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RESUMEN

Introduccidn: La obesidad en uno de los mayores factores de riesgo para
desordenes metabdlicos y cardiovasculares. El exceso de peso ganado durante la
infancia aumenta el riesgo de enfermedad en el adulto, sin embargo revirtiendo
esta condicién tempranamente se reduce el riesgo futuro mejorando la calidad de

vida de los individuos.

Objetivos: Una intervencién en el estilo de vida de individuos prepuberales con
obesidad podria provocar cambios en signaturas metabdlicas en paralelo con
mejoras del IMC. Nuestro objetivo principal fue determinar los efectos de una
intervencién en el estilo de vida en el perfil metabolémico tanto del plasma como

de la orina en individuos prepuberales con obesidad.

Métodos: Estudio longitudinal prospectivo en 40 individuos prepuberales con
obesidad (IMC > 2 D.E.) entre las edades de 7 a 10 afios. La intervencion fue
principalmente educacional, focalizada a los individuos y sus familias durante 6
meses. Se analizaron parametros nutricionales, antropométricos y bioquimicos
antes y después de la intervencion. También se realizé metabolémica no dirigida
para muestras de plasma mediante LC-MS y dirigida para muestras de orina
mediante RMN, obteniendo asi un perfil metabdlico completo antes y después de

la intervencion.

Resultados: La intervencién disminuyé el IMC de 3,55 D.E. (3,30 - 3,79) a 3,09 D.E.
(2,86 - 3,32), la circunferencia de cintura de 83 cm (79,6 - 85,8) a 81 cm (77,8-
84,5) y los niveles de HbA1lc de 5,4% (5,3 - 5,4) a 5,2% (5,2 - 5,3), las variables se
analizaron mediante Test t-Student pareado. Se disminuyé la ingesta de calorias,
carbohidratos, azucares libres y grasas. No se logré modificar las horas de
actividad fisica. En el perfil metabdlico del plasma se identificaron 2581 picos y se

aplicd el Andlisis de Componentes Principales para consolidarlos en 8



RESUMEN

componentes (PC). El PC1 fue el Unico factor que tuvo diferencia después de la
intervencién (p= 0,008) incluso ajustando por comparaciones multiples. El PC1
estd compuesto por metabolitos relacionados con el metabolismo de
esfingolipidos observando la disminucién de los niveles circulantes de las especies
identificadas. En relacién al perfil metabdlico de las muestras de orina, se
identificaron 32 metabolitos. Los niveles de TMAO fueron significativamente
menores después de la intervencién (FDR g < 0,05). El cambio en los niveles de

TMAO se relacionaron inversamente con el cambio en la ingesta de fibra.

Conclusiones: Una intervencidn en el estilo de vida reduce el IMC D.E. y modifica
el metaboloma del plasma y de la orina. En particular, la intervencion disminuyd
los niveles de ceramidas, asociadas estrechamente con enfermedades
metabdlicas. Ademads, se redujeron los niveles de TMAO, biomarcador de riesgo
cardiovascular. Por lo tanto podemos sugerir que una intervencion en el estilo de
vida de individuos prepuberales con obesidad puede ser un importante
mecanismo para reducir el riesgo de enfermedades metabdlicas y

cardiovasculares.
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INTRODUCCION

1. Obesidad

La obesidad ha aumentado exponencialmente en las ultimas décadas,
convirtiéndose en epidemia a nivel mundial. Esta patologia conlleva consecuencias
negativas para la salud, principalmente relacionadas con el desarrollo de
enfermedades metabdlicas, cardiovasculares, e incluso algunos tipos de cancer.
Junto con esto, la obesidad se relaciona con un alto coste econdmico, tanto por la
morbilidad que arrastra, como por la invalidez que puede llegar a ocasionar. Esta
patologia afecta a todos los grupos de edad, razén por la cual se debe contar con un
conocimiento global y abarcar su tratamiento de manera multidisciplinar teniendo

como principal objetivo mejorar la calidad de vida de la poblacion.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2014 mas de 1900
millones de adultos mayores de 18 afios padecian exceso de peso, de los cuales
mas del 13% eran obesos, 10% hombres y 14% mujeres (1). La OMS ha publicado
gue un 65 % de la poblacion mundial vive en paises en los que la obesidad es
causa de muerte en mas gente que el bajo peso. En la Fig. 1 podemos observar la
prevalencia de sobrepeso y obesidad determinadas en el afio 2013 (2), la cual es
mayor en paises desarrollados que en aquellos en vias de desarrollo. En ambos
casos se ve un gran incremento a partir de los 19-20 afios que se ha ido

manteniendo hasta alrededor de los 50 afios.

En Europa entre los afos 1990 a 2010, el sobrepeso y la obesidad aumentaron su
porcentaje de participacion en la morbilidad a un 39% (3). En Espafia la situacion
no es muy distinta. Segln la Encuesta Nacional de Salud, el 57,7% de adultos a
partir de 18 afios padecen sobrepeso u obesidad. Esta ultima clasificaciéon ha

aumentado de un 7,4% a un 17% en los ultimos 25 afos (4).

13
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A: Sobrepeso y Obesidad (IMC > 25) B: Obesidad (IMC = 30)
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FIG 1. Prevalencia de Obesidad descrita segun el nivel de desarrollo de los paises a nivel mundial. A:
sobrepeso y obesidad (Indice de Masa Corporal: 225); B: Obesidad (indice de Masa Corporal: 225) (2).

El coste que provoca la obesidad en la sociedad europea es de mas de mil
millones de euros al afo, considerando ademds del gasto sanitario directo otros
gastos como la baja productividad y el absentismo laboral por baja médica debido

a enfermedades asociadas (3).

La educacién y el estado socioecondmico juegan un rol muy importante en el
riesgo de desarrollar obesidad. Asi, las personas con un estado socioecondmico y
nivel educacional bajo pueden tener un riesgo 2 a 3 veces superior de convertirse
en sujetos obesos en comparacion a personas con niveles educacionales vy
econdmicos medios o altos, arrastrando con esto la aparicion posterior de
enfermedades cardiovasculares y una mayor mortalidad prematura. Un ejemplo
encontrado en un reporte de la OMS, muestra que mujeres con bajos niveles de
educacién pueden aumentar hasta 5 veces su probabilidad de convertirse en

mujeres obesas en comparacion a mujeres con un nivel educacional alto.
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1.1. Definicidon de obesidad

El exceso de peso u obesidad se define segun la OMS como una acumulacién
excesiva y anormal de grasa, la cual, mantenida en el tiempo, presenta riesgos

para la salud.
La obesidad puede ser caracterizada por su etiologia:

- Primaria o comun: No se reconoce un factor especifico que la produzca, se
observa el resultado de la interaccion genética con el ambiente.
- Secundaria: Es el resultado de una patologia que, al ser corregida por un

tratamiento, desaparece.

La obesidad también se puede clasificar dependiendo de la distribucion de la
grasa corporal (Fig. 2). La obesidad Androide se refiere a la acumulacién de grasa
en la zona abdominal o visceral, relacionada con un mayor riesgo para la salud
debido a que existe una correlacién positiva de la grasa central con el desarrollo
de enfermedades metabdlicas como son la diabetes mellitus tipo 2 o la

hipertension arterial, entre otras.

La obesidad de tipo Genoide esta caracterizada por la acumulacién de grasa en las
zonas de las caderas y gluteos, y se relaciona con un menor riesgo de desarrollar

enfermedades metabdlicas. Igualmente, ambos tipos de obesidad deben ser

FIG. 2: Distribucidon de grasa corporal, Androide vs Genoide.

Fuente: Imagenes A.D.A.M.S.
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tratados, con el objetivo de disminuir el riesgo cardiovascular que la acumulacidn

de grasa implica.

Dada la dificultad de medir la cantidad y distribucion de la grasa corporal en la
poblacién general, la manera mas comun para determinar el grado de exceso de
peso y diagnosticar el sobrepeso o la obesidad es mediante el indice de Masa
Corporal (IMC). Este se calcula con una férmula que incluye el peso vy la altura de
un individuo de la siguiente manera: peso en kilogramos, dividido por el valor de

la estatura expresada en metros al cuadrado (Fig. 3).

IMC = Peso (kg)/ Estatura (m)*

FIG.3: Formula del indice de Masa corporal

Aunque el IMC puede llevar a un error diagnéstico de sobrepeso u obesidad en
individuos con una musculatura muy desarrollada, es una buena herramienta para

la mayor parte de la poblacion.

Otra medida sencilla utilizada para complementar el diagndstico de sobrepeso y
obesidad, es la circunferencia de cintura, principalmente relacionada con la
obesidad central. Se mide en el punto medio de una linea recta entre la ultima
costilla y la cresta iliaca. Se ha definido tanto para la poblacion infantil a partir de
5 afos hasta los 18 afios segun el género (5), como también para la poblacion

adulta, hombres < 94 cm y mujeres < 80 cm, siendo diferente segun la etnia (6).

Ademads de las mediciones de peso, estatura y circunferencia de cintura que
normalmente se utilizan para identificar el exceso de peso en la practica clinica,
también es de importante consideracion la evaluacion del porcentaje de masa

grasa y magra. Las metodologias mas comunmente utilizadas son:

- La medicién de pliegues cutaneos: es una técnica de bajo coste pero de
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moderada complejidad, en la cual se requiere de personal capacitado y con
experiencia, ademds de material calibrado para no inducir a error. Normalmente
se utilizan los protocolos de Lohman (7) y la ecuacién que corresponda para edad
y género del individuo.

- Bioimpedanciometria: es una técnica bioeléctrica no invasiva, sencilla pero de un
coste moderado. Se basa en el principio que el tejido adiposo es un mal conductor
de electricidad a diferencia de la masa magra que posee agua y electrolitos. Esta
medicién puede variar dependiendo del grado de hidratacién que tenga el
individuo.

- Densitometria ésea (DEXA): Es una de las técnicas de mayor exactitud pero tiene
un muy coste elevado, por lo que la mayoria de veces se utiliza para fines de
investigacion. El DEXA utiliza dos fuentes de rayos X con energias diferentes. Estos
haces de rayos X se ven atenuados de forma diferente por los distintos tejidos

corporales, reconociendo la masa grasa y cuantificandola por regiones.

1.2. Clasificacion de obesidad en adultos

Una de las clasificaciones que mas se utiliza actualmente a nivel internacional en
la poblacidon adulta es la presentada en la Tabla 1. Se estructurd con datos de
personas de distintos paises y razas. Posteriormente, debido a la proporcién de la
poblacién asiatica en el mundo en las cuales se ha identificado un alto riesgo de
diabetes tipo 2 y de riesgo cardiovascular presentando un IMC menor, se

propusieron puntos de cortes adicionales (8).
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Tabla 1. Clasificacién del indice de Masa Corporal IMC (kg/mz), oMmS.

Principales puntos de corte

Puntos de corte adicionales

Bajo peso < 18,50 <18,50
Delgadez severa < 16,00 <16,00
Delgadez moderada 16,00 - 16.99 16,00 - 16,99
Delgadez media 17,00 - 18,49 17,00 - 18,49

Rango de Normalidad

18,50 - 24,99

18,50 - 22,99

23,00 - 24,99

Sobrepeso 225,00 225,00
25,00 - 27,49
Pre-obeso 25,00 - 29,99
27,50 - 29,99
Obesidad 230,00 230,00
30,00 - 32,49
Obesidad clase | 30,00 - 34,99
32,50 - 34,99
35,00-37,49
Obesidad clase Il 35,00 - 39,99
37,50 - 39,99
Obesidad clase Il > 40,00 > 40,00

Fuente: Adaptacion de OMS 1995, 2000, 2004.

1.3. Obesidad: Anormalidades en el tejido adiposo

El tejido adiposo, considerado tradicionalmente como una forma de reservar

grasa en el organismo, en las ultimas décadas se ha descubierto su dinamismo, su

capacidad de secrecion hormonal y la actividad reguladora considerandose

actualmente como un importante érgano endocrino. Este participa en procesos

como la ingesta alimentaria, el gasto energético, la inmunidad y en la homeostasis

del metabolismo glucidico y lipidico (9,10).

El desarrollo de este érgano varia dependiendo del género y la edad. Los cambios

morfoldgicos y funcionales que ocurren en la adipogénesis dependen de la

expresion de los factores de transcripciéon y el ambiente en que se estén

desarrollando los adipocitos que la conforman, lo que puede llevar a una
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alteracién en la forma celular en el caso de mayor acumulacién de grasa.

Existen 3 tipos principales de tejido adiposo (9,11):

- Tejido adiposo blanco: Se extiende por todo el organismo, tiene una gran
capacidad de aislante térmico y cuando es necesario acumular o proporcionar
energia es el sistema mas importante para el balance energético de lipidos. Sus
adipocitos se caracterizan por formar en el interior sélo una gran vacuola de
lipidos, llegando a ocupar un 90% del espacio en su citoplasma y el nucleo se
desplaza hacia la periferia.

- Tejido adiposo marrdn: Principalmente este tejido se especializa en proporcionar
calor a partir de la oxidacién de lipidos. Se encuentra en los seres humanos al
nacer y disminuye progresivamente en adultos. Sus adipocitos son mas pequefios,
presentan gran vascularizacion, pequefias gotas de grasa en su citoplasma, una
gran densidad de mitocondrias y un nucleo central.

- Tejido adiposo beige (12,13): Se ha descrito como adipocitos marrones inmersos
en el tejido adiposo blanco y expresandose de manera similar a sus adipocitos.
Presentan una baja de UCP-1 basal, pero responden al estimulo B-adrenérgico
incrementando la expresion de UCP-1 de la misma manera que los adipocitos

marrones.

Cuando nos referimos a la distribucién del tejido adiposo, reconocemos el tejido
adiposo visceral al almacenamiento de grasa presente entre los drganos
principalmente en la zona abdominal y al almacenamiento subcutdneo bajo la

epidermis (hipodermis).

El tejido adiposo es un drgano dinamico implicado en la regulacién de nuestro
organismo de manera endocrina, cuando ejerce su accion en tejidos distantes, y

paracrina o autocrina, cuando el efecto de su accion es local.
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En el caso de obesidad primaria, el tejido adiposo se afecta aumentando
exageradamente el depdsito de grasa, lo que provoca una desregulacion de la
secrecion de adipoquinas y un aumento en la infiltracion de macréfagos,
incrementando la inflamacién. Se observa un aumento en el nivel de Proteina C-
Reactiva (PCR), Interleucina-6 (IL-6), del Factor Necrdtico Tumoral a (TNF-a),
Inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1), Resistina, como también de la

Leptina y una disminucién en los niveles de Adiponectina (14).

Por lo tanto, relacionamos que con la obesidad el tejido adiposo se ve alterado de
manera importante presentandose un grado de inflamacidn leve pero crénico, el
cual, manteniéndose en el tiempo, esta asociado al desarrollo de enfermedades

secundarias, particularmente diabetes de tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.

2. Obesidad y enfermedad cardiovascular en el adulto

Desde un tiempo a esta parte se han realizado numerosos estudios que han
demostrado la asociacion de la obesidad con el riesgo cardiovascular (Fig.4).
Diversos estudios epidemiolédgicos han demostrado que niveles elevados de IMC,
circunferencia de cintura, tension arterial, colesterol-LDL, triglicéridos vy
tabaquismo principalmente, tienen un efecto sinérgico mediando el aumento de
la morbilidad y mortalidad a largo plazo, debido al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares que se manifiestan como eventos agudos y consecuentemente

incrementan la mortalidad en edades tempranas (15,16).
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ENFERMEDAD
CORONARIA

HIPERTENSION

INFARTOS ARTERIAL

CANCER O B ES IDAD | oisueioemias

ENFERMEDAD
HEPATOBILIAR OSTEOARTRITIS
DIABETES
MELLITUS
TIPO 2

FIG. 4: Relacidn entre obesidad y la presencia de enfermedades de alto
riesgo cardiovascular

Se ha descrito que al comparar adultos con obesidad y normopeso, los sujetos con
mayor IMC tienen aproximadamente un 64% mayor riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares como la diabetes mellitus tipo 2, un 54% mayor
riesgo de hipertension arterial, 9% mayor riesgo de presentar el colesterol total

elevado y 34% mayor riesgo de artritis (17).

Afortunadamente, se describe también que con la reduccién de peso repliega el
riesgo metabdlico, mejorando la tension arterial y el metabolismo de la glucosa,
llevando en su conjunto a disminuir las enfermedades relacionadas con el riesgo

cardiovascular (18).
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3. Obesidad en la infancia y adolescencia.

En el afio 2013 la OMS declaré que mas de 42 millones de niflos menores de 5
anos padecian un exceso de peso, una cifra que habia aumentado en 10 millones
desde el ano 1990. En paises en vias de desarrollo la prevalencia de sobrepeso y

obesidad en preescolares supera el 30% (19).

En Espafia, segun la ultima Encuesta Nacional de Salud (2011-2012), la prevalencia
de sobrepeso y obesidad en la poblacién de 2 a 17 afios fue de un 27% (4). Segun
el reporte del estudio ALADINO del afio 2011, la prevalencia de sobrepeso era de
un 26,2% y la de obesidad un 18,3% en nifios de 6 a 9 afios (20). En el dltimo
reporte de este estudio, en el que se evaluaron nifios de este mismo rango de
edad, entre noviembre 2015 y marzo 2016, se obtuvo un ligero descenso a un
23,2% de la prevalencia del sobrepeso y a un 18,1% de obesidad, predominando
mas en los niflos que en las nifias (21). A pesar de esto, al evaluar por edad se
observé que a partir de los 7 anos la prevalencia del exceso de peso es

significativamente mayor que en el resto de los rangos de edad.

Estos valores clasifican a Espafia en uno de los paises de mas alta prevalencia de
obesidad en Europa, presentando importantes variaciones regionales muy
relacionadas a factores econdmicos (22). Complementando estos datos, segun la
ultima encuesta de salud realizada en Espafia (2011-2012), el 44% de la poblacion
mayor de 15 afios y el 12,1% de la poblacidn infantil de 5 a 14 afios se declara

sedentaria (4).

Estas cifras son alarmantes y preocupantes, no sélo por su posible persistencia en
el tiempo, sino porque esta condicién en la infancia esta asociada a muerte
prematura y discapacidad en la edad adulta. Ademas de los riesgos futuros
claramente descritos, los nifios sufren dificultad respiratoria, efectos psicoldgicos,

mayor riesgo de fracturas e hipertensién, asi como también la manifestacién
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temprana de marcadores de enfermedad cardiovascular de manera importante.
Como hemos mencionado anteriormente, se debe considerar que esta patologia
tiene una gran carga econdmica tanto para los individuos como para las
administraciones, en gastos médicos/salud, incremento de las pensiones por

invalidez y mortalidad prematura (23).

3.1. Clasificacion de la obesidad en la infancia y adolescencia

En relacién al diagnédstico infantil la definicion de sobrepeso y obesidad es mas
compleja porque los puntos de corte de peso, talla e IMC varian dependiendo de
la edad y el género. Para eso se necesitan establecer unos percentiles en una

poblacién de referencia.

Dado que existe una gran diversidad auxoldgica segun etnias y paises, los expertos
recomiendan en la practica clinica diaria utilizar tablas de poblacion local. En el
caso de Espafia existen varias curvas de crecimiento entre los que destacan las de
la Fundacion Orbegozo y las del Estudio Espafiol del Crecimiento (24). En
Catalufia, las graficas utilizadas en los Centros de Atencién Primaria y, por tanto,
las mas utilizadas para el diagndstico de sobrepeso y obesidad son las de la

Fundaciéon Orbegozo.

3.1.1. Tablas Fundacién Orbegozo (25): Fueron creadas a partir de un estudio de
crecimiento iniciado el afio 1978 en la poblacion de Vizcaya. Se tomaron las
medidas a 600 recién nacidos entre los afios 1978 y 1980 (300 recién nacidos de
cada sexo) y fueron controlados hasta el afio 2000. Ademas, se realizé un estudio
transversal en el afio 2000 de chicos y chicas (54% mujeres) de edades
comprendidas entre 0 y 18 afios. En relacién al sobrepeso y obesidad se
determinaron en el percentil 85 y 95 respectivamente. Se consideraron los

siguientes indicadores:
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- Gréficas de distancia (longitud/talla, peso, peso-longitud)
- Gréficas de indice de Masa Corporal (IMC)

- Graficas de velocidad de crecimiento.

Existen referencias a nivel internacional Utiles para los paises o zonas que no
tienen graficas propias. Ademas, estas referencias internacionales son mas
utilizadas a nivel de estudios por la estandarizacién en el diagndstico. Las
referencias internacionales mas utilizadas son las de la OMS y las de International

Obesity Task Force.

3.1.2. Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (26,27): Se han desarrollado
curvas de crecimiento para las edades comprendidas entre 0 y 5 afos, y entre 6 y
19 afios, separadas por género. Estos datos fueron recopilados
multicéntricamente (Brasil, Gana, India, Noruega, Oman y Estados Unidos) entre
los aflos 1997 y 2003. Aunque existen tablas y curvas que determinan el estado
nutricional representado en percentiles o desviaciones estandar (D.E.), se
recomienda realizar el diagndstico en base a la puntuacién z (D.E.) (Tabla 2). Se
consideran los siguientes indicadores que seran utilizados e interpretados segun

la edad del nifio/a:

- Longitud/talla para la edad
- Peso para la edad
- Peso para la longitud/talla

- Indice de masa corporal para la edad

3.1.3. International Obesity Task Force (IOTF) (28): Estas tablas se han creado
para entregar otra definicion aceptable para el exceso de peso ya sea sobrepeso u
obesidad. En ellas se han considerado datos de 6 paises (Brasil, Gran Bretafia,
China (Hong Kong), Paises Bajos, Singapur y Estados Unidos) desde el nacimiento

hasta los 25 afos de edad. Para el diagndstico infantil y adolescente se han
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extrapolado los valores definidos de sobrepeso (25 kg/m*— 30 kg/m?) y obesidad
(230 kg/m?), para cada edad desde los 2 afios hasta los 18 afios para mujeres vy

hombres.

Tabla 2. Criterios de diagnéstico de sobrepeso y obesidad segtin el criterio

de la OMS, de 0 a 19 afios (27).

Peso para la

Puntacion z

longitud/talla

IMC para la edad

Por encima de 3

Obeso

Obeso severo

Por encima de 2

Sobrepeso Obeso

Posible riesgo de
Por encima de 1 Sobrepeso

sobrepeso (Nota 1)

0 (mediana) Rango normal Rango normal

Nota 1: un punto marcado por encima de 1 muestra un posible riesgo, pero
una tendencia hacia la linea de puntuacién z 2 muestra un riesgo definitivo.

4. Obesidad infantil: Factor de riesgo de enfermedades metabdlicas y

cardiovasculares

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, podemos decir que la obesidad
afecta a un gran numero de ninas, nifios y adolescentes, llevando a un bajo
bienestar fisico y emocional en esta poblacién. Los efectos que tiene esta
patologia en la pubertad se ven reflejado en el acelerado desarrollo que
presentan estos individuos, ademds del desbalance hormonal y cambios
endocrinos que conlleva esta etapa. A lo anterior, se le suma que la obesidad es
un condicionante importante como factor de riesgo para el desarrollo de obesidad
en la etapa adulta, aumentando la incidencia de enfermedades metabdlicas
asociadas como es la diabetes mellitus tipo 2 y de enfermedades cardiovasculares

(29).
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4.1. Descripcion de la obesidad infantil como precursor de enfermedad

cardiovascular

La obesidad en la infancia se ha visto relacionada con episodios cardiovasculares
importantes en la etapa de la adolescencia y manteniendo el exceso de peso
también se presentan tempranamente en el adulto. Al analizar las arterias aorta y
coronarias de autopsias realizadas a jovenes, se encontraron engrosamiento de
las paredes, lesiones y calcificaciones en los sujetos que tenian como antecedente

la obesidad infantil y un riesgo cardiovascular determinado (30).

El riesgo cardiovascular se utilizé por primera vez en el estudio Bogalusa realizado
en ninos (31), en el que se determiné una sumatoria referente a la presencia o no
de un factor alterado relacionado con el riesgo cardiovascular. Los factores de
riesgo se definieron de la siguiente manera: Triglicéridos > 130 mg/dL; Colesterol-
LDL > 130 mg/dL; Colesterol-HDL < 35 mg/dL; Insulina > percentil 95 (para edad y
sexo); Tension Arterial Sistdlica > percentil 95 (para edad, sexo y estatura) 6
Tensién Arterial Diastdlica > percentil 95 para edad, sexo y estatura). Seguido a
esto, la clasificacion del riesgo cardiovascular se determind con valores del 0 al 5,
donde 0 es presentar ninguna alteracion y 5 es presentar al menos 5 de estos
factores alterados. Después de obtener esta clasificacion, se observé que existia
un aumento en las placas fibrosas de las arterias coronarias en aquellos individuos
gue presentaron de 3 a 4 factores. Muy importante de destacar es que a medida
gue aumentd el numero de factores de riesgo, aumenté la proporcién de nifios
con obesidad. También se observd una relacion muy estrecha del exceso de peso
con la presencia de insulina alterada. En relacién al perfil lipidico, se determind
gue un niflo con exceso de peso tiene 7,1 veces mas probabilidad de tener los

triglicéridos elevados y 2,4 veces incrementado el colesterol total.
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En conjunto al estudio Bogalusa, Juonala et al. (32) analizaron 3 estudios
epidemiolégicos mds que siguieron a una poblacién infantil hasta su etapa adulta
analizando distintos aspectos (33-35), entre ellos el efecto que provoca la
obesidad en la infancia a largo plazo. Se observd que la obesidad infantil tiene una
repercusion muy importante en la salud cardiovascular y cardiorrespiratoria en la
etapa adulta. En esta revision se clasificaron todos los sujetos de los 4 grandes
estudios, segun el IMC en la infancia y su IMC en la etapa adulta en 4 grupos (I:
participantes con IMC normal sin obesidad adulta; Il: sobrepeso u obesidad
infantil sin obesidad adulta; Ill: sujetos con obesidad infantil y adulta; IV sin
obesidad infantil pero con obesidad adulta). Los resultados principales indicaron
qgue la obesidad infantil fue el mayor predictor de DM2 en 3 de los 4 estudios
analizados. En 2 de ellos se demostrd que existe una asociacion entre el exceso de
peso en la infancia, ya sea sobrepeso u obesidad, con un alto riesgo de niveles
incrementados de colesterol-LDL y en todos se demostrd la asociacién con el
riesgo de hipertensién arterial y de niveles altos de triglicéridos. Lo mas
consistente de este estudio fue la determinacion del riesgo a partir de si existe o
no obesidad infantil: El grupo Il tuvo el mismo riesgo de factores cardiovasculares
que el grupo |, en contraste con el grupo Il y IV que independiente de la presencia

de la obesidad infantil presentaron un alto riesgo.

Con esta revisidon se concluyé que el evitar la obesidad infantil o revertirla y ser
adultos con un IMC saludable, el riesgo cardiovascular es bajo. Por el contrario, en
el caso de los grupos 3 y 4, se aumenta la probabilidad en 5,4 veces de padecer
diabetes mellitus tipo 2; 2,7 veces de padecer hipertension arterial; 3 veces de
padecer niveles elevados de triglicéridos y 1,7 veces de presentar aterosclerosis

(representado por el grosor de la intima) de la arteria cardtida en la etapa adulta.

Otro indicador que se ha considerado dentro de los factores de riesgo

cardiovascular es la circunferencia de cintura. Se ha estudiado y demostrado que
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tiene una estrecha relacién con la cantidad de grasa visceral, por lo que podria, al
igual que el IMC, ser un buen predictor de riesgo cardiovascular (36) Se observo
en una poblacién pediatrica de 3 a 6 afios, que tanto el IMC como la
circunferencia de cintura, se correlacionan con niveles elevado de colesterol total,
colesterol-LDL, triglicéridos y también con niveles elevados de Proteina C reactiva,
considerada como una referencia de inflamacién presente en condiciones de

obesidad.(37)

Con estas referencias y nuevas publicaciones se confirma que ya en edades
tempranas existe la presencia de los diferentes factores de riesgo cardiovascular
en nifios con obesidad o con una corta historia de exceso de peso (38). También
se ha reforzado la teoria que estas manifestaciones y el riesgo metabdlico
comienzan a mostrarse muy tempranamente y que probablemente el origen del
riesgo cardiovascular y la enfermedad deberia buscarse en el periodo intrauterino

(39).

4.2, Efectos secundarios relacionados con la obesidad.

4.2.1. Sindrome metabdlico: Como consecuencia del exceso de peso y la
alteracién metabdlica, se ha descrito el sindrome metabdlico como un conjunto
de diferentes factores de riesgo que colectivamente aumentan el riesgo de

desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad cardiovascular.

Estda asociado a diferentes anormalidades metabdlicas, principalmente a la
presencia de insulino resistencia (40), razén por la cual la primera definicion que

se le di6 en 1988 fue “Sindrome de Insulino Resistencia”.

Existen 2 criterios de diagndstico: por “National Cholesterol Education Programme

(NCEP)” como ATP Ill (Adult Treatment Panel Ill) determinado en el afio 2001 y

28



INTRODUCCION

revisado el 2004 (41) y por la “Federacion Internacional de Diabetes (IDF)” en
2006 (6). Se considera muy importante tener en cuenta el género y la etnia de las

personas para poder diagnosticar correctamente este sindrome.

En la poblacidn infantil y adolescente, el sindrome metabdlico aln no esta bien
definido del todo. Por ello, la propuesta mas adecuada es el criterio formulado

por IDF (Tabla 3) (42):

Tabla 3. Criterios para diagnéstico de Sindrome Metabélico en nifios y adolescentes; IDF 2009

Obesidad central: Edades
Medido a través | 6a< 10 afios 10 a 16 afios > 16 afos
dela ) Hombre Mujer
. . > percentil
Circunferencia de > percentil 90
. 90 290 cm 280cm
Cintura en cm.
Sin datos
Glucosa en > 100 mg/dL > 100 mg/dL
para esta
ayunas ] (5,6 mmol/L) (5,6 mmol/L)
poblacién
> 150 mg/dL
Sin datos ] > 150 mg/dL
Niveles de (1.7 mmol/L) 6 con
. para esta (1.7 mmol/L) o con tratamiento
Triglicéridos i tratamiento previo por
poblacién previo por Dislipidemia.
Dislipidemia
Sin datos
Niveles de <40 mg/dL <40 mg/dL <50 mg/dL
para esta
Colesterol-HDL ] (1.03 mmol/L) (1.03mmol/L) | (1.29mmol/L)
poblacién
TA Sistdlica: > 130 mm Hgy TA Sistdlica: > 130 mm Hg y
Sin datos
Tension Arterial TA Diastdlica: > 85 mm Hg 6 TA Diastdlica: > 85 mm Hg ¢
ara esta
(TA) P con tratamiento previo por con tratamiento previo por
poblacién
Hipertensidn Arterial Hipertension Arterial.

4.2.2. Diabetes mellitus 2: La aparicién de diabetes tipo 2 en edades tempranas
tiene consecuencias importantes debido a sus complicaciones macroy
microvasculares, las cuales incrementan no sélo con la duracion de la enfermedad
sino también con la falta de un estricto control glicémico (43). En poblacién

adolescente, la obesidad ha afectado notablemente el incremento de la incidencia
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de esta patologia, observandose ademas una ineficacia en el control glicémico
comparado con la poblacidn adulta, ya sea con tratamiento farmacolégico o con
intervenciones del estilo de vida (44). Por tanto volvemos a recalcar la
importancia de la prevencioén y del tratamiento de la obesidad en edades

tempranas.

5. Obesidad infantil y habitos en el estilo de vida

Una de las causas principales del incremento en la prevalencia de la obesidad en
los Ultimos afos han sido los cambios de habitos tanto en la alimentacion como

en el modo de vida, ya sea en paises desarrollados como en via de desarrollo.

Al analizar cdmo ha evolucionado la sociedad, se ha podido observar en varias
culturas como el comportamiento referente al estilo de vida ha ido mutando,
principalmente que la poblacion esta cada dia mas sedentaria y desarrollando un
mayor numero de actividades relacionadas con esta conducta. Ademas, las horas
de “pantalla” refiriéndome a las horas destinadas a ver la television, estar frente
al ordenador, realizar actividades con tecnologia digital como los méviles o tablets

son cada vez mayores, disminuyendo las horas de suefio (45).

5.1. Efecto de las conductas ambientales en el estado nutricional de los nifios

El efecto que causan en el estado nutricional de los nifios algunas conductas del
circulo familiar o social, pueden ser claves en el desarrollo o no del exceso de

peso. Por ejemplo:

- Transicion de la alimentacién en la primera infancia: Se ha descrito que la
lactancia materna, preferentemente exclusiva hasta los 6 meses, es un factor
protector para el desarrollo de sobrepeso. Esta tendencia se ha visto disminuida y

relacionada principalmente a: la educacién de la madre, la maternidad en edades
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mayores, la suplementacién con leche de formula en hospitales y la introduccién
de otros tipos de alimentos antes de los 6 meses (46,47). En relacidon a este ultimo
concepto, la introduccion temprana de alimentacion sélida se ha asociado con
una mayor probabilidad de dejar la leche materna, disminuyendo el beneficio
inmunoldgico y a un mayor riesgo de consumo de alimentos ricos en grasas y
azucar al afio de vida.

- El rol de la familia: Muchos factores pueden influir en la ingesta diaria de
los nifios, uno de ellos es la familia. La familia es el lugar donde absorben y
aprenden los primeros olores, gustos y sensaciones referentes a la comida. Se ha
descrito que algunas preferencias o gustos por diferentes alimentos pueden ser
transmitidos de padres a hijos, lo que puede influenciar en el estado nutricional
de estos pequeios, alterando la disponibilidad y accesibilidad a alimentos
saludables (48,49). Incluso se ha demostrado que el estado nutricional tanto de la
madre como del padre tienen una activa responsabilidad en el desarrollo psico-
social de los nifios durante la primera infancia (50). Se ha relacionado también en
un estudio multicéntrico, que segun el nimero de hijos en una familia existe
mayor probabilidad de sobrepeso u obesidad en nifios que no tienen hermanos
(46).

- Patrones y tendencias actuales de alimentacion: El consumo elevado de
energia a temprana edad, principalmente proporcionado por un alto consumo de
azucar refinado, bebidas azucaradas, alimentos ricos en grasas saturadas y snacks,
como también un bajo consumo de frutas y verduras parecen ser los principales
factores dietéticos que contribuyen al desarrollo de la obesidad infantil (51,52).
Existen posibles factores en el medio ambiente que promueven el consumo
excesivo de energia. En el mercado se ofrece una amplia variedad de alimentos de
buen sabor y de reducido precio, pero ricos en azlcares y grasas saturadas. Junto
con esto, para hacerlos mas atractivos y que el consumidor quede mas satisfecho,

se ha recurrido a diferentes estrategias de marquetin, como ofrecer alimentos en
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grandes porciones emulando un abaratamiento del precio o con obsequiar algun
objeto de moda (51,53). En relacién a los tiempos de comida, se ha identificado
gue las comidas regulares en la familia, como los horarios, la frecuencia y la
disposicion de ellas, son un pilar fundamental en la alimentacién saludable. El
patrén que mas se ha relacionado al exceso de peso, tanto en la poblacién infantil
como adolescente, es el pasar por alto el desayuno y se ha asociado a un mayor
consumo de alimentos de alta densidad energética durante el dia. A la vez, esto se
ve reflejado también en los habitos y en el estado nutricional de los padres
(54,55).

- Sedentarismo: Otro factor ambiental que contribuye al bajo gasto
energético que experimentan los nifios y adolescente hoy en dia es el
sedentarismo. Esta tendencia se ha enfatizado por la presencia diaria de la
television, los videojuegos, los ordenadores, la carga académica, la falta de
espacios libres para jugar y la reduccion de los horarios de actividad fisica y
recreativa dirigida tanto en las escuelas como en la vida diaria (56). En nifios
europeos preescolares, se han asociado conductas sedentarias como mirar
television mas de una hora al dia, con un alto consumo de alimentos y bebidas de
alta densidad energética (57).

- Suefio: El aumento del uso de mdviles, ordenadores y una vida sedentaria
se relaciona estrechamente con la falta de higiene del suefio. Se ha asociado a la
falta de suefio la presencia de enfermedades cardiovasculares, pudiendo ser un
factor de riesgo importante para su aparicién. Se ha descrito la relacidon de una
baja calidad de suefio o la falta de horas de suefio con la obesidad, tanto en nifios
como en adultos. Se ha observado el aumento de hormonas como el cortisol y la
grelina, asi como también el descenso de la leptina, lo que podrian favorecer la
ingesta de alimentos, especialmente alimentos ricos en azucares, carbohidratos
complejos y grasas, aumentando la sensacidon de hambre-apetito, provocando una

disminucién en la sensibilidad a la insulina lo que llevaria a disminuir la tolerancia
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a la glucosa y alterar el perfil de lipidos en nuestro organismo (58-60).

6. Tratamientos para la obesidad infantil

Cuando hablamos del tratamiento de la obesidad, ya sea en nifios como en
adultos, la primera herramienta a utilizar es la modificacion del estilo de vida
actual que lleva el individuo, los habitos de alimentacién y de actividad fisica,

como también la salud mental (61,62).

6.1. Intervenciones en el estilo de vida en sujetos con obesidad infantil

Muchas situaciones en nuestras vidas se pueden dar debido al estilo de vida que
Ilevamos. Un estilo de vida saludable se ha definido en varios aspectos por la OMS
y la Comunidad Europea como, cumplir con una alimentacién sana que incluya
frecuentemente frutas y vegetales, reduciendo el consumo de grasas
principalmente las saturadas, el azucar y la ingesta de sal; preferir alimentos
frescos y de temporada, eligiendo técnicas culinarias adecuadas que no
disminuyan la calidad del alimento; en relacién a la alimentacidn en la infancia,
favorecer la lactancia materna exclusiva hasta los 6 meses de vida e introducir los
alimentos de forma adecuada a los lactantes y ofrecer una variedad de alimentos
desde temprana edad; mantener un peso adecuado para la estatura
controlandolo a través del IMC y tomar como un habito la realizacién de ejercicio,

practicandolo diariamente y con los nifios desde edades tempranas.

De algunas publicaciones sobre intervenciones en estilo de vida, se ha concluido
gue se produce una reduccion de peso significativo a los 6 y 12 meses de
tratamiento en los que se involucra a los nifos y se trabaja con la modificacién de
los habitos existentes a habitos saludables mas que en tratamientos
convencionales enfocados sdélo a la disminucién de peso proporcionando una

alimentacién rigida (63).
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Se ha demostrado en una revision realizada con 15 trabajos que involucraban un
tratamiento de cambio en el estilo de vida en sujetos con obesidad infantil, que a
corto plazo se obtiene una mejoria importante en la pérdida de peso y en el perfil
metabdlico. En esta revision, los trabajos reclutados se separaron en 2 grupos, los
gue recibieron sdlo indicaciones para el cambio y mejora de la alimentacion y los
gue ademads de esto, recibieron como “plus” la realizacidon de actividad fisica
programada. En ambos grupos se obtuvo una reduccion del IMC y del porcentaje
de masa grasa como también una disminucion o mantenimiento del colesterol
total, colesterol-LDL vy triglicéridos. Pero en el grupo en que se contemplaba el
programa de ejercicio de forma regular, se obtuvieron ademdas mejorias en el
colesterol-HDL, y en los valores de insulina y glicemia en ayunas después de 6

meses de intervencion (64).

En otra revisidn se observd que los programas de intervencién para la prevencién
del exceso de peso que Unicamente se basaban en la orientaciéon nutricional,
mostraban cambios sélo en la calidad de la alimentacion pero no se reflejaba en el

cambio antropométrico (65).

Para cambiar un estilo de vida es indispensable una alta motivacion y la ayuda del
entorno. En base a que los niflos ain dependen mucho del ambiente familiar en el
gue estan insertos, se debe tener en cuenta a la hora del tratamiento su entorno
mas proximo como son los padres. Se ha demostrado que intervenciones
enfocadas en la educacién sobre nutricién y ejercicio incluyendo a los padres
pueden ser mas efectivos a largo plazo en relacion a la pérdida de peso, a la
adiposidad y en la mejora de los habitos, tanto de alimentacién como de ejercicio

(66,67).

6.2. Tratamiento farmacoldgico

En la etapa adulta, aunque ya se esta empezando a actuar en la adolescencia, si el
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tratamiento de cambios en el estilo de vida no da resultados beneficiosos dentro
de 6 meses, se comienza con tratamiento farmacoldgico de manera
complementaria. Actualmente el Unico farmaco aprobado por la FDA para el
tratamiento de la obesidad crdnica es Orlistat, el cual debe ser indicado
médicamente a partir de los 12 afos. Otros farmacos como: Lorcaserin,
Fentermina/Topiramato, Bupropion/Naltrexona y Metformina entre otros, han
sido relacionados con el tratamiento de obesidad pero no como objetivo principal,

alcanzando una disminucién del peso corporal menor al 5% (68—70).

6.3. Tratamiento quirurgico

Si la obesidad es extrema y corre riesgo la salud del individuo, se plantea la opcion
de una cirugia reductiva. Podemos clasificar los distintos tipos de cirugia segun su
mecanismo de accidén: restrictivas (gastroplastia, banda gastrica) y las
restrictivas/malabsortivas  (bypass gastrico en Y de Roux, derivacion
biliopancreatica con o sin switch duodenal). Un candidato apto en la adolescencia
para que se realice una cirugia reductiva deberia tener un IMC > 40, haber
alcanzado la madurez esquelética y tener comorbilidades asociadas. Actualmente
existen datos que demuestran en pacientes adolescentes con obesidad extrema
sometidos a cirugia baridtrica, unos resultados comparables o mejores que los
resultados observados en adultos (71), pero aun siguen habiendo inconvenientes

a largo plazo. Por lo tanto la seguridad/eficacia debe seguir evaluandose.

A pesar de estos datos los procedimientos quirurgicos y farmacoldgicos utilizados
en el tratamiento de la obesidad en adultos, continla siendo no recomendada

para la poblacién infantil (61,72).

7. Guias de alimentacidn para la obesidad infantil

La Asociacién Americana del Corazén (AHA), en referencia al aumento en la

35



INTRODUCCION

prevalencia de enfermedades cardiovasculares ha planteado algunas
recomendaciones especificas para la poblacion infantil (73) y para la poblacién
adulta (74), reforzadas ultimamente por la Guia Dietaria para Americanos, 2015-

2020 (75):

- Comer vegetales y frutas diariamente, cereales y pan integral.

- Aumentar el consumo de pescado.

- Utilizar aceites vegetales y en caso de margarinas que sean bajos en acidos
grasos saturados vy libres de acidos grasos trans.

- Consumir lacteos desnatados.

- Evitar el consumo de grasas trans y limitar el consumo de grasas saturadas.

- Reducir el consumo de azucar, bebidas azucaradas o edulcoradas.

- Reducir el consumo de sal o productos salados procesados.

Los pre-adolescentes y adolescentes suelen consumir diariamente una cantidad
inferior a las recomendaciones de frutas, vegetales y granos. Ademas una gran
proporcién de su dieta se compone de alimentos altos en energia, grasas, azUcar

libre, normalmente con un alto contenido de sal (76).

En la poblacién europea, principalmente en la zona mediterranea, la
recomendacién ha sido retomar la alimentacidon propia de la regién, definida
como dieta Mediterranea. Esta dieta esta caracterizada por favorecer el consumo
de cereales, en especial los ricos en fibra, consumir frutas y verduras frescas y
naturales de temporada, preferir siempre el uso de aceite de oliva extra virgen,
aumentar el consumo de legumbres y pescados, reduciendo el consumo de carnes

principalmente las rojas.

La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria, OMS y Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), recomiendan (77—

79):
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- Consumir de un 45 a 60% de calorias provenientes de carbohidratos, cuidando
gue menos del 10% sea a partir de azucares simples o refinados (80), e incluso se

ha sugerido por la AHA que la ingesta de azlcares refinados sea menos al 5% (74).

- Consumir de un 20 a 35% de calorias provenientes de grasas, cuidando que no

mas del 7 al 10% sea a partir de grasas saturadas.

- Consumir de un 10 a 15% de calorias provenientes de proteinas, verificando que
se cubra entre 0,85 - 1 gramo por kilogramos de peso del nifio con proteinas de

alto valor biolégico.

- Cumplir con 5 comidas durante el dia (desayuno, media mafiana, comida,

merienda, cena) y evitar picar entre comidas.

- Favorecer el consumo de frutas y verduras, tratando de cubrir las 5 raciones al
dia (3 de fruta y 2 de verduras) que se han propuesto, mas el consumo de

legumbres secas.

- Incorporar en nuestros habitos alimentarios el consumo de frutos secos.

- Aumentar el consumo de agua, potenciando su ingesta como la bebida basica.

- Fomentar un estilo de vida activo, incluyendo de 40 a 60 minutos diarios ya sea

de caminata, juegos en el parque, realizacion de algun deporte, etc.

- Reducir la ingesta frecuente de bolleria, bebidas azucaradas y zumos, golosinas,
cremas de chocolates, lacteos elaborados y procesados, “fast food” y carneos

procesados.

- Reducir las horas de pantalla referentes a la television, el ordenador, las

consolas, los méviles, etc, a un maximo de 2 horas diarias.
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8. Metabolémica: Una herramienta para estudiar las enfermedades

metabdlicas.

En las ultimas décadas, la aplicacion de metodologias “-émicas” ha permitido un
innegable avance en el conocimiento de las bases moleculares de numerosas
enfermedades, mostrando cémo la variabilidad en la secuencia genética
(gendmica), en los niveles de transcritos de mRNA (transcriptomica) y en la
expresion de proteinas (protedmica) puede determinar la predisposicion o la
aparicion de determinadas enfermedades. Cuando ya hablamos de procesos en el

cual distinguimos metabolitos, nos estamos refiriendo a la metabolémica.

La metaboldmica utiliza un conjunto de técnicas basadas principalmente en la
espectrometria de masas y la resonancia magnética nuclear, permitiendo asi la
caracterizacion muy detallada del perfil metabdlico de muestras biolégicas como

plasma, orina, musculo esquelético o higado (81).

8.1. Metabolémica, nutricién y obesidad

El rol de la metabolémica en el ambito de la nutricion ha ayudado a ampliar la
gama de metabolitos relacionados con este tema aumentado la utilidad para la
realizacién de diversos estudios. Al ser los metabolitos sustratos y productos en
reacciones de rutas metabdlicas, la aplicacion de la metabolémica al estudio de
enfermedades metabdlicas tiene un claro interés. El nivel de los metabolitos en
un estado fisiolégico concreto es el resultado neto de la variabilidad genética,
transcripcional y de expresion de proteinas. Por tanto, una de las ventajas mas
importantes de la metaboldmica sobre el resto de técnicas “-émicas” es la
integracién de todas ellas, permitiendo una detallada caracterizacion del estado

fisiologico del individuo.

Los perfiles de metaboldmica generados por resonancia nuclear magnética y
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espectrometria de masas por cromatografia de gas y liquido en eritrocitos versus
plasma muestra una informacién complementaria en varios biomarcadores

especificos los cuales pueden ser ampliados a una evaluacién nutricional (82).

Estudios en los cuales se ha utilizado esta tecnologia, principalmente en obesidad,
enfermedades cardiovasculares y diabetes, han demostrado los siguientes datos
de gran interés: en sujetos con obesidad se demostrd que los niveles de
aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina y valina) estaban incrementados en
plasma, en comparacion con individuos normopeso (83) y también diferencias en
la alteracidon de niveles de metabolitos durante la prueba de tolerancia a la
glucosa oral (84); reforzando este dato una revision ha demostrado la relacidn
gue existe entre el IMC, principalmente comparando individuos con obesidad y
normopeso, con aminodcidos de cadena ramificada y sus metabolitos asociados, y
la relacion con insulino resistencia y diabetes (85), como también junto con
metabolitos andrégenos asociados, se han relacionado con adiposidad y riesgo
cardiovascular durante la infancia (86); también se han observado niveles
incrementados en plasma de fenilalanina, tirosina y aminodacidos ramificados en
individuos sanos pero que se preveia el desarrollo de diabetes en los siguientes 12
anos (81). En sujetos con obesidad infantil, luego de realizar un tratamiento
relacionado con cambios en el estilo de vida, ademas de la reduccion de peso, se
observé cambios en fosfolipidos, glutamina y metionina, sustancias asociadas a la
obesidad y sus comorbilidades(87); también se ha visto en otro grupo de nifios y
adolescentes sometidos a este tipo de tratamiento, una mejora del perfil lipidico,
sobretodo en menores de 10 anos (88). Asi es como mediante esta técnica se ha
podido demostrar también que la obesidad en la infancia afecta la composicién
del metaboloma sérico y que con la metaboldmica se pueden identificar
biomarcadores y formas moleculares implicados en la fisiopatologia de una

enfermedad especifica (89,90).
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OBJETIVOS

Objetivo principal:

El objetivo principal del estudio es caracterizar los cambios nutricionales,
fisiologicos y metabdlicos asociados a una intervencion en el estilo de vida en
nifos prepuberales con obesidad, con el objetivo ultimo de disefiar nuevas

estrategias de intervencion para mejorar el tratamiento de la obesidad infantil.

Objetivos especificos:

- Evaluar los efectos en los habitos alimentarios y en la composicidn nutricional de

la dieta inducidos por una intervencion en el estilo de vida.

- Analizar los efectos de la intervencion en el metaboloma del plasma en nifios

prepuberales con obesidad.

- Analizar los efectos de la intervencidon en el metaboloma de la orina en nifios

prepuberales con obesidad.
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Disefio del estudio

El disefio del proyecto consistidé en un estudio longitudinal prospectivo en el que
se investigd el efecto de una intervencién en el estilo de vida de individuos
prepuberales con obesidad en el cambio de su perfil nutricional y metabdlico. La
intervencién se llevd a cabo durante 6 meses. El efecto se midié a partir del
estudio detallado de la alimentacién, la antropometria, y las muestras de sangre y
orina de los participantes. Todos los datos se recogieron al inicio y final de la

intervencion.

Estudio Longitudinal Prospectivo

A
'z N
Pre- 3 Post- Visita 18
Intervencion Intervencion > meses
P -y [P —
| Intervencidn estilo de vida I | Seguimiento
I 6 meses I I 9y 12 meses

FIG 5. Representacion del disefio del estudio realizado.

1. Sujetos del estudio: reclutamiento y caracterizacion

Los individuos que presentan un alto grado de obesidad y que no responden al
tratamiento en la atencién primaria, son referidos a la Unidad de Obesidad del
Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona. De ellos, se reclutaron pacientes entre los
anos 2013 y 2014 para participar en el proyecto “ldentificacién de nuevas dianas

moleculares para el disefio de estrategias de prevencion y tratamiento de la
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obesidad”. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Sant Joan
de Déu (CEIC) para el protocolo y el formulario de consentimiento informado en el

cual se declaré la privacidad y confidencialidad del uso de los datos.

Criterios de inclusion: Individuos de edad entre 7 y 10 afios con obesidad definida
como un IMC mayor de dos veces la desviacion estandar (IMC > 2DE) para una
determinada edad y género, segun establecido por la OMS; presentar un estadio
prepuberal en el momento del screening, definido como Tanner | en nifias y testes

< 4 mL de volumen en nifios.

Criterios de exclusion: Sujetos que ya estén en tratamientos para la obesidad;
obesidad de causa endégena, secundaria a fdrmacos o a alguna patologia crdonica;
presencia de enfermedad crdnica (incluyendo diabetes de tipo 2) o toma de
medicacidon que pueda aumentar el riesgo cardiovascular, excepto la obesidad en
si; se excluiran a los pacientes que desarrollen pubertad durante el estudio; sin

firma del consentimiento informado para la participacion del estudio.

2. Estructura de la intervencion del estilo de vida

Los individuos fueron reclutados en la unidad de obesidad y tras la firma del
consentimiento informado (Cl) siguieron el flujograma (Fig. 6) programado para la
intervencidn. Las visitas fueron individuales para cada participante y sus padres.
La intervencion fue fundamentalmente educativa, dirigida tanto a los niflos como
a las familias. El objetivo fue conseguir una mejora de estilo de vida modificando
habitos, entre los que destacan la alimentacién saludable y la practica regular de

actividad fisica.
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Pre- s el e e
screening: I Inicio Il 10 -15 dias: I 2 meses: [ | 3 meses: |
Médico Intervencion: Control con Control con Control con |
Peditra | Nutricionista 1] Nutricionista ] Nutricionista Il Pediatra Endocrino
Endocri -— e o el o el mm mm mm ow) e - - —
naocrino 6 meses

FIG. 6: Flujograma del programa de intervencidn en el estilo de vida.

Las pautas de alimentacién se basaron en las recomendaciones establecidas por el
Ministerio de Sanidad y la Conselleria de Salut de la Generalitat de Catalunya,
referentes a la Dieta Mediterrdnea y respaldadas por la OMS. Estas
recomendaciones tienen como pilar fundamental ser una dieta normocaldrica
basada en peso aceptable para una altura determinada y equilibrada de Ia

siguiente manera:

- De un 45 a 55% de las calorias totales deben ser proporcionadas por
hidratos de carbono, de los cuales menos del 10% en forma de azlcares
simples.

- De un 10 a un 15% de las calorias totales deben ser proporcionado por
proteinas.

- De un 30 a un 35% de las calorias totales deben ser proporcionado por

grasas, de las cuales menos del 10% en forma saturada.

Se incidid particularmente en la calidad de los alimentos, en un bajo consumo de
alimentos ricos en grasas saturadas y azucar libre, asi como en el aumento de la

ingesta de fibra dietética.

Se utilizd material visual durante las visitas con el objetivo de que los participantes
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(y sus familias) pudieran visualizar de mejor manera las recomendaciones de las
pautas de alimentacién, como servir los alimentos en los platos y en diferentes
preparaciones. Se les facilitd herramientas y ayuda a las familias en el disefio de
sus menus acordes a las recomendaciones, dando gran importancia a la variedad y
calidad, asi como también a la técnica culinaria utilizada para la preparacion de

éstos.

Las pautas de actividad fisica se basaron en las recomendaciones de la OMS para
nifios de 5 a 17 afnos, reforzando la realizacion de un minimo de 30 minutos
diarios de ejercicio y 3 veces a la semana, algun tipo de actividad extra escolar

relacionada con algun deporte, con una duracién de por lo menos 60 minutos.
3. Variables del estudio

Se estudiaron pre- y post-intervencion diferentes variables demograficas y clinicas
como el peso, talla, IMC, tensién arterial y perimetro de cintura. También se

determind la composicién corporal mediante pliegues cutaneos.
3.1 Analisis antropométrico

- Peso: Se midid con una bascula electrdnica (SECA S.A.) el peso en kilogramos,
con sélo una capa de ropa.

- Estatura: Se midid con un estadiémetro (SECA S.A.) la estatura en metros,
descalzos.

- indice de masa corporal (IMC): Se utilizé la férmula de IMC: peso (kg) / (altura
(m))2. Se calculd el IMC en desviaciones estandar (D.E.), utilizando el software
Anthro Plus (91), proporcionado por la OMS.

- Perimetro de cintura: Se midié en el punto medio entre la ultima costillay la
cresta iliaca. Los valores se midieron con una cinta métrica plastica de 0,1 mm,

solo con uso para este estudio.
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- Estimacidén del porcentaje de masa grasa: Calculo de porcentaje de grasa se
realizé a través de la ecuacion de Slaughter, considerando la medicién del pliegue
tricipital y subescapular segun la técnica de Lohman (7,92).

- Tensidn Arterial: Se midié en el brazo derecho utilizando un sistema automatico.

El manguito utilizado fue el apropiado para el diametro del brazo de los sujetos.

3.2. Andlisis de parametros bioquimicos

A partir de una muestra de sangre en ayunas se obtuvieron datos bioquimicos que
incluyeron: hemograma, perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL),
glucosa, insulina, hemoglobina glicosilada (HbA1C), enzimas hepaticas (ALT y AST),
hormonas tiroideas (TSH y T4 libre), creatinina, urea y PCR ultrasensible. Se realizd
una prueba de tolerancia oral a la glucosa (TTOG) en algunos pacientes por
indicacion médica, pero esta variable no fue considera ya que no formaba parte
del protocolo del estudio. Las determinaciones se realizaron en el laboratorio de
la Unidad de Investigaciéon del Hospital Sant Joan de Déu, como parte de la

atencion al paciente.

3.3. Estudio nutricional

Se recogieron datos nutricionales a partir de la ingesta de los individuos, previo y

posterior a la intervencion:

- Andlisis cualitativo: En la visita de screening y después en la visita a los 6 meses
de intervenciodn se realizo el test KidMed, ampliamente utilizado por ser un test
rapido y sencillo con sdlo 12 itemes. Este test valora el grado de adherencia del
paciente al patrén de dieta Mediterranea.

- Analisis cuantitativo: Se recogio la informacién de la ingesta mediante registros
alimentarios durante 4 dias consecutivos (3 laborables y 1 festivo). En la visita de

screening se dieron las instrucciones para realizar estos registros, recogiéndose
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previo a la intervencidn. El registro de la ingesta fue basado en medidas caseras a
partir de las que se calculé la cantidad ingerida en gramos de un alimento
mediante patrones utilizados en la practica clinica diaria. La valoracion de la
ingesta a través de los registros se realizé por medio del software DIAL (DIAL.EXE,
version 3.3.0.0) (93). De cada registro se obtuvo el valor promedio de la ingesta de
cada nutriente por dia y luego calculamos el promedio respecto a los 4 dias
registrados. Por lo tanto, a partir de estos datos analizamos la ingesta caldricay la
composicion de macro y micronutrientes, pudiendo evaluar el impacto de la

intervencion realizada al finalizar el estudio.

3.4. Cuantificacion de la actividad fisica

Se obtuvieron datos cualitativos de actividad fisica expresados en la cantidad de
horas extraescolares destinadas a su realizacidon a la semana. Junto con esto, se
determind también mediante un registro definido la cantidad de horas destinadas

a la pantalla (televisidn, ordenador, méviles, videojuegos, tablets).
3.5. Analisis metabolédmico

El analisis metaboldmico, describe tanto el andlisis del metaboloma del plasma
realizado mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas,
como el analisis del metaboloma de la orina realizado mediante resonancia
magnética nuclear. Ambas determinaciones fueron realizadas en la Plataforma
Metaboldmica perteneciente al CIBERdem, ubicada en la Universidad Rovira i

Virgili, Reus, en colaboracién con el Dr. Oscar Yanes.

3.5.1. Analisis metabolémico del plasma: Una vez tomada la muestra se procedid
a la separacién del plasma inmediatamente y se dividié en alicuotas adecuadas.
Las muestras se almacenaron a -80°C, en la Unidad de Biobanco (Banco de

Muestras Bioldgicas) del Hospital Sant Joan de Déu hasta su posterior uso. En la
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Plataforma Metaboldmica, una vez transportadas las muestras, se descongelaron
las alicuotas (25 plL) a 4°C. Los metabolitos fueron separados por cromatografia
liquida (columna HILIC, ACQUITY UPLCBEH 1.7 um, Waters) e identificados
mediante espectrometria de masas (6550 Agilent Technologies). Se realizaron
controles de calidad periddicamente de las muestras (QC) para filtrar la variacion
analitica. Los datos de LC-MS fueron procesados usando el software XCMS
(version 1.38.0)(94) para detectar y alinear los picos de espectro. Cada pico esta
definido como una entidad molecular con una Unica masa (m/z) y un tiempo de
retencién especifico. El analisis XCMS de estos datos nos da una matriz que
contiene el tiempo de retencién, valor de m/z, y un area integrada de los picos
detectados en el cromatograma. Para la cuantificaciéon se consideraron sdlo el
area integrada de caracteristicas de metabolitos por sobre 5000 recuentos
espectrales en cada grupo para la cuantificacion. Los datos fueron importados al

Rstudio (95).

Resultaron 2647 picos del espectro, de las cuales en 66 de ellas se encontraron
valores por debajo de los niveles detectables de lectura en alguna muestra y
fueron eliminados del andlisis. Resultd una matriz de 2581 picos que se utilizé en
el analisis multivariante, las cuales fueron identificadas usando la base de datos
“Human Metabolomic Data Base (HMDB)”(96) y la base de datos Metlin. De los
metabolitos identificados, mediante el programa MBRole 2.0 (97) se realizé el
analisis de “pathway enrichment” (KEGG pathways). Finalmente para validar las
caracteristicas metaboldmicas, se realizé la determinacion de modo dirigido. Para

mayor detalle del protocolo utilizado consultar el anexo 1.

3.5.2. Analisis metabolémico de la orina: Se considerd una orina en ayunas, la
cual se recogid en el laboratorio del Hospital Sant Joan de Déu. Una vez obtenida
la muestra se separd en 2 alicuotas para cada paciente de 500 pL orina. Las

muestras se almacenaron a -80°C, en la Unidad de Biobanco (Banco de Muestras

53



METODOLOGIA

Bioldgicas) del Hospital Sant Joan de Déu hasta su posterior uso. En la Plataforma
Metaboldomica, una vez transportadas las muestras, se procesaron y se
identificaron los metabolitos mediante resonancia magnética nuclear (RMN). Se
utilizaron bases de datos (BBioref AMIX database (Bruker), Chenomx y HMDB)
para la identificacion de metabolitos a partir de los espectros de resonancia. Para
el analisis, los metabolitos descritos fueron normalizados por el contenido de
creatinina presente en cada muestra de orina y transformados a logaritmo con

base 2. La matriz resultante fue utilizada para la identificacién de biomarcadores.
4. Anilisis estadistico

Para expresar las variables recolectadas, primero se corrobord si presentaban
distribucion normal o no normal mediante el test Shapiro-Wilk. En el caso de las
variables con distribucion normal los datos estan descritos como la media y 95%
del intervalo de confianza. En el caso de las variables con distribucién no normal

los datos se presentan como la mediana y el rango intercuartil (IQR).

Se compararon los datos recogidos al inicio del tratamiento y a los 6 meses de la
intervencién utilizando el test t-Student de dos colas pareado (variables con
distribucion normal) o test Wilcoxon pareado (variables con distribucién no
normal). Para el andlisis de variables cualitativas se utilizé la Prueba Chi® de

Pearson.

Para analizar los datos obtenidos de la metabolémica del plasma, se realizé un
analisis de Componentes Principales para consolidar los 2581 picos obtenidos en 8
componentes, que acumularon el 54% de la varianza total de la muestra. Los
componentes se extrajeron mediante rotacion Varimax para facilitar la
interpretacion. Para la comparacién de cada componente principal entre en el
tiempo basal y los 6 meses utilizamos test Wilcoxon pareado, aplicando luego la

correccion de Bonferroni para ajustar por comparaciones multiple. Al analizar los
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componentes principales, consideramos los picos que indicaron mayor peso en el
componente principal, definido como factor loading mayor a 10,751, estos son los
gue contribuyen significativamente a un factor determinado. Para analizar las
diferencias en los metabolitos individualmente entre el tiempo basal y a los 6
meses de la intervencidn, las concentraciones se analizaron después de haberlos

centrados a media 0 y luego estandarizados, es decir convertidos a z-score.

Para el analisis del metaboloma de la orina, utilizamos uno de los métodos para
identificar biomarcadores, el Analisis de Significancia de Microarrays/Metabolitos
(SAM), incorporado en MetaboAnalyst 3.0 (98). SAM estd disefiado para
identificar falsos positivos (FDR), asignando un puntaje de significacién a cada
variable basado en su cambio (muestras pareadas), en relacién a la desviacién
estandar de mediciones repetidas. Para las variables con mayor puntuacion se
compara su diferencia relativa con la distribucidon estimada por permutaciones

aleatorias.

Para las correlaciones, se utilizd la correlacion de Spearman, ajustada por edad,

género y por el IMC D.E. basal.

Para todos los calculos estadisticos se utilizé R 3.3.2 (2016, R Fundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria). Se considerd, para todas las pruebas

realizadas, un p-valor significativo < a 0,05 y a una tendencia con p-valor > 0,1.
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1. Evaluacion de los efectos en habitos alimentarios y en la composicién

nutricional inducidos por una intervencion en el estilo de vida

Se reclutaron 53 individuos de los cuales 5 dejaron el programa antes de terminar
la intervencidn y 6 presentaron un estadio puberal avanzado en la visita de los 6
meses, excluyéndolos de la cohorte. De los 42 individuos, 2 de ellos presentaron
alterada la glicemia a los 120 min en la prueba oral de tolerancia a la glucosa

(TTOG) (> a 200 mg/dl) por lo que se excluyeron del estudio.

1.1. Analisis demografico

De los 40 individuos analizados, el 80% (n=29) era de etnia caucasica, el 10% (n=4)

etnia hispana, el 7% (n=3) del norte de africa o magrebiy el 3% (n=1) de asia.

En la Tabla 4 se describe la caracterizacion del grupo de individuos al inicio y final
del programa de intervencion, destacando la reduccion significativa del IMC, tanto
en valor absoluto o, mas notoriamente, analizado como z-score. También hubo
una disminucidn significativa de la circunferencia de cintura en 1,54 cm. En
relacion a la estimacién de la masa grasa no se modificd su contenido a los 6

meses.

Tabla 4. Caracterizacion demografica y antropométrica

Basal Post 6 meses de intervencién *p-valor
Numero de individuos 40 (M:20; H:20)
Edad (afios) 8,94 (8,6-9,3) 9,45 (9,1-9,8)
Peso (kg) 54,1 (49,8 - 58,3) 54,2 (49,9 - 58,6) 0,7388
Estatura (m) 1,39 (1,36 - 1,42) 1,42 (1,39 - 1,45) < 0,001
IMC (kg/mz) 27,50 (26,4 - 28,6) 26,46 (25,3 - 27,6) 0,0006
IMC (D.E) 3,55 (3,30-3,79) 3,09 (2,86 - 3,32) < 0,001
Cir. de Cintura (cm) 83 (79,6 - 85,8) 81 (77,8- 84,5) 0,0070
Masa grasa (%) 35 (32,5-36,9) 35 (32,9-36,7) 0,7565
Tension Sistdlica (mmHg) 112 (109 - 114) 110 (107-113) 0,3936
Tension Diastélica (mmHg) 70 (68 -72) 69 (67-71) 0,7123

Los valores representan la media y el 95% del intervalo de confianza. *, Test t-Student pareado
considerando valor p significativo < 0,05.
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1.2. Analisis nutricional

Mediante el analisis de los registros alimentarios entregados por los pacientes,
contabilizamos y evaluamos la calidad de la dieta y el efecto que tuvo en ella la
intervencién en el estilo de vida. De los 40 sujetos s6lo 36 proporcionaron estos
datos completos antes y después de la intervencién. Hubo una disminucion

significativa en la cantidad de calorias totales a los 6 meses (Tabla 5).

Esto se da tanto por la reduccién del consumo de carbohidratos, principalmente
de azucar libre, como por la disminucion de la ingesta de grasas totales,
destacando las grasas saturadas. A pesar de la disminucién en la ingesta,
proporcionalmente la distribucion de los macronutrientes no cambié entre el

inicio y el final de la intervencién.

En relacion a la ingesta de fibra dietética, de frutas y de verduras a los 6 meses, no

hay diferencias con el registro basal.

Al analizar los micronutrientes, sélo hubo una diferencia significativa en la ingesta
de sodio a los 6 meses (p= 0,045). El resto de vitaminas y minerales contabilizados

no cambiaron después de la intervencién en el estilo de vida.
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Tabla 5. Caracterizacion de la composicién de la ingesta alimentaria

Numero de individuos
Ingesta total (Kcal)
Proteina (gr)
(%)
Carbohidratos (gr)
(%)
Azlcar libre (gr)
(%)
Fibra Vegetal (gr)
Grasas (gr)
(%)
AG® saturados (gr)
(%)

AG monoinsaturados (gr)

(%)
AG poliinsaturados (gr)

(%)

Ingesta colesterol (gr)
Ingesta de sodio (mg)
Ingesta de calcio (mg)
Ingesta hierro (mg)
Ingesta zinc (mg)
Ingesta vitamina B6 (gr)
Ingesta vitamina B12 (ug)

Ingesta vitamina A (ug
equivalentes de retinol)
Ingesta vitamina D (ug)
Ingesta acido félico (ug
equivalentes de folato
dietético)

Ingesta colina (gr)

Ingesta de frutas (porciones)

Ingesta de verduras (porciones)

Basal Post 6 meses de intervencion *p-valor
36 (M:19; H:17)
1765 (1653 - 1876) 1581 (1479 - 1683) 0,0052
75,54 (70,9 - 80,2) 72,8 (67,9 -77,5) 0,3436
17 (16 - 18) 19 (18 - 20) 0,0698
199,3 (180,8 - 217,8) 176,2 (161,1- 191,2) 0,0244
45 (43 -47) 44 (42-47) 0,6646
34,9 (26,9 - 43,0) 22,7 (17,5-27,9) 0,0011
8 (6-10) 6 (4-7) 0,0166
16,7 (15,1 - 18,4) 17,4 (13,9-20,9) 0,6875
70,2 (63,0-77,3) 61,6 (56,2-67,1) 0,0344
36 (33-38) 35 (33-37) 0,6254
21,9 (19,5 - 24,4) 18,5 (16,6 - 20,4) 0,0089
11 (10-12) 10 (10-11) 0,1047
33,2 (29,2 -37,20) 29,5 (26,5 —-32,5) 0,0931
17 (15 - 18) 17 (16 - 18) 0,9195
8,9 (7,95-9,8) 8,0 (7,4-8,7) 0,0705
5 (4-5) 5 (4-5) 0,8844
265 (239,6 - 290,5) 253 (227 - 279) 0,5082
1775 (1627 - 1923) 1633 (1493 - 1771) 0,0456
768,3 (684,7 - 851,8) 757,2 (679,8 - 834,6) 0,6936
11,2 (10,2 -12,3) 11,4 (10,0-12,9) 0,7371
8,4 (7,9-8,9) 8,2 7,6 - 8,8) 0,6730
2,0 (1,8-2,2) 2,0 (1,83-2,3) 0,8603
4,8 (3,7-5,9) 4,7 (3,9-5,5) 0,9159
857,2 (608,8 - 1105,5) 760,5 (641,4-879,7) 0,4535
2,2 (1,8-2,6) 2,4 (1,9-2,9) 0,3147
237,1 (210,4 - 263,7) 234,4 (208,8 - 259,9) 0,8654
123 (107,1-138,1) 126 (111,2 - 141,8) 0,7123
1,36 (1,1-1,7) 1,49 (1,2-1,8) 0,5338
1,23 (0,9-1,5) 1,29 (1,0-1,6) 0,6375

® AG: Acidos Grasos; Los valores representan la media y el 95% del intervalo de confianza. *, Test t-Student

pareado considerando valor p significativo < 0,05.
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Seguidamente, analizamos la adherencia a la dieta mediterranea mediante el test
Kidmed. Al final de la intervencion disminuyd un 18% la categoria de muy baja
calidad y aumentd en un 25% la categoria que representa una adherencia dptima

a este patron alimentario (Fig. 7), obteniendo un p valor significativo de 0,033.
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FIG. 7: Representacion del porcentaje para cada categoria del Test Kidmed por grupo. *, Prueba
Chi cuadrado de Pearson, p valor significativo > 0,05
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Al desglosar estas encuestas y analizar las preguntas individualmente, observamos

gue los cambios significativos que obtuvimos fueron incrementar a mas de una

vez por dia la ingesta de verduras (p= 0,006), incluir los frutos secos como parte

de los alimentos frecuentes (p= 0,016) y disminuir a 0 la ingesta de golosinas o

dulces cada dia (p= 0,009). Ademas, observamos una tendencia a utilizar aceite de

oliva diariamente (p= 0,054) y disminuir la bolleria industrial en el desayuno (p=

0,069). Al analizar el test KidMed por el promedio de la puntuacion total obtenida

observamos que dicha puntuacion aumentd significativamente después de la

intervencién (p <0,001).

Tabla 6. Test Kidmed: Porcentaje de cumplimiento por cada pregunta

Post

Basal intervencion *p valor
Numero de encuestas 40 35 -
1. Toma una fruta o zumo de fruta todos los dias (+1) 80,0 94,3 0,694
2. Toma una segunda fruta todos los dias (+1) 47,5 62,9 0,1826
3. Toma verdura fresca o cocidas regularmente una vez al dia (+1) 72,5 85,7 0,1634
4. Toma verdura fresca o cocida mas de una vez en el dia (+1) 12,5 40,0 0,0063
5. Toma pescado con regularidad (+1) 77,5 85,7 0,3624
6. Acude una vez o mas a la semana a un centro de fast-food (-1) 5,0 8,6 0,5362
7. Le gustan las legumbres (+1) 62,5 65,7 0,7723
8. Toma pasta o arroz casi a diario (5 0 +) (+1) 37,5 48,6 0,3335
9. Desayuna un cereal o derivado (+1) 87,5 85,7 0,8205
10. Toma frutos secos con regularidad (min 2 por semana) (+1) 7,5 28,6 0,0162
11. Utiliza aceite de oliva (+1) 90,0 100,0 0,0545
12. No desayuna (-1) 7,5 14,3 0,3422
13. Desayuna un lacteo (+1) 87,5 85,7 0,8205
14. Desayuna bolleria industrial (-1) 20,0 5,7 0,0694
15. Toma 2 yogurt y/o 40 gr de queso cada dia (+1) 50,0 65,7 0,1698
16. Toma varias veces al dia dulces/golosinas. (-1) 17,5 0,0 0,0093
Promedio de puntuacién test Kidmed por grupo (méx 12) 5.6 . 82 . 0,0002°

(5,9-7,2) (7,5-8,9)

Los valores representan el porcentaje de cumplimiento del total de respuestas para cada pregunta del test. *,
Prueba Chi cuadrado de Pearson. ? Representacién de la media y el 95% del intervalo de confianza; ® Test t-

Student pareado. Se consideré un valor p significativo < 0,05
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recogia las horas de actividad extraescolar programada que realizaban los

RESULTADOS

3. Andlisis de la actividad fisica y horas de pantalla

btuvimos los datos al inicio y final de la intervencidon mediante una encuesta que

individuos. De los 40 individuos, 36 rellenaron las encuestas y observamos un

aumento de las horas destinadas a esto, sin embargo, no alcanzé la significancia

(p=0,068, test Wilcoxon pareado). Aumentaron de una mediana de 2 horas con un

in

tervalo de confianza de 0 a 3 horas, a una mediana de 2 horas con un intervalo

de confianza de 1 a 4 horas.
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FIG. 8: Representacion del porcentaje para cada categoria en relacién a las horas de pantalla.

Para la comparacion se realizé la Prueba Chi cuadrado de Pearson, p valor significativo > 0,05
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Al analizar las horas frente a la pantalla no obtuvimos disminucién significativa.
En la Fig. 8, podemos observar que en los dias laborales posterior a la intervencién
las horas de pantalla de los individuos disminuyen levemente de un 5% a un 2,8%

y los fines de semana de un 20% a un 11%. (p= 0,522 y 0,569 respectivamente).

1.4. Analisis bioquimico

En la Tabla 7 se describe el analisis bioquimico. De los 40 individuos que
analizamos hubo 2 que no quisieron realizarse la analitica a los 6 meses de la
intervencién, por lo tanto, sélo analizamos 38 muestras pareadas. Los individuos
mostraron un ligero incremento significativo de la glicemia en ayunas, al igual que
en perfil lipidico. Sin embargo, los valores de insulina en ayunas y del modelo
homeostatico para medir la insulino resistencia (HOMA-IR) no cambiaron y el

porcentaje de HbAlc disminuyé significativamente comparado con el valor inicial.

Los perfiles tiroideo y hepatico se mantuvieron estables a los 6 meses de
intervencién. En relacién a la proteina c reactiva existié un leve incremento, sin
ser significativo que fue relacionado con episodios de infeccion descritos por los

participantes.

A pesar de estos cambios, todos los parametros estaban dentro de los valores

normales indicados como referencias para estas edades.

En relacion a citoquinas asociadas con la obesidad, medimos la adiponectina
encontrando una tendencia a incrementar a los 6 meses pero no alcanzé a ser

significativo (p=0,11).
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Tabla 7. Caracterizacion bioquimica

Basal P?St 6 mesc.e? de *p valor
intervencién

Numero de individuos 38 (M:19; H:19)
Glicemia (mg/dI) 84,4 (81,7-87,2) 88,4 (86,3 -90,4) 0,0072
Insulina (mU/L) 13,1 (10,9 - 15,3) 13,1 (10,8 - 15,3) 0,9908
HOMA-IR 2,75 (2,3-3,2) 2,87 (2,4-3,4) 0,5059
HbA1c (%) 5,4 (5,3-5,4) 5,2 (5,2-5,3) 0,0001
Colesterol Total (mg/dl) 162,9 (154,3-171,7) 174,7 (164,8 - 187,6) 0,0042
Colesterol-LDL (mg/dl) 103,7 (95,5 - 111,9) 110,8 (102,5 - 119,2) 0,0304
Colesterol-HDL (mg/dl) 43,6 (40,1 - 47,0) 44,4 (41,4 - 47,4) 0,5086
Triglicéridos (mg/dl)® 67,0 (58,5-95,2) 78,5 (64,3 -117,5) 0,0086
TSH (mU/L) ® 2,9 (2,01-3,67) 2,9 (2,0-4,1) 0,8197
T4 libre (pmol/L) 14,8 (14,4 - 15,2) 14,1 (13,7 - 14,6) 0,0039
ALT (UI/L) 20,9 (18,8 - 23,1) 21,1 (18,9 - 23,4) 0,8057
AST (UI/L) 21,9 (20,5 - 23,3) 22,1 (20,3 - 23,9) 0,8138
Creatinina (mg/dl) 0,6 (0,5-0,6) 0,6 (0,6 -0,6) 0,4524
PCR ultrasensible (mg/L) 3,6 (2,5-4,8) 9,1 (1,3-16,9) 0,1617
Adiponectina (pg/ml) 7108,5  (5804,8-8412,3) | 7519,8  (5999,1 - 9040,6) 0,1128

Los valores representan la media y el 95% del intervalo de confianza. *, Test T-Student pareado con un
p significativo < 0,05.  Variable con distribucién no normal, los valores representan la mediana y el
rango de intercuartil (25% - 75%) y la comparacién ha sido analizada con Test Wilcoxon pareado.

1.3. Analisis antropométrico y bioquimico de seguimiento

Después de terminado el estudio de intervencion a los 6 meses, los individuos
continuaron con su tratamiento y control en el Hospital Sant Joan de Déu,
reforzando los cambios realizados. Se obtuvieron datos antropométricos y

bioquimicos al afo de terminado el estudio (Tabla 8).
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De los 40 sujetos, 24 continuaron con el periodo de seguimiento de los cuales sélo
20, ademas de la evaluacién antropométrica, realizaron la analitica indicada.
Observamos que el valor del IMC D.E. se mantuvo estable. En relacion al perfil

lipidico, los valores del colesterol total, colesterol-LDL vy triglicéridos

disminuyeron. La glicemia y la insulina en ayunas continuaron el aumento, pero el

valor de HbA1lc se mantuvo.

Tabla 8. Caracterizacion de los individuos a largo plazo
Basal P?St 6 mescle? de Post 18 meses *p valor
intervencion

Numero de individuos n=24

IMC (kg/m2) 26,9° (25,8-27,9) 25,3° (24,2 - 26,4) 26,9°  (25,7-28,3) 0,002
IMC (D.E) 3,4 (3,1-3,6) 2,8 (2,6-2,9) 2,8 (2,6 -3,0) <0,001
TA sistélica (mmHg) 112 (109 - 116) 110 (105- 114) 109 (105 - 113) 0,2471
TA Diastélica (mmHg) 69 (67-72) 69 (67-71) 70 (67-72) 0,7519
Numero de individuos n=20

Glicemia (mg/dl) 84,3 (80,7-87,8) | 87,6  (84,45-90,6) | 91,3* (88,2-94,4) | 0,0026
Insulina (mU/L) 12,6 (9,7 - 15,6) 11,9° (9,4 - 14,6) 17,5°  (12,5-22,6) 0,0142
HOMA-IR 2,7° (2,0-3,3) 2,6° (2,4-3,34) 4,0° (2,8-5,2) 0,0074
HbAlc (%) 5,4° (5,3-5,4) 5,25° (5,2-5,4) 5,2° (5,2-5,3) <0,001
Colesterol Total (mg/dl) 164,4  (154,7-174,1) | 1757  (160,7-189,5) | 163,5 (151,9-174,9) | 0,0695
Colesterol-LDL (mg/dl) 105,6®  (95,9-115,4) | 114,6° (102,3-126,9) | 101,4° (91,7-110,9) | 0,0461
Colesterol-HDL (mg/dl) 44,4 (39,5-49,3) | 43,9 (39,9 -47,8) 46,5 (41,3 - 51,6) <0,001
Triglicéridos (mg/dl) * 65,5 (56,3 - 92,8) 70 (57,5 - 88,5) 58,5  (47,8-78,8) | 0,1102
TSH (muU/L) * 2,3 (1,9-3,7) 2,9 (2,2-3,9) 3,6 (1,4-5,8) 0,6085
Talibre (pmol/L) 14,8° (14,2 -15,4) | 14,2° (13,6 - 14,8) 12,8°  (11,9-13,6) | <0,001
ALT (UI/L) 19,9 (17,9-21,9) 20,8 (17,7 - 22,45) 21,2 (17,1-25,2) 0,6026
AST (UI/L) 21,3 (19,6 - 23,1) 21,2 (19,2 - 23,1) 20,9 (18,8 - 22,9) 0,9409
Creatinina (mg/dl) 0,58 (0,55-0,60) | 0,59 (0,56 - 0,61) 0,59 (0,57 -0,62) 0,4119

Los valores representan la media y el 95% del intervalo de confianza. + Variable con distribucién no normal, los valores

representan la mediana y el rango de intercuartil (25% - 75%). *, Test ANOVA para muestras repetidas, valor p
significativo < 0,05. Las letras diferentes representan la diferencia entre los grupos.

67




RESULTADOS

2. Anadlisis de los efectos en el metaboloma del plasma inducidos por una

intervencion en el estilo de vida.

Para el andlisis del plasma, de las 38 muestras hubo 3 individuos que presentaron
la proteina C reactiva ultra sensible alterada (PCR > a 50 pg/ml). Por lo tanto,

consideramos 35 muestras pareadas para el analisis metabolémico del plasma.

Las muestras de plasma se analizaron mediante cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas, tal y como se ha descrito en la metodologia.

Mediante esta técnica de metaboldmica no dirigida, se identificaron un total de
2581 picos en el espectro. Para analizar estos picos, aplicamos el analisis no
supervisado de componentes principales, pudiendo asi consolidarlos en 8 factores
los cuales explicaban el 58% del total de la varianza. En la Fig. 9 podemos observar
el “score plot” de los 2 primeros componentes que acumulan el 26,1% de la

varianza.
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FIG. 9: “Score plot” de los componentes principales 1 y 2. Los circulos
morados y verdes representan los valores al inicio y a los 6 meses de la

intervencion, respectivamente.
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Al obtener los 8 componentes principales, realizamos una comparacion pareada
entre cada uno de los valores iniciales y los valores a los 6 meses, observando que
el componente principal 1 (PC1) cambiaba significativamente, incluso después de

ajustar por comparaciones multiples (p= 0,008; Fig. 10).
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FIG. 10: Diferencias entre los valores basales y después de 6 meses de intervencion, de los 8
componentes. Se representa el 95% ICs corregido por Bonferroni para comparaciones multiples. Se
utilizé Test Wilcoxon pareado para la significacion.

El PC1 estaba mayoritariamente caracterizado y compuesto por una combinacién

de metabolitos como esfingomielinas, ceramidas y especies de glicoesfingolipidos

y en menor medida de moléculas como fostatilcolinas, fosfatidiletanolaminas,

diacilgliceroles y triglicéridos. Mediante el “pathway enrichment analysis” se

comprobd la relacion entre el PC1 y el metabolismo de esfingolipidos. En la Tabla

9 podemos observar que existe una amplia diferencia entre el valor q de la

primera via metabdlica identificada (metabolismo de esfingolipidos) y las

siguientes. A partir de esto, se validaron un alto nimero de metabolitos mediante

espectrometria de masas, identificando diferentes especies de esfingomielinas,

ceramidas, monoglicosilceremidas (glucosil o galactosilceremida),
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diglicosilceremida  (galabiosil o lactosilceramida) y sulfatidas (3-0

sulfogalactosilceramida). Todos disminuyeron sus niveles con la intervencién (Fig.

11).
Tabla 9. “Pathway Enrichment Analysis”
p-valor FDR g-valor

Metabolismo de Esfingolipidos 5,34E-13 2,19E-11
Via de sefializaciéon de Neurotropina 1,21E-04 2,47E-03
Leishmaniasis 1,81E-04 2,47E-03
Via de sefializacion de Adipoquinas 2,52E-04 2,58E-03
Metabolismo de Glicerofosfolipidos 5,17E-04 4,24E-03

Los metabolitos que contribuyen mayoritariamente en este PC1, fueron utilizados para realizar este
andlisis a través de la base de datos KEGG. Se muestran las 5 primeras vias, ordenadas por su FDR g

valor.

Asociacion con parametros fisiologicos y nutricionales

Luego de haber analizado el metaboloma del plasma, nos propusimos relacionar
estos metabolitos pertenecientes al metabolismo de esfingolipidos con
parametros fisiolégicos y con los cambios encontrados una vez finalizado el

programa de intervencion.

La disminucién de los niveles de ceramidas, esfingomielinas y sulfatidas inducidos
por la intervencién no se asocié con el cambio en el IMC D.E. o HOMA-IR (Tabla
10). En cambio, si se encontrd una asociacién positiva con la mejora en HbAlc, a
mayor disminucién de las ceramidas lipidos mayor disminucion en el porcentaje
de la HbAlc. Esta asociaciéon se mantuvo incluso al ajustar por edad, género y
media basal del IMC D.E. No hubo ninguna otra asociacién significativa con

parametros fisiolégicos.
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FIG. 11: Representacion de la diferencia entre sus valores basales y a los 6 meses de los metabolitos validados
que se encuentran mayoritariamente en el PC1 expresados en z-score (percentil 75 — percentil 25).°
Estructuras alternativas: d18:1/20:1 6 d18:2/20:0; ® no han sido resueltas mediante espectrometria de masa.

Se utilizé prueba de Wilcoxon pareado para determinar la significacion, considerando p< 0,05.
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Tabla 10. Correlacion entre los cambios en los niveles de metabolitos esfingolipidicos con
parametros antropométricos y fisiolégicos inducidos por la intervencién.

. IMC-D.E. HOMA-IR HbAlc
Metabolitos
r p val r p val r p val
N-Acilesfingosinas (Ceramidas)
d18:0/16:0 -0,09 0,617 0,15 0,418 0,24 0,200
d18:1/14:0 0,17 0,359 021 0,242 0,12 0,503
d18:1/16:0 -0,09 0,635 0,16 0,377 0,27 0,139
d18:1/18:1 -0,09 0,621 0,20 0,283 0,03 0,856
d18:1/24:1 -0,01 0,962 0,06 0,745 0,41 0,022
Esfingomielinas
d16:1/22:1° -0,08 0,673 0,17 0,362 0,03 0,887
d18:0/16:1 -0,08 0,671 0,14 0,453 0,16 0,390
d18:0/18:1 0,05 0,804 0,22 0,226 0,19 0,309
d18:0/24:0 -0,19 0,300 0,08 0,677 0,07 0,717
d18:1/20:0 -0,04 0,809 0,12 0,690 0,25 0,174
d18:1/23:0 -0,04 0,808 0,05 0,773 0,40 0,027
d18:2/21:0 -0,10 0,586 0,16 0,370 0,08 0,667
GlcCer / GalCer
d15:2/18:0 -0,02 0,901 0,15 0,423 0,25 0,168
d18:1/16:0 0,01 0,944 0,13 0,493 0,29 0,113
d18:1/18:0 0,08 0,662 0,17 0,344 0,36 0,046
d18:1/24:1 0,01 0,936 0,11 0,551 0,43 0,016
d18:1/16:1 -0,06 0,744 0,07 0,713 0,20 0,277
d18:1/xX" -0,13 0,462 -0,03 0,883 0,42 0,020
d18:2/23:0 0,02 0,921 0,14 0,447 0,23 0,207
diGalCer / LacCer
d18:1/16:0 0,04 0,810 0,17 0,355 0,29 0,114
d18:1/18:0 0,05 0,794 0,11 0,539 0,38 0,036
d18:1/24:1 0,01 0,952 0,01 0,970 0,54 0,002
Sulfatidas
d18:1/16:0 0,11 0,545 0,09 0,608 0,29 0,115
d18:1/22:0 0,01 0,946 0,16 0,395 0,26 0,153
d18:1/24:1 -0,01 0,973 0,10 0,577 0,41 0,024

Correlacion de Spearman entre el cambio de los metabolitos incluidos, con el cambio a los 6 meses de intervencion
de: IMC-D.E., HOMA-IR, y HbA1c; ajustado por edad, género y la media basal del IMC-D.E.. GlcCer, glucosilceramida;
GalCer, galactosilceramida; diGalCer, galabiosilceramida; LacCer, lactosilceramida. “Estructuras alternativas
d18:1/20:1 0 d18:2/20:0, no resueltas por espectrometria de masas. ®Cadena Acil no resuelta por espectrometria
de masas. P valor significativo p < 0,05.
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En relacion a la valoracion nutricional no encontramos ninguna correlacién del
cambio del PC1 con el cambio de las variables analizadas de la nutricidon (Tabla
11). Si observamos una tendencia (p= 0,069) con la disminucién de la ingesta de

grasas a los 6 meses.

Tabla 11. Correlacion del cambio del PC 1 con el cambio de variables nutricionales

Cambios de variables nutricionales r p val
Calorias 0,21 0,267

Ingesta de proteinas -0,05 0,794

Ingesta de carbohidratos 0,10 0,608

Ingesta de azucar refinados 0,25 0,182

Ingesta de fibra 0,13 0,512

Ingesta de grasas 0,34 0,069

Correlacion de Spearman entre el cambio del PC1 y el cambio a los 6 meses de intervencién de las
variables nutricionales; ajustado por edad, género y la media basal del IMC D.E. P valor significativo
p <0,05

2. Andlisis de los efectos en el metaboloma de la orina inducidos por una
intervencion en el estilo de vida.

Para el andlisis de orina de los 40 individuos excluimos los 3 individuos con la PCR
ultrasensible alterada y 3 que no entregaron la muestra de orina a los 6 meses de

la intervencién, quedandonos con 34 muestras pareadas para analizar.

Para obtener el perfil metaboldmico de las muestras de orina, se analizaron a
través de RMN, como esta descrito en la metodologia. Se identificaron 32
metabolitos. En la Fig 12 se muestra la identificacion de metabolitos en una

muestra de orina mediante RMN.
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Al obtener esta lista se analizé el cambio que tuvieron estos metabolitos posterior
a la intervencion, obteniendo un primer acercamiento a las modificaciones
significativas. Pudimos observar que de los metabolitos identificados la
trimetilamina N-oxidada (TMAO), la dimetilglicina, la xantosina, el 3 hidroxi-
isovalerato cambiaban significativamente a los 6 meses (Tabla 12). Sin embargo,
ninguno de los metabolitos resultd ser significativamente diferente al aplicar la
correccion de Bonferroni para ajustar por comparaciones multiples. Por ello,
aplicamos el Significance Analysis of Microarray/Metabolites (SAM), un algoritmo
especialmente disefiado para la identificacion de biomarcadores, que calcula el

False Discovery Rate (valor q) para ajustar por comparaciones multiples.

Se comprobé esta diferencia mediante SAM para muestras pareadas (Tabla 13), y
obtuvimos que el TMAO fue el Unico metabolito con un q valor < 0,05 (Fig. 13). La
dimetilglicina, el 3-hidroxi-isovalerato, no cumplieron el criterio de corte segun el
valor FDR del cambio y la xantosina no aparecié en esta lista como potencial

biomarcador.
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Tabla 12. Comparacion de metabolitos identificados en orina.

Basal Post 6 meses de intervencion p valor*
Creatina 7,40 (7,05-7,73) 7,27 (6,89 -7,62) 0,4972
Hippurato 6,41 (5,93 - 6,89) 6,35 (5,93 - 6,76) 0,7949
Trigonellina 3,19 (2,90 - 3,47) 3,08 (2,81-3,34) 0,5591
Formato 3,08 (2,89 -3,26) 3,04 (2,84 -3,22) 0,7679
TMAO 8,47 (7,95 -8,98) 7,82 (7,44 - 8,18) 0,0364
Taurina 6,43 (6,19 -6,67) 6,31 (6,06 - 6,55) 0,2373
Dimetilglicina 4,25 (3,98 - 4,51) 3,90 (3,55 - 4,24) 0,0357
Lactato + Treonina 4,38 (4,17 - 4,58) 4,28 (4,05 - 4,49) 0,4145
Alanina 5,19 (5,00 - 5,37) 5,08 (4,86 - 5,28) 0,2856
2-Hidroxi-isobutirato 3,84 (3,69 - 3,97) 3,92 (3,78 - 4,05) 0,1492
Citrato 7,35 (7,11-7,58) 7,41 (7,20-7,61) 0,5638
2-Aminoadipato 5,81 (5,57 - 6,04) 5,86 (5,61-6,11) 0,6039
Dimetilamina 6,60 (6,39 - 6,80) 6,39 (6,20 - 6,56) 0,0662
Glicine 2H 6,48 (6,23-6,73) 6,44 (6,15 - 6,71) 0,6151
1-Metilnicotinamida 1,17 (0,94 - 1,38) 1,07 (0,84 - 1,30) 0,4721
Xantosina 1,69 (1,59 - 1,77) 1,80 (1,71-1,88) 0,0086
Oxipurinol 5,41 (5,18 - 5,63) 5,26 (4,97 - 5,53) 0,3162
Ansarino 3,87 (3,76 - 3,98) 3,84 (3,73 - 3,94) 0,6126
N-Fenilacetilglicina 7,21 (6,96 - 7,45) 7,32 (7,07 - 7,57) 0,3141
Imidazole 7,46 (7,25 - 7,66) 7,57 (7,36 -7,77) 0,3357
Tiramina 3,68 (3,50 - 3,85) 3,62 (3,46 -3,77) 0,3335
4-Hidroxifenilacetato 2,85 (2,63 - 3,07) 2,87 (2,61-3,12) 0,8449
6-Hidroxinicotinato 2,93 (2,77 - 3,08) 2,87 (2,70 -3,02) 0,5582
Uracil 0,51 (0,26 - 0,75) 0,72 (0,50-0,93) 0,1301
cis-Aconitato 3,14 (3,03 - 3,23) 3,23 (3,12-3,32) 0,1161
Glucoronatos (conjugado) 3,63 (3,50 - 3,75) 3,61 (3,50-3,71) 0,7943
Guanidoacetato 7,91 (7,65 - 8,16) 7,88 (7,63-8,11) 0,8305
2-Metilglutarato 4,06 (3,79 - 4,31) 4,03 (3,66 - 4,39) 0,9225
3-Aminoisobutirato 4,56 (4,19 - 4,92) 4,53 (4,15 - 4,89) 0,8586
Acetil 5,19 (4,87 -5,51) 5,28 (4,86 - 5,69) 0,6314
3-Hidroxi-isovalerato 4,23 (4,03 - 4,43) 4,03 (3,85 - 4,21) 0,0126
Valina 2,92 (2,79 - 3,04) 2,81 (2,68 - 2,92) 0,1553

Los valores representan la media y el 95% del intervalo de confianza. Las concentraciones de cada
metabolito fueron corregidas por la concentracién de creatinina, amplificado por 1000 y transformado
a logaritmo en base 2. *, Test T-Student pareado con un valor p significativo < 0,05.
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Tabla 13. Analisis de significancia para microarrays/metabolitos (SAM)

Metabolitos d valor D.E p q valor
TMAO -1.09 0.30 0.004 0.026
Dimetilglicina -0.76 0.16 0.027 0.094
3-Hidroxi-isovalerato -0.53 0.08 0.091 0.160
Dimetilamina -0.51 0.11 0.101 0.160
Oxipurinol -0.35 0.15 0.233 0.160
Taurina -0.31 0.10 0.279 0.160
Valina -0.30 0.08 0.291 0.160
1-Metilnicotinamida -0.28 0.13 0.331 0.160
Alanina -0.27 0.10 0.332 0.160
Creatina -0.26 0.19 0.349 0.160
Lactato/Treonina -0.24 0.12 0.391 0.160
Trigonellina -0.23 0.18 0.414 0.160
Tiramina -0.15 0.06 0.595 0.188
6-Hidroxinicotinato -0.15 0.10 0.600 0.188
Glicina -0.12 0.09 0.667 0.188

SAM para muestras pareadas. Los metabolitos descritos en la tabla son los que obtuvieron un
FDR g<0,2. Valor q significativo < 0,05.
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FIG. 13: Diagrama de caja representando los niveles de TMAO medidos en orina
mediante RMN de las muestras pre y post intervencién de 6 meses (n=34). En el eje
Y se muestran los valores de TMAO transformados a logaritmo. Los extremos de los
diagramas representan el percentil 75y 25, respectivamente. Los bigotes
representan la dispersiéon completa de los datos, excluyendo los puntos extremos
(altos o bajos que la mediana % 1,5 veces la distancia del interquartil), indicados con

puntos en blanco (basal) y en negro (post 6 meses). *: FDR g-val <0,05.
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Correlacion entre el cambio de TMAO con el cambio en los parametros

nutricionales.

Segun lo demostrado en la bibliografia, el contenido de TMAO principalmente
estd relacionado con la colina dietaria y las moléculas generadas a partir de ésta
por la microbiota intestinal (99). Es por ello que intentamos relacionar el cambio

en esta molécula con parametros alimentarios.

Después de analizar nuestros datos no hubo correlacion entre el cambio de TMAO
con el cambio del IMC D.E., ni tampoco con otros pardmetros fisioldgicos. Al
realizar el analisis de la alimentacion de los individuos mediante los registros de
alimentacién, no detectamos diferencia en la ingesta de colina a los 6 meses y
tampoco una correlacion de la disminucion del TMAO con el cambio en la ingesta
de esta sustancia. Sin embargo, al hacer el andlisis de cada uno de los nutrientes
encontramos una asociacion inversa con la ingesta de fibra. A pesar que no hubo
un aumento significativo de la ingesta de fibra a los 6 meses (Tabla 7), el cambio si
se correlaciond con la disminucién del contenido de TMAO, incluso al ser ajustado

por edad y género (Tabla 14).
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Tabla 14. Correlacién del
antropomeétricas y nutricionales

cambio de TMAO con el

cambio de variables

No Ajustado Ajustado

Cambio de las variables

alos 6 meses n r p val r p val
IMC D.E. 34 0.09 0.589 0.14 0.452
Ingesta caldrica 30 -0.18 0.369 -0.05 0.794
Ingesta de proteinas 30 -0.33 0.077 -0.04 0.853
Ingesta de carbohidratos | 30 0.09 0.664 0.19 0.342
Ingesta de grasas 30 -0.17 0.379 -0.07 0.721
Ingesta de fibra 30 -0.41 0.028 -0.38 0.047
Ingesta de colina 30 -0.08 0.678 -0.01 0.634

Correlacion de Spearman entre el cambio del TMAO y el cambio a los 6 meses de
intervencion de las variables antropométricas y nutricionales; ajustado por edad y género. P

valor significativo p < 0,05
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DISCUSION

1. Efectos en habitos alimentarios y en la composicién nutricional inducidos por
una intervencion en el estilo de vida

La promocién de estilos de vida saludables y la prevencién de obesidad en edades
tempranas suscita un estado de salud adecuado aumentando la probabilidad de
reducir el riesgo de padecer enfermedades en el futuro. Nos hemos propuesto
identificar cambios nutricionales, fisioldgicos y metabdlicos asociados a una
intervencién en el estilo de vida en nifios prepuberales con obesidad, para

conseguir mejorar el tratamiento actual.

Uno de los criterios de inclusién fue que los individuos estuvieran en prepubertad,
dado los grandes cambios fisioldgicos en el metabolismo que sufre el organismo
durante la etapa puberal. Por un lado se produce una alteraciéon en el
metabolismo de la glucosa, aumentando la insulino resistencia debido a la
disminucién de la sensibilidad de los principales érganos a esta hormona; por otro
lado, se produce una alteracion en el metabolismo de las grasas, en que se ve
alterada su homeostasis (100,101). Durante la pubertad, los individuos pre-
puberes se transforman en adultos capaces de reproducirse y ocurren cambios
biolégicos como la secrecidon de factores neuroldgicos y hormonas los cuales
modulan el crecimiento somatico, la maduracién ésea, el desarrollo de glandulas
sexuales, la secrecidon endocrina, exocrina y a su vez se produce un aumento de
peso y cambios en la composicién corporal. Al describir la obesidad como un
exceso en la acumulacion de grasa corporal, con un aumento secundario de
estrégenos, leptina y una inflamacion leve, es posible que esta condicion afecte el
desarrollo y crecimiento de los nifios, acelerando la iniciacion de la pubertad,
alterando los parametros hormonales y provocando un desajuste desarrollando
enfermedades relacionadas con la obesidad antes de tiempo (102). Por lo tanto la
pubertad seria un gran factor de confusién a la hora de interpretar los resultados.

Ademads, se ha descrito que individuos obesos metabdlicamente sanos, eran
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mayoritariamente  prepuberales comparados con individuos obesos
metabdlicamente no sanos. De hecho, al iniciar la pubertad el riesgo de volverse
un individuo metabdlicamente no sano aumentaba al doble (101). Es por esta
razon que un individuo prepuberal puede ser mas eficaz al momento de
incorporar cambios debido a que son metabdlicamente mas estables y pueden

responder mejor al tratamiento reduciendo riesgo futuro de enfermedad.

La intervencién en el estilo de vida fue diseflada y estructurada de manera
sencilla, respaldada por las recomendaciones mundiales y basada
fundamentalmente en la educacion de los nifios y sus familias para introducir
pequeiios cambios, tanto en la alimentacion como en la actividad fisica. Los
cambios se refirieron principalmente a cumplir una dieta variada que cubriera las
calorias suficientes para cada nifio, restringiendo la ingesta de azlcares anadidos
y de grasas saturadas y aumentando el consumo de fibra, ya sea por ingesta de
alimentos con alto contenido de esta sustancia, como también aumentado las

raciones diarias de frutas y verduras.

1.1 Analisis nutricional

1.1.1 Ingesta calorica

Para este grupo de edad la recomendacién de calorias estaria determinada
alrededor de 1600 a 1800 calorias (75,103), dependiendo del grado de actividad
fisica que tenga el nino. Al analizar la ingesta caldrica de los individuos de nuestro
estudio a los 6 meses de tratamiento, ésta disminuy6 significativamente de 1760
calorias a 1580 calorias (p= 0,005), cumpliendo con las recomendaciones. Esto fue
dado principalmente por la reduccion de la ingesta de carbohidratos,
especificamente azucares refinado y de grasas totales. Es complicado calcular la
ingesta caldrica ideal para individuos con obesidades tan altas, debido al peso

elevado y al crecimiento acelerado. Es por esto que, en la practica clinica, primero
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se recomienda corregir errores en el estilo de vida como los habitos no
saludables, mejorar la calidad de los alimentos y aumentar el ejercicio. Si esto no
da resultado se procede a disminuir en un 30% el aporte caldérico habitual (104). El
aporte caldrico debe ser calculado en funcidn de la edad cronoldgica, no del peso,

sin interferir en el crecimiento de talla.

1.1.2 Aporte de macronutrientes

Carbohidratos: Al centrarnos en las recomendaciones referente al porcentaje que
debe cubrir cada macronutriente en el aporte total de calorias (73,78), para los
carbohidratos el valor de referencia que esta definido es del 45 al 55% de las
calorias totales, maximo 60% en algunos casos especiales. Segun nuestros datos
los individuos cubrieron el minimo recomendado, un 45% tanto al inicio como al
final de la intervencion. Sabemos que un exceso de carbohidratos puede
contribuir al incremento del peso, pero un consumo minimo de este macro
nutriente es fundamental para proporcionar energia, sobretodo en estas edades

en el que el desarrollo juega un papel importante.

Azicar libre: Con nuestra intervencion hemos logrado disminuir en un 2% la
ingesta de azucar libres. Las recomendaciones referentes a este nutriente, se han
ido modificando en los ultimos afios como consecuencia de la alta evidencia que
existe en relacion a la obesidad y comorbilidades (105). Se sabe lo perjudicial que
es para el organismo la ingesta de azlcares por sobre el 10% de las calorias
totales, debido a que se relaciona con la ganancia de peso no saludable y también
porque se promueve un tipo de dieta alta en energia resultando un balance
positivo de las calorias consumidas (106). Actualmente, la OMS, la FAO y Guias
alimentarias para americanos 2015 — 2020, recomiendan un consumo menor al
10% de las calorias totales, y la Asociacion Americana del Corazén propone
disminuir el consumo a menos del 5% de las calorias diarias en caso de riesgo

cardiovascular. Por tanto, en nuestros individuos la recomendacién que
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deberiamos considerar seria esta ultima a pesar de que con la intervencion
hayamos logrado disminuir el porcentaje de ingesta de un 8% a un 6%. La
reduccion de esta variable también se vio reflejada en el test KidMed,
principalmente en la disminucién de las preguntas sobre la ingesta de golosinas

diarias y en menor medida por el consumo de bollerias.

Proteinas: Si bien la cantidad en gramos de este macronutriente no cambia,
debido a la reduccion de la ingesta caldrica dada por la reduccién de la ingesta de
carbohidratos y de grasas, el porcentaje promedio calculado estd por sobre la
recomendacién (entre un 10% y un 15% del aporte total de calorias) cubriendo un
17% al inicio del tratamiento y un 19% al término a pesar de las indicaciones
dietarias entregadas para su disminucién. El problema de esto es que se ha
asociado la alta ingesta proteica con mayor ganancia de peso y por lo tanto un

fracaso en el tratamiento (107-109).

Grasas: La ingesta de grasas en nuestro grupo de intervencién disminuyé
significativamente la cantidad ingerida en gramos, siendo uno de los responsables
de la disminucidn caldrica a los 6 meses, pero proporcionalmente la reduccién no
fue significativa. A pesar de esto, a los 6 meses hemos podido cumplir con la
recomendacién maxima (35%) referente al porcentaje de la molécula caldrica que
al inicio del tratamiento estaba sobrepasada.

A pesar de la tendencia de que los 4cidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados hayan disminuido su valor en gramos (p= 0,09 y p= 0,07
respectivamente), se cumple muy bien con los porcentajes recomendados (mayor
al 10%) (106). El consumo de acidos grasos insaturados diariamente se ha
asociado con proporcionar un efecto protector. En algunos estudios, como por
ejemplo PREDIMED, se comprobé que la suplementacion o aumento del consumo
de alimentos con alto contenido de estos tipos de grasas insaturadas puede

reducir el riesgo relativo en un 30% aproximadamente en personas con alto riesgo
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cardiovascular (110). Referente a la ingesta de 4acidos grasos saturados, con la
intervencién hemos logrado disminuir significativamente la ingesta en gramos,
pero se obtuvo sdlo una tendencia referente al porcentaje de aporte a la molécula
calérica (p= 0,1). Es muy alentador haber disminuido este tipo de acido graso,
llegando casi a cumplir con la recomendacién (<10%) (106), ya que la reduccion de
la ingesta de grasas saturadas esta relacionada con una mejora en los
biomarcadores relacionados con la inflamacién y con la disminucion del riesgo

cardiovascular (111,112).

1.1.3 Aporte de fibra.

El consumo de fibra no cambia significativamente a los 6 meses de intervencion. Si
bien la cantidad recomendada de fibra no esta realmente bien establecida, se
recomienda que sea al menos 25 gramos diarios partir de frutas, verduras y
alimentos ricos en fibra como granos, legumbres o cereales integrales (73,106). La
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (113) propone para este
grupo de edad, una ingesta minima de 16 gramos por dia, por tanto comparando
nuestros datos con estas referencias, se cumpli6 con el minimo de las
recomendaciones. Al analizar el test Kidmed una de las preguntas que hace
referencia a la ingesta de fibra, “consume mas de una verduras al dia”, cambio su
porcentaje de adherencia significativamente a los 6 meses de tratamiento. El
consumo de fibra se asocia igualmente con la reduccion de factores asociados al
riesgo metabdlico y cardiovascular, observando que una mayor ingesta de esta

sustancia disminuiria estos riesgos (114-116).

1.1.4 Adherencia a la dieta mediterranea

En relacién a la adherencia a la dieta mediterranea, medida a través del test
Kidmed (117), aumentd desde un 38% a un 63% la clasificacién de adherencia

Optima, siendo un porcentaje muy alto comparado con otros estudios realizados
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en poblaciones similares espafolas, un 48,9% y un 28,4% respectivamente
(1218,119). Al desglosar el test, fue muy interesante observar que las preguntas
gue mas cambiaron se relacionaban con nuestros principales objetivos de cambio
indicados en las pautas de alimentacién: 1) aumentar el consumo de verduras; 2)
utilizar siempre aceite de oliva extra virgen; 3) incorporar frutos secos minimo 3
dias a la semana y 4) disminuir el consumo de bolleria y golosinas. También
aumentaron 2 puntos negativos de la encuesta, que a pesar de no ser
significativos, son de preocupacién y necesario de modificar, éstos fueron: Acudir
al menos 1 vez por semana a un centro de “fast food”; y no desayunar en casa
antes de ir al colegio. En este segundo punto, los nifios referian que desayunaban

en el colegio o en el primer descanso de la mafiana.

1.1.5 Actividad fisica y horas de pantalla

Las indicaciones alimentarias se complementaron con la sugerencia del aumento
de horas diarias destinadas a actividades que requieran de mas movimiento
traducido en un mayor gasto energético, fomentando el juego, las salidas al
parque y la actividad fisica programada. Si bien las horas destinadas a la actividad
fisica extraescolar aumentaron, no alcanzé a ser significativo. Es fundamental
considerar este apartado como parte de las indicaciones para un cambio en el
estilo de vida, sobre todo en individuos con alto riesgo metabdlico vy
cardiovascular ya que se considera como un potente protector para la salud
(120,121).

Al analizar las horas de pantalla, tampoco tuvimos una disminucidn significativa.
A pesar de esto, fue muy interesante observar la diferencia a los 6 meses,
sobretodo en la reduccién de la categoria de > de 4 horas frente a la pantalla los
fines de semana. Sabemos que la actividad fisica, integrada en el dia a dia en los
nifos es un protector para el riesgo de enfermedad metabdlica y cardiovascular

(122,123), pero también se ha visto que la disminucion de las horas frente a la
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television, videojuegos o tecnologia mévil estda asociada a una reduccion del

riesgo de obesidad infantil (124).

1.1.6 Analisis antropométrico y bioquimico

Como consecuencia de estos cambios en la alimentacion observamos la reduccidn
de peso después de los 6 meses de intervencién en el estilo de vida de estos
individuos. Obtuvimos un descenso de 0,45 D.E. del IMC. Se ha descrito que, en
una poblacién infantil con obesidad, al menos se debe reducir 0,25 D.E. para
mejorar la salud metabdlica de los individuos y obtener sus beneficios (125,126).
Si el cambio es mayor o cercano a 0,5 D.E del IMC, el efecto es el doble (127). Este
valor de cambio se obtuvo nuevamente después de 12 meses de seguimiento
(n=24), incluso un descenso mayor comparandolo con nuestros resultados a los 6

meses, una disminucién de 0,56 D.E respecto al inicio (18 meses antes).

Con respecto a los cambios metabdlicos obtenidos a partir de las analiticas, nos
llamé mucho la atencidon el incremento de la glicemia en ayunas, del colesterol
total, colesterol-LDL y de los triglicéridos. A pesar de esto, los valores de estas
variables siguen estando dentro del rango de normalidad descrita para esta edad
(128). Comparando nuestros datos con otros estudios de similares caracteristicas,
nos dimos cuenta que el perfil lipidico tampoco cambiaba de manera consistente
después de las intervenciones en el estilo de vida realizadas (129,130). Ademds de
esto, si los comparamos con los valores para diagnosticar sindrome metabdlico
(42), a pesar que por la edad no se pueden utilizar estos criterios, nuestro grupo
estd muy lejos del limite superior. En relacion al perfil tiroideo, si hubo un leve
incremento de la hormona T4 libre a los 6 meses, pero el valor de TSH se mantuvo
normal. Si bien la alteracién de estos parametros estan relacionados con el exceso
de peso, el analisis global para nosotros fue que los valores se mantuvieron

estables (131)
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Muy importante destacar que a pesar de haber disminuido el IMC D.E. nuestro
grupo de individuos sigue siendo muy obeso (IMC D.E. > a 3), y postulamos que
someter al cuerpo a cambios producto de una intervencion, puede estar
aumentando el estrés metabdlico viéndose reflejado en la alteracion del
colesterol vy triglicéridos. Finalmente, en la ultima medicidon analitica que
obtuvimos en el seguimiento al afio de terminada la intervencidn, se observd una
normalizacién del perfil lipidico y el mantenimiento del porcentaje de HbAlc. Por
tanto, después de analizar los datos en conjunto y a largo plazo, los resultados nos

pueden sugerir que siguen siendo individuos metabdlicamente saludables.

2. Efecto de la intervencion en el estilo de vida en el metaboloma del plasma.

Hemos caracterizado el metaboloma del plasma obteniendo cambios mas alla de
la bioquimica utilizada en la practica comun. Ademas, el haber identificado
metabolitos de forma no dirigida (untargeted) y analizarlos sin interponer ningun
condicionante (mediante el andlisis de componentes principales) le da una mayor
potencia al estudio. Mediante este analisis untargeted hemos identificado
signaturas metabdlicas relacionadas con el metabolismo de esfingolipidos, las
cuales se asociaron al cambio inducido por la intervencion realizada al estilo de

vida de los individuos prepuberales con obesidad.

Las moléculas esfingolipidicas, dentro de las cuales se consideran las ceramidas,
esfingomielina y esfingolipidos complejos, son sustancias lipidicas derivadas de la
modificacion basica de la estructura de un esfingolipido, conformado por 18
carbonos mas un grupo amino y un alcohol. Estan presentes principalmente en las
membranas celulares y proporcionan metabolitos que regulan la funcién celular
(132). Otras especies de esta familia son las esfingosinas, de las cuales también se
forman las ceramidas (después de acilacion), se encuentran en baja concentracion

pero no dejan de ser muy importantes, ya que son esenciales para el dinamismo
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de la membrana vy las vias de sefalizacion en la célula.

Los esfingolipidos protegen contra factores externos y también cumplen
funciones que son cruciales en la sefalizacion molecular en una amplia gama de
procesos bioldgicos, incluidos la apoptosis, proliferacion, inflamacion, autofagia y
diferenciacién (133). Todos estos compuestos normalmente se encuentran en el
organismo, pero pueden volverse téxicos cuando se acumulan en cantidades
excesivas por una biosintesis exagerada, cuando exhiben caracteristicas
cualitativas distorsionadas o cuando su localizacién en la célula no es la correcta.
Los dos mecanismos reconocidos como efectos tdxicos de estas sustancias en las
células son el estrés mitocondrial y del reticulo endoplasmatico con la siguiente
apoptosis (134). El segundo efecto es la perturbacion de la homeostasis de
glicerofosfolipidos y la sefalizacion asociada a ello. Por tanto, es de gran
importancia controlar los niveles y su regulacion, manteniendo un equilibrio entre

ellas, ademas de la localizacion de la mayoria de los esfingolipidos.

La obesidad y la insulino resistencia han sido consistentemente asociadas con
alteraciones del metabolismo de esfingolipidos y con el incremento de los niveles
de ceramidas circulantes en humanos (135-137). En nifios y adolescentes, se ha
identificado con metabolémica dirigida, una asociacion entre la relacion de
esfingomielinas/fosfatidilcolina con la obesidad (rango de edad de 6 a 15 afios)
comparado con controles normopeso (89), sugiriendo una alteracién del
metabolismo de esfingolipidos. Modelos de experimentacion animal han
demostrado que el incremento de los niveles de esfingolipidos contribuye al
desarrollo de obesidad y de desdrdenes metabdlicos relacionados, incluyendo la
insulino resistencia y la enfermedad cardiovascular (138,139). Se ha observado
gue las depleciones genéticas dirigidas o la inhibicion de sintesis de ceramidas,
glucoesfingolipidos o esfingomielinas farmacolégicamente en modelos de ratones,

mejora significativamente la tolerancia a la glucosa, la sensibilidad a la insulina y la

91



DISCUSION

ateroesclerosis (140—-142). En adultos se ha asociado positivamente los niveles de
ceramidas basales con incidentes cardiovasculares, existiendo 2,8 veces mas
riesgo de eventos cardiovasculares en grupos con mayor concentracion

plasmatica de ceramidas (143).

Por tanto, se ha sugerido en la investigacion considerar el metabolismo de
esfingolipidos como objetivo en estrategias terapéuticas. Con estos antecedentes,
nuestros resultados proponen que la disminucidon de ceramidas circulantes en
nifos prepuberales puede ser un importante mecanismo para reducir el riesgo
futuro de enfermedad metabdlica o cardiovascular. En este contexto, la
disminucién de muchas de las especies esfingolipidicas circulantes identificadas
producto de la intervencién se asociaron con la mejora de los niveles de HbAlc,
sugiriendo que los niveles de ceramidas pueden tener un efecto a largo plazo en
el control glicémico. Se requieren nuevos estudios para determinar si la
modificacion del metabolismo de esfingolipidos o los niveles de ceramidas
durante la infancia pueden ser beneficiosos para reducir el riesgo metabdlico

durante la adolescencia y la etapa adulta.

Varios estudios de intervencién dirigidos a la reduccién del peso corporal han
demostrado el impacto que tiene esta disminucién en el metabolismo de
esfingolipidos. Por ejemplo, en adolescentes se observé una disminucion de los
niveles circulantes de esfingolipidos (144) y en adultos una disminucion en los
niveles de ceramidas después de una cirugia bariatrica (145). Sin embargo,
nuestros datos no se asociaron al cambio del IMC (D.E.). Si se ha observado en
adultos que, después de una intervencion en la dieta con el objetivo principal de
reducir el riesgo de diabetes mellitus tipo 2 o enfermedades cardiovascular,
también se ven disminuidos los niveles de esfingolipidos sin modificar el peso
corporal. Por ejemplo, se asocié a una dieta alta en contenido de grasas saturadas

niveles aumentados de ceramidas, comparado con dietas altas en grasas
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insaturadas sin cambiar el peso corporal (146,147). Ademds, estos datos
respaldan la tendencia de nuestro analisis al asociar el cambio del PC 1 con el
cambio en la ingesta de grasas (p= 0,069). También se ha propuesto que una
alimentacién basada en los principios de la dieta Mediterranea como incorporar
aceites de oliva virgen extra y frutos secos, es decir acidos grasos mono y
poliinsaturados, puede mitigar los potenciales efectos deletéreos de
concentraciones elevadas de ceramidas plasmatica en las enfermedades

cardiovasculares (143)

En la fig.14 podemos entender la participacion de las caracteristicas de la dieta y
la obesidad en el metabolismo de esfingolipidos (132). El incremento de la ingesta
de grasas ademas de la inactividad, provocan un aumento del peso corporal con el
cual mayor riesgo de desarrollar insulino resistencia. Esta condicién aumenta la
lipdlisis (disminuyendo la lipogénesis) incrementando los niveles circulantes de
acidos grasos libres, y por consecuencia los niveles de ceramidas, esfingomielinas,
y glucosilceramidas lo que, mantenido en el tiempo, provoca una disfuncién en el
metabolismo, principalmente en el desajuste mitocondrial, aumentando el estrés

oxidativo y la inflamacion.
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FIG. 14: Representacion del flujo de la ingesta de acidos grasos saturados (AGS) y
el efecto en el metabolismo de esfingolipidos (127).

Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la disminucion de los niveles de
ceramidas, esfingomielinas y sulfatidas estaria mas relacionada con los efectos de

la dieta, independiente de la disminucién del peso y del IMC-D.E.

Actualmente existe una alta asociaciéon de metabolitos pertenecientes a las vias
metabdlicas de los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) y acilcarnitinas con
la obesidad y la insulino resistencia, tanto en nifios como en adultos
comparandolos con individuos normopeso (83,86,148), pero nuestros datos vy
resultados no se asociaron a estos metabolitos. Podemos explicar estos resultados

en base a que la asociacion de aminoacidos de cadena ramificada con obesidad

94



DISCUSION

han sido sélo identificados en pacientes con insulino resistencia, no siendo

nuestro caso.

3. Efecto de la intervencion en el estilo de vida en el metaboloma de la orina.

El anadlisis de orina es una herramienta bien utilizada en otras patologias para
evaluar, por ejemplo, el control que tiene un paciente de su patologia o la
efectividad de algun tratamiento. Con el objetivo de nuestro estudio, pudimos
utilizar esta muestra bioldgica como una herramienta efectiva para identificar

cambios moleculares después de una intervencién en el estilo de vida.

Pudimos observar que el TMAO disminuia su concentracidn significativamente
después de la intervencidn y este cambio se asocié inversamente al cambio en la
ingesta de fibra. El TMAO ha sido identificado de manera consistente como un
biomarcador de aterosclerosis y de enfermedad cardiovascular en adultos
(149,150) y el microbioma intestinal juega un papel muy importante en la

produccion y regulacién de esta sustancia.

La microbiota intestinal ha surgido recientemente como un determinante en el
desarrollo de obesidad y enfermedades metabdlicas (151-153). Es uno de los
organos que actua directamente con la dieta y su metabolizacién, con una
importante participacion de las comunidades bacterianas presentes. Se ha
demostrado que la microbiota afecta la fisiologia de huésped y es esencial para la
homeostasis y desarrollo del sistema inmune. Se ha demostrado de manera
consistente que una intervencion en la dieta durante 6 semanas es suficiente para
alterar la estructura de la microbiota en sujetos con obesidad, incrementando la

diversidad y cantidad de bacterias en el intestino (154).

Para entender el proceso de produccidon de TMAO (Fig. 15) (155), comenzaremos

desde la ingesta de alimentos. Alimentos ricos en colesterol y grasas saturadas
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normalmente tienen un alto contenido de colina, fosfatilcolina y carnitina
(150,156), sustancias que utiliza la microbiota como fuente de energia,
produciendo trimetilamina (TMA). Este producto es incorporado a la circulaciéon
via vena porta y oxidado por enzimas hepaticas FMO1 y FMO3 formando el
TMAO. El TMAO entra en la circulacidon central y es excretado via renal. Se ha
descrito como precursor de aterogénesis y una de las principales causas de esto es
gue altera el metabolismo del colesterol y promueve la formacion de células

espumosas a partir de macréfagos (81,157,158).

Se ha observado que inhibiendo la sintesis de TMA intestinal, disminuyen los
niveles circulantes de TMAO traduciéndose en una mejora del perfil
ateroesclerdtico en ratones (159). Como la ateroesclerosis es un proceso
progresivo, acumulativo y uno de los principales factores en la enfermedad
cardiovascular, la disminucién de los niveles de TMAO seria de gran importancia
para disminuir el riesgo cardiovascular a largo plazo. Pero también existen
estudios recientemente que no apoyan esta idea, han verificado que el TMAO no
se asocia con medidas ateroescleréticas (como calcificacién de las arterias o
engrosamiento de la intima arterial) por lo que no se relacionaria con una

aceleracién en el riesgo de esta condicién (160).
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FIG. 15: Proceso de formacion de TMAO mediante la ingesta de alimentos ricos en colina,
fofatilcolina y L-carnitina, y su relacidn con el efecto ateroesclerético. (149)

En relacion al cambio que observamos de la concentracion de TMAO y su
asociacién inversa con el cambio en la ingesta de fibra, podemos respaldar estos
resultados con un estudio reciente en el cual se describié lo siguiente: después de
30 dias de intervencidon con una dieta rica en carbohidratos no digeribles, se
modificd la composicién de la microbiota intestinal en nifios y adolescentes con
presentaban obesidad, este efecto condujo a disminuir la concentracion de TMAO
en orina y se obtuvo una reduccién del peso corporal; esto fue luego demostrado
por los autores mediante la transferencia de la microbiota a ratones libres de
microorganismos, observando el mismo efecto, asegurando que eran las bacterias
intestinales las que contribuian de manera significativa a este cambio. En nuestros
resultados, no existié ninguna diferencia en la ingesta de colina entre el inicio y el
final de la intervencion, pero no podemos descartar que otros componentes
dietarios (l-carnitina, fosfatilcolina) no medidos en este estudio contribuyan a la

disminucién de TMAO. Por lo tanto, una posible hipdtesis para explicar la
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disminucién de TMAO es la modulacién de la microbiota intestinal por parte de la

fibra de la dieta.

Igualmente, nuestros datos sugieren que a través de este camino se puede reducir
el riesgo cardiovascular que conlleva la obesidad. Se necesitan mas estudios que
respalden estos resultados, sobretodo en poblacidn prepuberal, ya que podria ser

una estrategia terapéutica en el tratamiento de la obesidad infantil.

3. Discusion general:

Una limitacion importante de nuestro estudio es un tamafo muestral
relativamente modesto. Algunos de los individuos reclutados se vieron afectados
por presentar signos de pubertad a los 6 meses de la intervencién teniendo que
excluirlos del estudio. Sin embargo, el disefio pareado del estudio incrementa la

potencia estadistica del mismo.

Otra limitacion es el registro de la alimentacion de los individuos. Este reporte fue
realizado por los padres durante 4 dias, pero a pesar de que es un método que
proporciona una informacion bien estimada y recomendada (161) pueden existir
ausencia de datos, ya que no siempre los padres estan a cargo de la alimentacion

de sus hijos pudiendo sub o sobre-valorar la ingesta de los alimentos.

Por otro lado, el hecho de que el proyecto se haya realizado exclusivamente en
individuos prepuberales, le da un gran potencial al estudio ya que estos nifios
responden muy diferente a los cambios metabdlicos y evitamos factores

confundentes de relacionados con la pubertad.

Las intervenciones en nifios y nifias con obesidad deben ser a temprana edad para
evitar que el desajuste fisioldgico propio de la pubertad, interfiera y afecte en los

objetivos propuestos. Se debe incidir en la importancia de que un nifio debe
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alimentarse de forma variada, independiente del exceso de peso que presente, y
se deben cubrir las necesidades minimas en relacion a las calorias vy
macronutrientes. Es fundamental la educacién en alimentacién saludable tanto a

los nifios como a las familias.

Después de haber realizado este proyecto y de haber analizado los resultados
obtenidos, existen varios puntos que destacar para aplicarlos en la practica clinica

y reforzar el protocolo de intervencién que se esta llevando a cabo:

- Debido a que los carbohidratos estaban en el limite inferior de las
recomendaciones, se debe reforzar el aporte de este macronutriente
principalmente por la necesidad que existe de energia a esta edad. Esta debe ser
proporcionada por cereales integrales, de bajo indice glicémico y complementado

con una correcta técnica culinaria.

- El reducir el aporte de azucar libre debe ser uno de los objetivos principales en el
tratamiento dietético de estos ninos, proponiéndonos reducir el consumo a
menos del 5% del total de calorias y dar alternativas que puedan reemplazar este

tipo de alimentos.

- Vigilar el aporte proteico y calcular la ingesta suficiente para cada individuo de
acuerdo a sus necesidades y al gasto energético que tenga. La asociacidon que
existe actualmente del exceso de este macronutriente con la obesidad no se
puede pasar por alto. Se debe educar a la poblacién en la importancia de cumplir

con estas recomendaciones y no ingerir un exceso de proteinas.

- La ingesta de grasas, principalmente de grasas saturadas, es uno de los puntos
fuertes en el cual hay que trabajar con la poblacion, sin dejar de lado la
importancia del consumo de 4cidos grasos insaturados (moninsaturados y

poliinsaturadas). Nuestros datos muestran una tendencia en la correlacion entre
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la ingesta de lipidos y los niveles de esfingolipidos, apoyando la importancia de

disminuir o mantener el consumo de grasas en los valores recomendados.

- Otro punto a incidir es incrementar el consumo de fibra, ya que la intervencion
actual no consigue aumentar su ingesta. El aporte de fibra, es fundamental para la
salud. La modificacién que puede existir a partir de esta sustancia de la microflora
intestinal, sobre todo en la poblacién obesa infantil, puede ser una gran
herramienta para la practica clinica. Se debe inculcar desde pequefios la
importancia del consumo de alimentos ricos en fibra, principalmente dado por
cereales integrales, frutas y verduras. En relacion a este punto, estamos
realizando un estudio analizando los cambios en la microbiota intestinal inducidos

por la intervencidn y su posible asociacion con el consumo de fibra.

En cuanto a la actividad fisica se deberia incidir mucho en este punto, ya que no
hemos conseguido incrementar el tiempo destinado al ejercicio en esta poblacion.
La actividad no es un complemento de un tratamiento sino un pilar fundamental
en ello. Con un entrenamiento adecuado y referido a las circunstancias de cada
individuo aseguramos la mejora su condicién de salud. Ademas, se debe reforzar
la disminucion de las horas de pantalla, que indirectamente nos mide el nivel de
sedentarismo de la poblacidn. Para poder evaluar en mas detalle el sedentarismo
y el ejercicio fisico, estamos incorporando el uso de dispositivos que miden la

actividad diaria en forma de pasos y minutos activos (acelerémetros).

Con todo esto, estamos trabajando en un nuevo programa de abordaje de la
obesidad infantil en el cual ademas de considerar los puntos anteriores hemos
apostado por involucrar de manera mas importante al grupo familiar mas cercano

de los individuos en tratamiento para potenciar los cambios propuestos.
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Para finalizar, una ultima reflexidn para subrayar la importancia de la educacién
en habitos de alimentacién y de actividad fisica incluidos en un estilo de vida
saludable, deben ser transmitidos a los nifios sobretodo a temprana edad para
mejorar su condicién de salud y disminuir el riesgo de obesidad y enfermedad

metabdlica en edad adulta.
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1. 1. La intervencién dirigida al cambio de habitos resultd efectiva,
observando diferencias en la alimentacion a los 6 meses; hubo una reduccién en
la ingesta caldrica principalmente dada por la reduccion del consumo de

carbohidratos, azucares refinados y de grasas, sobretodo saturadas.

2. A nivel cualitativo, la intervencién aumentdé la adherencia a la dieta

mediterranea.

3. La intervencién en el estilo de vida mejoré parametros antropométricos,
incluyendo el IMC (D.E.) y la circunferencia de cintura, manteniendo el efecto

hasta 12 meses post-intervencién.

4. Los cambios inducidos por la intervencién en el estilo de vida
disminuyeron los niveles de HbAlc, mantenido hasta los 12 meses post-

intervencion.

5. La intervencién en el estilo de vida indujo una signatura relacionada con el
metabolismo de esfingolipidos en individuos pre-puberales con obesidad,

independientemente de la disminucion del indice de masa corporal.

6. La intervencion en el estilo de vida disminuyd los niveles circulantes de

ceramidas, esfingomielinas, glicoesfingosinas y sulfatidas.
7. La disminucidn de los niveles circulantes de los metabolitos relacionados
con el metabolismo de esfingolipidos se relacionaron con la mejora de los niveles

de HbAlc a los 6 meses.

8. La intervencién en el estilo de vida indujo a una disminucion en los niveles
de TMAO en orina.

9. La diminucién de los niveles de TMAO en orina correlacion6 de manera

inversa con la ingesta de fibra.
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Abstract

Objective: Early lifestyle intervention in children with obesity reduces future risk
of obesity and metabolic disease during adulthood. Prepubertal children have a
distinct metabolic profile than pubertal or adolescent subjects, responding
differently to metabolic challenges. Thus, a deeper understanding of the
pathophysiology of obesity in prepubertal children is needed to design more
efficient therapeutic and preventive strategies. The aim of this study is to identify
metabolic signatures associated with lifestyle intervention in a prepubertal

population.

Methods: We report data from a study including 35 prepubertal children with
obesity participating in the lifestyle intervention program implemented at the
hospital. Clinical and anthropometric data as well as blood samples were collected
at baseline and after the intervention. A liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS)-based metabolomics approach was applied to obtain a
comprehensive profiling of plasma samples, identifying 2581 distinct metabolite
features. Principal component analysis (PCA) was performed to consolidate all
features into 8 principal components (PCs), and a paired test applied to detect

differences between time points.

Results: The intervention program significantly decreased mean (95% Cl) BMI-SDS
from 3.56 (3.29-3.84) to 3.11 (2.88-3.34) (p<0.001). In the plasma metabolomic
analysis, PC1 was the only component significantly altered by the intervention
after adjusting for multiple comparisons (adjusted p=0.008). A sphingolipid
metabolism-related signature was the major contributor to PC1. Sphingolipid-
related metabolites were all decreased by the intervention, and included multiple
sphingomyelin, ceramide, glycosylsphingosine, and sulfatide species. The change
in several sphingolipid metabolites after the intervention directly correlated to

improvements in HbAlc levels.
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Conclusions: Lifestyle intervention in prepubertal children with obesity induced a
sphingolipid-related signature with lower circulating ceramide levels. Since
increased ceramides are associated with higher risk for insulin resistance and
cardiovascular disease, our data suggest that lowering ceramide levels might
represent a mechanism by which lifestyle intervention decreases future metabolic

risk in this young population.
Introduction

Despite vast efforts devoted to treatment and prevention, the worldwide
prevalence of obesity has increased exponentially during the last decades.!
Obesity and overweight lead to adverse effects on blood pressure, cholesterol,
lipids, and insulin sensitivity, all of which are major risk factors for other metabolic
disorders including type 2 diabetes and cardiovascular disease. Lifestyle
intervention programs focusing on diet and exercise are currently the main
strategy for prevention and treatment of these diseases. However, the
implementation of these intervention programs at a population level has proven

challenging.”*

Obesity in children is of particular concern, as excessive weight gained during
childhood can be tracked into later life.>” Notably, prepubertal children show a
distinct metabolic profile than pubertal or adolescent subjects, and respond
differently to metabolic challenges.® ° Pubertal development physiologically
decreases insulin sensitivity impacting a number of metabolic pathways, including
proteolysis, lipid metabolism, and glucose homeostasis.? Indeed, entering puberty
is a main predictor of metabolic dysregulation in children with obesity.’ Thus, a
deeper understanding of the pathophysiology of obesity specifically in
prepubertal children is urgently needed in order to design more efficient

therapeutic and preventive strategies.
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The advent of metabolomic technologies during the last decade has provided very
valuables tools to study metabolic diseases.™ Taking advantage of these tools,
several studies have identified biomarkers associated with obesity, insulin
resistance, type 2 diabetes, and cardiovascular disease risk in adult subjects,
including branched-chain amino acids (leucine, isoleucine, and valine),
phenylalanine, tyrosine, betaine, acylcarnitines, and lysophosphatidylcholines.™™®
Fewer metabolomic studies have been performed in children. Untargeted
metabolomic approaches to study prepubertal and pubertal mixed populations
revealed a branched-chain amino acid metabolism pattern, an androgen hormone
signature, and altered acylcarnitine levels present in subjects with obesity

- 17,18
compared to normal weight controls.™”

Other studies using targeted
metabolomics identified alterations in plasma levels of several amino acids,
lysophosphatidylcholines, and short- and medium-chain acylcarnitines in
populations of prepubertal, pubertal, and adolescent subjects with obesity

19, 20
compared to lean controls.”™

Some of these metabolic alterations, including
glutamine, methionine, and lysophosphatidylcholines were reversed after weight-
loss interventions, indicating a direct relationship to overweight or changes in

lifestyle.”" *

Here, we report data from an observational longitudinal study
exclusively in prepubertal children with obesity, in which we applied an
untargeted metabolomic approach to obtain a comprehensive metabolomic

profiling of plasma samples before and after a lifestyle intervention program.
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Subjects and Methods

Study participants

This is an observational study of the effects of lifestyle intervention in a
prepubertal children with obesity. The study was approved by the Hospital’s Ethic
Committee (Comité Etic d’Investigacié Clinica — CEIC). Pediatric patients with high-
degree of obesity and non-responsive to primary care protocols for treatment are
usually referred from the primary care centers to the Obesity Unit at the Hospital
Sant Joan de Déu, Barcelona (Spain). The routine therapeutic protocol applied at
the Hospital is a family-based lifestyle intervention program. The study initially
included 53 obese children attending the Obesity Unit at the Hospital, recruited
between the months of January 2013 and December 2014. All parents signed an
informed consent document. Inclusion criteria were children a) age from 7 to 10
year-old; b) with obesity, defined as BMI-SDS greater than two standard
deviations for a given age and sex, using the World Health Organization (WHO)
standards; c) prepubertal, defined as Tanner stage | breast development for girls
and testicular volume less than 4 ml in boys. Exclusion criteria included any form
of endogen obesity, major congenital or chronic disease, drug-induced obesity,
use of drugs for weight loss, involvement in another weight-loss program, as well
as subjects without a signed informed consent. Finally, subjects with pubertal

signs at the 6-month visit were also excluded from the study.
Lifestyle intervention program

Subjects were recruited at the Obesity Unit by the pediatric endocrine physician.
At the first visit, parents signed the informed consent and all relevant clinical and
anthropometric data was obtained. Blood sampling and first interview with the
nutritionist (with at least one of the parents present) was performed within the
next 10 days (baseline time point). Personalized counseling was achieved with an

individual interview. We used motivational interviewing primarily focused on
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behavioral changes to improve lifestyle of all family members. Nutritional
counseling followed the recommendations of the Department of Health of the
autonomous government of Catalonia (Spain), based on the Mediterranean diet
and in agreement with the WHO. Such diet consists in 55% of kcal from
carbohydrates (less than 10% of sugars), 15% of kcal from protein, and 30% of kcal
from lipids (less than 10% saturated fat). We used visual laminated support
material, including food models and plates, to educate on portion size. We helped
patients and families designing food menus emphasizing the importance of variety
and quality, as well as the cooking method. Additionally, participants were
encouraged to choose healthy nutrition options and to incorporate a minimum of
30 min of physical exercise per day into their lives. Subjects had follow-up
interviews with the nutritionist 2 weeks and 3 months after the initial interview,
to review changes made and set new goals. The 6-month visit, which included
blood sampling, was scheduled with the pediatric endocrinologist who gave feed-
back to the family on clinical outcomes (6m time point). Finally, participants came
to a follow-up visit 1 year after the end of the intervention program (18-month

time point) when anthropometric data was collected.
Physiologic and biochemical analysis

All data and samples were obtained at baseline and after the intervention
program (6-month time point). We measured weight (kg) and height (mt) with
light clothing in a calibrated scale and rigid stadiometer. Body mass index (BMI)
was calculated, and BMI-SDS for a given age and sex was obtained by using
“Anthro Plus” software (WHO). Blood pressure was measure in the right arm using
an automated system with the appropriate sleeve size for the arm diameter.
Waist circumference was determined as middle point between the last rib and
iliac crest. Blood samples were taken after 8 to 10 hours of overnight fast in tubes

containing EDTA, and plasma was immediately separated, aliquoted, and stored at
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-802C until further use. Glucose, insulin, glycated hemoglobin (HbA1c), lipid profile
(total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides), and liver
enzymes (AST, ALT) were measured using standard protocols at the Hospital’s
clinical laboratory. Nutritional data was evaluated at baseline and 6-month time
point by using the qualitative KidMed questionnaire that measures adherence to
Mediterranean Diet.”* The KidMed test is a 15-item scale scored as following: 0-3
points is considered poor adherence, 4-7 points medium adherence, and > 8

points high adherence to Mediterranean diet.
Plasma metabolomic analysis

Plasma aliquots (25 pL) were thawed at 42C and briefly vortex-mixed. Proteins
were precipitated by the addition of 475 uL cold methanol/water (8:1 vol/vol)
followed by 3 min of ultrasonication and 10 s of vortex-mixing. Samples were
subsequently maintained on ice for 10 min. After centrifugation (10 min, 19.000 g,
49C), 100 pL of supernatant were transferred to a LC autosampler vial. Samples
were then injected into an UHPLC system (1290 Agilent) coupled to a quadrupole
time of flight (QTOF) mass spectrometer (6550 Agilent Technologies) operated in
positive electrospray ionization (ESI+) mode. Metabolites were separated

using HILIC (ACQUITY UPLC BEH 1.7 um, Waters) chromatography at a flow rate of
0.4 mL/min. The solvent system was A =50 mM NH,OAc in water, and B = ACN.
The linear gradient elution started at 95% B (time 0—-2 min) and finished at 55% B
(6 min). The injection volume was 2 pL. ESI conditions were gas temperature,
2259C; drying gas, 13 L/min; nebulizer, 20 psig; fragmentor, 125 V; and skimmer,
65 V. The instrument was set to acquire over the m/z range 80—-1200 with an
acquisition rate of 4 spectra per second. Quality control samples (QC), consisting
of pooled plasma samples from all patients, were injected before the first study
sample, and then periodically after five study samples. Samples were randomized

to reduce systematic error associated with instrumental drift. LC-MS (HILIC ESI+
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mode) data were processed using the XCMS software (version 1.38.0) to detect
and align features.”® A feature is defined as a molecular entity with a unique m/z
and a specific retention time. XCMS analysis of these data provided a matrix
containing the retention time, m/z value, and integrated peak area of greater than
7400 features. Only the integrated areas of those metabolite features above
5,000 spectral counts in at least one of the groups were considered for
guantification. The tab-separated text files containing LC-MS data were imported
into Rstudio (version 3.0.2) where QC samples were used to filter analytical
variation as previously described® From the resulting 2647 features, 66 showed
below detectable level readings in at least one sample, and were eliminated from
the analysis. The resulting matrix of 2581 features was used for multivariate
statistical analysis, and selected features were identified using the HMDB?® and
Metlin database. Identified metabolites were then used as input in MBRole 2.0
(ref. 27) to perform pathway enrichment (KEGG pathways). To validate metabolic
features, MS/MS was performed in targeted mode, with the instrument set to
acquire over the m/z range 40-950, with a default iso width of 1.4 m/z. Collision
energy was fixed at 20 V. Metabolites were identified conforming to Level 2, as
specified by the Metabolomics Standards Initiative® (i.e., putatively annotated
compound) since their accurate mass and experimental MS/MS spectra coincide
with the expected fragmentation pattern of lipid families or by comparison with
chemical standards from the METLIN database. All spectra data have been
deposited at the EMBL-EBI Metabolights database

(https://www.ebi.ac.uk/metabolights/, accession number MTBLS423).

Statistical analysis

Unless otherwise stated, normally distributed variables are described by mean

and standard deviation (SD), and non-normally distributed variables by median
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and interquantile range (IQR). Data were compared between baseline and 6-
month time point by two-tail paired t-test for normal distribution, or Wilcoxon
matched pairs signed-rank test for non-normal distribution. Principal component
analysis with minimum residuals as factoring method was performed on the log2-
transformed metabolomic matrix, assessed on each subject at baseline and 6-
month time point. Eight factors, accounting for a cumulative variance of 58%,
were extracted with the Varimax rotation method to produce interpretable
components. Wilcoxon matched pairs signed-rank test was used to compare
baseline and 6-month factor scores, and Bonferroni correction was applied to
adjust for multiple comparisons. Metabolic features with loadings > |0.75| were
considered to significantly contribute to a given factor. To assess differences in
individual metabolites between baseline and 6-month, concentrations were
evaluated as z scores (centered at 0 and standardized) after log2 transformation.
Partial Spearman correlations adjusted for sex, age, and baseline BMI-SDS were
used to measure the dependence between numerical variables. R 3.3.2 (2016, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) was used for all statistical

calculations. P-values less than 0.05 were considered significant.
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Results

Physiologic and biochemical effects of the lifestyle intervention program

Fifty-three subjects with obesity (BMI-SDS>2) were initially enrolled in the
intervention program. Among participants, five voluntarily withdraw from the
program, six showed pubertal status at the 6-month time point, and two
presented altered OGTT performed by medical indication. Furthermore, three
showed altered C-reactive protein levels suggesting concomitant infection and
were therefore excluded from the metabolomics analysis and two refused to
provide a blood sample at the post-intervention visit. Thus, we analyzed paired
samples (baseline and 6-month) from 35 exclusively prepubertal subjects with
obesity. Baseline and post-intervention anthropometric and biochemical
characteristics of all subjects are reported in Table 1. Lifestyle intervention
significantly decreased BMI-SDS by 0.45 units (p<0.001, Table 1), and reduced
waist circumference by 1.8 cm (p<0.001, Table 1). Notably, improvements in BMI-
SDS levels were maintained one year after the end of the intervention program
(Table S1). Subjects showed a modest increase in fasting glucose, triglyceride, and
cholesterol levels after the intervention, while insulin levels and HOMA-IR were
not modified (Table 1). However, HbAlc levels were significantly lowered by
lifestyle intervention (p<0.001, Table 1). To assess the impact of the intervention
program on participants’ diet, we performed a qualitative dietary study before
and after the intervention by applying the KidMed test. The lifestyle intervention
program increased the adherence to the Mediterranean diet, as shown by the
increase in the number of subjects with a higher score after the intervention

(Table S2).
Effects of lifestyle intervention on the plasma metabolome

We applied an unbiased approach using LC-MS to obtain a comprehensive

metabolic profiling from fasting plasma samples at baseline and at the 6-month
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time point. This untargeted metabolomics approach identified a total of 2581
distinct metabolite features. Peak intensity values, mass, and retention times for
all features are included in Table S3. We applied unsupervised principal
component analysis (PCA) to consolidate metabolite features into 8 factors, which
explained 58% of total variance. Figure 1A shows the score plot of the first 2
components, accounting for 26.1% of cumulative variance. We then performed a
paired analysis of the principal components between baseline and the 6-month
time point, and observed a decrease in principal component 1 (PC1) after
adjusting for multiple comparisons (adj. p=0.008, Figure 1B). None of the other
components significantly differed among groups (Figure 1B). Metabolic features
highly contributing to PC1 (those with loadings > |0.75]) are shown in Table S4.
Notably, PC1 was mostly comprised of a combination of sphingomyelin, ceramide,
and glycosphingolipid species, and to a lesser extent phosphatidylcholine,
phosphatidylethanolamine, diacylglycerol, and triacylglycerol molecules. Indeed,
pathway enrichment analysis of the contributing features identified the
sphingolipid metabolism pathway as the main contributor to this component (FDR
g=2.19E-11, Table S5). Multiple metabolic features from PC1 were further
identified using LC-MS/MS (Table S4). Validated metabolites from the sphingolipid
metabolism pathway included a number of sphingomyelin, ceramide,
monoglycosylceramide (glucosyl- or galactosylceramide), diglycosylceramide
(galabiosyl- or lactosylceramide), and sufatide (3-o-sulfogalactosylceramide)
species. All these metabolites were significantly decreased after the intervention

compared to baseline levels (Figures 2A-2D).

Associations between sphingolipid-related metabolites and physiological
parameters

Sphingolipids have been consistently associated with obesity, insulin resistance,

29-31

and type 2 diabetes in human subjects. Thus, we next analyzed whether

142



ANEXO

lifestyle intervention-induced differences in sphingolipid levels were associated
with changes in physiological parameters, including BMI-SDS, HOMA-IR, and
HbAlc. The decrease in sphingolipid levels induced by the intervention was not
associated with changes from baseline to the 6-month time point in BMI-SDS or
HOMA-IR (Table 2). Remarkably, the improvement in HbA1lc levels from baseline
to the 6-month time point was directly associated with the decrease in several
sphingolipids, including sphingomyelin, ceramide, glycosphingolipid, and sulfatide

species, even after adjusting for gender, age, and baseline BMI-SDS (Table 2).
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Discussion

Prepubertal children are metabolically distinct than pubertal or adolescent
subjects, with pubertal development physiologically decreasing insulin sensitivity®
and accelerating metabolic dysregulation in patients with obesity.’ Thus, early
interventions in prepubertal individuals are crucial to decrease future risk of
disease. Lifestyle interventions mainly based on a healthy diet and physical
activity are the current strategy for childhood obesity treatment.?? However, such
interventions in young children are complex, often achieving only a temporary
and modest reduction in BMI. A decrease of 0.25 units in BMI-SDS is considered
sufficient to improve metabolic health parameters in children and adolescents.*
The prepubertal patients enrolled in our study had been non-responsive to
primary care protocols for obesity prevention and treatment, and showed a high
degree of obesity (baseline BMI-SDS of 3.56 units). The lifestyle intervention
program implemented at the hospital resulted in a mean decrease of 0.45 units in
BMI-SDS and of 1.8 cm in waist circumference. Importantly, the improvement in
BMI-SDS was maintained up to one year after the end of the intervention. Despite
this significant decrease in BMI-SDS, subjects still showed a markedly high level of
obesity after the intervention (6-month BMI-SDS of 3.11 units), and we observed
no improvements in HOMA-IR, triglyceride, or cholesterol levels. However, HbAlc
levels showed a significant reduction after the intervention. HbAlc is a more
stable biomarker of glucose homeostasis over time than fasting glucose or insulin
levels, and therefore these data suggest that the intervention improved long-term

glycemic control.

Our untargeted metabolic profiling identified a strong sphingolipid metabolism-
related signature associated with lifestyle intervention in prepubertal children
with obesity. Sphingolipids are basic constituents of the membrane lipid bilayer,

and include sphingomyelins, ceramides, and glycosphingolipids.>* Sphingolipids
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protect against external factors, and also function as crucial signaling molecules in
a wide array of biological processes, including apoptosis, proliferation,
inflammation, autophagy, and differentiation. Notably, obesity and insulin
resistance have been consistently associated with altered sphingolipid

29-31 .
In children

metabolism and increased circulating ceramide levels in humans.
and adolescents, targeted metabolomics identified altered
sphingomyelin/phosphatidylcholine ratios associated with obesity (age range 6-15
year-old) compared to normal weight controls,*® suggesting impaired sphingolipid
metabolism. Experimental animal models have demonstrated that increased
sphingolipid levels contribute to the development of obesity and related
metabolic disorders, including insulin resistance and cardiovascular disease.** *
Thus, modulating sphingolipid metabolism is being actively investigated as a
target for therapeutic strategies. Indeed, targeted genetic deletions or
pharmacological inhibition of ceramide, glycosphingolipid, or sphingomyelin
synthesis in mouse models significantly improves glucose tolerance, insulin

3741 Therefore, our data suggest that decreasing

sensitivity, and atherosclerosis.
circulating ceramides in prepubertal children might be an important mechanism
to reduce future metabolic and cardiovascular risk. In this context, the decrease in
multiple circulating sphingolipid species induced by the intervention was
associated with improvements in HbAlc levels, suggesting that decreasing
ceramide levels has a long-term effect on glycemic control. Further studies will be
required to determine whether targeting sphingolipid metabolism or ceramide

levels during early childhood improve HbAlc levels and can be beneficial to

decrease future metabolic risk during adolescence and adulthood.

A number of weight-loss intervention studies in different populations have shown
an impact of weight-loss interventions in sphingolipid metabolism. For instance, a
study in adolescents showed a decrease in of sphingomyelin levels after

laparoscopic sleeve gastrectomy surgery.*? In adult subjects, gastric bypass
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surgery resulted in decreased ceramide levels correlating to the extent of weight
loss* These studies suggest obesity-related alterations in sphingolipid
metabolism. However, changes in sphingolipid metabolites were not associated
with the decrease in BMI-SDS in our study with prepubertal children. On the other
hand, dietary interventions aimed at decreasing risk of type 2 diabetes and
cardiovascular disease in adult subjects lowered plasma sphingolipid levels

without modifying body weight.** *

Specifically, higher unsaturated fat content
decreased ceramide levels compared to a saturated fat-rich diet in adult
subjects.* Also, a healthy “Nordic diet”, characterize by higher fiber and
unsaturated fat content was shown to modulate ceramide levels compared to a
control diet.*” Given that sphingolipid-related metabolite levels were not
associated with the reduction in BMI-SDS in our cohort, these data suggest that
dietary changes induced by the lifestyle intervention program contributed to the

decrease in circulating sphingolipid levels independently of the effects on BMI-

SDS.

Metabolites from the BCAA pathway and acylcarnitine species have been
consistently associated with obesity and insulin resistance in both adult and

. . . 11, 14,17, 19, 46
children subjects compared to normal weight controls.”™ ™"~

Weight-loss
interventions in adults, including gastric by-pass and lifestyle interventions,
reversed theses changes in BCAA and acylcarnitine levels.”*° Notably, BCAA-
related metabolites and acyl-carnitines were not identified as modified by lifestyle
intervention in our study with prepubertal children. Disturbances in these
metabolites have been also linked to insulin resistance in prepubertal children
with obesity.* Furthermore, adjustment for clinical and biochemical measures
attenuate the associations between BCAA levels and diabetes risk in adult
subjects,’® suggesting that increased BCAA levels may be the consequence of a

combination of different factors, including obesity, fasting glucose levels, and

insulin resistance. Since participants in the present study did not show changes in
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HOMA-IR, these data suggest that alterations in BCAA metabolism might be more
linked to insulin sensitivity rather than to BMl itself, at least in a prepubertal
population. Moreover, despite the notable reduction in BMI-SDS, participants in
the present study still showed a high degree of obesity after the intervention.
Thus, it seems rather plausible that BCAA and acyl-carnitine levels still reflect the

obesity status.

Limitations of this study include the modest sample size. Subjects showing signs of
puberty at baseline or the 6-month visit were excluded from the study,
substantially decreasing the potential sample size. A main strength of this study,
intimately linked to the limitation in sample size, is that participants are
exclusively in a prepubertal stage, avoiding potential confounding factors related
to entering puberty.? Further strengths include the unbiased approach, both by
the use of untargeted metabolomic techniques and unsupervised principal
component analysis applied to identify metabolic signatures associated with

lifestyle intervention.

In summary, our data indicate that lifestyle intervention induced a sphingolipid
metabolism-related signature in prepubertal children with obesity. Since
sphingolipid and ceramide levels are associated with risk for insulin resistance and
cardiovascular disease, our data suggest that decreasing circulating ceramides in
prepubertal children might be an important mechanism to reduce future
metabolic and cardiovascular risk. Further studies are warranted to determine
whether targeting sphingolipid metabolism can provide a valid strategy to
decrease future obesity and metabolic disease risk in prepubertal children with

obesity.
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Figure 1
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Figure 1. Principal component analysis identifies PC1 as decreased after lifestyle
intervention. A) Score plot of principal components 1 and 2 accounting for 15.4%
and 10.7% of total variance. White and black circles represent baseline and the 6-
month time point data, respectively. B) Comparison of PC scores between
baseline and 6 months. 95% Cls reflect Bonferroni’s multiple comparison
correction. Wilcoxon matched-pairs sign rank was applied to determine

significance.
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Figure 2. Lifestyle intervention decreases circulating sphingolipid levels.
Concentrations of validated sphingolipid-related metabolites contributing to PC1

were evaluated as z-scores. Differences between baseline and the 6-month time
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ANEXO

point for A) N-acylsphigosines (ceramides), B) sphingomyelins, C) glycosyl-N-
acylsphingosines, and D) sulfatides are reported in the box plots. Top and bottom
of the box represent the 75th and 25th percentile, respectively. Whiskers
represent the entire spread of the data points, excluding extreme points (higher
or lower than the median * 1.5 times the interquartile range), which are indicated
with circles. GlcCer, glucosylceramide; GalCer, galactosylceramide; diGalCer,
galabiosylceramide; LacCer, lactosylceramide. Wilcoxon matched-pairs sign rank
was applied to determine significance, and p values are reported. ®Alternative

structures d18:1/20:1 or d18:2/20:0, unresolved by MS/MS.
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Table legends

Table 1. Demographic and metabolic characteristics of subjects before and after

the intervention program.

Subjects

Sex (F/M)

Age (years)

Weight (kg)

BMI-SDS

Waist circumference (cm)
Systolic Pressure (mmHg)
Diastolic Pressure (mmHg)
Fasting Glycemia (mg/dL)
Fasting Insulin (mU/L)
HOMA-IR

HbAlc (%)

Total Cholesterol (mg/dL)
LDL-Cholesterol (mg/dL)
HDL-Cholesterol (mg/dL)
TAG (mg/dL)®

ALT (UI/L)

AST (UI/L)

Baseline

n=35
17/18

6-month

8.9 (8.6-9.3)

54.8 (50.1-59.4)
3.56 (3.29-3.84)
83.4 (80.3-86.6)
112 (109-115)
70 (67-72)
85 (82-88)
13.2 (10.9-15.6)
2.80 (2.29-3.31)
5.4 (5.3-5.4)
164 (155-174)
105 (96-114)
43 (40-47)
67 [60-95]
20.7 (18.4-23.1)
22.1(20.6-23.5)

55.0 (50.4-59.7)
3.11(2.88-3.34)
81.7 (78.3-85.0)
110 (107-113)
69 (67-71)
89 (87-91)
13.4 (11-15.7)
2.96 (2.42-3.5)
5.2 (5.2-5.3)
178 (169-188)
114 (105-122)
45 (42-48)
80 [65-119]
20.9 (18.5-23.4)
22.7 (20.9-24.5)

p val

0,627
<0.001
0,001
0,332
0,552
0,003
0,838
0,657
<0.001
<0.001
0,010
0,266
0,006
0,801
0,358

Demographic and metabolic characteristics of subjects before and after the intervention program.

Subjects were 76% (n=26) caucassian, 12% (n=4) hispanic, 9% (n=3), north African 3% (n=1), and

Asian 3% (n=1), roughly representing the distribution of the resident population of the Hospital's

influence area. Normally distributed values are presented as mean (95% Cl), and significance

assessed by two-tail paired Student t test. °Non-normal distributed variables are presented as

median [IQR], and significance assessed by Wilcoxon matched paired signed-rank test. Bold font

indicates p value < 0.05.
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Table 2. Correlations of intervention-induced changes in sphingolipid levels to physiologic measures.

Metabolite

r

N-Acylsphingosines (Ceramides)

d18:0/16:0
d18:1/14:0
d18:1/16:0
d18:1/18:1
d18:1/24:1
Sphingomyelins
d16:1/22:1°
d18:0/16:1
d18:0/18:1
d18:0/24:0
d18:1/20:0
d18:1/23:0
d18:2/21:0
GlcCer / GalCer
d15:2/18:0
d18:1/16:0
d18:1/18:0
d18:1/24:1
d18:1/16:1
d18:1/xx"
d18:2/23:0
diGalCer / LacCer
d18:1/16:0
d18:1/18:0
d18:1/24:1
Sulfatides
d18:1/16:0
d18:1/22:0

d18:1/24:1

Correlations of intervention-induced changes in sphingolipid levels to physiologic measures.

-0,09
0,17
-0,09
-0,09

-0,01

-0,08
-0,08
0,05
-0,19
-0,04
-0,04

-0,10

-0,01

BMI-SDS

pval

0,617
0,359
0,635
0,621

0,962

0,673
0,671
0,804
0,300
0,809
0,808

0,586

0,901
0,944
0,662
0,936
0,744
0,462

0,921

0,810
0,794

0,952

0,545
0,946

0,973

HOMA-IR

r pval
0,15 0,418
0,21 0,242
0,16 0,377
0,20 0,283
0,06 0,745
0,17 0,362
0,14 0,453
0,22 0,226
0,08 0,677
0,12 0,690
0,05 0,773
0,16 0,370
0,15 0,423
0,13 0,493
0,17 0,344
0,11 0,551
0,07 0,713
-0,03 0,883
0,14 0,447
0,17 0,355
0,11 0,539
0,01 0,970
0,09 0,608
0,16 0,395
0,10 0,577

0,29
0,38

0,54

0,41

HbA1c

p val

0,200
0,503
0,139
0,856

0,022

0,887
0,390
0,309
0,717
0,174
0,027

0,667

0,168
0,113
0,046
0,016
0,277
0,020

0,207

0,114
0,036

0,002

0,115
0,153

0,024

ANEXO

Spearman correlations between baseline to 6-month changes in validated sphingolipid metabolites
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to changes in BMI-SDS, HOMA-IR, and HbA1lc. Correlations are adjusted for child sex, age, and
baseline BMI-SDS. GlcCer, glucosylceramide; GalCer, galactosylceramide; diGalCer,
galabiosylceramide; LacCer, lactosylceramide. Alternative structures d18:1/20:1 or d18:2/20:0,
unresolved by MS/MS. bAcyI chain unresolved by MS/MS. Bold font indicates p < 0.05.
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