paret vascular permeten que una lesié coronaria obstructiva del 80%
d'una artéria coronaria principal permeti mantenir un flux suficient per tal de no produir isquémia. Ara bé, en
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aquestes condicions, el desequilibri es pot posar de manifest per una demanda d’oxigen per esfor¢ i que no
pot ser satisfeta. Quan l'obstruccié d’una artéria coronaria proximal és superior al 80%, aleshores es produeix
isquémia en repds. Lefecte de la isquémia es produeix sobre l'6rgan diana, el mdscul cardiac, produint primer
lesi6 i necrosi, i finalment clinica: dolor i angina com a manifestacions visibles d'un gran iceberg.

Les tres manifestacions cliniques de la isquémia coronaria sén: l'angina de pit, linfart de miocardi i la mort sdbita.
Hi ha tres tipus d’angina :

L'angina d’'esfor¢ estable és un increment de la demanda amb la preséncia de placa fibrosa concéntrica.
L'angina vasoespastica és la conseqiiéncia d'un espasme d’'una artéria sana o amb una placa d'ateroma.

L' angina inestable, habitualment en repos, es deu a una reduccié sabita del flux per una placa d'ateroma
trencada o trombes de plaquetes i pot durar minuts. Es la forma menys maligna de la sindrome coronaria aguda
(SCA). Si és persistent augmenta la necrosi i pot portar a l'infart agut de miocardi.

La mort sibita és deguda a una trombosi en l'artéria coronaria o émbols de plaquetes. (44)

La inflamacié és la clau del mecanisme patogenétic en l'aterosclerosi. Des del punt de vista patologic, tots els
diferents passos com son la iniciacio, creixement i complicacions de la placa aterosclerotica poden ser considerats
com una resposta inflamatoria a una agressié. Son ben coneguts els més importants factors d'agressié que promouen
l'aterogénesi (els anomenem factors de risc): el tabac, la hipertensié, les lipoproteines de baixa densitat i la
hiperglicemia. En el altims cinc anys i amb linterés de poder aplicar mesures preventives en pacients d'alt risc,
s’han estudiat a fons les aportacions dels marcadors inflamatoris com a potencials “predictors “ per valorar la
prevalenca o incidéncia de la malaltia cardiovascular. (56-59)

Aquests estudis han inclos tant factors de risc proinflamatoris (LDL oxidades) com citocines proinflamatories (IL1,
TNF), molécules d’adhesi6 (selectines, molécula d'adhesi intercel-lular-1), citocines amb efectes hepatics com IL-
6 o els productes resultants de l'estimul com PCR, proteina amiloide sérica i d'altres proteines de fase aguda. No
cal oblidar lincrement de leucocits com a mesura dinflamaci6. Tampoc cal oblidar que la cascada del procés inflamatori
pot tenir altres causes diferents a 'aterosclerosi de l'artéria coronaria, com sén laterosclerosi en altres artéries o
inflamacions sistémiques. (¢0)

No obstant aixd, aquests marcadors inflamatoris, potencials predictors de risc de malalties cardiovasculars, no son
atils en la practica clinica si no compleixen les segiients caracteristiques:

e Possibilitat d'estandarditzar l'assaig i tenir una variabilitat minima.

e Independéncia de factors de risc establerts.

e Associacié amb situacions de risc valorades en estudis de poblaci6 i assaigs clinics.
® Poder millorar la prediccié obtinguda amb factors de risc convencionals.

e Generalitzar els resultats en diferents grups de poblacio6.

e Cost acceptable.

e Guardar una relacié lineal amb la malaltia cardiovascular.

Alguns marcadors d'inflamacié compleixen aquests reptes. Ara bé, dins dels marcadors ens hem de fer aquestes
preguntes, per altra part no sempre facils de respondre.
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e Es un marcador de risc o és un factor de risc ?

® En quin punt de la malaltia cardiovascular ha de ser considerat: aguda, cronica coronaria, cerebral?
e Pot diferenciar un punt més incipient de la malaltia cardiovascular d'un estat avancat?

e El coneixement dels valors del marcador indiquen eficacia de la terapia?

e Es efectiu l'increment de costos? Redueix altres despeses?

e Hi ha viabilitat técnica, estabilitat de la mostra, prou precisi6? (Taula 2) (69)

MARCADOR ESTABILITAT DISPONIBILITAT ESTANDARDS PRECISIO
OMS técnica
cv
Molécules d'adhesid Inestable Limitada No <15%
Solubles:

(E-selectina, P-selectina,
IAM-1, VCAM-1)

Citocines: Inestable Limitada Si <15%
(IL-1PB, IL-6, 8, 10 TNF-ct)

Reactants de fase aguda:

Fibrinogen Inestable Molts Si <8%
PAS A Estable Pocs Si <10%
PCR as Estable Molts Si <9%
Recompte de leucdcits Estable Molts Si <3%

Taula 2. Marcadors inflamatoris per a potencial ds clinic. (69) Adaptat de Markers of inflammation and cardiovascular
disease. Circulation. Thomas A. Pearson, George A. Mensah, R. Wayne Alexander, Jeffrey L. Anderson and al.

Un considerable nombre d’estudis han examinat ['associacié malaltia cardiovascular - inflamaci6. Les comparacions
dels diferents marcadors afavoreixen l'Gs en la clinica de la PCRas. La determinaci6 ha estat recomanada i seguida
per Centres de Control i Prevencié de Malalties dels EUA. (¢0)

Concentracions bassals d'altres marcadors inflamatoris com la proteina amiloide sérica (47), la IL-6 (1), la molécula
d’adhesio intercel- lular soluble (62) i la P-selectina (62), van mostrar la mateixa associacioé amb successos coronaris
futurs. Es confirmava també aixi el coneixement que actualment es té de la biologia vascular de l'aterogénesi. (¢0)

Prevencié primaria: en els Gltims cinc anys diferents societats cliniques han posat la seva atenci6 en l'estandarditzacio
dels marcadors inflamatoris, com PCR, tot buscant d'identificar pacients amb risc elevat de patir malalties cardiovasculars
i que aix0 permetés aplicar als citats pacients una prevencié primaria (69), Un metaanalisi d’estudis basats en la
poblaci6 va comparar persones amb resultats de PCR as del primer tertil amb les del tercer tertil (63.64), Va haver-
hi una gran unanimitat en trobar una relacié entre la major possibilitat de patir episodis coronaris els individus
que estaven al tercer respecte els del primer tertil. Aquests estudis inclouen els dos sexes i en general es tracta
de persones d’edat avancada. (65-71)

Entre els estudis implicats en l'elaboracid dels resultats hi havia l'estudi MONICA (48), ['estudi en Women’s Health
(72) |' Atherosclerosis Risk in Communities Study (73) i els estudis NHANES (National Health And Nutrition Examination
Survey) (7475), En general tots coincidien en 'associacié de concentracié de PCR i incidéncia de malaltia coronaria.
Recents aportacions suggereixen associacié amb incidéncia de mort (76.77) i malalties arterials perifériques. (78) Cal
dir que alguns estudis han manifestat resultats més modestos i d'altres han exposat la limitaci6 de les conclusions
per raé de no estar prou representades les diferents étnies, tret de poblacié blanca americana o europea.
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Per tal de poder identificar millor la poblacié d'alt risc s’ha analitzat també el valor afegit de la PCR sobre els
factors de risc ben establerts. Després de |'analisi estadistica i d'ajustar totes les variables: edat, colesterol total,
colesterol HDL, tabac, index de massa corporal, diabetis, hipertensi6, grau d'exercici i historia familiar de malaltia
coronaria, la PCR continuava com una variable independent (72, 79-82)_ (Cal dir que, en alguns estudis, era atenuada
la significacio dels valors de la PCR del tertil superior després de 'ajustament. La poblacié6 més beneficiada és la
femenina després d'ajustar els valors de PCR amb altres factors de risc (72), i també la gent gran a l'analitzar
patologies aterosclerotiques subcliniques (69). Aixd permet que ambdues poblacions puguin estar millor identificades
per entrar en un programa de prevencié primaria.

Actualment va creant més interés l'estudi de patologia de la sindrome metabolica (SM), la seva associacié amb una
resposta inflamatoria sistémica i amb un increment del risc de malaltia cardiovascular (83.84), Tot i que el factor
hereditari i factors ambientals contribueixen a l'aparici6é de la SM, encara és poc conequt el mecanisme patogenétic.
De totes maneres els ha estat reconequt un paper important a les citocines proinflamatories TNF (85) i [a IL-6 (86):
les dues estan produides en quantitats prou importants per les cél-lules del teixit adipos huma. EL TNF perjudica
l'entrada de glucosa a una gran quantitat de cél-lules i disminueix l'activitat de la lipoproteina lipasa. Les dues
citocines incrementen la lipogénesi hepatica i a més a més provoquen resposta de fase aguda.

En un estudi basat en la poblacié alemanya (Universitat d’'Ulm) s’ha considerat l'associacié dels factors integrants
de la SM i la PCR. Es va observar que hi havia una correlacidé fortament positiva (amb P < 0.0001) entre la PCR i
l'edat, index de massa corporal (body mass index, BMI), colesterol, glucémia en deja, triglicérids i acid dric, i una
correlacié fortament negativa amb colesterol HDL. La relacié6 més forta era observada entre la PCR i BMI (87.88),

La majoria d'individus de la poblaci6 tenia al menys 1 dels factors de la SM. Es van classificar els individus en 3
categories segons el nombre de factors o variables de la SM que reunissin: categoria I, sense SM (0-1 factors),
categoria II, SM moderada (2-3 factors) i categoria III, SM greu (4-7 factors). La majoria dels individus eren de la
11, cosa que indica que la SM moderada és fregiient en la poblacié. Un 1.1% tenia més de 5 factors. Els resultats
mostraven una relacid positiva i estadisticament significativa entre la PCR i el nombre de factors de la SM. (89)

Cal conéixer la PCR com a parametre que pot ajudar a valorar pacients amb alt risc, pero cal també afegir que no
hi ha correlaci6 entre els valors de PCR i l'extensié o massa de l'aterosclerosi. El concepte de massa d’aterosclerosi
s’ha pogut valorar amb la prova d’ultrasons Dopler o tomografia. (90-92) 'interés del valor de la PCR seria mesurar
l'activitat dels macrofags i limfocits, o sigui, mesurar la desestabilitzacio. (93-96) Amb tot continua essent objecte
de recerca.

Prevencié secundaria. Un gran nombre d’estudis han examinat la PCR i marcadors inflamatoris com a predictors
de malalties cardiovasculars recurrents, fins i tot mort, en diferents aspectes: risc a curt termini, llarg termini, risc
després de revascularitzaci6.

Quan el pacient presenta la SCA, cal utilitzar punts de tall diferents d'aquells per predicci6 en pacients asimptomatics.
S’han proposat valors > 10 mg/L en la SCA i valors > 3.0 mg/L en pacients amb malaltia coronaria estable. (60)

En SCA, la PCR prediu infarts de miocardi recurrents independentment de la troponina. (97-99)

Per estudis realitzats en pacients amb infart i malalties arterials perifériques els valors de PCR semblen prou importants
per ser factor prondstic i poder estratificar el risc de pacients amb malaltia cardiovascular instaurada. (100-102)

Tot i que la sensibilitat i precisio és prou elevada en les metodologies de les quals disposen els laboratoris clinics,
diferents grups de treball han valorat amb molta cura les situacions que poden influir en els resultats de la PCR.
Es descriuen en la Taula 3. (60)
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Diferents estudis en poblaci6é han apostat per estudiar com aquests aspectes de l'anomenat estil de vida incrementen
valors de la PCR. (103-105)

En la taula es fa esment de la poblacié amb tractament hipolipemiant (106-107) Com queda la informacié de la PCR?
Pot implicar millora i disminuci6 de risc el fet de disminuir els nivells de PCR? (1) Aquest tema continua essent
objecte d’estudi. No presenta canvis “circadians” perd en cap moment es pot oblidar la variabilitat individual atés
que és una proteina de fase aguda.

INCREMENT DE NIVELLS DESCENS DE NIVELLS
Pressi6 elevada Consum moderat d'alcohol
iIndex de massa corporal elevat Exercici / increment d’activitat
Tabac Baix pes
Sindrome metabolic / diabetis mellitus Medicaciod : estatines, fibrats, niacina

Low HDL / triglicérids elevats

Us de terapia amb estrogens / progesterona

Infeccions croniques(gingivitis bronquitis)

Inflamacions croniques (artritis reumatoide)

Taula 3. Caracteristiques de pacients i condicions associades amb increments o descens de nivells de PCR. (60)
Adaptat de Markers of inflammation and cardiovascular disease. Circulation. Thomas A. Pearson, George A. Mensah,
R. Wayne Alexander, Jeffrey L. Anderson and al.

2.3.3. PCR I PROTOCOLS ACTUALS EN MEDICINA CARDIOVASCULAR

EL desembre del 2002, 'American Heart Association (AHA) en coordinacié amb grups d’estudi de recerca clinica,
bioquimica i epidemiologica va emetre unes recomanacions sobre ['(s de marcadors inflamatoris i malaltia cardiovascular
en clinica i en la practica de la Sanitat Pablica. Aquestes recomanacions estaven basades en l'evidéncia, segons el
sistema de ['American College of Cardiology/AHA. (60)

En base a aquesta linia de qualitat i considerant les qiiestions plantejades pel que fa a la PCR as, es feien les segiients
guies i/o protocols.

a) La PCRas és el marcador inflamatori aconsellat. Cal mesurar-la dues vegades (en deji o no) en pacients amb
estabilitat metabdlica. Es fixen les unitats, sempre en mg/L.

b) S'estableixen 3 tipus de risc: baix, mitja i elevat corresponent als tertils de valors (< 1.0 ; 1.0 - 3.0; i > 3.0
mg/L).

c) La determinaci6 de PCRas, en poblacié sana, sense malaltia cardiovascular ha de motivar millorar l'estil de
vida de les persones.
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d) En tot aquell pacient que presenta 2 cops valors > 10 mg/L cal buscar altres causes d'inflamacié o infecci6.

e) Es recomanable determinar la PCRas, juntament amb altres factors de risc i establir risc absolut en prevenci6
primaria.

f) En pacients amb malaltia coronaria estable i en pacients amb la SCA, pot ser Gtil com a marcador independent
per valorar probabilitat d’episodis recurrents incloent-hi l'infart o la mort.

g) Un nou valor potencial en estudi és la disminuci6 de PCR observada quan hi ha tractament amb HMG - CoA
(108), No esta clar si la reduccié de PCR, demostrada amb pacients amb tractament, vol dir disminucié de risc.
Hi ha molt per saber encara sobre els valors circulants de PCR. (41,60)

h) Juntament amb aquestes directrius o guies, es recorda les variables conegudes preanalitiques considerades
en la Taula 3 i les variables analitiques que han de ser sempre considerades per aplicar correctament els resultats
de la determinaci6 de PCRas. (60.109,110)
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La hipotesi plantejada en aquesta Tesi Doctoral és que de l'obtencié de dades de concentracié de PCR en grups de
poblacié de l'area mediterrania podem extreure criteris com tenir valors de referéncia, estudiar la influéncia de
factors nutricionals, habits de vida, efecte d’algunes patologies i coneixer les possibilitats per incloure la quantificacio
d'aquest parametre dins de protocols de sanitat plblica i/o assisténcia primaria.

Els objectius han estat els segiients:

1r Estudi

e Avaluar un immunoassaig turbidimetric unit a particules (PETIA), d'alta sensibilitat, per a la mesura de les
concentracions de PCR .

e Investigar canvis cronoldgics en la concentracié de PCR en dones fértils de la nostra poblaci6, des de la pre-
concepcid i durant el procés normal de la gestacid.

e Estudiar la relaci6 dels valors de la PCR al llarg de gestacid, amb ['index de massa corporal previ a 'embaras i
en el part, també la relacié amb l'edat i 'associaci6 d'aquesta mateixa amb ['augment de pes durant ['embaras i
el pes del fetus i placenta en el moment del part.

2n Estudi

e Valorar els nivells de PCR en una poblacié sana, adulta, representativa de la poblacié de 'area mediterrania i
tenir-ne un valors de referéncia.

e Estudiar els efectes de nutrients de la dieta i de factors involucrats en lestil de vida en la concentraci6 de
PCR en aquesta poblacio.

3r Estudi

e Valorar els canvis en la concentracié en plasma la PCR i MCP-1 en pacients amb malaltia hepatica cronica i
investigar la relacié dels dos parametres amb els diferents estadis inflamatoris segons la histologia hepatica.
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4.1. PARTICIPANTS
1r Estudi

Les participants son dones en edats de gestaci6 ( de 18 a 35 anys) amb voluntat de quedar embarassades i que
estaven disposades a ser sotmeses a un seguiment de la seva gestacid pel que fa a obtenir mostres en els periodes
previstos fins al naixement i també respondre als formularis que permetien tenir les dades per poder completar els
estudis implicats. Eren dones voluntaries, sanes, de l'area de Reus (ciutat costanera de Catalunya amb 100.000
habitants en el moment de l'estudi) i pobles propers. La captacid de dones voluntaries es va fer utilitzant els mitjans
de comunicaci6 locals i els serveis ciutadans de 'Ajuntament de la ciutat. Les participants formen part d'un estudi
longitudinal realitzat per la Unitat de Medicina Preventiva de la Facultat de Medicina Rovira i Virgili amb la
col-laboraci6 del Servei de Ginecologia i Obstetricia de 'Hospital Universitari de Sant Joan, amb laprovacié del
comite étic de 'Hospital i amb el consentiment informat de les participants, d’acord amb la declaracié d'Helsinki.
Els criteris d’exclusié van ser tenir una malaltia cronica que obligués a una atenci6 personalitzada o tractament o
bé la no-concepcid després de 18 cicles menstruals. En el moment de fer els estudis que constitueixen aquesta Tesi
Doctoral es va poder acudir a les mostres de sérum de 39 participants de les quals es disposava d'aliquotes de tots
i cada un dels periodes d'estudi.

Les mostres van ser obtingudes al mati, en dejd. S'obtenia mostra cada 3 periodes menstruals. Les mostres d’abans
de la concepci6 oscil-laven entre les 2 i 10 setmanes. LUembaras va ser confirmat per ultrasons. Durant el primer
trimestre U'extracci6 es va fer entre els 53 i 59 dies d’embaras. Al 2n trimestre la mostra va ser obtinguda a les 20
setmanes de gestaci6 i al 3r trimestre va ser obtinguda a les 32 setmanes. En ingressar a 'hospital pel part es va
fer l'Gltima extracci6. Totes les participants van completar les dades segiients: pes, l'index de massa corporal (body
mass index BMI) i quantitat de greix dins d'una setmana de l'extraccié de mostra i en el part. Pel que fa al BMI
s'obté de la relacié: pes/alcada amb una sensibilitat de 0.1 Kg; el parametre massa - greix a partir del plegament
cutani del biceps, triceps i regions suprailiaca i subescapular.

2n Estudi

Els participants eren 784 subjectes de la mateixa area geografica anomenada anteriorment. Van ser seleccionats
de forma aleatoria dels registres de dos ajuntaments (febrer 1999-juny 2000). Van ser eliminats el 22.1% per no
ser localitzats (15.8 %) o bé per estar en medicacié que pogues interferir amb el motiu de l'estudi (6.3%). Dels
77.9% invitats a participar, el 34.5 va refusar i solament van quedar de la mostra possible 65,9%. Els participants
acceptaven una revisio médica, una extraccié de sang i registrar els aliments de la dieta de 3 dies. Després de
l'examen médic i analisi de sang, van quedar fora 50 participants per sospita de malaltia renal, hepatica o neoplasia.
L'ds de medicacié solament era motiu d'exclusid si hi havia interferéncia amb els nutrients considerats d'interés
(vitamines, metabolisme homocisteina). Finalment l'estudi es va dur a terme amb 359 participants (172 homes i
187 dones d’edats entre 18 i 75 anys i mitjana de 42 anys). Lestudi va ser aprovat pel comité étic de ['Hospital
Sant Joan de Reus i d'acord amb la Declaraci6 d’'Hélsinki. De cada individu s'obtenia un historial médic i un giiestionari
detallat dels seus habits i estil de vida.

La seva dieta i salut mental eren també analitzades aixi com els habits de la ingesta d'alcohol i de tabac.
La mostra de cada subjecte es va obtenir en deji (8-9 hores del mati). Es van suprimir els dies des de final de
desembre fins al final de gener per tal de no incloure dietes poc representatives.

3r Estudi

Els participants de lestudi van ser 110 individus diagnosticats de malaltia hepatica amb diferents graus d'inflamacio.
Els participants van ser pacients visitats al Servei de Medicina Interna del nostre Hospital, als quals el clinic havia
sol- licitat una biopsia hepatica. Els pacients van ser diagnosticats de malaltia hepatica de diferents graus de
gravetat o inflamacié mitjancant l'index d’activitat de Knodell.
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4.2. MATERIALS I METODES ANALITICS

Per a la valoracis de l'immunoassaig turbidimétic de la PCRas, es va utilitzar l'analitzador de quimica clinica
automatic 1800 ILAB, d'accés aleatori. EL reactiu va ser de BIOKIT (Quantex hs-CRP kit, Biokit, S.A. Barcelona Spain).
El métode de referéncia va ser la immunonefelometria de Dade Behring amb una linealitat entre 0.17-210 mg/L.
Per a 'avaluacié del métode turbidimeétric i per a la comparacié de métodes es van utilitzar mostres de pacients
de rutina. L'Gs d’aquest material per avaluar esta d'acord amb els criteris de la European Law for Medical and
Diagnostic Products.

En els 3 estudis, la PCR es va determinar en mostra de sérum, que es va mantenir a -80°.

Per a la determinacié d’homocisteina es va utilitzar plasma obtingut amb anticoagulant EDTA. L’homocisteina
plasmatica es va mesurar amb un immunoassaig de fluorescéncia polaritzada (FPIA) del sistema analitic Abbot
Diagnostics. Les determinacions de colesterol total, triglicérids i colesterol HDL van ser realitzades en sérum,
utilitzant técniques estandard (reactius ITC Diagnostics) i el sistema analitic 1800ILAB. El colesterol LDL es va
estimar amb 'equaci6 de Fridewald.

Els marcadors hepatics: albdmina, bilirubina, alanina aminotransferasa (ALT), gamma-glutamil transferasa (GGT) i
fosfatasa alcalina (ALP) van ser mesurats en sérum i amb reactius i sistema analitic de Beckman Coulter.
L'espécimen per a la valoracié de MCP-1, 3r estudi, va ser plasma -EDTA. La mostra va ser centrifugada i congelada
dins de les 4hores posteriors a l'extraccid. La valoracié de MCP-1 es va realitzar amb métode manual ELISA (Prepotech
London, UK).

4.3. METODES ESTADISTICS

S'han utilitzat els métodes estandard ( Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilks) per observar si hi havia una distribuci6
normal de dades si fos necessari per a laplicacié d'un test estadistic.

Al primer estudi, els valors de PCR mesurats per PETIA i per nefelometria es van comparar amb 'analisi de regressio
de Deming i amb grafiques de Bland-Altman.

L'analisi de variangca (ANOVA) per a mesures repetides va ser utilitzat per explorar canvis en les concentracions de
PCR en un mateixa dona embarassada des de la preconcepcié fins al moment del part. També es van comparar les
mitjanes de cada punt amb la resta de punts.

Un model de regressié lineal maltiple va ser utilitzat per valorar com afectaven totes les variables: edat, nombre
de parts, BMI preconcepcid, setmanes de gestacid, pes i increment de greix durant 'embaras, sexe del nadd i pes
del nounat i placenta en els valors de la PCR.

Al segon estudi, per analitzar les diferéncies entre els quartils de PCR amb les variables estudiades, es va utilitzar
'ANOVA o el métode de Kruskal — Wallis seguit pel test de la U de Mann Whitney.

Per associar la PCR amb les diferents variables es va utilitzar el model de regressid lineal miltiple. Lanalisi es va
realitzar en dues fases. A la primera fase s'hi inclouen aquells factors ja descrits com a associats a la PCR com tabac,
edat, BMI, concentracions de triglicérids i piridoxina. En una segona fase es va introduir el sexe i tots els nutrients
i es van eliminar els que no tenien una relacié independent.

Al tercer estudi, les diferéncies entre tots els grups de poblacio, classificats per index de Knodell, es van analitzar



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

PROTEINA C-REACTIVA. ESTUDIS EN POBLACIO DE L'AREA MEDITERRANEA.
Nuria Bertran Ferrus
ISBN: 978-84-690-7609-5 / DL: T.1340-2007

I  PARTICIPANTS I METODES 1 49

per ANOVA. La p d'Spearman va ser utilitzada per avaluar el grau d’associaci6é entre PCR i MCP-1. Un model de
regressié miltiple va ser emprat per verificar l'associacié entre index de Knodell total i les variables bioquimiques
mesurades. Es va valorar l'exactitud diagnostica de cada test amb 'aplicaci6 de les corbes ROC, mesurant 'area sota
la corba. Es van utilitzar intérvals de confianca atés que les variables no tenien una distribucié normal.
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Evaluation of a high-sensitivity turbidimetric immunoassay for serum
C-reactive protein: application to the study of longitudinal changes
throughout normal pregnancy. Clin Chem Lab Med. 2005;43:308-313
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Evaluation of a high-sensitivity turbidimetric immunoassay
for serum C-reactive protein: application to the study of
longitudinal changes throughout normal pregnancy

Nuaria Bertran’, Jordi Camps'*, Joan
Fernandez-Ballart®, Michelle M. Murphy?,
Victoria Arija?, Natalia Ferré', Monica Tous’
and Jorge Joven'

' Centre de Recerca Biomeédica, Hospital Universitari
de Sant Joan,

2 Unitat de Medicina Preventiva i Salut Publica,
Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut,
Universitat Rovira i Virgili, Institut de Recerca en
Ciéncies de la Salut, Reus, Catalunya, Spain

Abstract

C-Reactive protein has been associated with several
complications of pregnancy. The aims of the present
study were: (1) to evaluate a turbidimetric immuno-
assay for the measurement of C-reactive protein; and
(2) to investigate the chronological changes of the lev-
els of this protein from preconception throughout
normal pregnancy and its relationship with variables
associated with preconception and pregnancy out-
come. Inter-assay imprecision was <5% for C-reac-
tive protein >1 mg/L and 18% at a mean value of
0.33 mg/L. The limit of detection was 0.10 mg/L. The
method was linear between 0.10 and 30 mg/L. There
were no observed interferences from jaundice,
hemolysis, lipemia or paraproteinemia at the levels
studied. There was good agreement with the nephe-
lometric method. A total of 39 women were studied
at preconception, at 8, 20 and 32 weeks of pregnancy,
and in labor. Preconception C-reactive protein con-
centration was 1.17+£0.18 mg/L and increased
(p<0.001) throughout pregnancy up to 5.69+0.82
mg/L. Body mass index at preconception and weight
gain during pregnancy were the main factors associ-
ated with this increase in C-reactive protein.

Keywords: C-reactive protein; inflammation; method
evaluation; pregnancy.

Introduction

C-Reactive protein {CRP) has been associated with
several diseases, involving endothelial dysfunction
and systemic inflammation, such as type 2 diabetes
mellitus, metabolic syndrome, and cardiovascular dis-

*Corresponding author: Dr. Jordi Camps, Centre de

Recerca Biomeédica, Hospital Universitari de Sant Joan,
C/. Sant Joan s/n, 43201-Reus, Catalunya, Spain
Phone: +34-977-310300, Fax: +34-977-312569,

E-mail: jcamps@grupsagessa.com

ease (1-10). Endothelial dysfunction and inflamma-
tion are involved in the pathogenesis of preeclampsia
and other important complications of pregnancy,
including gestational diabetes and fetal overgrowth
{11-13). Hence, its measurement has recently aroused
considerable interest. Several studies have analyzed
serum CRP concentrations at different stages of preg-
nancy in order to investigate its association with
various pregnancy complications (12-16). However,
appropriate interpretation of these studies should
be based on knowledge of the temporal changes in
serum CRP concentrations during normal pregnancy,
which have not yet been reported.

The development of high-sensitivity CRP assays
has played a pivotal role in the exploration of its
involvement in endothelial dysfunction and subclin-
ical inflammation {17). These methods allow the reli-
able measurement of low concentrations of serum
CRP and are often easily automated, which per-
mits the investigation of serum CRP in healthy
populations.

The aim of this study was: 1) to evaluate a particle-
enhanced turbidimetric immunoassay (PETIA) for the
measurement of CRP concentrations; and 2) to inves-
tigate the chronological changes in the levels of this
protein from preconception throughout normal preg-
nancy, and its relationship with pre-pregnancy and
delivery maternal body mass index (BMI), age, parity,
weight gain during pregnancy, and fetal and placental
weight at birth,

Materials and methods

Assay method

The CRP PETIA was performed with an ILab 1800, an auto-
mated, random-access, discrete clinical chemistry analyzer
(Instrumentation Laboratories, Milan, Italy). This instrument
allows spectrophotometric and turbidimetric reactions to be
carried out at 37°C, using one or two reagents, in bar-coded
primary tubes. We used commercial reagents obtained from
Biokit (Quantex hs-CRP kit, Biokit, S.A., Barcelona, Spain).
The assay requires two reagents. In the first step, 6 ulL of
serum was diluted with 130 pL of 0.17 mol/L glycine buffer
(pH 9.0} with sodium azide (0.8 g/L) and incubated for 192 s.
In the second step, the diluted sample was mixed with a
suspension of 130 pL of uniformly sized polystyrene latex
particles {approx. 180 nm in diameter) coated with anti-
human CRP monoclonal antibody, and incubated for 324 s.
The resulting agglutination was read at 570 nm. Both re-
agents are liquid, require no preparation before the analysis
and are stable at 4°C for up to 1 year. The linearity claimed
by the manufacturer ranged between 0.25 and 20 mg/L.
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Values higher than 20 mg/L were automatically diluted one-
third and re-run, so linearity could be expanded to 60 mg/L.

Calibrators and controls

The PETIA assay calibrators were supplied by Biokit (Quan-
tex ultrasensitive CRP standard multipoint) and consisted of
five vials of liquid standards from human sources ranging
from 0.50 to 20.00 mg/L. These calibrators have been stan-
dardized according to Certified Reference Material 470 from
the European Community Bureau of Reference {Institute for
Reference Materials and Methods, Geel, Belgium). The ana-
lyzer automatically performs calculation of results by point-
to-point interpolation. The control (CRP range 1.24-1.87
mg/L) was also from Biokit. Four pools of sera designated
A-D and with increasing CRP concentrations were used for
performance studies. The sera were obtained from routine
clinical samples, mixed and then frozen. When necessary,
the samples were thawed and mixed gently for 20 min on a
rotating mixer.

Imprecision study

Intra-assay imprecision was determined with 20 replicate
analyses of the control and the four pools. To assess inter-
assay imprecision, aliquots of these controls stored at —20°C
were analyzed over 20 consecutive days.

Recovery

We added 20 plL of three different calibrators (20.00, 10.00
and 5.00 mg/L) to 180 pL of a sample containing undetec-
table levels of CRP.

Linearity and detection limit

Linearity was assessed by measuring serial dilutions of three
high samples (valued at 22.3, 24.8, and 31.5 mg/L} in physi-
ological saline solution, from undiluted up to a dilution of
1/128. The assessment of linearity assumed that the analyzer
automatically diluted one-third of the high samples. The
detection limit was determined by measuring the absor-
bance of the reagent blank 20 times. The mean and SD were
calculated and the detection limit was defined as the CRP
concentration for an absorbance equal to the mean of the
reagent blank value +2 SD.

Interference

Interference from triglycerides, hemoglobin, and bilirubin
was assessed as previously described (18). Pools B, C and D
were supplemented with chylomicrons, hemoglobin, or bil-
irubin at various concentrations, and the percentage reco-
very was then calculated. Experiments were carried out in
triplicate.

Effect of paraproteinemia and rheumatoid factor

The effect that non-specific aggregation and/or cross-reacti-
vity from paraproteinemia or rheumatoid factor had on the
CRP determination was assessed as described elsewhere
(18). Serial dilutions (300 pL) in physiological saline of sera
from patients with immunoglobulin (ig)G, igM, and IgA mye-
loma or rheumatoid arthritis were added to identical vol-
umes of pool C, gently mixed on a Coulter mixer (Coulter
Electronics Ltd, Hialeah, FL, USA) for 20 min and analyzed.
The percentage recovery was then calculated. Assessments
were carried out in triplicate.

Method comparison

The PETIA CRP method was compared with an immunone-
phelometric measurement on a Behring nephelometer Il
(Dade-Behring, Liederbach, Germany). The latter technique
was taken as the reference method. The manufacturer's
claimed analytical range for the Behring method was
0.17-210 mg/L. The limit of detection was 0.01 mg/L. Intra-
and inter-assay CV were 4.1% and 7.5%, respectively. Meth-
od comparison was performed on 100 serum samples (55
men, 45 women, aged from 21 to 65 years) obtained from
routine analysis requests, and covering a wide range of CRP
concentrations. The use of leftover materials for evaluation
of diagnostic methods is in agreement with the European
Law for Medical and Diagnostic Products. These samples
were analyzed double blind in parallel on both instruments.

Participants

A tota! of 39 healthy women aged between 18 and 35 years
with the intention of immediately becoming pregnant partic-
ipated in the study. They were a subgroup of a more exten-
sive longitudinal study on the evolution of women’s
nutritional status before conception and throughout preg-
nancy, which was carried out in the Unit of Preventive Med-
icine and Public Health of our university. The design and
background to this study have been explained in detail pre-
viously (19). The approval of the Ethics Committee of our
hospital was obtained and all participants gave their signed
informed consent in accordance with the declaration of
Helsinki.

On the week of each blood sample collection, subjects
were weighed (kg) using scales with an accuracy of 0.1 kg.
At preconception their height (m) was also measured to an
accuracy of 0.1 cm. Their BMI at preconception was then
calculated as weight/height®. Skinfold measurements at the
triceps, biceps, suprailiac and subscapular regions were per-
formed at preconception and the last pregnancy visit and
used to calculate the percentage fat mass as previously
described (20). Blood samples were drawn from the ante-
cubital vein at preconception (2-10 weeks before concep-
tion), at 8, 20 and 32 weeks of pregnancy, and on admission
to hospital with confirmed labor. All blood samples were
fasting with the exception of those taken during labor.
Serum for CRP measurement was stored at —80°C.

Statistical analysis

We used standard methods (Kolmogorov-Smirnov and Sha-
piro-Wilks) to check whether variables were normally distri-
buted when required for the application of a statistical test.
For method evaluation, values of CRP by the two assays
were compared using the Wilcoxon rank-sum test. The asso-
ciation between variables was measured using Deming
regression analysis (21). The degree of agreement between
the turbidimetric and nephelometric methods was estimated
using the Bland-Altman graphical procedure (22). A one-way
analysis of variance (ANOVA)} for repeated measures was
used to explore the changes in CRP concentrations over
pregnancy time (intra-subject factor). A repeated contrast
(comparing the mean at each time point with the mean at
the subsequent time point, maintaining the type | error at
5%) was used to test the significance of differences in CRP
means, between the different time points of pregnancy,
labor and preconception. A multiple linear regression model
was fitted to test the effect of maternal age, parity, precon-
ception BMI, gestation length, weight and fat mass gain dur-
ing pregnancy, newborn sex, and birth and placenta weight
on CRP. Diagnosis of residuals was used to test whether the
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Table 1 Analytical imprecision of the CRP PETIA.

Controtl Mean CRP, Intra-assay Inter-assay
material mg/L
SD, mg/L CV, % SD, mg/L CV, %

Commercial 1.40 0.04 2.86 0.06 4.29
Pool A 0.33 0.05 15.15 0.06 18.18
Pool B 2.18 0.05 2.29 0.10 4.58
Pool C 10.80 0.10 0.92 0.19 1.76
Pool D 17.34 0.13 0.75 0.26 1.50
Table 2 Effects of paraproteinemia and rheumatoid factor on the PETIA for CRP.
Constituent Recovery, %

1:2 dilution 1:4 dilution 1:8 dilution 1:16 dilution
lgG (54 g/L) 101 {5) 100 (3) 100 (2) 99 (2)
IgA (40 g/L) 103 (3) 100 (2) 101 (6) 104 (2)
IgM (36 g/L) 100 (4) 101 (5) 103 (5) 107 (4)
RF (800 klU/L) 100 (3) 99 (2) 98 (5) 100 (5)

Mean (SD) percentages of recovery (n=3) after addition of serial dilutions of sera from three patients with myeloma and one
patient with rheumatoid arthritis to aliquots of pool C. RF, rheumatoid factor.
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Figure 1 (A) Deming regression analysis and (B) Bland-Alt-
man plots for CRP measurements by the Biokit and Dade-
Behring methods. In (A) the dashed line represents the line
of identity; in (B), the 95% limit of agreement.

assumptions for the regression model were fulfilled. We
refused the null hypothesis when the p-value was equal to
or lower than 0.05. Except when the contrary is indicated,
results are expressed as means and SD. Version 11.0 of the
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows
was used for data analysis.

Results

Assay performance

Intra- and inter-assay coefficient of variation (CV) val-
ues are shown in Table 1. They were lower than 10%,
except for pool A (CRP 0.33 mg/L), which had vaiues
of 15% and 18%, respectively. The percentage recov-
ery from triplicate measurements was 99.0+7.0%.
The assay was linear over the range studied. The
regression line for observed vs. expected values was
y={0.989+0.043)x—(0.06 £0.23) (r=0.99910.001).
The detection limit was 0.10 mg/L. There was no sub-
stantial interference from hemoglobin (<5 g/L), jaun-
dice (bilirubin <175 pmol/L), or hyperlipidemia
(triglycerides <5.00 mmol/L). We did not observe any
significant interference from paraprotein igG up to
27 g/L, IgM up to 18 g/L, IgA up to 20 g/L, or rheu-
matoid factor up to 400 kIU/L (Table 2).

Method comparison

For 100 samples, the median value for CRP was
2.02 mg/L (interquartile range 0.85-5.74 mg/L) for the
Biokit assay and 2.20 mg/L (interquartile range
0.90-6.05 mg/L) for the Dade-Behring assay. These
differences were statistically significant (p=0.012)
and indicated a slight underestimation by the Biokit
method. Figure 1A shows the results of Deming
regression analysis. There was direct significant asso-
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Table 3 Baseline and delivery characteristics of women
(n=39) and their neonates.

Mean (SD) Frequency, %

Age, years 29.2 (2.7)
Parity

0 66

1 34
BMI (preconception) 23.3 (3.1)
Gestational age, weeks 40.0 (0.93)
Weight gain, kg 11.2 (3.1)
Fat mass variation, kg 0.82 {2.13)
Child sex

Male 39

Female 61
Birth weight, g 3387.6 (505.9)
Placenta weight, g 673.5 (140.9)

ciation between both measurements (r=0.999; slope,
1.03 with SE 5.71x1073; y-intercept, —0.17 with SE
3.89x1072). Figure 1B is a Bland-Altman plot showing
the degree of agreement between both methods. The
average difference was —0.02 mg/L (95% confidence
interval —0.07 to 0.04 mg/L). Maximum absolute dif-
ference between methods was 1.2 mg/L at a mean
CRP concentration of 18.83 mg/L.

Study in pregnant women

Baseline and delivery characteristics of all partici-
pants are presented in Table 3. Serum CRP concen-
tration before conception was 1.17£0.18 mg/L. This
parameter significantly increased (p <0.001) through-
out pregnancy up to 5.69+0.82 mg/L at labor (Figure
2). The combined effect of the variables studied on
CRP at different periods was analyzed by multiple lin-
ear regression analysis and is shown in Table 4. There
was a borderline relationship (p=0.057) between
mean BMI and CRP during the preconception period.
The relationship between preconception BMI and CRP
during pregnancy was clearly significant (p=0.001) at
8 and 20 weeks, but disappeared by week 32 and dur-
ing labor. Weight gain was significantly associated
with serum CRP concentrations at week 8 (p=0.037)

a
a

54 a

44 a

34

2

i

0 - T T . .

Preconception Week 8 Week 20  Week 32 Labor
Period

CRP (mg/L)

Figure 2 Serum CRP concentrations (mean and SD) in
women at preconception and throughout pregnancy.
#p < 0.001 with respect to preconception.

and total weight gain during pregnancy with CRP dur-
ing labor (p=0.046). None of the other variables
showed any significant relationship with serum CRP
concentrations in any of the periods of investigation.

Discussion

The analytical performance of the PETIA evaluated in
the present study shows that this method is compa-
rable to most reported high-sensitivity CRP turbidi-
metric immunoassays (23-27). Imprecision was <5%
for all the control materials studied, except for pool A
(CRP 0.33 mg/L), which was 18%. In this respect, our
results differ from those previously published for this
method (25) and indicate that sensitivity would need
to be improved to accurately measure CRP concentra-
tions in the lowest range. The detection limit was
0.1 mg/L. Functional sensitivity [CRP concentration
corresponding to a 20% CV; defined in ref. (27)] was
0.30 mg/L. Recovery was close to 100% and linearity
was excellent over the entire measurement range.
Lipemia, jaundice and hemolysis appeared to have
little influence on the assay. We did not observe any
interference from rheumatoid factor nor from para-
proteinemia, irrespective of whether the paraprotein
was IgG, IgA or IgM. For agreement studies, we
compared the results obtained with our PETIA with
those obtained with a Behring [l nephelometer. The
latter method has been clinically validated (27). We
observed good agreement between both methods,
with differences between both methods not higher
than 10%.

Using the PETIA we performed a prospective study
to investigate the chronological changes in serum
CRP concentration before and throughout normal
pregnancy. The study of inflammatory markers in
pregnancy has received considerable attention from
researchers recently. Tjoa et al. {15) reported an asso-
ciation between high CRP concentrations during the
first trimester and the subsequent development of
preeclampsia or the delivery of a growth-restricted
baby. Keski-Nisula et al. (28) reported that CRP con-
centrations were higher in parturient mothers who
presented with cesarean section with membrane rup-
ture than in those with intact membranes. Hvilsom
et al. {29) observed that high CRP concentrations at
the beginning of pregnancy were associated with a
two-fold increased risk of preterm delivery. These
results highlight the importance of appropriate under-
standing of the changes in serum CRP concentrations
in normal pregnancy. Several investigations conclud-
ed that BMI is the main determinant of CRP in both
lean and obese pregnant women (13, 14, 30). How-
ever, all of these were cross-sectional studies, which
limits the applicability of their findings to different
stages of pregnancy. Ours, on the other hand, had a
prospective, longitudinal design including the precon-
ception period, which allowed measurement of the
increase in serum CRP throughout pregnancy and the
investigation of factors that could influence it. We
observed that maternal weight was the main deter-
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Table 4 Association of the variables studied with serum CRP concentration (raw data) at preconception and throughout

pregnancy.
Independent variable Pre-conception Weeks of pregnancy In labor
8 20 32
B P B p B p B p B p
Age, year 0.004 0.947 0.035 0.828 0.221  0.189 0.287 0.533 0.340 0.349
(0.052) (0.159) (0.164) (0.455) (0.357)
BMI (preconception, kg/m?)  0.091 0.057 0.504  0.001 0.498  0.001 0.189  0.591 0.194 0.506
(0.046) (0.141) (0.136) (0.347) (0.288)
Weight gain from 0.794  0.037 0.219  0.679 0.164  0.790
previous visit, kg (0.365) (0.523) (0.610)
Parity {one 0.456  0.611 —-1.184  0.680 —1.136  0.645
previous child) (0.886) (2.844) (2.437)
Gestational age, week ~-0.275 0.812
(1.147)
Total weight gain, kg 0.671 0.046
(0.319)
Fat mass variation, kg 0.165  0.727
(0.468)
Child sex (female vs. male) —-0.800 0.690
(1.983)
Birth weight, g 0.001 0.772
(0.003)
Placenta weight, g 0.003 0.695
(0.008)
Goodness of fit, F 1.937 0.159 5.702  0.003 6.123  0.001 0.189  0.942 1.183  0.349
RZ%.orrected X 100 5.0 28.7 37.6 2.5 4.8
B, regression coefficient as mean and standard error (SE).
minant of serum CRP concentration in normal preg- 3. Festa A, D’Agostino Jr R, Howard G, Mykkanen L, Tracy

nant women, with preconception BMI playing a
predominant role during the first half of pregnancy,
and the total weight gain being more important in
labor.

The relationships between CRP and measurement
of body weight and obesity are consistent with that
of the in vivo release of IL-6 from adipose tissue (4).
It is known that nearly one-quarter of IL-6 produced
in vivo originates from adipose tissue and is thought
to modify adipocyte glucose levels, lipid metabolism,
and body weight (27). In conclusion, these data sup-
port the hypothesis of pregnancy as a proinflamma-
tory condition related to weight gain.
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Diet and lifestyle are associated with serum
C-reactive protein concentrations in a
population-based study

NURIA BERTRAN, JORDI CAMPS, JOAN FERNANDEZ-BALLART, VICTORIA ARIJA,
NATALIA FERRE, MONICA TOUS, DOLORS SIMO, MICHELLE M. MURPHY, ELISABET VILELLA,

and JORGE JOVEN

REUS, CATALONIA, SPAIN

t is generally accepted that vascular inflammation

C-reactive protein (CRP) has been proposed as an independent risk factor for
cardiovascular disease. In this study we sought to investigate the association be-
tween several nutritional and lifestyle factors and serum CRP concentration in a
population-based study. We studied 359 individuals (172 women, 187 men; age
range 18-75 years) randomly selected from the town hall’s registers and assessed
their daily dietary intake using a 3-day estimated-food record. The median serum
CRP concentration was 1.40 mg/L (range <0.10-47.48 mg/L; geometric mean 1.20
mg/L). We noted significant and independent direct associations between CRP and
age, body-mass index, female sex, and serum triglyceride concentration. Bivariate
analysis showed a significant inverse association between CRP and many nutrients
(e.g., carbohydrates, proteins, lipids, thiamine, pyridoxine, tocopherol, and folate),
but multiple-regression analysis indicated that only the effect of dietary folate
intake was not dependent on other factors. Differences in folate intake did not
produce changes in plasma homocysteine concentration, and we detected no
negative correlation between dietary folate intake and log homocysteine (r = .02,
P = .711). Strong positive correlations between the intake of folate and numerous
other nutrients were found. This population-based study shows that a higher folate
intake, in addition to other known constitutive and lifestyle factors, is significantly
associated with a lower serum CRP concentration. (J Lab Clin Med 2005;145:41~6)

Abbreviations: ANOVA = analysis of variance; BMI = body-mass index; CRP = C-reactive
protein; EDTA = ethylenediaminetetraacetate; HDL = high-density lipoprotein; hs-CRP =
C-reactive protein measured with the use of high-sensitivity methods; LDL = low-density
lipoprotein; MUFA = monounsaturated fatty acid; PUFA = polyunsaturated fatty acid

increase in the circulating concentration of several
2

plays a role in the development of atherosclerosis"
and that inflammation seems to be a predictive fac-
tor for the further development of acute coronary syn-
dromes such as myocardial infarction and unstable an-
gina.® A feature of most forms of inflammation is the
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plasma proteins known as acute-phase proteins,”*
among them CRP. Substantial evidence supports a
strong relationship between serum concentrations of
hs-CRP and cardiovascular diseases and their compli-
cations.”™*? The Physicians Health Study showed that
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participants in the highest quartile of hs-CRP distribu-
tion had a 2 times greater risk of stroke, a 3 times
greater risk of myocardial infarction or sudden cardiac
death, and a 4 times greater higher risk of peripheral-
artery disease.>® Many other studies support the hy-
pothesis that baseline CRP concentration is an indepen-
dent risk factor of future cardiovascular events among
apparently healthy individuals."* A recent study dem-
onstrated that hs-CRP is a stronger predictor of cardio-
vascular events than LDL cholesterol concentration,
and that adds prognostic information to the data pro-
vided by the conventional risk factors.'> We have stud-
ied the effect of several nutritional and lifestyle factors
on serum CRP concentration in a population-based
study.

METHODS

Study population. A representative sample of 359 sub-
jects from 2 Catalonian villages (172 women, 187 men) was
randomly selected from the town halls’ population registers
(mean age 42 years old, range 19-75 years). All the partici-
pants were of white-Mediterranean ethnic origin. The sex and
age distributions of the subjects selected were in accordance
with those of the population registers. We sent 784 subjects,
selected randomly, a letter informing them about the study,
then contacted them by means of telephone and asked
whether wanted to participate. In 15.8% of cases, the letter
was sent in errors {eg, subject deceased, wrong address), and
5.1% of addressees were excluded because of dementia, use
of folate-antagonist medication, the use of folate or vitamin
B4/B,, supplements, or pregnancy. Once these subjects were
excluded, 79.1% were eligible for inclusion. Of these, 31.5%
refused to participate and 2.6% could not make the appoint-
ment. Therefore 65.9% (n = 409) of the subjects deemed
eligible participated. All of the selected subjects were invited
to attend a clinical examination, to provide a fasting blood
sample, and to complete a 3-day dietary record. After the
examination and standard clinical laboratory tests, we ex-
cluded 50 participants in whom we suspected renal alter-
ations, hepatic damage, or neoplasia. Use of medication was
an exclusion criterion in the case interference by vitamins or
drugs with homocysteine metabolism (eg, methrotrexate, tu-
berculostatics, theophylline, vitamin B, antagonists). The
study population did not consume vitamin supplements, and
local foods are not fortified with vitamins in Spain. The study
was approved by the Ethics Comittees of the Hospital Uni-
versitari de Sant Joan and the Jordi Gol Foundation. All
subjects gave their full informed consent in accordance with
the Declaration of Helsinki.

Methods of dietary assessment. We assessed dietary in-
take using a 3-day estimated-food record.'* Subjects were
instructed to record all food and beverage consumption (in-
cluding snacks) over 2 nonconsecutive weekdays and 1 week-
end day. Quantities were expressed in household measures.
The food record was checked by the study’s dietitian, who
verified and classified the quantities and types of food re-
corded. Portion sizes were confirmed with photographic mod-

J Lab Clin Med
January 2005

els depicting a variety of standard household measures. Each
of the records was codified by the dietitian. This was a record
of real food-and-beverage intake, not a food-frequency ques-
tionnaire, and the subjects registered what they ate rather than
estimate their usual eating habits. The French Food Compo-
sition Table,'> complemented by the Spanish Food Compo-
sition Table,'® was used to calculate daily nutrient intake.

Biochemical measurements. We obtained blood samples
while subjects fasted, collecting specimens into potassium
EDTA-containing tubes for homocysteine determinations or
into tubes with no anticoagulants added for the other bio-
chemical tests. One week elapsed between recording of food
intake and blood sampling. The serum concentration of hs-
CRP was measured with the use of a particle-enhanced tur-
bidimetric immunoassay (Quantex hs-CRP kit; Biokit, Bar-
celona, Spain) with a limit of detection of 0.10 mg/L.
Coefficients of variation were less than 2% (intraassay) and
less than 4% (interassay). HDL-cholesterol concentration was
analyzed by a homogeneous method (ITC Diagnostics, Bar-
celona, Spain). Serum cholesterol and triglycerides were as-
sessed with the use of standard techniques (ITC Diagnostics).
LDL cholesterol was estimated with the use of Friedewald’s
equation.'” We measured plasma homocysteine concentration
using a fluorescence polarization immunoassay (Abbott Di-
agnostics, Abbott Park, Il1).

Statistical analysis. We used the Kolmogorov-Smirnov
and Shapiro-Wilks methods to determine whether the vari-
ables were normally distributed. To check differences be-
tween CRP quartiles on the variables studied, we used
ANOVA or the Kruskal-Wallis method followed by the
Mann-Whitney U test, corrected for multiple comparisons
when appropriate. To verify the association between CRP and
the other variables, we fitted a multiple-linear regression
model. This analysis was performed in 2 phases. In the first,
we forced the inclusion into the model of factors previously
reported to be related to CRP that were also significant in our
data (Table 1) such as age, smoking, BMI, and triglyceride
concentrations. We also included pyridoxine because a sig-
nificant inverse association has been reported between circu-
lating vitamin By and CRP.'® Although sex was not signifi-
cant, it was also included. In the second phase, we determined
which nutrients had an independent relationship with CRP, of
all the nutrients previously shown to be related (Table 1), with
the use of stepwise methods of selecting variables. We also
forced the introduction of energy intake into the model (a
standard procedure to separate the effect of the total amount
eaten from the amount of each specific nutrient). CRP con-
centrations were log-transformed (natural logarithms) before
the application of the model. To estimate the degree of change
produced in serum CRP concentration by modifications of the
independent variable value, we calculated the antilogarithm
of the B regression coefficient: Average percent change =
(antilog B — 1) X 100. For calculation purposes, we assigned
CRP concentrations below the assay’s limit of detection the
value of 0.10 mg/L. Statistical analyses were performed with
the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version
11.5 (SPSS Inc., Chicago, I11).
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Table I. Nutritional, lifestyle, and biochemical variables classified according to quartiles of serum CRP
concentration
First quartile Second quatrtile Third quartile Fourth quartile
Variables (<0.1-0.44 mg/L) (0.45-1.38 mg/L) (1.40-3.12 mg/L} (3.13-47.48 mg/L) P
Men (%) 56.2 54.4 51.1 46.7 595
Age (V)* 32.8(12.3) 39.9(14.6) 443 (13.9) 50.9 (14.5) <.001
Age group (%)
18-29 46.1 32.2 15.6 10.0 <.001
30-44 32.6 32.2 411 23.3
45-54 15.7 18.9 18.9 30.0
55-64 3.4 7.8 111 111
=65 2.2 8.9 13.3 25.6
Pack-years (in smokers)* 8.7 (7.6) 14.0(14.5) 18.3(17.5) 22.0(15.5) 004
Alcohot intake (g/d)* 7.9(11.8) 9.7 (17.9) 8.3(14.8) 11.7 (20.9) 421
Physical exercise in leisure 43.8 54.4 40.0 43.3 .233
time (% yes)
BMI (kg/m?)* 23.7 (3.3) 25.9(3.9) 27.8(4.2) 30.3 (6.1} <<,001
Energy and nutrient intake*
Energy intake (Kcal/d) 2398 (710} 2347 (735) 2167 (590) 1992 {605) <001
Carbohydrates (g/d) 226.3 (75.6) 226.3 (84.4) 204.9(70.9) 186.8 (69.4) .001
Proteins (g/d) 99.4(30.7) 96.7 (27.9) 90.4 (25.5) 83.8 (24.3) .001
Total lipids (g/d) 114.1(36.1) 107.1 (36.3) 100.5 (28 O) 90.8 (28.2) <.001
Saturated fatty acids (g/d) 32.9(11.9) 30.3(12.7) 27.9(9.9 24.9 (9.8) <.001
MUFA (g/d) 56.1(18.4) 532(18 1) 504(149 46.4 (14.7) <.001
PUFA (g/d) 14.5(7.9) 13.4(6.5 12.5(.2) 10.9(4.1) 001
Cholesterol (mg/d) 398.7 (170.2) 3785 (154 1) 371.7 (138.5) 335.9 (127.6) 041
B-carotene (wg/d) 3864 (3450) 3225 (2711) 2739 (2287) 2897 (2615) 038
Retinol (g/d) 372.3 (420.1) 300.2 (376.7) 361.8 (699.9) 312.4 (583.9) 723
Thiamine (mg/d) 1.54 (0.58) 1.60(0.52) 1.35 (0.40) 1.20(0.38) -<.001
Riboflavin (mg/d) 1.87 (0.56) 1.83(0.58) 4.07 (22.15) 1.58 (0.49) 399
Pyridoxine {mg/d) 2.05 (0.69) 1.96 (0.65) 1.81(0.64) 1.71(0.54) .002
Cobalamin (ng/d) 5.57 (4.19) 6.41 (6.20) 551(3.72) 5.56 (4.63) 534
Ascorbate (mg/d) 115.2 (79.1) 97.6(74.5) 92.8 (64.0) 99.8 (59.8) 183
Tocopherol (mg/d) 13.9(7.3) 125(5.9) 121 (4.9 10.6 (3.8) 002
Folate (wg/d) 323.3(126.9) 294.0(107.9) 2753 (100.3) 270.6 (92.4) 005
Biochemical measures*
Cholesterol {mmol/L) 4.86 (0.89) 5.20(0.96) 5.41 (1.06) 5.65 (0.96) <.001
Triglycerides (mmol/L) 1.01(0.53) 1.19(0.65) 1.49 (0.90) 1.66 (1.48) <,001
HDL. cholesterol (mmol/L) 1.82(0.41) 1.53 (0.37) 1.50 (0.37) 1.49 (0.38) 103
LDL cholesterol (mmol/L) 2.79(0.77) 3.13(0.86) 3.23(0.90) 3.40 (0.86) <.001
Homocysteine (wmol/L) 9.41(3.71) 9.17 (2.73) 9.26 (3.59) 9.12 (2.32) 937

*Quantitative data presented as mean (SD).
Statistical analysis was conducted with the use of ANOVA or the Mann-W

RESULTS

Population description. Of the participants, 140
(39.0%) reported that they were current consumers of
alcoholic beverages. Twenty-six other participants
(7.2%) reported that they had stopped drinking alcohol
between 1 and 38 years ago (4 had not consumed
alcohol for 1 year, 12 had not consumed alcohol for
2-10 years, and 10 had abstained for >10 years), and
they were therefore considered nondrinkers. Among the
previous consumers of alcohol, 4 reported having drunk
more than 80 g/day. One-hundred eight participants
(30.1%) reported current cigarette smoking. Seventy-
eight others (21.7%) reported that they had stopped
smoking between | and 40 years ago (1 individual had

hitney U test corrected for multiple comparisons.

stopped a year ago, 34 had stopped 2-10 years ago, and
43 had stopped > 10 years ago), and were considered as
nonsmokers. Among the ex-smokers, 21 reported hav-
ing smoked more than 20 cigarettes a day. The preva-
lence of current cigarette smoking was higher among
the younger subjects (44% of those aged 18-29 years,
44.8% of those aged 30—44 years, 21.3% of those aged
45-54 years, 16.7% of those aged 55-64 years, and
8.9% of those aged 65-75 years; P < .001). Fifty-four
women were menopausal, but just 7 took hormone-
replacement therapy.

Serum CRP measurements. Serum CRP was detect-
able in 341 of the 359 participants (95.0 %). A fre-
quency histogram of CRP concentrations in our popu-
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Fig 1. Histogram of frequency distributions of serum CRP concen-
trations in our study population (n = 359). The insert represents the
frequency distributions in the participants with CRP of 10 mg/L or
less (n = 346).

lation is shown in Fig 1; the distribution was highly
skewed. The median CRP was 1.40 mg/L. (range
<0.10-47.48 mg/L; geometric mean 1.20 mg/L). Thir-
teen participants (3.6 %) had serum CRP concentra-
tions of 10 mg/L or greater, reflecting an active infec-
tious or inflammatory process.

Relationship between CRP and nutritional and lifestyle
factors. The results of the nutritional and lifestyle as-
sessment and the biochemical measurements classified
according to quartiles of CRP are shown in Table L
Older age, increased BMI, number of pack-years of
smoking, and higher serum cholesterol, LDL choles-
terol, and serum triglyceride concentration were asso-
ciated with significantly higher percentages of subjects
with CRP concentrations in the highest quartiles.
Lower total energy intake was significantly associated
with higher CRP values. On bivariate analysis, many
nutrients were found to be related to CRP concentra-
tion. Lower daily intake of carbohydrates, proteins, and
lipids, as well as thiamine, pyridoxine, tocopherol, and
folate, were associated with higher seram CRP
concentrations.

The combined effects of all the nutritional and bio-
chemical variables on CRP are shown in Table II.
When a multiple-regression model was used, only sex,
age, BMI, serum triglyceride concentration, and folate
intake showed significant and independent associations
with CRP. As is shown in Table II, women’s serum
CRP concentrations were, on average, 29.0 % greater
than men’s. Being 1 year older was associated, on
average, with a 2.2 % higher serum CRP concentration,

J Lab Clin Med
January 2005

Table 1l. Association of nutritional, lifestyle, and
biochemical variables with serum CRP
concentration

Independent variables B Effect (%)* P

Man vs woman ~.341 (.147) —-29.0 021
Age (yr) .021 (.005) 2.2 <001
Smoking (Y/N) .018 (.005) 1.8 .895
BMI (kg/m?) .084 (.013) 8.8 <.001
Folate intake (100 pg/d) —.217 {.065) —19.5 .001
Triglycerides (mmol/L) 213 (.063) 23.5 001
Energy intake (kcal/d) .0001 {.0001) 0.0 443
Pyridoxine (mg/d) —.0004 (.147) -0.01 .998

Goodness of fit: Fgasgy = 21.146; P < .007; Reonectea® = -310.
B-regression coefficient, expressed as mean (SEM).

*Average percent change produced in serum CRP concentration
by the increase in 1 unit of the independent variable value.
Multiple-regression analysis introducing variables as described in
the Methods section.

and having 1 unit more BMI and serum triglyceride
concentration were associated with, on average 8.8 %
and 23.5 % higher serum CRP concentrations, respec-
tively. However, a higher dietary folate intake was
related to a lower CRP concentration: 100 pg/day more
was associated with, on average, 19.5% less CRP. We
also conducted analyses in which we excluded partici-
pants with serum CRP concentrations of 10 mg/L or
more and obtained nearly identical results (data not
shown).

We detected no negative correlation between dietary
folate intake and log homocysteine (r = .02, P = .711).
The relationship between the intake of folate and of
other nutrients is shown in Table III. Strong positive
correlations between the intake of folate and numerous
other nutrients are evident.

DISCUSSION

This study shows that the frequency distributions,
median, and ranges of CRP concentrations in our pop-
ulation from Southern Europe are similar to those pre-
viously described for other white populations from
Northern Europe and the United States.*'® We also
confirmed previous findings concerning the association
of serum CRP concentration with several variables
related to lifestyle.*?°~>* Although we did not confirm
that moderate alcohol consumption reduces the concen-
tration of circulating CRP,***> our results support the
findings of a recent study indicating a lack of relation-
ship between alcohol intake and CRP concentration.”'
We believe that the explanation for these discrepancies
resides in the higher percentage of participants defined
as alcohol consumers in the first study (~90%) com-
pared with the latter study and our own (~40 %).
Regular physical exercise has been proved to play a
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Table Ill. Bivariate relationships between folate
intake and other nutrients

Variable r(n = 359) P

Energy intake (Kcal/d) 352 <.001
Proteins (g/d) 377 <.001
Total fipids (g/d) 364 <.001
MUFA (g/d) 429 <.001
B-Carotene (pg/d) 548 <.001
Ascorbate (mg/d) 591 <.,001
Thiamine {mg/d) 427 <.001
Pyridoxine {(mg/d) .562 <.001
Cobatamin (ug/d) 295 <.001

r = Pearson’s correlation coefficient,

positive effect on endothelial function in patients with
coronary-artery disease, but in our study it did not
significantly affect CRP concentration.?®

In this study we extensively investigated the relation-
ship of nutritional factors with serum CRP concentra-
tion. To date, little information is available on the
subject. Recently Friso et al '® observed a negative
association between plasma pyridoxal phosphate (the
active form of pyridoxine) and seram CRP in partici-
pants from the Framingham Heart Study. Our results
from bivariate analysis show that higher CRP concen-
trations were associated with lower intake of many
nutrients (eg, carbohydrates, proteins, lipids, thiamine,
pyridoxine, tocopherol, folate). However, most of these
associations were lost in the multivariate analysis, in-
dicating that they were a consequence of other factors,
very likely age and sex. We cannot exclude the possi-
bility that socioeconomic status also influences CRP
concentration because this parameter is related to nu-
tritional intake.>” However, a significant correlation of
folate intake with CRP persisted after adjustment in a
significant and independent inverse relationship.

This positive association of higher dietary folate in-
take with lower CRP concentration was found in gen-
erally healthy and adequately nourished subjects. In-
vestigation of the molecular mechanisms underlying
the effects of folate intake on CRP might be an inter-
esting subject for further research. Our findings suggest
that these effects are not related to changes in plasma
homocysteine concentration. The findings of previous
studies have suggested that adequate folate status plays
a role in the improvement of endothelial function and
the prevention of cardiovascular disease, and they also
suggest that some of these effects may be independent
of homocysteine concentration.”®*® Folate appears to
improve endothelial function, not only through the ac-
tivation of the methionine cycle but also through sup-
pression of superoxide production and enhancement of
nitric oxide generation.”” That the lack of correlation
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between folate intake and plasma folate and homocys-
teine concentrations is not surprising in healthy popu-
lations must also be taken into account. Intervention
trials involving fixed amounts of dietary folate have
shown that although the correlation between synthetic
folic-acid intake and plasma folate and homocysteine
concentrations is high, the correlation between natu-
rally occurring dietary folates and plasma folate con-
centration is low.*® Our study was not an intervention
study involving fixed amounts of folate from fixed
sources, rather, we estimated folate intake from a vari-
ety of sources.

We observed that folate intake is highly associated
with the intake of several vitamins and other nutrients.
Therefore the negative association between folate in-
take and CRP that we observed in this study may not to
reflect a totally independent effect of folate; rather, it
may be a result of the combined effect of folates and the
other nutrients related to it. Another possibility is that
the observed effect is simply the result of the simulta-
neous intake of other nutrients and that folate intake is
a marker of the effect. The folates ingested by this
population were mainly derived from 3 major food
groups: 30% from vegetables, 17% from cereals, and
16% from fruits. These results are in agreement with
those of a recent study showing that frequent fruit and
vegetable intake is associated with lower CRP concen-
trations in the elderly.?’ These foods are also rich
sources of other vitamins and minerals whose effects on
CRP are not known. Therefore we can interpret folate
intake as a marker of a dietary pattern that affects CRP
concentration.

In summary, this population-based study shows that
higher folate intake, in addition to other known consti-
tutive and lifestyle factors, is significantly associated
with lower serum CRP concentration.

Reagents for CRP measurement were a generous gift of Biokit SA.
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Abstract

We investigated the relationships between plasma monocyte chemoattractant protein-1, serum C-reactive protein, and the degree of hepatic
inflammation in patients with chronic liver disease.

Monocyte chemoattractant protein-1 concentration was correlated with the histological hepatic inflammation (estimated by the Knodell index)
and with standard liver function tests (P < 0.01). C-reactive protein was not correlated with any of the variables studied.

These results underline the role of monocyte chemoattractant protein-1 in the pathogenesis of liver impairment and suggest that this chemokine
may be a reliable marker of inflammation in hepatic derangements.
© 2005 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

Keywords: C-reactive protein; Cirrhosis; Hepatitis; Monocyte chemoattractant protein-1

Introduction

Chronic liver disease is a clinical term that includes a group of
highly complex derangements involving several biochemical and
physiological mechanisms and multiple cellular targets. One of the
key processes in the onset and development of chronic liver
diseases is an intense leukocytic infiltration into the liver, causing
hepatic inflammation {1]. Leukocyte recruitment from the
circulation requires the synthesis and release of chemokines by cells
localized at sites of inflammation, where chemokines activate
specific subsets of leukocytes to undergo migration into tissues.
The monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) is a member of
the 5 (C—C) chemokine family, secreted by a variety of cells as a
response to several inflammatory stimuli, and that activates
and attracts monocytes/macrophages [2]. Furthermore, plasma
MCP-1 concentrations are increased in patients with alcoholic
hepatitis or cirrhosis [1,2] and in patients with hepatitis C [3].

One of the multiple consequences of pro-inflammatory
cytokine release is the stimulation of the synthesis of acute

* Corresponding author. Fax: +34 977 312569.
E-mail address: jcamps@grupsagessa.com (J. Camps).

phase proteins. C-reactive protein (CRP) is probably the most
relevant among these proteins; its measurement helps to
differentiate inflammatory from non-inflammatory conditions
and has recently found widespread application as a predictor
of cardiovascular events [4]. It has been demonstrated that
CRP increases MCP-1 release by cultured endothelial cells
{51.

A considerable amount of research is focused on
investigating the reliability of new non-invasive, serological
markers of liver damage. There are no data available on the
relationships between changes in the circulating concentrations
of MCP-1 or CRP and the degree of hepatic histological
inflammation despite the potential relevance of this information.
The present study was undertaken to investigate this
relationship in a group of patients with chronic liver disease.

Materials and methods
Study population and sampling

The study was performed in 110 patients recruited from
those admitted to the Hospital Universitari de Sant Joan for

0009-9120/$ - see front matter © 2005 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved. -
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a liver biopsy as requested by their physician. Their
histological diagnosis included minimal liver disease
(steatosis or minimal inflammation) in 21 patients (18 men,
3 women; age 35 * 8 years), chronic hepatitis in 79
patients (53 men, 26 women; age 44 + 11 years), and liver
cirrhosis in 10 patients (7 men, 3 women; age 61 = 8
years). The etiology of the disease was hepatitis C virus
infection in 79 patients (72%), alcoholism in 20 patients
(18%), and combined in 11 patients (10%). The control
group consisted of 377 healthy volunteers (190 men, 187
women, age 42 =+ 15 years) participating in an epide-
miological study as described previously [6]. This study was
approved by the Ethics Committee of the Hospital Univer-
sitari de Sant Joan.

Laboratory measurements

The degree of hepatic inflammation was determined in all the
biopsies by the Knodell activity index [7]. This index is divided
into four scored subindices: subindex I evaluates the periportal
alterations including bridging necrosis (ranges between 0 and
10); subindex II is related to intralobular degeneration and focal
necrosis (ranges between 0 and 4); subindex III estimates the
degree of portal inflammation (ranges between 0 and 4); and
subindex IV evaluates the presence and degree of fibrosis
(ranges between 0 and 4). The total Knodell index was
calculated as the sum of all the subindices (ranges between 0
and 22). Serum CRP concentrations were measured by a
turbidimetric immunoassay (Biokit, Barcelona, Spain). EDTA-
plasma MCP-1 concentrations were measured by ELISA
(Peprotech, London, UK). Serum alanine aminotransferase,
gamma-glutamyl transferase, and alkaline phosphatase
activities, and albumin and total bilirubin concentrations were
measured by reagents from Beckman Coulter (Fullerton, CA,
USA).

Statistical analysis

Differences between groups were analyzed by ANOVA.
Spearman’s p was used to evaluate the degree of association

between two variables. A multiple regression model was fit to
verify the association between the total Knodell index and the
measured biochemical variables. The diagnostic accuracy for
the different tests was analyzed by receiver-operating
characteristics (ROC) plots [8] by measuring the area-under-
the-curve (AUC). Since most of the measured variables
presented with non-Gaussian distributions, results are presented
as medians and 95% confidence intervals (CI). Statistical
analyses were performed with the SPSS 12.0 statistical package
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

As expected, patients with liver disease had significant
(P < 0.001) increases in the serum activities of standard liver
enzymes and bilirubin concentrations and a decrease in serum
albumin concentration. These changes were related to the
severity of their disease (Table 1). These changes were
associated with a concomitant increase in plasma MCP-1
concentration (P < 0.001). However, there were not any
significant changes in serum CRP levels (P = 0.430). The total
Knodell index and the different subindices showed a
progressive increase (P < 0.001) in the patient groups, except
for subindex II (P = 0.177). Plasma MCP-1 concentration was
significantly correlated with the total Knodell index (p = 0.29,
P =0.013; Fig. 1) and with subindices I, III, and IV (p = 0.25,
P = 0037, p = 0.27, P = 0.023; p = 030, P = 0.010,
respectively). MCP-1 also showed significant correlations with
serum gamma glutamyl transferase activity (p = 0.32,
P =0.001) and with serum bilirubin concentration (p = 0.25,
P =0.009). Serum CRP was not significantly correlated with
any of the parameters studied. When the multiple regression
analysis was performed, only albumin (P = 0.007), alanine
aminotransferase (P = 0.024), and MCP-1 (P = 0.019) showed
significant and independent associations with the total Knodell
index.

ROC analysis showed that the diagnostic accuracy of
MCP-1 measurement was similar to that of the alanine
aminotransferase activity [AUC: 0.94 (0.92-0.96) and 0.95
(0.92—0.98), respectively], and higher than that of the other

Table 1

Results of the biochemical and histological variables in all the groups studied

Parameter Control group (n = 377) Minimal changes (n = 21) Chronic hepatitis (n = 79) Liver cirrhosis (n = 10) P (ANOVA)
MCP-1 (ng/l) 49.7 (31.9-135.8) 103.0 (53.8-146.6)" 111.4 (60.8—188.8)° 122.5 (50.9-195.6)" <0.001
CRP (mg/l) 1.39 (0.20-9.38) 1.19 (0.48-4.57) 1.05 (0.47-13.23) 0.76 (0.48-2.79) 0.430
ALT (ukat/l) 0.33 (0.18—0.64) 0.98 (0.20~2.69)° 1.39 (0.37-5.80Y 0.92 (0.26~7.09) <0.001
GGT (ukavl) 0.22 (0.11-0.81) 0.82 (0.27-3.95)° 0.74 (0.15-2.39)° 0.80 (0.40-2.67)° <0.001
ALP (ukat/l) 2.61 (1.68-4.32) 3.16 (1.63-7.31¢° 3.16 (1.60-6.50) 3.86 (2.34-6.76)° <0.001
Albumin (g/1) 42 (38-46) 48 (37-54Y 44 (38-51y° 38 (27-48)° <0.001
Bilirubin (umol/) 8.8 (3.9-20.4) 8.0 (3.3-26.6) 73 (3.6-21.9) 13.4 (5.5-30.4) <0.001
Knodell | - 0 (0-1) 3 (0-6)° 6 (6-6)* <0.001
Knodell 1 - 1(0-3) 1 (0-3) 2 (1-3) 0.177
Knodell 111 - 0 (0-3) 3 (1-4) 4 (4-4y <0.001
Knodell IV - 0 (0-1) 1 (0-3)° 4 (4-4) <0.001
Total Knodell - 1 (0-4) 8 (1-15)* 15 (15-16)° <0.001

Results are expressed as medians and 95% CI (in parenthesis). ALT: alanine aminotransferase; GGT: gamma glutamy} transferase; ALP: alkaline phosphatase.
4P <0.05,°P < 0.01, °P < 0.001, with respect to the control group; dp < 0.001, with respect to minimal changes.
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Fig. 1. Relationship between the total Knodell index and plasma MCP-1
concentration in patients with chronic liver disease. The continuous lines
represent the regression line and the 95% confidence interval.

measured parameters [gamma-glutamyl transferase: 0.87
(0.83-0.92); albumin: 0.69 (0.62—0.76); alkaline phosphatase:
0.68 (0.61-0.74); bilirubin: 0.58 (0.50-0.65); CRP: 0.54
(0.48-0.60)].

Discussion

Liver diseases are inflammatory processes associated with
increased plasma concentrations of cytokines and chemokines.
An enhanced expression of MCP-1 was observed in liver
parenchymal cells at sites of inflammation in patients with
alcoholic hepatitis [1,2], and MCP-1 concentrations were also
found increased in the peripheral and the hepatic veins of these
patients [9]. These results suggested that MCP-1 may play an
important role in the stimulation of the inflammatory infiltrate,
and probably, it might also have immunomodulatory effects,
including enhanced expression of adhesion molecules in
monocytes and promotion of pro-inflammatory cytokine
synthesis, thus amplifying the inflammatory cascade [10].
However, it was not clear whether plasma MCP-1 concen-
trations were correlated with the severity of the liver disease.
Our results show a significant relationship between MCP-1 and
the histological degree of hepatic impairment measured by the
Knodell index, in particular with the subindices that estimate
inflammation and fibrosis. MCP-1 was also significantly
associated with some biochemical markers of hepatic
dysfunction.

Serum CRP concentrations, on the contrary, did not show
any significant change related to the patients’ diagnosis or to the
histological or biochemical markers of liver impairment.
Previous studies have shown different patterns of CRP
alteration according to the type of liver disease. Thus, it has
been reported to be increased in alcoholic hepatitis [3],
unchanged in non-alcoholic steatohepatitis [11], and decreased
in chronic hepatitis C [12]. Most of our patients had liver

disease secondary to hepatitis C virus infection, providing an
explanation for the observed trend of decreased CRP
concentrations.

In summary, the present study underlines the role of MCP-1
in the pathophysiology of liver impairment and suggests that
preventing MCP-1 secretion or inhibiting its effects might be a
useful approach for the research on new therapeutic tools. In
addition, we suggest that MCP-1, and not CRP, may be a reliable
marker of hepatic inflammation in chronic liver diseases.
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Al primer estudi es descriu l'avaluacié d'un immunoassaig turbidimétric d'alta sensibilitat per a la determinacid
de PCR. Els resultats obtinguts sén comparables als métodes turbidimeétrics d’alta sensibilitat descrits a la
bibliografia i utilitzats en altres sistemes analitics (1852,111-113)_ Pe| que fa a la imprecisi6é aconsequida, en
quasi totes les mostres i controls va ser de < 5%. La sensibilitat funcional va ser de 0.3 mg/L i la linealitat
de la técnica va ser excel-lent en tot el rang analitic (de 0.3 - 30 mg/L). Es va poder descartar interferéncia
analitica en mostres amb ictericia (bilirubina < 6 = 175 micromol/L), hiperlipémia (triglicérids < 6 = 5 mmol/L)
i hemoglobina (< 6 = 5g/L). El factor reumatoide fins 400 kU/L no va presentar interferéncies. Tampoc es
va trobar interferéncia significativa amb les immunoglobulines monoclonals IgG, A, M fins a concentracions
de 27, 20 i 18g/L respectivament.

Es va dur a terme un estudi de concordanca amb el nefelometre Behring II, validat clinicament (28). Va haver-
hi una bona correlaci6 i les diferéncies entre els resultats dels dos métodes no eren superiors al 10%.

El metode analitic avaluat va ser utilitzat per obtenir les dades de PCRas en les mostres de cada un dels
estudis. En el primer estudi es va valorar 'evolucié d'aquest parametre al llarg d'un embaras normal. Diferents
estudis (114115) havien ja descrit la relacio entre nivells de PCR del primer trimestre i l'aparici6 de preeclampsia
i el naixement de nadons de baix pes. Estudis de Kaski-Nisula et al. (226) van associar nivells de PCR amb
mares parteres que presentaven ruptura de membranes. També estava descrita (117) la relacié entre valors
elevats en plasma i naixement abans de termini. Amb aquestes dades obtingudes en estudis de tipus transversal,
prenia encara més interés poder coneixer els canvis en la concentracié de PCR durant 'embaras normal i abans
de la concepci6 i anar valorant els factors que poguessin influir en aquests canvis. Es va poder observar que
el pes de la mare era el parametre determinant en dones amb embaras normal. Aixi, té una importancia
fonamental 'index de massa corporal abans de la concepcid i durant els primers 4-5 mesos, i laugment de
pes és determinant en els valors de la PCR en el moment del part.

El segon estudi es va centrar a conéixer els valors de referéncia de PCR en una poblacié adulta sana i
representativa de 'area mediterrania. Es va expressar la distribucié de fregiiéncies, la mitjana i el rang dels
valors. Aixo permet una comparacié amb les dades d'altres poblacions estudiades del nord d’Europa i dels
EUA, aixi com 'adaptacié dels protocols establerts en Uestratificacié de pacients amb risc de patir malalties
cardiovasculars. El coneixement dels habits pel que fa a l'alimentacié, tabac, exercici, alcohol i d’altres,
obtinguts amb un acurat seguiment d’aquesta poblacid (118-123), va permetre associar la concentracié de PCR
amb tipus d'aliments i estil de vida i fer-ne una base de recomanacions (50.60),

Aquest estudi no va confirmar que l'alcohol, en poca quantitat, pogués disminuir les concentracions de PCR
(103), Per altra part, d'una analisi bivariant es dedueix una forta associaci6 entre la disminucié dels principals
nutrients (carbohidrats, proteines, lipids, tiamina, folat, pididoxina, tocoferol) i elevacions de PCR. En una
analisi multivariant es va perdre 'associaci6, probablement perqué eren consegqiiéncia d'altres factors com
edat i sexe. Amb tot es va mantenir una relaci6 inversa significativa entre la ingesta de folat i la PCR. Atés
que la ingesta de folat esta relacionada amb la ingesta d'altres nutrients i vitamines, el folat podria ser un
marcador d’'un tipus determinat d'alimentacid. Els folats ingerits per la poblacié deriven de tres grups
majoritaris d'aliments: vegetals en un 30%, cereals en un 17% i 16% de fruita. Aquests resultats estarien
d'acord amb estudis realitzats en gent gran que relacionen baixes concentracions de PCR i alimentaci6 rica
en fruita i vegetals (105),
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En el tercer estudi la concentraci6é de PCR, marcador d'inflamacid, va ser estudiat en pacients amb malaltia
hepatica cronica. Es va valorar l'associaci6é de la PCR amb l'estadi de la inflamacid i es va comparar amb
les concentracions de la proteina MCP-1 com a molécula implicada a generar infiltrat inflamatori en el fetge
(124-126)  Els resultats de PCR no van mostrar canvis significatius segons el diagnostic de la malaltia ni guarden
relacié amb l'evolucié de la malaltia segons marcadors bioquimics i histoldgics. En estudis previs s’havien
mostrat diferents patrons d'alteracié de PCR segons el tipus de malaltia hepatica. Esta descrit que esta
augmentada en hepatitis alcoholica, no canvia en esteatohepatitis no alcohdlica i disminueix en hepatitis
C cronica (127-129)_ Els pacients de 'estudi tenen malaltia hepatica secundaria a I'hepatitis infecciosa per
virus C; aix0 aportaria una explicacié a l'observacié de la disminucié de la concentracié de PCR.
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e |'avaluacio del PETIA de PCRas, va donar una sensibilitat funcional de 0.30 mg/L, amb variabilitat analitica
comparable a la d'altres técniques turbidimétriques i amb valors comparables a métodes nefelométrics. La lipémia,
ictericia i hemolisi van tenir poca influéncia i el factor reumatoide i la preséncia de paraproteina no van presentar
interferéncies d’interés.

e S'ha determinat la concentracié de PCR en poblacid gestant. El pes de la mare va ser el principal determinant
de la concentraci6 sérica de PCR en dones gestants normals. EL BMI a la preconcepcid va jugar un paper
predominant durant la primera part de la gestaci6, i 'augment total de pes va ser el més important al moment
del part.

e |a distribucio de fregiiéncies dels valors, la mitjana i 'amplitud de valors de PCR en una poblacié del sud
d’Europa, area mediterrania, és similar a la descrita amb antelaci6 en poblacions del nord d’Europa i en la poblacid
dels EUA.

e Es va confirmar que l'edat, el sexe, el BMI i la concentraci6 plasmatica de triglicérids presenten fortes associacions
amb la concentraci6 sérica de PCR. No hem confirmat l'associacié descrita amb la ingesta d’alcohol.

® S’ha estudiat 'associacié amb els habits de nutricié. Lanalisi bivariant va trobar una associaci6 entre les
concentracions elevades de PCR i una baixa ingesta de nutrients: carbohidrats, proteines, lipids, tiamina, piridoxina,
tocoferol i folats. Quasi totes les associacions es van perdre amb una analisi multivariant excepte 'associaci6
amb la ingesta de folat. Es pot interpretar que la ingesta de folat és un marcador d’'un patr6 de dieta que afecta
a la concentracid de PCR.

® En pacients amb malaltia hepatica cronica, les concentracions de PCR no van guardar cap relacié significativa
amb el diagndstic histoldgic o amb L'evolucié de la malaltia hepatica i altres marcadors bioquimics. L'estudi d’'una
quimiocina MCP-1 en plasma, sobreexpressada en les cél-lules del parénquima hepatic, permet trobar una relacié
significativa i el repte és actuar sobre ella amb farmacs que podrien frenar l'evolucié de la malaltia.
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Hospital Universitari
de Sant Joan

CEIC
Comité Etic d'investigacio Clinica

INFORME DEL COMITE ETIC DE INVESTIGACIO CLINICA (CEIC)

Informe del Projecte “Avaluacié d’una técnica ultrasensible per a la determinacié de la
concentracié de proteina C reactiva i estudi longitudinal en dones embarassades”, codi:
USPRE-C, fonts de finangament: Industria privada, a instancies de l'investigador principal Dr.
Jordi Camps Andreu.

D'acord amb les normes de funcionament intern del CEIC i les especificacions de les diferents
convocatories de finangament per a projectes d'investigacié amb fons publics, aquest Comité a la
reunié del 19 de setembre de 2002, ha decidit pronunciar-se favorablement respecte al projecte
anteriorment ressenyat.

Aquesta aprovacié es realitza després d’assegurar-se que es compleixen els requeriments étics
necessaris d'idoneitat del protocol en relacié amb els objectius de I'estudi i que la capacitat de
linvestigador i els medis disponibles sén els apropiats.

Es recorda a l'investigador principal, la necessitat d’informar al CEIC sobre la marxa del projecte i
que al finalitzar aquest hauran de ser inspeccionats els consentiments informats signats pels
subjectes inclosos a I'estudi.

Adjuntem relacié dels membres assistents a la reunid.

Reus a 19 de setembre de 2002
Ref.: 02-09-19/9proj4
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DOCUMENTO N 4 INFORME DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA

El proyecto titulado Interacciones genético-nutricionales en el metabolismo de
la homocisteina en una muestra representativa de ~una poblacion
mediterranea y presentado por Joan D. Fernindez Ballart como investigader principal
ha sido evaluado por el comité ético de investigacién clinica del Hospital Universitari de
Sant Joan/Facultad de medicina de Reus, i ha decidido pronunciarse favorablemrente
respecta a las modificaciones nc relevantes del proyecto resenado que fue ya

I favorablemente informado en la reunion del 30 de Junio de 1998 y del proyecto en su

conjunto en la version actual.

Dicho comité, no observa ningin impedimento de caracter €tico. Los procedimientos de
a informacion y obtencién de consentimiento informade se han seguido segun la declaracion
de Helsinki, convenio del Consejo de Europa, la declaracion universal de la UNESCO y la

legislacion espafola en el ambito de la bioética

De acuerdo con las lineas marcadas por este comité y las especificaciones de las diferentes
convocatorias de lineas de financiacion publica de proyectos de investigacion, el Comuite
Etic d’Investigacio Clinica, en la reunién del 3 de Junio de 1999, ha decidido pronunciarse

favorahlemente respecto al proyecto anterrormente resefiado.

Dr. Jorge\Joven Dra. ]

Presidente Secr&@f/ :
4

Comité Etic d’Investigacié Clinica
Hostital Universitari de Sant Joan/Facultat de Medicina

Reus, 3 de Junio de 1999
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DOCUMENTO N° 4 INFORME DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA

El proyecto titulado Apoptosis y fibrogénesis hepatica : Estudios clinicos y

experimentales y presentado por Jorge €amps Andreu como investigador principat ha
sido evaluado por el comité ético de investigacion clinica del Hospital Universitari de Sant
Joan/Facultad de medicina de Reus.

Dicho comité, no observa ningun impedimento de caracter ético. Los procedimientos de

informacidn y obtencién de consentimiento informado se han seguido segun la declaracion

de Helsinki, convenio del Consejo de Europa, la declaracion universal de la UNESCOy la

legislacion espaiiola en el ambito de la bioética

Por lo que respecta a los animales de experimentacion y a instancias de las especificaciones
| de la presente convocatoria, el comité ético exhorta al investigador principal a garantizar el
cumplimiento en todos sus extremos del Real Decreto 223/1988 de 14 de marzo (B.O.E.

det 18 de marzo) y la orderr de 13 de octubre (B.©-E. det 18 de octubre)-sobre proteccrom
de animales utilizados. para experimentacién y atros fines cientificos. La..cual nos consta

por la realizacién previa de otros estudios con animales por parte de dicho investigador.

De acuerdo con las lineas marcadas por este comité y las especificaciones de las diferentes
convocatorias de lineas de financiacidn publica de proyectos de investigacion, el Comite
Etie d’Investigacio Clinica, en la reunién det 3-de Jumio de 1999, ha decidido pronunciarse-

favorablemente respecto al proyecto anteriormente resefiado.

Dr. Jorge Joven

Presidente

Comité Etic d’Investigaci6 €linica
Hostital Universitari de Sant Joan/Facultat de Medicina

Reus, 3 de Junio de 1999
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