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RESUM

L’obesitat forma part de la sindrome metabolica (SM); conjunt de factors que comporten una
situacié d’inflamacié possiblement causada per l'alteracié de la microbiota intestinal. En aquest
estat, trobem calprotectina fecal (CF) com a marcador d’inflamacio. S’observen nivells de CF
alterats en nens amb obesitat i SM (MUO), motiu pel que creiem que aquesta podria ser un
biomarcador del RCV. Disposem de 173 nens amb obesitat d’entre 8 i 14 anys. S'observa una
tendeéncia a l'al¢a en la CF dels nens MUO. Conclusié: tenir la CF elevada podria ser un factor de risc

de presentar la tensio arterial sistolica alta.

La obesidad forma parte de la sindrome metabdlica (SM); conjunto de factores que comportan una
situacion inflamatoria posiblemente causada por la alteracion de la microbiota intestinal. En este
estado, encontramos calprotectina fecal (CF) como marcador de inflamacién. Se observan niveles
de CF alterados en nifios con obesidad y SM (MUQO), por lo que creemos que ésta podria ser un
biomarcador del RCV. Disponemos de 173 nifios con obesidad entre 8 y 14 afios. Se observa una
tendencia al alza en la CF de nifios MUO. Conclusion: tener CF elevada podria ser un factor de riesgo

de presentar la tension arterial sistdlica alta.

Obesity is part of metabolic syndrome (MS); a set of factors that lead to an inflammatory situation
possibly caused by the alteration of the intestinal microbiota. In this state, we find fecal calprotectin
(FC) as a marker of inflammation. Altered CF levels are observed in children with obesity and MS
(MUO), which is why we believe that this could be a biomarker of CVR. We have 173 children with
obesity between 8 and 14 years old. An upward trend is observed in the CF of MUO children.

Conclusion: having elevated CF could be a risk factor for presenting high systolic blood pressure.



INTRODUCCIO

I Obesitat

L’acumulacié de manera excessiva de teixit adipds es tradueix com a obesitat. Aixo es defineix
quan els reservoris d’energia del cos huma incrementen de tal manera que arriben a un punt en

que posen en risc la salut o la vida de I'individu [1].

Les causes de I'obesitat infantil poden ser multiples, sent la més comu una mala alimentacié amb
un excés de calories de les que es necessita pel correcte creixement, provocant un desequilibri
energetic entre calories consumides i gastades. La continuacié d’aquest patré en el temps,

desenvolupa més cél-lules grasses, donant lloc a I'obesitat [1].

L'Organitzacié Mundial de la Salut defineix I'obesitat infantil mitjancant desviacions respecte el
promig de la poblaci6, amb I'is de dades de referencia que indiquen els patrons de creixement

desitjable [2]:

* En nens menors de 5 anys, 'obesitat és el pes per estatura amb més de tres desviacions
tipiques per sobre de la mitjana.
= En nens entre 51 19 anys, I'obesitat és major que dos desviacions tipiques per sobre de

la mitjana.

Les guies de practica clinica del diagnostic i tractament de I'obesitat infantil, en nens dels 2 als
18 anys, defineixen aquesta com un index de massa corporal (IMC) major per sobre el percentil

97, de les grafiques Herndndez del 1988, publicades per la Fundaci6 de Faustino Orbegozo [3].

L’obesitat és un factor de risc important per diverses malalties no transmissibles, com poden ser
les malalties cardiovasculars, principalment les cardiopaties i els accidents cerebrovasculars, la
diabetis tipus 2, els trastorns de I'aparell locomotor i fins i tot, alguns cancers. Per tant, el risc de

contraure algunes d’aquestes malalties, que poden ser croniques, creix amb I'augment de 'IMC.

Tanmateix, aquesta s’associa amb una major probabilitat de mort prematura i discapacitat en
I'edat adulta. A més, els nens amb obesitat pateixen dificultats respiratories, major risc de
fractures i hipertensid, i presenten marcadors primerencs de malalties cardiovasculars,

resisténcia a la insulina i efectes psicologics [2].

L’obesitat forma part de la sindrome metabolica (SM), que es defineix com un conjunt de factors
de risc que requereix la preséncia d’obesitat abdominal, dislipémia, hipertensié arterial (HTA) i
resisténcia a la insulina (RI), tots ells predictors de malaltia cardiovascular i diabetis tipus 2 en

el futur [4].



S’han definit mecanismes que contribueixen al desenvolupament de la SM, com la R], la disfunci6
del teixit adip6s, la inflamacié cronica, I'estrés oxidatiu, I'alteracié circadiana, la microbiota i

factors genétics, entre d’altres [5].

La prevalenca de la SM en estudis realitzats en poblacié adolescent sana del nostre pais es situa
al voltant del 5%. Pel contrari, al subgrup d’adolescents amb obesitat aquest percentatge ronda
entre el 23-45%. Degut a la falta de criteris que defineixin la SM en edats menors de 10 anys, no

hi han dades de freqiiéncia en aquest rang d’edat [6].

Per poder diagnosticar la SM, hi ha una série de criteris a tenir en compte [4]:

Taula 1. Criteris pel diagnostic de la sindrome metabolica.

Criteris

Nens entre 6 i < 10 anys

Nens entre 10 - 16 anys

Perimetre cintura (cm)

Pressi6 arterial (mmHg)

Triglicérids (mg/dL)
Colesterol HDL (mg/dL)

Glucémia basal (mg/dL)

= P90

Sense definicié per SM

Sense definicié per SM
Sense definicié per SM

Sense definicié per SM

= P90

TAS = 130 mmHg

TAD 2 85 mmHg
> 150 mg/dL
<40 mg/dL

<100 mg/dL

SM, sindrome metabolica; TAS, tensié arterial sistolica; TAD, tensio6 arterial diastolica.

I Epidemiologia

L’excés de pes infantil és un problema molt greu, que arriba a proporcions epidemiques en quasi
totes les regions del moén. Aquest fet té conseqiiéncies importants per la salut publica, ja que
aquests nens amb sobrepés, es converteixen en adults amb problemes de pes importants, que,
amb el temps, es tradueix a problemes cronics greus [7]. Aixi doncs, I'obesitat infantil esta
associada a una amplia varietat de complicacions de salut greus, a més d’un creixent risc de

contraure malalties com so6n la diabetis tipus 2 i les cardiopaties.

La prevalenca del sobrepes i l'obesitat en nens i adolescents d’entre 5 i 19 anys d’edat, ha
augmentat de forma espectacular; del 4% el 1975 a més del 18% el 2016. Aquest augment ha
sigut semblant en ambdos sexes, concretament d'un 18% en noies i un 19% en nois amb

sobrepes en 2016 [2].



I Obesitat i microbiota intestinal

I Microbiota intestinal

La microbiota intestinal és la comunitat de microorganismes vius residents en el tub digestiu.
Aquesta colonitzaci6 bacteriana comenca en el moment del part, i, el seu manteniment i evolucio,
depén de com s’hagi produit aquest (vaginal o cesaria), dels patrons alimentaris i dels habits

higienics [8].

En una relacié simbiotica idonia, s’estima que al voltant de 1014 cél-lules microbianes colonitzen
la mucosa de l'intesti [9]. En quant a la distribuci6, aquests estan en una quantitat inferior a
I'estomac i el duodeé ja que les secrecions acides, biliars i pancreatiques en destrueixen gran part
dels microorganismes que ingerim. El nombre va augmentat a mida que s’arriba al colon, on

tenen més facilitat per proliferar degut a I'alentiment del transit [9].

Molts grups d’investigadors a nivell mundial treballen desxifrant el genoma de la microbiota, ja
que aquesta és indispensable per al correcte creixement corporal, el desenvolupament de la
immunitat i la nutricié. Es per aquest mateix motiu, que la microbiota intestinal es pot considerar
com un organ més, que col-labora amb el manteniment de 'equilibri de I'ésser huma amb el

medi[8,9].

S’ha vist que les alteracions en la microbiota podrien explicar, en part, algunes epidémies de la

humanitat com és l'obesitat [9].

I Relacio entre obesitat i microbiota intestinal

Com recullen diverses revisions sistematiques [10,11,12,13], existeix una relacié entre I'obesitat
i la microbiota intestinal, sent aquesta la responsable de la possible aparicié de sobrepes o

obesitat, per diverses causes, entre les quals es troben la disbiosis o alteracié de la microbiota.

Actualment, se sap que els nens amb obesitat sén propensos a desenvolupar-la en I'edat adulta,
fet que pot comportar a majors possibilitats de desenvolupar comorbiditats greus com:

dislipémia, SM, malalties cardiovasculars i diabetis tipus 2.

Tot i haver-se demostrat que I'obesitat infantil és una malaltia multifactorial que pot estar
relacionada amb una activitat fisica insuficient, factors genetics, endocrins, psicosocials i una
composicié suboptima de macronutrients de la dieta, també s’ha assenyalat a la diferéncia entre

la composicié de la microbiota intestinal de nens amb obesitat i nens sans [14].



Aquesta variacié de la microbiota també és una possible causa de que s’hagi vist que hi ha
individus amb obesitat perd que s6n metabolicament sans (MHO) i, pel contrari, individus amb
obesitat metabolicament no sans (MUO) [15] amb un perfil patoldgic, ja que presenten
parametres com son els triglicerids, colesterol LDL i HDL, tensi6 o resistencia a la insulina
alterats. Com s’ha explicat, aquests fets son criteris per tal de diferenciar un individu només amb

obesitat, del que també presenta SM.

MHO MUO

Sensibilitat a la insulina Resisténcia a la insulina

Normo-tensié Hipertensio

. N, N

Perfil lipidic normal Dislipemia

Baixa activitat inflamatoria Inflamacié cronica

Funcions fetge normal

Funcions fetge alterades

Meés jove Més gran

[ Menys greix visceral Major greix visceral

[ Sedentari

Estat nutricional correcte

A A A A

[Actiu fisicament

[ Mal estat nutricional

Figura 1. Comparaci6 de caracteristiques entre individu MHO (Metabolically Healthy Obesity) vs.
individu MUO (Metabolically Unhealthy Obesity).

Tot i presentar una massa grassa total semblant, els individus amb MHO mostren sensibilitat a
la insulina, una pressi6 arterial i un perfil lipidic normal, aix{ com un menor grau de inflamacié i

alteracions de la funcié hepatica en comparacié amb els pacients amb MUO [15].

S’han descrit diferents mecanismes per relacionar la composici6 de la microbiota intestinal i el
desenvolupament de l'obesitat. Els canvis en l'estil de vida i d’alimentacié [16] no adient tenen
un impacte important en la microbiota, que contribueix a la progressié de I'obesitat, tant en nens
com en adults, ja que és capag¢ de promoure un estat d’inflamaci6 cronica de baix grau en 'hoste,

caracteritzat per la Rl i el risc cardiovascular (RCV) [17].

A més de l'alimentaci6, s’ha demostrat que I'is d'antibiotics [18] comporta implicacions en el
desequilibri de la microbiota, a curt i llarg termini, podent augmentar més el desenvolupament

de gens resistents [16].



La microbiota intestinal esta composta per trilions de bacteris, sent les dues divisions
predominants les de Firmicutes i Bacteroidetes [11], que es troben tant a la seccié superior
(esofag, estobmac i duodé) com a la part inferior del tracte gastrointestinal. S’ha vist en la
microbiota fecal, que tant en nens com en adults amb sobrepes o obesitat, la divisi6 més
abundant és de Firmicutes [17,19], amb una capacitat major de subministrar I'energia dels
aliments als teixits, entre els quals el teixit adipos, mitjangant la degradacid i la fermentacio6
d’hidrats de carboni complexes. També poden estimular la planificacié genetica a l'intesti, per
canviar aixi les secrecions d’hormones polipeptidiques i altres molecules, debilitant la defensa i

la homeostasis immunologica de 'intesti [11].

Aquest desequilibri entre les divisions de microorganismes comporta a la disbiosis, que déna
com a resultat anomalies en I'absorcio i el metabolisme de nutrients i farmacs, en les funcions de
la barrera intestinal, que controla la permeabilitat intestinal per detenir la translocaci6

bacteriana i 'activacié de funcions immunitaries inflamatories.

A més, els bacteris anaerobis produeixen com a producte final acids grassos de cadena curta
(AGCQC), a partir dels carbohidrats de 'alimentacio, entre ells 'acetat, el propionat i el butirat, els
quals contribueixen al balang energetic diari, a la lipogénesis i I'acumulacié en els adipocits.
Concentracions més elevades d’AGCC fecals poden estar associades amb una permeabilitat
intestinal, excés d’adipositat i altres factors de risc cardiometabolic, aixi com la disbiosis
intestinal; alguns dels components bacterians associats, que s’han implicat en la patogénesis de

'obesitat i altres malalties metaboliques, per la produccié d'inflamacié en el teixit adipds [20,21].

Com s’ha esmentat, la microbiota té un paper molt important en la regulaci6é del metabolisme i
la digesti6 i la biodisponibilitat dels aliments. A més a més de tenir funcions al tub digestiu i
intesti, també s'estén a altres teixits, com poden ser el cervell, el fetge i el teixit adipds. També és
capag de canviar i modular la regulacié de I'energia i del sistema inflamatori [22], I'activaci6 del
qual s’ha demostrat que pot ser donat per la microbiota. Els parametres d’inflamacié relacionats
amb les alteracions de la microbiota, com per exemple la calprotectina, podrien ser sensibles i

especifics a canvis en la microbiota, i, aixi, ajudar al diagnostic i tractament precog [23].

I Que és la calprotectina?

La calprotectina forma part de la familia de les proteines, concretament del grup S100, que sén
proteines de baix pes molecular amb dos unions de Ca2+ a més a més d'unions amb el Zn2+; és
per aquest motiu que les proteines del grup S100 exerceixen importants funcions intracel-lulars
i extracel-lulars. Aquestes es troben Unicament en els vertebrats i séon ampliament distribuides

en 'organisme.
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Aquesta proteina, també és identificada com S100A8/A9. Tot i estar present en diferents fluids
corporals, les seves concentracions sén majors en el plasma. Es un derivat dels neutrofils
principalment, motiu pel qual té efectes antimicrobians i actua en respostes immunitaries. La
mesura de la calprotectina és un marcador per la inflamaci6é gastrointestinal i té una elevada

importancia en el diagnostic de la malaltia inflamatoria intestinal (MII) [24,25].

I Calprotectina fecal

La concentracid de calprotectina fecal (CF) és molt superior a la plasmatica (6 vegades) i la seva

preséncia s’interpreta proporcionalment a la migracié de neutrofils cap al tracte gastrointestinal.

[H°me°S‘aSis Inflamacién La CF és resistent a la degradacié

bacteriana i es manté estable en
femta fins a wuna setmana, a

temperatura ambient. La seva

determinacié és eficag per a distingir

quins pacients amb dolor abdominal

o altres simptomes poden beneficiar-

se d'estudis més agressius com pot

@ Nk
£ RN ser una colonoscopia.

® g0 0—> fecal

® 9 «

Neutréfilo Per aquest motiu, s’utilitza com a

Figura 2. Flux de neutrofils activats que contenen CF durantel procés  hiomarcador per demostrar la

d’inflamacié intestinal.
preséncia d’inflamaci6 de la mucosa

intestinal, a més de ser util pel diagnostic de malalties com s6n la colitis infecciosa aguda,
I'enterocolitis necrotitzant o la colitis microscopica. Tanmateix, més enlla de la inflamacio
intestinal, s’ha vist que la CF pot estar relacionada amb la gravetat de la dermatitis atopica en
nens; nivells alts en la infancia, poden augmentar els risc de desenvolupar la malaltia a I'edat de
6 anys [26,27]. Aix0 succeeix perqueé en el sistema immunologic intestinal, la microbiota té un

paper regulador de malalties immunomediades, com son les al-lergies [28].

La CF mostra com a carencia la seva baixa especificitat, ja que pot augmentar tan en processos
cronics (com malaltia celiaca) com aguts (gastroenteritis infecciosa). A més, la CF pot veure’s
afectada per altres factors relacionats amb I'alimentacid, el medi social en el que es viu,

I'antropometria, la presa de medicaci6 i I'edat.

A Espanya, la poblacié pediatrica des del naixement fins als 18 anys es caracteritza per

experimentar una serie de canvis deguts al creixement, com també variacions en I’alimentacio,
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la flora intestinal, el sistema immunologic, etc. Aquests factors, semblen influir en els nivells de

CF, pel que s’espera que siguin diferents en cada etapa del desenvolupament del nen [24,25].

| Mecanisme d’accié

Aquest és basant desconegut i no hi ha informacié clara, perd pel que s’ha vist, durant el procés
d’'inflamaci6 intestinal es produeix una resposta a diversos factors patogens que activen
I'arribada de cel-lules del sistema immune innat (granulocits, monaocits i macrofags) i de cél-lules
del sistema immune adaptatiu (cel-lules T). Totes aquestes cél-lules alliberen factors mediadors
de la inflamacié o alliberen proteines mitjancant el procés de degradaci6 cel-lular. En aquest
moment, la calprotectina arriba del citosol dels granulocits, pero els monocits i les cel-lules
epitelials intestinals també poden augmentar la secrecié de calprotectina, després d’activar-se

en resposta als factors inflamatoris [29].

Luz intestinal

Lactoferrina
Defensinas
Calprotectina

Lamina propia
Calprotectina
Lactoferrina

Elastasa de PMN
MPO
Calprotectina Lactoferrina
MPO

Lactoferrina

Neutrofilos

Macréfagos
Monocitos

Figura 3. (1) Determinants factors contribueixen a l’alteraci6 de I'epiteli intestinal i activen el sistema
immunitari intestinal. (2) Aquesta resposta implica I'arribada de cel-lules de sistema immune innat i
adaptatiu. Aquestes, segreguen factors mediadors de la inflamaci6 o alliberen proteines mitjancantla
degradaci6 cel-lular. (3) En fases de inflamacid intestinal inicial, aquestes proteines travessen la
mucosa fins la llum intestinal. (4) La femta, al estar en contacte amb la mucosa, conté aquestes

proteines, entre les quals també la calprotectina.
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I Relacio entre calprotectina i obesitat

Com s’ha vist, se sap que la microbiota té un paper important en la modulacié del pes corporal i
també esta involucrada en l'activacié de funcions immunitaries inflamatories, per aixo es busca

la relaci6 directa que pot haver entre el parametre inflamatori, en aquest cas la CF, i 'obesitat.

Diversos estudis [30,31] han demostrat una relacié creixent entre la calprotectina en plasma i
I'obesitat, aixi com amb altres parametres inflamatoris no especifics [32]. No obstant, és
interessant poder trobar una relaci6 entre la CF i I'obesitat, per tal d’obtenir un possible

biomarcador especific i poder aixi prevenir i tractar l'obesitat, i les seves comorbiditats.

Un estudi recent [33] realitzat amb 80 nens i nenes d’entre 6 i 17 anys amb I'objectiu d’examinar
la preséncia de inflamaci6 intestinal avaluant els nivells de la CF, en nens amb obesitat i malaltia
del fetge gras no alcoholica (MFGNA), comorbiditat associada, conclou que els nivells de CF
augmenten com a signe d’inflamacié intestinal. A més, es va determinar que aquest fet és
proporcional a altres parametres com el pes, la circumferéncia de la cintura i la relacié cintura-

alcada.

Tot i que fan falta més estudis, sembla que la CF és un biomarcador de facil aplicacié i economic,
que pot utilitzar-se de forma segura per demostrar presencia d’inflamaci6 intestinal en nens amb

obesitat.

HIPOTESIS I OBJECTIUS

La nostra hipotesis és que la calprotectina fecal pot ser un biomarcador del risc cardiovascular

(RCV) en nens amb obesitat i alteracions de la microbiota intestinal.

L’objectiu principal d’aquest treball és esbrinar si la CF podria ser un marcador d’inflamacié
precoc que predigui el risc de patir sindrome metabdlica en nens amb obesitat com a mediador

de les alteracions en la microbiota intestinal.
Objectius especifics, entre els quals:

* Analitzar la relaci6 entre la CF i els parametres de RCV.

= Comprovar les diferéncies en els nivells de CF entre nens amb obesitat metabolicament
sans i nens amb obesitati SM.

= Comparar CF en nens amb obesitat amb valors de referencia per a poblacié infantil.

= Observar la relacié que hi ha entre la CF i I'antropometria dels nens.
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JUSTIFICACIO

El treball sorgeix a partir d’'un projecte en marxa que pretén analitzar la microbiota intestinal en
un futur breu. Aquest proporciona les mostres de femta de nois i noies d’entre 8 i 14 anys,
disposant d’aquesta manera dels valors de CF, la qual es pretén analitzar com a marcador entre

els canvis en la microbiota i els canvis en els parametres de RCV.

S’ha vist que I'alteracié de la microbiota intestinal pot activar el sistema immunologic intestinal,
on es troba la CF com a marcador. No es coneix la causa o el mecanisme pel qual aquesta esta
elevada en individus amb obesitat, per aixd0 amb aquest treball es vol comprovar si la CF esta
relacionada de forma directa amb els parametres antropometrics i cardiometabolics dels nens
que presenten obesitat. Tanmateix, es vol contemplar el seu possible s com a biomarcador

cardiovascular.

METODOLOGIA

I Disseny

Estudi transversal descriptiu secundari a I'assaig clinic aleatoritzar per conglomerats Obemat?2.0,

on es realitza I'analisi dels parametres de RCV en relacié a la CF a la visita basal de I'estudi.

I Participants

Nens reclutats per a 'estudi Obemat 2.0, d’edats compreses entre els 8 i els 14 anys amb obesitat,
segons les Guies de Practica Clinica en la Prevenci6 i Tractament en I'Obesitat Infantil i
Adolescent del Sistema de Salut Espanyol [34] per nens amb obesitat diagnosticada. Els

participants van ser reclutats als centres d’atenci6 primaria del Camp de Tarragona.

La mostra reclutada originalment van ser 317 nens amb obesitat. En el present estudi
s’utilitzaran les dades dels pacients que van aportar a més a més una mostra de femta; sent un

total de 173 nens i nenes.

I Variables

| Bioquimica

Durant la visita basal es va realitzar una extraccié de sang venosa dels nens en deju, que va ser
processada i aliquotada en menys de 30 minuts. Aquesta mostra es va analitzar per tal d’obtenir

concentracions de glucosa (mg/dl), insulina (mUI), colesterol LDL (mg/dl), colesterol HDL
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(mg/dl), colesterol total (mg/dl), triglicéridos (mg/dl) i index de resistencia a la insulina (HOMA-

IR). Aquest dltim es va calcular segons la formula:

Insulin [u_lﬂ X Glucose [mmol /1]
HOMA — IR = m 57 E

El text de 'analisi bioquimic s’ha traduit als Laboratoris dels Hospitals Joan XXIII de Tarragona i

Sant Joan de Reus.

I Femta

Durant la visita d’'inclusié dels participants, es va donar material per a recollida de femta, entre
el qué hi constava un orinal de cartré d’un sol Us, un tub per a recollida de mostra de femtes que
contenia 'espatula recol-lectora, una bossa isotérmica i un acumulador de fred. S’instruia els
pacients a recollir una mostra de femta durant la seglient setmana i congelar-la a <182C. Un cop
congelada, els pacients portaven la mostra al centre on era conservada a -802C al Biobanc de
I'Institut d'Investigaci6 Sanitaria Pere Virgili com a part d’'una col-leccié de mostres biologiques

que va ser analitzada posteriorment.

Els nivells de calprotectina en femta van ser analitzats als laboratoris del Centre for Omic
Sciences de la Fundacié Eurecat mitjancant el meétode Elisa (Ridascreen calprotectina Reference

G09036).

Diversos estudis [35,36] determinen que els nens d’entre 1 i 6 mesos d’edat tenen nivells molt
més elevats de CF i, a mesura que creixen, aquests van disminuint, indicant la variabilitat
d'aquesta. En nens sans d’entre 4 anys i fins a 'edat adulta, es parla de parametres de normalitat
quan aquests no augmenten dels 50ug/g [36], ja que parametres elevats de fins 250ug/g podrien
distingir els pacients adults amb MII en remissié en comparacié amb la malaltia activa [37].
Degut a la variabilitat dels nivells de CF amb I'edat, altres estudis realitzats només en nens d’entre
4 i 16 anys, especifiquen els nivells normals d’aquesta en poblaci6 infantil sana, depenent de

I'edat, utilitzant percentils [38].

ATl'estudi present s’han classificat els nens segons si tenen la CF per damunt del percentil 95, en

funcid dels valors que es descriuen a I’article de Roca M et al. [38].
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I Antropometria

Es va mesurar el pes (kg), 'altura (m) i la circumferéncia de la cintura (cm) en la visita inicial
utilitzant I'escala SECA769 (50g de precisio), un estadiometre SECA216 (1mm de precisi6) i una
cinta no extensible per a la circumferéncia de la cintura (1mm de precisié). La circumferencia de
la cintura es va mesurar en tres nivells diferents: en la cresta iliaca, en el punt mig entre la cresta

iliaca i la ultima costella, i agafant la circumferencia maxima. L'index de massa corporal (IMC) va

pes [kg]

ser calculat mitjancant la férmula IMC [kg/m2] = alcada [P

i la puntuaci6 Z d’'IMC per a l'edat i

sexe segons les referencies de la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) utilitzant el software de

la OMS [39].

I Tensio Arterial

Es va mesurar la pressié arterial sistolica i diastdlica en la visita basal, 20 minuts després
d’arribar al centre, per duplicat, amb un interval de 5 minuts entre mesures, utilitzant el

dispositiu Dinamap Pro100 al brag esquerre, mentre el nen havia d’estar quiet i tranquil.

| Risc Cardiovascular

Addicionalment, seguint I'article Stavnsbo M et al. [40] s’han convertit les variables implicades
en el RCV a puntuacié Z. Aquestes variables sén: I'IMC, la circumferencia de la cintura, el
colesterol HDL, els triglicerids, la tensi6 arterial sistolica i la diastdlica. Aquest procés s’ha dut a
terme per tal d’eliminar errors degut a 'amplia varietat d’edat dels participants, ja que aquesta
mesura numerica es tradueix com el nombre de desviacions que sobresurt de la mitjana

poblacional, tenint en compte I'edat i el sexe de I'individu.

El limit que s’ha marcat per establir si una variable de risc metabolic és patoldogica o no, és de
+1.5DE de la mitjana. La classificaci6 s’ha fet mitjancant la presencia de 3 o més criteris de RCV.
D'aquesta manera s’han dividit els nens entre aquells que presenten obesitat pero soén
metabolicament sans (MHO) i aquells que tenen obesitat i SM, i per tant presenten alteracions
metaboliques (MUO) [4]. Aquest procés s’ha realitzat per tal d’observar si hi ha diferéncies en els

nivells de la CF entre aquests dos grups.

I Analisis estadistic

Es va comprovar la normalitat de totes les variables a estudiar, fent servir la prova de
Kolmogorov-Smirnov per una mostra. Es va fer servir el test T de Student per comparar el promig
de dos grups de variables normals i el test U de Man Whitney per a les que no seguien una

distribuci6é normal.
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Les variables quantitatives que seguien una distribucié normal, com la puntuacié Z d'IMC o la
circumferéncia de la cintura, s’han expressat en forma de mitjana i desviaci6 estandard (DE). Pel
contrari, les variables que no seguien una distribucié normal s’han descrit com a mediana i rang

interquartilic (RIQ). D’altra banda s’han expressat les variables qualitatives en percentatges.

Per tal d’analitzar si el fet d’estar per sobre del percentil 95 de CF comportava un augment del
RCV, s’han realitzat regressions logistiques binaries fent servir les variables d’ajust de puntuacio

Z d’'IMC i sexe.

Es va acceptar un p-valor <0.05 com a nivell de significaci6 estadistica.

Per a fer 'analisi de dades s’ha utilitzat el paquet de software IBM SPSS Statistics 27.0 (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA).

RESULTATS

La poblaci6 d’estudi s6n 173 nois i noies amb obesitat, d’entre 8 a 14 anys, que han realitzat una
avaluacio clinica completa i que han participat en una col-leccié de mostres biologiques, entre les

quals, les mostres de femta. La mostra es divideix en un 56.1% de nois i un 43.9% de noies.

Després de comprovar la normalitat de les variables, s’ha observat que cap segueix una
distribucié normal, a excepcio6 de la variable puntuaci6 Z de I' IMC (0.200 >0.05), el perimetre de

la cintura (0.072 >0.05) i les divisions Bacteroidetes (0.188 >0.05) i Firmicutes (0.185 >0.05).

La Taula 2 mostra una descriptiva general, on es recullen les diferents variables dividides per
genere i la comparacié entre ambdds sexes. S'observa que entre elles, les que presenten un valor
significatiu sén la puntuacié Z d’'IMC (0.001 <0.05) i la circumferéncia de la cintura (0.005 <0.05).
Pel que fa a la puntuacié Z d’'IMC es mostra una diferéncia entre nois i noies, sent el valor més
elevat en els nois amb un 2.69 de mitjana, en comparacié al 2.44 de les noies. Aix0 indica que els
nois tenen un grau d’obesitat més elevat que les noies. El mateix passa amb la circumferencia de
cintura, ja que s’observa diferencies en nois i noies, sent el valor superior en nois amb una

mitjana de 86.21.

Addicionalment s’ha vist que en el total de la mostra, la divisié de Firmicutes es troba en un
percentatge més elevat que la de Bacteroidetes; i pel que fa les noies, aquesta tltima esta en una

proporci6é més elevada que en els nois, amb una mitjana de 31.46, enfront a 27.05 dels nois.
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Taula 2. Descriptiva de les caracteristiques dels individus, dels resultats de CF i principals

Philums bacterians.

Variables Total Nois Noies P-valor
n=173 n=97 n=76

Mitjana * DE Mitjana * DE Mitjana + DE
Puntuacio Z d'IMC 2.58 +0.45 2.69 +0.47 2.44 +0.37 0.001
Circumferéncia 85.08 +7.78 86.21 +8.13 83.63+7.1 0.005
cintura (cm)

Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
Edat (anys) 10 [9-12] 10 [9-11] 10 [9-12] 0.906
Pes (Kg) 55.5 [47.6-64] 56.3 [50.07-63.7] 55.47 [46.35-65.06] 0.900
Alc¢ada (cm) 147.1 [140.15-156.3] 147.1 [140.65-156] 147.22 [139.36-156.82] 0.546
Calprotectina 448 [30.26-85.62]  44.95 [32.89-84.91] 42.49 [29.80-86.81] 0.052
fecal (ng/g)

Microbiota

Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
Firmicutes (%) 63.22 [49.29-75.93] 64.85 [48.47-76.02] 62.24 [50.14-75.49] 0.682
Bacteroidetes (%)  27.35[14.58-43.82] 27.05[13.84-43.22] 31.46 [15.37-44.40] 0.798

DE, desviaci6 estandard; RIQ, rang interquartilic.

Del total de la mostra, un 83.24% dels nens s6n metabolicament sans, i un 16.76% presenten

I'alteracié dels 3 o més criteris de RCV, traduit en 29 nens.

La Taula 3 és una taula descriptiva dels factors de RCV i els nivells de la CF, comparant els nens
que s6n metabolicament sans dels que mostren alteracions metaboliques. S’observa que els nens
MUO presenten nivells significativament més alts de la puntuacié Z d’'IMC, els triglicerids, la
circumferéncia de la cintura, el HOMA i la tensi6 arterial, tant sistolica com diastolica; i pel
contrari nivells significativament més baixos de la puntuacié Z d’'HDL. No s’observen diferencies

en la composicié de la microbiota.
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Taula 3. Descriptiva entre nens amb obesitat metabolicament sans i nens amb obesitat i

alteracions metaboliques.

Variables Nens MHO Nens MUO P-valor
< 3 criteris SM 2 3 criteris SM
n=144 n=29

Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
Calprotectina fecal 41.61[31.06-81.22] 53.43 [30.58-176.65] 0.338
(ng/g)
Puntuacio Z de 2.04 [<1.63-2,38] 2.45[2.01-2.93] 0.001
Circumferéncia cintura
Puntuacio Z de TG 0.29 [-0.2-0.93] 1.82[0.41-2.52] <0.001
Puntuacio Z de HDL -0.59 [-0.91-0.07] -0.95 [-1.53- -0.67] <0.001
Puntuacio Z de TAS 0.42 [-0.1-0.85] 1.55[0.61-2.09] <0.001
Puntuacié Z de TAD -0.13 [-0.58-0.39] 0.43 [-0.09-1.3] 0.001
Puntuacié Z de HOMA 0.48 [0.05-1.08] 2.15[1.53-3] <0.001

Microbiota

Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
Firmicutes (%) 63.22 [51.03-76.25] 62.96 [36.88-73.33] 0.296
Bacteroidetes (%) 26.27 [14.35-42.12] 31.77 [18.92-55.82] 0.163

TG, triglicerids; HDL, lipoproteines d’alta densitat; TAS, tensié arterial sistolica; TAD, tensid arterial diastolica;
HOMA, index de resisténcia a la insulina; MHO, obesos metabdlicament sans; MUO, obesos metabodlicament no sans;
DE, desviacid estandard; RIQ, rang interquartilic.

D'altra banda, pel que fa la CF, existeix una tendencia a l'al¢a al grup dels nens MUO, amb una

mitjana de 53.43, en comparacid al grup dels nens MHO. S’expressa la diferéncia en un grafic.

Calprotectina fecal
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Figura 4. Nivells de calprotectina (mitjana * error estandard (EE)) en funci6 de la sindrome metabolica.
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S’observa que els participants que tenen la CF amb valors superiors al percentil 95, sén el 22%

de la mostra total, traduit en 38 individus. D’aquesta submostra el 11% so6n nois i un 10.4%

correspon a les noies.

S’han analitzat individualment els factors de RCV, per tal d’observar les diferencies entre els nens

que tenen la CF en nivells elevats i aquells que la tenen dins de la normalitat.
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Diagrama 1. Comparaci6 Puntuacié Z
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Diagrama 3. Comparacié Puntuaci6 Z de

colesterol de lipoproteina d’alta densitat.
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Diagrama 4. Comparacié Puntuacio Z dels
triglicérids.
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Diagrama 7. Comparacié Puntuacio Z de
I'index de resistencia a la insulina.

Figura 5. Diagrama de caixes de les diferencies dels factors de RCV, entre els nens amb obesitat amb nivells de la
CF per damunt del percentil 95 i aquells amb nivells normals.

Ala Figura 5 s’observa una tendencia lleugerament a I'alca en el HOMA i la TAD en els nens que

presenten la CF per damunt del P95.

La Taula 4 és una taula descriptiva en la que s’ha volgut comprovar si el fet tenir la CF en nivells
superiors del P95 comporta una alteracié de les divisions de bacteris de la microbiota intestinal.

Els resultats estadistics no mostren diferéncies significants.
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Taula 4. Descriptiva de la microbiota en funci6 dels nivells de Calprotectina Fecal (participants

amb nivells >P95 vs. nivells normals).

CF > P95 CF < P95 P-valor
n=135 n =38
Mitjana [RIQ] Mitjana [RIQ]
Firmicutes (%) 59.51 [38.50-74-71] 64.56 [50.92-77.25] 0.161
Bacteroidetes (%) 33.75 [19.43-49.78] 25.42 [14.12-42.2] 0.157

CF, calprotectina fecal; P95, percentil 95; RIQ, rang interquartilic.

S’han realitzat regressions logistiques binaries, mirant individualment els diferents factors de
RCV. Els factors de risc seleccionats han estat: el HOMA, triglicerids elevats, HDL baix i la tensid
arterial elevada, tant sistolica com diastolica, ajustats per sexe i puntuacié Z d'IMC. D’aquesta
manera, es vol comprovar si el fet de tenir la CF amb valors superiors al percentil 95, pot
incrementar el risc de presentar algun dels parametres de RCV per damunt de +1.5DE de la

mitjana. També s’ha mirat si aquest fet pot ser un factor de risc de tenir o no SM.

La Taula 5 indica que el fet d’estar per damunt del percentil 95 de CF fa que els nens amb obesitat
de 'estudi presentin 2.17 (p-valor de 0.042) vegades més risc de tenir la tensio arterial sistolica

alterada, amb nivells per damunt de 1.5DE.

En els nens del present estudi, no s’observa que el fet de tenir la CF elevada pugui estar

relacionada amb una alteracié de la resta de factors de RCV.
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Taula 5. Regressio logistica entre els factors de RCV, depenent dels nivells de la CF.

Sexe

Puntuacio Z

Sindrome Metabolica

HOMA > +1.5DE

Triglicerids > +1.5DE

OR (ic95%) p-valor R2

OR (ic95%) p-valor R2

OR (ic95%) p-valor R2

0.71 (0.35-1.43) 0.343

3.49 (1.70-7.18) 0.001

0.32 (0.16-0.60) 0.001

2.56 (1.31-5.03) 0.006

1.07 (0.54-1.88) 0.001

1.59 (0.84-3.02) 0.006

dIMC 0.082 0.086 0.013
Tenir CF > P95 1.72 (0.74-3.99) 0.207 1.11 (0.48-2.53) 0.803 1.17 (0.52-2.62) 0.803
Colesterol HDL < -1.5DE Tensio Arterial Sistolica > +1.5DE Tensio Arterial Diastolica > +1.5DE
OR (ic95%) p-valor R2 OR (ic95%) p-valor R2 OR (ic95%) p-valor R2
Sexe 0.97 (0.36-2.61) 0.951 1.39 (0.73-2.65) 0.318 1.08 (0.40-2.91) 0.866
Puntuaci6 Z 1.85 (0.69-4.90) 0.217 3.10 (1.67-5.75) 0 1.05 (0.38-2.88) 0.920
0.03 0.11 0.001

d’'IMC
Tenir CF > P95

2.16 (0.73-6.35) 0.162

2.17 (1.03-4.59) 0.042

1.17 (0.32-4.21) 0.813

OR: Odds Ratio; HOMA, index de resistencia a la insulina; HDL, lipoproteines d’alta densitat; CF, calprotectina fecal.
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DISCUSSIO

Les principals troballes del I'estudi han estat, per una banda, I'existéncia d'una tendéncia a l'al¢a
dels nivells de CF en els nens MUO, en comparacié amb els nens MHO. D’altra banda, s’ha vist que
el fet de presentar la CF elevada, per damunt del percentil 95, augmenta el risc de tenir la TAS

alta.

Com s’ha pogut veure als resultats, sembla que els nivells de la CF no varien només depenent de
si hi ha o no obesitat, ja que s’han trobat nens amb obesitat que tenen la CF en parametres
normals. Més aviat sembla que aquest augment de la CF és degut a la preséncia de la combinacié
de l'obesitat amb altres factors involucrats, com la microbiota o els factors de RCV. Diversos
estudis que relacionen la obesitat i la CF [41,42], ho justifiquen concloent que en subjectes amb
obesitat s’ha observat una disminucié dels nivells de les cél-lules de Paneth, cel-lules epitelials
encarregades de secretar substancies antibacterianes a la llum intestinal, i que per tant tenen un
paper clau en el manteniment de la barrera gastrointestinal. Aquesta disminuci6 pot explicar en
part la inflamaci6 intestinal, provocada per l'abséncia de I'adequada proteccié en la barrera
gastrointestinal, sent aquesta més permeable i vulnerable a bacteris patdogens i al mal

funcionament.

Reforcant la idea de que l'alteracié de la microbiota en persones amb obesitat pot elevar les
concentracions de CF, Mendall et al. va veure [41] que existeix un perfil microbia relacionat amb
I'obesitat, i que aquest coincideix amb el que es troba associat amb una CF elevada.
Especificament en el perfil de la microbiota obesa va haver-hi una reduccié de la diversitat
bacteriana, amb una disminucié de la proporcié de Bacteroidetes a Firmicutes, i una major
abundancia de Proteobacteries proinflamatories. Aquesta disminucié de la proporcié de
Bacteroidetes també s’observa al nostre estudi, on veiem que en tota la mostra es troben en valors
menors que la divisié Firmicutes; fer que corrobora aquesta disposici6 alterada que s’observa en

individus amb obesitat.

D’altra banda, Verdam et al. [43] van estudiar la CF i la composicié de la microbiota en 28 adults,
trobant que la CF només era detectable en adults amb obesitat amb un patré de microbiota obesa.

A diferencia dels grups d’adults, els estudis de casos-control realitzats en nens s6n escassos.

En la linia dels resultats obtinguts en 'estudi present, Spagnuolo et al. [44] van estudiar 35 nens
amb obesitat severa (IMC > P95) i van veure que la CF estava augmentada en un 47% de la mostra.

Al nostre estudi s’ha observat un percentatge menor de nens amb CF elevada (22%) i es creu que
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pot ser degut a que la mostra no esta constituida Unicament per nens amb obesitat severa.
Spagnuolo et al. conclouen que al ser un mostra petita, s’hauria d’extrapolar a una més ample i
una estratificacio basada en altres indicadors, com la composicié de la microbiota intestinal, i no

I'IMC; observacié que també es podria aplicar en aquest estudi.

Si es comparen els nens sans amb el nens amb obesitat, es veuen diferéncies significatives en un
estudi realitzat en 131 nens amb una mitjana d’edat d'11 anys, on es va utilitzar la calprotectina
sérica [31]. A l'estudi inclus van observar diferéncies entre sexe, sent la calprotectina més alta en
dones que en homes. Aquest augment es va associar a la glucemia en dejd patologica i la
resistencia a la insulina. Aixi, van concloure que 'augment de la calprotectina serica s’associa amb
la obesitat en nens, i es suggereix la seva utilitat com biomarcador per al seguiment de les

complicacions metaboliques.

Pel que fa la CF, Park et al. en un estudi recent [45] comparen tres grups de nens (nens amb
obesitat, amb sobrepés i sans), i mostren resultats amb diferencies significatives dels nivells de la
CF entre nens amb obesitat i nens amb sobrepes, mentre que pel contrari, no es van veure
variacions en els nivells de la CF en nens sans i nens amb sobrepés. Si es comparen les mitjanes
de la CF, entre els nens sans de I'estudi mencionat i els participants de 'estudi present, s’observa
que hi ha una amplia diferencia, sent la mitjana dels nens sans de 7.9 i la dels nens amb obesitat
de 44.8; corroborant que la CF es trobaria en nivells més elevats en aquells nens amb obesitat.
Park et al. no especifiquen quines podrien ser les causes, i mencionen que es necessiten més

estudis per tal de justificar-ho.

No s’ha trobat una relacié directa entre els nivells de CF i 'antropometria, ja que no s’han obtingut
resultats significatius en cap dels parametres. Altres estudis on s’ha pogut observar aquesta
relacié confirmen la seva absencia, igual que s’ha vist en aquest estudi, on no es troba diferéncies
significatives [29]. També hi ha un estudi [33] on conclouen que els nivells de la CF augmenten
com a signe de inflamaci6é intestinal en pacients pediatrics amb obesitat i MFGNA, i son
directament proporcionals amb el pes, la circumferéncia de la cintura i I'index cintura-talla.
Aquest fet pot ser degut a que en 'estudi estableixen els nivells alts de CF com > 50pg/g [35], en

comptes d’utilitzar percentils [37], com hem fet servir nosaltres.

Una troballa d’'interés en els nostres resultats ha estat'observacié d'una tendencia a I'al¢a en els
nivells de la CF en nens MUO, en comparacié amb els nens MHO. A causa de la petita mostra dels
nens MUO, no s’han obtingut resultats significatius. Tot i aixi, sembla que els nivells de la CF
augmenten quan es presenten un conjunt de factors que comporten la inflamacié de I'organisme;

ja que pel contrari si que s’han vist diferéncies significatives en tots els parametres dels factors
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de RCV entre ambdoés grups. Aquests factors en conjunt comporten una alteracié important del
metabolisme, la qual es creu que potarribar a activar el sistema immunologic, portant a 'augment

dels nivells de la CF.

Fins a la data no s’ha trobat cap estudi previ on s’especifiqui una relacié entre la CF i els factors
de RCV. Tot i aixi, en aquest estudi s’ha observat que la CF elevada augmenta el risc de presentar
una TAS alta. Es suggereix que aquest fet pot ser deguta que els nens amb obesitat, perl'inadequat
patr6 alimentari i el que aquest comporta, tenen una inflamacié intestinal local, on la CF esta
present com marcador. Aquesta inflamacié es transloca a altres parts del cos, com s6n els ronyons.
El sistema renal en condicions de inflamacid altera la filtracié renal, provocant I'acumulacié de

sodi, que fa pujar la tensio.

S’han tret aquestes conclusions, perqueé s’ha vist que el fenotip tipic de la hipertensié primaria
(HP) en nens ve causada pel sobrepés, I'obesitat visceral, les anomalies metaboliques tipiques de
la SM i 'activacié immunitaria [46], entre d’altres com 'alteraci6 de la homeostasis del sodi, aixi

com de l'estres oxidatiu i la disfuncié endotelial [47].

Els estudis suggereixen que la inflamacié té un paper important en el control de la pressio arterial
en nens amb obesitat. Encara que sembla que aquest és molt complex i és dificil de determinar la
relacié causal entre la hipertensié6 i la inflamacio; és a dir, es desconeix quina pot ser la causa i

quin I'efecte [47].

La hipertensid avui dia esta augmentant de manera accelerada en nens i adolescents, amb una
prevalenga en nens amb sobrepés de 4-1% i d’'un 11-23% ens nens amb obesitat. La seva
identificaci6 preco¢ en nens i adolescents pot ajudar a prevenir la morbiditat i mortalitat
cardiovascular relacionades amb la hipertensié en l'edat adulta [47]. Per aquests motius,

suggerim que la CF podria utilitzar-se com a biomarcador de RCV en nens amb obesitat.

D’altra banda, tal i com s’ha esmentat a I'estudi, la microbiota juga un paper important en la salut
i la malaltia. En l'estudi de Barrows et al. [48], suggereixen que la preséncia de disbiosis, present
en individus amb obesitat, té una possible relaci6 amb la hipertensid. En comparacié6 amb
individus sans, els individus hipertensos presenten una disminucié de la riquesa i diversitat
microbiana intestinal. Wenzel et al. [49] i un estudi que relaciona la microbiota amb la hipertensio
[50] conclouen que la microbiota sembla modular les respostes immunitaries, i les alteracions en
aquesta contribueixen als trastorns immunitaris i malalties cardiovasculars. A més, els AGCC,
subproductes del metabolisme microbia intestinal, influeixen en diversos aspectes de la fisiologia

de I'hoste, fins i tot en la regulaci6 de la TA. Tenen un efecte antiinflamatori tant sobre I'epiteli del
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colon com sobre el sistema immunitari, que es regula mitjancant l'activacié de receptors de
proteines G i acaben reduint la inflamacié intestinal. Aquesta interferéncia entre la microbiota, el
sistema renal i el cardiovascular, podria ser important per la patogenesis i el tractament de la

hipertensid.

S’ha de tenir en compte les segiients puntualitzacions a '’hora d'interpretar les conclusions i

resultats obtinguts en el nostre estudi, ja que s’han trobat una serie de limitacions.

Es destaquen com limitacions, la reduida mostra de nens amb que tenen la CF en nivells superiors
del P95; aixi com dels nens amb SM, ja que els participants tenen edats molt precoces per
presentar aquests factors de RCV alterats; aixi com la petita mostra dels nens que tenen la CF en
nivells superiors del P95. Segurament si tinguéssim una mostra més gran de nens amb SM, a més

de la TAS elevada, també es podrien observar de manera alterada altres factors de RCV.

Pel contrari, es disposa d’'una mostra important de nens amb obesitat. A més, la hipotesis

proposta és molt novedosa, i pot donar peu a altres estudis d’investigacio.

Possiblement no s’observa una relacid directa entre la CF i la SM perqueé els participants s6n molt
joves, pero pensem que la CF pot ser un possible marcador d’'inflamacié pre-clinic, ja que si la
inflamacié metabolica que es troba present avui dia en els participants, perdurés en el temps,
aquesta acabaria provocant la SM; si observéssim als nens al llarg del temps, quan aquests arribin
a l'edat adulta, probablement presentin els factors de RCV empitjorats. Per aixo, el seguiment a
llarg termini dels pacients podria ajudar a esbrinar si aquesta capacitat predictiva de la CF és

possible.

Segons els resultats obtinguts en el present estudi en funci6 de la TAS, ila tendéncia que s’observa
en la resta de factors de RCV, la CF podria ser un biomarcador per la prevencié de malalties

cardiometabdliques.

CONCLUSIONS

* No hi ha relacié directe entre I'antropometria i la CF.

* No s’han observat diferéncies entre els nivells de CF en nens MHO i els nens MUO.

= Tendencia lleugerament a I’alca de nivells de CF en els nens MUO.

®  Tenir la CF elevada podria ser un marcador de risc de presentar TAS alta.

»  El seguiment al llarg termini d'aquests pacients, podria aportar més informacio6 sobre la

capacitat predictiva de la CF.
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