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1 PRESENTACION

La presente tesis doctoral se atiene a la Normativa de Estudios de Doctorado de Ila
Universidad Miguel Hernandez (UMH) siguiendo el formato de presentacion de tesis
mediante articulos cientificos para optar a la mencion de Doctor por la UMH, a través

del programa de Doctorado de Salud Publica, Ciencias Médicas y Quirurgicas.

La tesis se ha desarrollado en el grupo de Epidemiologia de la Nutriciéon (EPINUT) del
Departamento de Salud Publica, Historia de la Ciencia y Ginecologia de la UMH
liderado por el profesor Jesls Vioque. Esta tesis se integra dentro del proyecto
“INfancia y MedioAmbiente” (INMA), un estudio prospectivo de cohortes madres-
hijos, cuyo objetivo es evaluar los factores ambientales incluyendo los dietéticos, que
influyen en la salud infantil. Para la realizacién de la tesis doctoral, se han utilizado los
datos recogidos en la visita de seguimiento de los nifios a los 4-5 afios con el fin de
describir la ingesta de acidos grasos trans a esta edad y explorar su asociacién con

sobrepeso y obesidad infantil.

En el afno 2014, durante la realizacién del Master en Salud Publica de la UMH, me
incorporé como investigador al grupo EPINUT después de licenciarme en medicina.
Inicialmente realicé el trabajo investigador en el contexto de dos becas de
investigacion de la UMH y posteriormente compaginé la investigacién a tiempo parcial
mientras realizaba la residencia en Medicina Interna en el Hospital General

Universitario de Alicante.

La tesis doctoral se compone de varios apartados. En primer lugar, en la introduccion
se muestran los antecedentes sobre obesidad infantil y dacidos grasos trans. A
continuacion, se presentan la justificacién, las hipdtesis y los objetivos. Posteriormente
se desarrolla la metodologia, describiendo la poblacién estudiada, las variables
principales, incluyendo la estimacién de la ingesta de los nutrientes como los acidos
grasos trans, la definicion de sobrepeso y obesidad infantil, asi como el analisis
estadistico. En el siguiente apartado se presentan los resultados. Por ultimo, se
presenta la discusidon que compara los resultados con la literatura cientifica existente

para finalizar con las conclusiones y las implicaciones en Salud Publica de la tesis



doctoral. En el anexo se encuentran las copias de las publicaciones cientificas en las

que la tesis doctoral se basa.

Primera publicacién:

Titulo: Dietary Intake of Trans Fatty Acids in Children Aged 4-5 in Spain: The INMA
Cohort Study

Autores: Alexander Scholz, Daniel Giménez Monzo, Eva Maria Navarrete Murfoz,
Manuela Garcia de la Hera, Ana Ferndandez Somoano, Adonina Tarddn, Loreto Santa
Marina, Amaia Irazabal, Dora Romaguera, Mdnica Guxens, Jordi Julvez, Sabrina Llop,

Maria José Lépez Espinosa, Jesus Vioque
Revista: Nutrients. 2016;8(10)625. doi: 10.3390/nu8100625

Factor de impacto del JCR en 2015 de 3.759, ocupando la posicion 16/80 en la

categoria Nutrition & Dietetics (Q1)

Segunda publicacidn:

Titulo: Association between trans fatty acid intake and overweight including obesity in

4 to 5-year-old children from the INMA study

Autores: Alexander Scholz, Eva Maria Navarrete Muiioz, Manuela Garcia de la Hera,
Ana Fernandez Somoano, Adonina Tarddn, Loreto Santa Marina, Eva Pereda Pereda,

Dora Romaguera, Monica Guxens, Andrea Beneito, Carmen lfiguez, Jesus Vioque
Revista: Pediatric Obesity. 2019;14(9):€12528. doi: 10.1111/ijpo.12528

Factor de impacto del JCR en 2018 de 3.713, ocupando la posicién 10/125 en la
categoria Pediatrics (D1/Q1)
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5 RESUMEN

5.1 ANTECEDENTESY OBJETIVOS

El sobrepeso y la obesidad infantil se han convertido en un grave problema de salud
publica a nivel mundial en las ultimas décadas debido al aumento de su prevalencia.
Segun la definicidn aplicada, la edad y la region estudiada, la prevalencia de sobrepeso
y obesidad infantil oscila entre 10-40%. El sobrepeso y la obesidad en la infancia se
asocian a sobrepeso y obesidad en la adolescencia y en la vida adulta, asi como a un
aumento de la morbilidad y mortalidad. Por ejemplo, los nifios con sobrepeso y
obesidad son mds propensos a desarrollar enfermedades como diabetes mellitus tipo
2, enfermedades cardiovasculares, enfermedades musculoesqueléticas, depresién y
ansiedad. Hasta la fecha, se han descrito numerosos factores de riesgo para el
desarrollo de obesidad infantil, aunque solamente existe evidencia consistente para la
asociacién entre obesidad infantil y factores genéticos, asi como bajos niveles de

actividad fisica pero no para factores dietéticos.

No obstante, en poblacién adulta, la ingesta de tipos especificos de grasa se ha
asociado a obesidad, en particular, la ingesta de acidos grasos trans (AGT). AGT son
isdmeros geométricos de acidos grasos insaturados que poseen al menos un doble
enlace carbono-carbono no conjugado en configuracidn trans y pueden ser de origen
natural o industrial. Recientemente ha crecido la evidencia que la ingesta de AGT de
origen natural o industrial puede tener diferentes efectos. En este sentido, se ha
mostrado que una mayor ingesta de AGT industriales esta asociada a obesidad visceral
y a un mayor riesgo cardiovascular en adultos. Sin embargo, la ingesta de AGT
naturales no se ha asociado a cambios en el tamafio, la forma o la composicidn

corporal en adultos.

Debido a los efectos negativos de AGT descritos, muchos paises han limitado
legalmente el contenido de productos dietéticos de AGT y la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) recomienda que menos del 1% de la energia ingerida provenga de AGT.

Sin embargo, la informacidn publicada sobre las fuentes y las cantidades de la ingesta

12



de AGT industriales y naturales en nifios que se encuentran en etapa preescolar, asi

como su asociacion con sobrepeso y obesidad en esta poblacién es escasa.

Por ello, el objetivo de esta tesis es describir la ingesta de AGT en total, industriales y
naturales en nifios de 4-5 afios en Espafia y explorar la asociacion entre la ingesta de

AGT y sus subtipos y sobrepeso, incluyendo obesidad, en esta poblacidn.

5.2 METODOS

Se han analizado de forma transversal los datos obtenidos entre 2009 y 2012 de 1829
ninos de 4-5 afios del estudio INfancia y Medio Ambiente (INMA), un estudio de
cohorte multicéntrico prospectivo de madres e hijos en Espafia. A fin de recoger los
datos, profesionales de la salud realizaron entrevistas con los nifios y los padres y
tomaron mediciones antropométricas directas del peso corporal y de la estatura de los
ninos mediante procedimientos estandarizados. Se calculd el indice de masa corporal y
se definidé sobrepeso incluyendo obesidad de acuerdo con los criterios de la
International Obesity Task Force (IOTF). Ademas, se recogieron al inicio del estudio

variables sociodemograficas de las familias.

Por otro lado, se estimé la ingesta dietética de alimentos de los nifios con un
cuestionario semicuantitativo de frecuencia de alimentos validado. Se calculé Ia
ingesta diaria habitual de cada nutriente incluyendo AGT en total, y de origen
industrial o natural, multiplicando la frecuencia de la ingesta de cada alimento por el
contenido de nutrientes de la porcidon especificada en el cuestionario teniendo en

cuenta tablas de composicién de alimentos actuales publicados.

En un primer estudio se realizaron analisis descriptivos para comparar la ingesta de
AGT en g/dia y en porcentaje de energia ingerida entre las cohortes del estudio.
Ademas, se aplicaron analisis de regresion lineal multiple para explorar la asociacién
entre las caracteristicas de los padres y de los nifios y la ingesta de AGT en total,
industriales y naturales calculando los coeficientes de regresion B y sus
correspondientes intervalos de confianza. Los modelos se ajustaron por posibles

variables de confusion.

13



En un segundo estudio se describieron las caracteristicas de los niflos con peso normal
y de los que tenian sobrepeso incluyendo obesidad. Asimismo, se emplearon analisis
de regresion logistica multiple para investigar la asociacién entre la ingesta de AGT en
total, industriales y naturales y sobrepeso, incluyendo obesidad, calculando las odds
ratios (OR) y sus correspondientes intervalos de confianza. Se emplearon dos modelos
diferentes ajustados por distintas variables de confusion, ademds de realizar multiples

analisis de sensibilidad.

5.3 RESULTADOS

Las ingestas diarias medias de AGT en total, industriales y naturales fueron 1.36, 0.60 y
0.71 g/dia respectivamente. Un 10% de los niflos obtuvieron >1% de su ingesta de
energia de AGT. Las principales fuentes de los AGT industriales fueron comida rapida,
pan blanco y productos horneados procesados. Leche, carne roja y procesada y

productos horneados procesados fueron las principales fuentes de AGT naturales.

Tener padres de paises distintos de Espafia se asocid significativamente a una mayor
ingesta de AGT (en mg/dia) naturales (B 45.5) y ver televisidn (en horas/dia) se asocio
de manera significativa a una mayor ingesta de AGT industriales (B 18.3). Una mayor
ingesta de frutas y verduras se asocio significativamente a una menor ingesta de AGT
en total (B -85.5), industriales (B -46.6) y naturales (B -44.9), mientras que una mayor
ingesta de bebidas azucaradas se asocié a una menor ingesta de AGT en total (B -27.6)

y naturales (p -34.8).

Ademas, tras ajustar por los principales factores de confusidn, el cuartil mas alto de la
ingesta de AGT industriales (> 0.7 g/dia) se asocid a un mayor riesgo de tener
sobrepeso y obesidad (OR 1.57, IC 95% 1.13-2.21, p trend para cuartiles 0.01). Por el
contrario, no se observaron asociaciones significativas entre la ingesta de AGT

naturales y sobrepeso incluyendo obesidad.
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5.4 CONCLUSIONES

En nifios espanoles en edad preescolar, la ingesta de AGT en total fue relevante,
teniendo en cuenta que el 10% de los ninos estudiados sobrepasaron la ingesta
recomendada por la OMS. Ademds, la ingesta de AGT en total e industriales se asocié a
patrones alimentarios y estilos de vida menos saludables. Por dltimo, una mayor
ingesta de AGT industriales, pero no de AGT naturales, se asocid a sobrepeso y

obesidad.
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6 SUMMARY

6.1 BACKGROUND AND OBJECTIVES

Childhood overweight and obesity have become serious health problems due to the
worldwide increasing prevalence in recent decades. Depending on the applied
classification, the age and the region, the prevalence of childhood overweight
including obesity ranges from 10-40%. Overweight and obesity in children is associated
with overweight and obesity in adolescents and adults and an increased morbidity and
mortality. Overweight and obese children are more likely to develop diseases like type
2 diabetes, cardiovascular diseases, musculoskeletal diseases, depression, and anxiety.
There are numerous risk factors for the development of childhood obesity, although
there is only strong consistent evidence for the association between childhood obesity
and genetic factors, as well as low levels of physical activity but not for dietary factors.
However, in adults, the intake of specific fat types is associated with obesity,
particularly the intake of trans fatty acids (TFA). TFA are geometric isomers of
unsaturated fatty acids that have at least one unconjugated carbon-carbon double
bond in a trans configuration and can be of natural or industrial origin. Recently the
evidence has grown that the intake of TFA of natural or industrial origin can have
different effects. It has been shown that a higher intake of industrial TFA is associated
with visceral obesity and a higher cardiovascular risk in adults. However, the intake of
natural TFA has not been associated with changes in body size, shape, or composition.
Due to the negative effects of TFA described, many countries have limited the content
of TFA of dietary products by law and the World Health Organization (WHO)
recommends that less than 1% of the energy ingested comes from TFA. However, the
published information about the sources and amounts of intake of industrial and
natural TFA in preschool children and its association with overweight and obesity in
this population is scarce. Therefore, the objective of this thesis is to describe the intake
of total, industrial and natural TFA in 4- to 5-year-old children in Spain and to explore
in this population the association between the intake of TFA and its subtypes and

overweight, including obesity.
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6.2 METHODS

For this thesis, data from 1829 4 to 5-year-old children from the INfancia y Medio
Ambiente (INMA) study, a prospective multicenter cohort study of mothers and
children in Spain, was obtained between 2009 and 2012, and cross-sectional analyses

were performed.

Professionals conducted interviews with parents and took direct anthropometric
measurements of the children's body weight and height. Body mass index was
calculated, and overweight including obesity was defined according to the criteria of
the International Obesity Task Force (IOTF). In addition, sociodemographic variables of
the parents were collected at the beginning of the study. The children's dietary food
intake was estimated with a validated semi-quantitative food frequency questionnaire.
The usual daily intake of each nutrient including total, industrial, and natural TFA was
calculated by multiplying the intake frequency of each food by the nutrient content of
the portion specified in the questionnaire, considering current food composition

tables.

In a first study, descriptive analyzes were performed to compare TFA intake in g/day
and in percentage of energy ingested among the study cohorts. In addition, multiple
lineal regression analyzes were applied to explore the association between the
characteristics of parents and children and total, industrial, and natural TFA intake (in
mg/day), calculating the B regression coefficients and its corresponding 95%

confidence intervals. The models were adjusted for possible confounding variables.

In a second study, the characteristics of children with normal weight and overweight
including obesity were described. Likewise, multiple logistic regression was used to
investigate the association between total, industrial and natural TFA intake and
overweight, including obesity, calculating the Odds ratios (OR) and its corresponding
95% confidence intervals. Two different models were applied adjusting for different
possible confounding variables. Additionally, different sensitivity analyzes were

performed.
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6.3 RESULTS

The average daily intakes of total, industrial, and natural TFA were 1.36, 0.60 and 0.71
g/day, respectively. About 10% of children ingested >1% of their energy intake from
TFA. The main sources of industrial TFA were fast food, white bread, and processed
baked goods. Milk, red and processed meat, and processed baked goods were the
main sources of natural TFA. Having parents from countries other than Spain was
significantly associated with a higher intake of natural TFA (in mg/day) (B 45.5) and
watching television was significantly associated with a higher intake of industrial TFA (B
18.3). A higher intake of fruits and vegetables was significantly associated with a lower
total (B -85.5), industrial (B -46.6) and natural (B -44.9) TFA intake, while a higher
intake of sugar sweetened beverages was associated with a lower total (f -27.6) and

natural (B -34.8) TFA intake.

In addition, after adjusting for main risk factors, the highest quartile of industrial TFA
intake (>0.7 g/day) was associated with a higher risk of overweight and obesity (OR
1.57, 95% Cl 1.13-2.21, p for trend for quartiles 0.01). However, no significant
associations between natural TFA intake and overweight including obesity were

observed.

6.4 CONCLUSIONS

In Spanish preschool children, the total TFA intake was relevant considering that about
10% exceed the intake recommended by the WHO. Total and industrial TFA intake was
associated with less healthy eating patterns and lifestyles. Furthermore, higher

industrial, but not natural TFA intake, was associated with overweight and obesity.
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7 INTRODUCCION

7.1 SOBREPESO Y OBESIDAD INFANTIL

7.1.1 Definicion de sobrepeso y obesidad infantil

El sobrepeso y la obesidad se definen por un exceso de grasa corporal, aunque ante la
complejidad de medir directamente la grasa corporal se han establecido medidas
indirectas como el indice de masa corporal (IMC) que permite estimar el exceso de
grasa corporal y con ello la presencia de sobrepeso y obesidad (Kumar y Kelly, 2017). El
IMC se calcula dividiendo el peso corporal en kilogramos por el cuadrado de la altura
en metros. Es una medida ampliamente usada y aceptada que estima en nifios a partir
de 2 afios adecuadamente la grasa corporal (Freedman y Sherry, 2009). Entre sus
limitaciones destaca que tiende a sobreestimar la grasa corporal en niflos con baja
altura o masa muscular elevada, y a infraestimar la grasa corporal en nifilos con masa
muscular reducida, por ejemplo, en el contexto de baja actividad fisica (Javed et al.,
2015). Otras medidas indirectas establecidas incluyen la relaciéon entre el peso y la
estatura que es particularmente usada para determinar la grasa corporal en nifios
menores de dos afios (Furlong et al., 2016) y medidas de la distribuciéon de la grasa
corporal como la circunferencia de cintura o la relacién entre la cintura y la cadera
(Taylor et al., 2000). Existen varias clasificaciones de sobrepeso y obesidad infantil
basadas en puntos de corte a nivel poblacional para la edad y el sexo segun el IMC.
Una de las clasificaciones mas ampliamente utilizada en los estudios de investigacion
de base poblacional es la propuesta por la International Obesity Task Force (IOTF), que
se basa en limites del IMC especificos para la edad y el sexo que se corresponden a los
puntos de corte de sobrepeso y obesidad en adultos (Cole et al., 2000). Otras
clasificaciones utilizadas en algunos estudios incluyen la clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que se basa en la desviacion del IMC de la
mediana estandar de crecimiento de la OMS (de Onis et al., 2007), asi como la
clasificacion de los Centers for Disease Control (CDC) de Estados Unidos basada en
percentiles del IMC especificos para la edad y el sexo (Kuczmarski et al., 2000). Como

consecuencia, dependiendo de la clasificacién utilizada, los resultados de los estudios
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pueden variar lo que limita su comparabilidad (Monasta et al., 2011; de Onis et al.,
2007; Lopez-Sanchez et al., 2019). Se ha comprobado que los criterios de la IOTF son
mas especificos y los criterios de la OMS son mas sensibles a la hora de detectar la

presencia de sobrepeso y obesidad infantil (Valerio et al., 2017; Neovius et al., 2004).

7.1.2 Epidemiologia del sobrepeso y de la obesidad infantil

El sobrepeso y la obesidad infantil se han convertido en un problema grave de salud
publica a nivel mundial en las Ultimas décadas debido principalmente al aumento de su
prevalencia (Lobstein et al., 2015; Abarca-Gémez et al., 2017). En muchas regiones del
mundo la prevalencia de la obesidad infantil se duplicé o incluso triplicé entre 1970 y
2000 (Han et al., 2010; Wang y Lobstein, 2006) aunque la prevalencia de sobrepeso y
obesidad infantil varia considerablemente segun la clasificacion empleada, la zona
geografica estudiada y ademas incrementa con la edad (Ogden et al., 2016). Un
estudio del afio 2013 reveldé que, en los paises desarrollados, la prevalencia de
sobrepeso y obesidad en nifios de 2-19 afios ha aumentado de 16.9% en nifios y 16.2%
en nifias en 1980 a 23.8% en nifios y 22.6% en niflas en 2013 (Ng et al., 2014).
Asimismo, la prevalencia ha aumentado en los paises en desarrollo de 8.1% en nifios y
8.4% en nifias en 1980 a 12.9% en nifios y 13.4 en nifias en 2013. En total, los datos de
este estudio indican un aumento del 47.1% de la prevalencia mundial de sobrepeso y
obesidad en nifios de 2-19 afios entre 1980 y 2013. En la figura 1 se visualiza la
evolucidn de la prevalencia estandarizada por edad de sobrepeso y obesidad en nifios
y nifias de 2-19 afios de 1980 a 2013 a nivel global. En nifios en edad preescolar de 0 a
5 afios la prevalencia mundial estimada de sobrepeso y obesidad aumento de 4.2% en
1990 a 6.7% en 2010 y 9.1% en 2020, aunque se aprecian diferencias considerables
entre los diferentes paises (de Onis et al., 2010). También aumenté la prevalencia
mundial de sobrepeso y obesidad en nifios y adolescentes de 5-19 afios entre 1975 y
2016 en nifias de 0.7% a 5.6% y en nifios de 0.9% a 7.8% (Abarca-Gémez et al., 2017).
No obstante, los datos de este estudio indican que desde el afio 2000 en diferentes
paises desarrollados el aumento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad ha bajado
lo que puede indicar que la prevalencia esta llegando en algunos paises a una meseta,

aungue en un nivel alto (Abarca-Gémez et al., 2017).
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A: Overweight and obesity (based on IOTF cutoffs) B: Obesity (based on IOTF cutoffs)
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Figura 1: Evolucidn de la prevalencia global de sobrepeso y obesidad, estandarizada
por edad en nifos y nifias de 2-19 afos entre 1980 y 2013. De Ng et al., 2014.

En Europa varid, segun datos de la década de 1990 y principios de la década de 2000,
la prevalencia de sobrepeso en nifios de 7 a 11 afios entre un 10% en Rusia y un 36%
en ltalia (Lobstein y Frelut, 2003). Un metaandlisis publicado en el afo 2019 que
incluye 32 estudios publicados entre 2006 y 2016 con un total de aproximadamente
200.000 ninos preescolares de 2-7 afios de 27 paises europeos concluyd que la
prevalencia de sobrepeso y obesidad fue del 18% con una prevalencia mas elevada en
los paises del sur de Europa (Garrido-Miguel et al., 2019). Asimismo, un estudio del
afo 2019 reveld que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios de 7-19 anos en
el sur de Europa fue del 32.3% (Lopez-Sanchez et al., 2019). Ademas, otro metaanalisis
del afo 2019 que analiza 103 estudios con un total de aproximadamente 480.000
ninos de 2 a 13 afios de 28 paises europeos describe que entre 1999 y 2016 la
prevalencia de sobrepeso y obesidad se mantuvo estable en el oeste de Europa en un
19% y en Europa central en un 15% (Garrido-Miguel et al., 2019). No obstante, en la
peninsula ibérica disminuyd la prevalencia del 30% al 26% pero en el resto del

mediterraneo aumentod del 23% al 25%.

En Espafia, segun datos de la OMS del afio 2016 la prevalencia de sobrepeso vy
obesidad infantil fue de 34.1% en nifios de 5-19 afios (WHO, 2016). Segun la Encuesta

Nacional de Salud de Espafa del afio 2017 que se basa en datos autorreferidos la
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prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios de 2-17 afios fue 28,6% (Ministerio de
Sanidad, Consumo y Bienestar Social, 2017). Un estudio espaiiol del afio 2020 analizé
los datos de la historia electrénica de salud de 1.1 millones nifios de 2-17 afios de
Cataluia entre 2006 y 2016 (de Bont et al., 2020). Como se puede observar en la figura
2, la prevalencia de sobrepeso y obesidad oscila entre aproximadamente 10% en nifios
de 2-5 afios y hasta aproximadamente 40% en nifos de 12-17 afios. Ademas, se puede
apreciar una disminucién estadisticamente significativa pero leve a lo largo del periodo

estudiado en ambos sexos y todos los rangos de edad.
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Figura 2: Evolucidn de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en Espafia en nifios entre
2y 17 afos. Los cuadrados representan los datos de 2-5 afios, los tridngulos los datos
de 6-11 anos y los circulos de 12-17 afios. De de Bont et al., 2020.

En la figura 3 se muestra la tasa de incidencia de la deteccién de sobrepeso y obesidad
segln la edad de la poblacién catalana estudiada, siendo esta mas alta a los 6-7 afios

tanto en ninos como en ninas.
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Figura 3: Tasa de incidencia de sobrepeso y obesidad en Espafia en nifios entre 2y 17
afios segun sexo y edad. De de Bont et al., 2020.

Aparte de las diferencias de la prevalencia de sobrepeso y obesidad infantil que
pueden existir segln la edad, el sexo y la regidén geografica se ha demostrado que varia
también segun factores étnicos y socioecondmicos (Kumar y Kelly, 2017). En nifios
preescolares estadounidenses se ha demostrado que la prevalencia de obesidad es
mas alta en poblacion norteamericana nativa, hispanicos y negros en comparacion con
blancos no hispanicos o asidticos (Anderson y Whitaker, 2009). Ademds, la prevalencia
de sobrepeso y obesidad infantil en EE. UU. es mds alta en poblaciones con bajos
ingresos (Eagle et al., 2012). En Espafiia, se ha mostrado que tanto la prevalencia como
la tasa de incidencia de sobrepeso y obesidad son mds altas en zonas socialmente
desfavorecidas como en zonas urbanas y en nifios con nacionalidad no espanola (de

Bont et al., 2020).

En resumen, a pesar de las diferencias metodolégicas entre los estudios se puede
concluir que la prevalencia de sobrepeso y obesidad infantil ha aumentado
progresivamente en todas las regiones del mundo y todos los rangos de edad durante
las ultimas décadas y, aunque Ultimamente se esta apreciando una meseta en algunas
zonas, esta en un nivel preocupante afectando aproximadamente entre un 10% y un

40% de la poblacion infantil.
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7.1.3 Etiologia de la obesidad infantil

La etiologia de sobrepeso y obesidad infantil es compleja y multifactorial dado que se
han identificado numerosos factores de riesgo genéticos, ambientales y ecolégicos que

se interrelacionan (Kumar y Kelly, 2017).

En los ultimos afios, multiples estudios tanto con modelos animales, estudios con
familias y mas recientemente, estudios con técnicas moleculares (genome wide
association studies), han evidenciado que los factores genéticos juegan un papel
importante en el desarrollo de sobrepeso y obesidad infantil (Chesi y Grant, 2015). En
algunos casos alteraciones monogenéticas pueden producir obesidad infantil, pero, en
la mayoria de los casos, es el resultado de la interaccion de multiples genes que
influyen en la percepcion de hambre y saciedad, en la regulacion de los adipocitos y en
el control del gasto energético (Ang et al., 2013). También existen factores
epigenéticos que pueden propagar la aparicion de obesidad infantil (Chang y Neu,
2015). A favor de una influencia genética importante apunta el hallazgo que los hijos
de padres obesos tienen un mayor riesgo de desarrollar obesidad en comparacién con
hijos de padres sin obesidad, aunque parcialmente podrian contribuir factores

socioculturales y ambientales (Whitaker et al., 1997).

Ademas, existen enfermedades endocrinas que pueden contribuir al desarrollo de
obesidad infantil, como el exceso de glucocorticoides, hipotiroidismo o el déficit de la
hormona de crecimiento (Kumar y Kelly, 2017). Igualmente, otras enfermedades como
lesiones hipotalamicas pueden en ocasiones causar obesidad infantil. La toma de
diferentes medicamentos como ciertos antidepresivos, antipsicdticos o antiepilépticos

puede contribuir a la obesidad (Reekie et al., 2015; Hamed, 2015).

Asimismo, otros estudios han mostrado que distintos factores perinatales pueden
asociarse a un aumento del sobrepeso y obesidad infantil. Por ejemplo, los hijos de
madres con diabetes gestacional tienen un mayor peso al nacer y un mayor riesgo de
desarrollar obesidad (McMillen et al., 2009). Esto se debe a la hiperinsulinemia fetal en
respuesta a glucemias maternas y fetales elevadas que estimula el aumento del tejido
adiposo fetal (Oken y Gillman 2003). Dado que nifios con obesidad son mas propensos

a tener obesidad en la edad adulta incluyendo a futuras madres donde a su vez la
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obesidad es un factor de riesgo para desarrollar una tolerancia alterada de glucosa
durante el embarazo o incluso una diabetes gestacional, se ha propuesto un modelo
intergeneracional de obesidad que resume este circulo vicioso (figura 4) (McMillen et
al., 2009). Este modelo, aunque sea una simplificacién de los complejos procesos
relacionados con el desarrollo de obesidad tanto en la edad infantil como adulta,
ilustra la importancia de intervenciones en diferentes niveles para poder disminuir la

prevalencia de obesidad a cualquier edad.

Riesgo de ~ Riesgo de
obesidad obesidad

aedad pre
adulta embarazo
Riesgo de Riesgo de
obesidad diabetes
infantil gestacional
\ Riesgo de
sobrepeso
del recién
nacido

Figura 4: Modelo intergeneracional de obesidad. Modificado de McMillen et al., 2009.

Ademads, hay una asociacién entre la ganancia de peso durante el embarazo vy la
cantidad de grasa corporal del recién nacido (Hull et al., 2011). También hay evidencia
derivada de estudios longitudinales que una mayor ganancia de peso durante el
embarazo se asocia a un mayor IMC infantil a todas las edades y un mayor riesgo de
obesidad en la edad adulta, independientemente del peso materno previo al embarazo

(Schack-Nielsen et al., 2010) o factores genéticos (Ludwig y Currie, 2010).

Por otro lado, el riesgo de desarrollar sobrepeso u obesidad es mas alto si una persona
con un perfil genético de riesgo se expone a factores de riesgo ambientales, siendo
uno de los factores ambientales mas importantes la nutricién. Tras el nacimiento, el
primer contacto con alimentos ya puede ser importante en este sentido, dado que la
lactancia materna se ha asociado en algunos estudios a un menor riesgo de obesidad

infantil (Arenz et al., 2004). Por otra parte, se ha demostrado que la adopcién de un
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estilo de alimentacién tipico de paises industrializados con comidas de alta densidad
energética es un factor de riesgo para desarrollar obesidad infantil (Pérez-Escamilla et
al., 2012). Asi, hay evidencia que el consumo de nutrientes hipercaléricos como
bebidas azucaradas incluyendo zumos (Gonzalez-Palacios et al., 2019; Malik et al.,
2013; DeBoer et al., 2013) y comida rdpida (Mancino et al., 2014) se asocian a
obesidad infantil. Dado que muchos nifios pasan una parte considerable de su tiempo
fuera de casa, en muchos casos ingieren una proporciéon importante de las calorias
diarias en instituciones como colegios y se ha demostrado que la organizacién de la
alimentacion en este ambito puede influir en el desarrollo de obesidad infantil (Heelan
et al., 2015; Welker et al., 2016). Otras conductas como saltarse el desayuno u otras
comidas o comer fuera de casa, también se han asociado a obesidad infantil

(Antonogeorgos et al., 2012; Fulkerson et al., 2008).

Ademas, una alimentacidn caracterizada por una ingesta elevada de calorias suele ir
acompafnada a menudo de habitos sedentarios, lo que aumenta la brecha energética
(energy gap) que se produce cuando hay una diferencia entre la ingesta energética y el
gasto energético (Han et al., 2010). En este sentido, bajos niveles de actividad fisica
(Jiménez-Pavédn et al., 2010), como el elevado uso de televisién, ordenadores, tabletas,
moviles y videojuegos (Marshall et al., 2004) se han asociado a obesidad infantil. Por
otra parte, algunos estudios muestran que un menor tiempo y una menor calidad de
suefio se han asociado también a obesidad infantil (Jiang et al., 2009; Sekine et al.,

2002; Al Mamun et al., 2007).

A modo de resumen, la figura 5 sintetiza graficamente la interrelacién de los factores
mas importantes que se han asociado a obesidad infantil en diferentes estudios. Sin
embargo, una revisién sistematica del afio 2013 que incluyd 61 estudios prospectivos
concluyd que solamente existia evidencia sélida para la asociaciéon entre obesidad
infantil y factores genéticos, asi como una actividad fisica baja (Pate et al., 2013).
Curiosamente, la evidencia no era concluyente para la asociacién entre factores
dietéticos incluyendo la ingesta de bebidas azucaradas y la ingesta de grasas (Pate et
al., 2013). Ademas, el efecto de la ingesta de grasas en general sobre el peso corporal
en ninos fue analizado en una revision Cochrane, siendo los resultados no

concluyentes (Naude et al., 2018). Sin embargo, estudios en adultos han demostrado
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que una mayor ingesta de tipos especificos de grasas se asocia a un aumento de peso,
en particular, la ingesta de acidos grasos trans (Mozaffarian, et al., 2009; Thompson et

al., 2011).
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Figura 5: Resumen esquemdtico de la compleja relacion de factores que pueden
contribuir al desarrollo de sobrepeso y obesidad infantil. Modificado de Ang et al.,
2013.
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7.1.4 Comorbilidades y consecuencias de la obesidad infantil

El sobrepeso y la obesidad infantil se asocian a sobrepeso y obesidad tanto en la
adolescencia como en la edad adulta llevando consigo un aumento de la morbilidad y
mortalidad en la vida adulta (Han et al., 2010; Bjgrge et al., 2008; Lakshman et al.,

2012). A continuacidn, se detallan algunas de las comorbilidades mas importantes.

Los nifios con sobrepeso y obesidad son mas propensos a desarrollar enfermedades
como diabetes mellitus tipo 2, hipertensién y dislipemia, el sindrome metabdlico y por
tanto tienen un mayor riesgo cardiovascular (Molnar, 2004; Sorof y Daniels, 2002;
Friedemann et al.,, 2012). Ademas, el sobrepeso y la obesidad infantil se asocian a
cardiopatias como hipertrofia ventricular izquierda y disfuncidn sistdlica o diastélica
(Crowley et al., 2011; Chinali et al., 2006) asi como a la enfermedad del higado graso
no alcohdlico (Non-alcoholic fatty liver disease o NAFLD) en nifios que puede variar de
una esteatosis hepatica a una esteatohepatitis o incluso cirrosis hepatica (Feldstein et
al.,, 2009). La enfermedad del higado graso no alcohdlico se ha convertido en la
hepatopatia mas frecuente en ninos (Lavine y Schwimmer, 2004). Al nivel pulmonar, la
obesidad infantil se ha asociado al sindrome de apnea-hipopnea del sueiio (SAHS) con
un aumento de la gravedad con un IMC mas alto (Spilsbury et al., 2015; Kalra e Inge,
2006). Ademads, se ha mostrado una asociacién positiva entre obesidad infantil y asma
bronquial (Papoutsakis et al., 2013). La obesidad infantil afecta también al sistema
musculoesquelético porque reduce la movilidad y aumenta el riesgo de fracturas y
tanto el dolor articular como el desalineamiento de las extremidades inferiores (Chan'y
Chen, 2009; Pomerantz et al., 2010). Por otro lado, la obesidad infantil tiene un gran
impacto psicosocial y se asocia a una autoestima baja y depresién (Griffiths et al.,

2010).

En consecuencia, la obesidad infantil contribuye a una sobrecarga de los sistemas de
salud importante y aumenta los costes sanitarios considerablemente (Branca et al.,

2007).
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7.2  AcIDOS GRASOS TRANS

7.2.1 Definicion y fuentes de acidos grasos trans

Los acidos grasos trans (AGT) son isdmeros geométricos de acidos grasos insaturados
que tienen al menos un doble enlace carbono-carbono no conjugado en configuraciéon
trans (Nishida y Uauy, 2009). Los AGT dietéticos pueden ser de origen natural o
industrial. Los AGT industriales se producen artificialmente por la hidrogenacion
parcial de aceites vegetales insaturados (Bhardwaj et al., 2011). Este proceso ocurre
cuando se calientan los aceites vegetales, por ejemplo, durante el proceso de freir.
Ademas, se usa la hidrogenacion parcial de aceites vegetales insaturados
industrialmente para endurecer los aceites vegetales en productos como la margarina
o la manteca. Las ventajas del uso industrial de los aceites vegetales endurecidos
incluyen el bajo coste y una vida atil mas larga de los productos. Las principales
fuentes dietéticos de AGT industriales descritas son las margarinas, los productos
comercialmente horneados, la comida rapida o frita, los bocadillos y otros alimentos
preparados (Mozaffarian et al., 2006). Por otro lado, los AGT naturales se ingieren a
través del consumo de carne o productos lacteos de animales rumiantes en los que los
microorganismos presentes en el rumen producen pequefias cantidades de AGT
(Bhardwaj et al., 2011). Los AGT industriales principales son isomeros de acido elaidico
y el principal AGT natural es el acido vaccénico (de Souza et al., 2015). En la figura 6 se

exponen ejemplos de acidos grasos saturados e insaturados cis y trans.

Acido elaidico Acido oleico Acido esteérico
Acido graso trans insaturado Acido graso cis insaturado, Acido graso saturado, tipico de
principal, tipico de aceites compone 55-80% de aceite de grasa animal
vegetales parcialmente oliva
o
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Figura 6: Estructura y caracteristicas de importantes dcidos grasos tanto saturados
como insaturados en configuracion cis y trans. Modificado de Bhardwaj et al., 2011.
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7.2.2 Laingesta de acidos grasos trans y sus consecuencias

Una revisidn sistematica del afio 2017 que analizé datos de 27 paises que fueron
publicados a partir del afio 1995 reveld que la ingesta de AGT en adultos varia entre
0.3% y 4.2% de la energia ingerida (Wanders et al., 2017). Teniendo en cuenta que la
OMS recomienda que la ingesta total de AGT no sea por encima de 1% de la energia
ingerida, en siete paises del estudio se registré una ingesta por encima de este limite

(WHO, 2015). En la figura 7 se visualiza graficamente la ingesta de AGT de los 27 paises

estudiados.
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Figura 7: Ingesta de dcido grasos trans totales o naturales e industriales de 27 paises
del mundo. De Wanders et al., 2017.

Los datos sobre la ingesta de AGT en Espaia se basan en dos estudios. En primer lugar,
el “Estudio Nacional de Nutricion y Alimentacion” llevado a cabo en el afio 1991 que
contd con una muestra representativa y 21.555 participantes de 0 a 70 afios reveld que
la ingesta media de AGT fue de 2.1 g/dia, correspondiendo a 0.7% de la energia
ingerida (Valera et al., 1995). En segundo lugar, existe un estudio mas reciente basado
en datos publicados en 2003 con 516 participantes de Cataluia, donde la ingesta de
AGT fue de 2.0 g/dia, correspondiendo a 0.84% de la energia ingerida (Mayneris-
Perxachs et al., 2010).
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La cuantificacion de la ingesta de AGT resulta importante ya que se ha demostrado que
una ingesta elevada de AGT se asocia en adultos a un aumento del riesgo
cardiovascular, principalmente debido a una alteracion del perfil lipidico y de

lipoproteinas en sangre (Mozaffarian, 2016).

Asi, hay evidencia consistente que la ingesta de AGT aumenta el colesterol de
lipoproteinas de baja densidad (LDL colesterol), la lipoproteina ApoB, los triglicéridos,
la lipoproteina (a) y disminuye el colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL
colesterol) y la lipoproteina ApoA1l (Mozaffarian et al., 2009; Mozaffarian et al., 2006).
Ademas, existe evidencia de efectos no lipidicos, dado que una elevada ingesta de AGT
se ha asociado a un estado proinflamatorio, disfuncién endotelial y un empeoramiento
de la sensibilidad a la insulina (Mozaffarian et al., 2009; Mozaffarian et al., 2006). Por
otro lado, la ingesta de AGT se ha asociado también a sobrepeso y obesidad, pero,
debido a que esta asociacidn es uno de los puntos principales de esta tesis, se describe
en el siguiente apartado con mads detalle. Finalmente, estudios epidemiolégicos
realizados en adultos han mostrado que una mayor ingesta de AGT se ha asociado a

una mayor mortalidad, tanto total como cardiovascular (de Souza et al., 2015).

Un aspecto interesante que ha ganado importancia recientemente es que los AGT de
origen industrial podrian tener diferentes efectos que los AGT de origen natural a
pesar de contar con una estructura quimica similar. La mayoria de los estudios iniciales
valoraron los AGT en total sin distinguir entre AGT industriales y naturales o asumian
que la proporcidn de los AGT naturales ingerida era pequeiia (Mozaffarian, 2016). Asi,
los autores de un metaandlisis que describid una asociacion significativa entre
enfermedad coronaria y la ingesta de AGT en total e industriales, pero no de AGT
naturales, concluyeron que podria haber una diferencia entre los subtipos de los AGT o
que este hallazgo se podria deber a una ingesta baja de AGT naturales (Bendsen et al.,
2011; Brouwer et al., 2010). No obstante, en otro estudio se mostré que
concentraciones plasmaticas mas altas de AGT naturales se han asociado a una menor
concentracion plasmatica de triacilglicerol, menor presién arterial y menor riesgo de
diabetes mellitus tipo 2, en sintonia con la idea que los subtipos de AGT podrian tener
diferentes efectos (Da Silva et al., 2015). Estos hallazgos fueron concluyentes con un

estudio que analizd la composicidon de la membrana de eritrocitos de mas de 3.000
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participantes observando que un biomarcador de la ingesta de AGT de origen lacteo se
asocié a un menor riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y muerte cardiaca
subita (Mozaffarian, 2016). No obstante, se requieren mas estudios para caracterizar
mejor las posibles diferencias a largo plazo entre la ingesta de AGT de origen natural o

industrial.

Debido a los efectos negativos de la ingesta de AGT industriales y para el total de AGT
evidenciados por estudios epidemiolégicos, muchos paises han limitado legalmente el
contenido de AGT de los alimentos. La eficacia de estas medidas se aprecia en la
revision sistemdtica del afio 2017 citada inicialmente, donde los datos disponibles
sobre la evolucién de la ingesta de AGT en el tiempo indican una disminucién
sustancial de la ingesta de AGT industriales desde el afio 1995 en 20 paises (Wanders
et al., 2017). Consecuentemente, segun los datos mas recientes de este estudio, en 16
de 21 paises con datos disponibles sobre las fuentes de los AGT, la ingesta de AGT

naturales sobrepasa la ingesta de AGT industriales (Wanders et al., 2017).

Las conclusiones presentadas hasta el momento se han derivado de estudios
realizados en adultos dado que en nifos hay pocos datos sobre la ingesta de AGT
publicados y no se han llevado a cabo estudios experimentales u observacionales de
tipo prospectivo sobre los efectos de la ingesta de AGT sobre la mortalidad o el riesgo
cardiovascular en nifios (Te Morenga y Montez, 2017). Un estudio transversal
canadiense en nifos de 5 a 6 afos del afio 2013 reveld que la ingesta media de AGT en
total era del 0,71% de la energia ingerida y que el 12% de los participantes sobrepasd
el 1% de la energia ingerida que es la ingesta maxima recomendada no sobrepasar por
la OMS (Mulder et al., 2013). Los autores concluyeron que se deberian de realizar mas
esfuerzos para permitir la seleccién de alimentos con un bajo contenido de AGT a fin
de reducir la ingesta de AGT en nifios. Sin embargo, la informacién publicada sobre las
fuentes vy las cantidades de la ingesta de AGT para nifios en edad preescolar es escasa
y, a pesar de la blisqueda exhaustiva de la literatura al respecto, no se ha encontrado
ningun estudio publicado hasta el momento que distinga entre la ingesta de AGT

industriales y AGT naturales en esta poblacion (Innis, 2006; Bauer y Waldrop, 2009).
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7.3  ASOCIACION ENTRE LA INGESTA DE ACIDOS GRASOS TRANS Y OBESIDAD

Ademas de las consecuencias de la ingesta de AGT para la salud que se han presentado
previamente existe evidencia que la ingesta de AGT juega un papel en el desarrollo de
la obesidad. En adultos, dos grandes estudios observacionales prospectivos han
demostrado una asociacién entre la ingesta de dcidos grasos trans y el aumento de
peso. Un estudio de cohorte prospectivo con mds de 16.000 varones estadounidenses
entre 40 y 75 afios y un seguimiento de 9 afios reveld que la sustitucion de grasas
poliinsaturadas o de hidratos de carbono por AGT en la dieta se asocié a un aumento
de la circunferencia de cadera (Koh-Banerjee et al., 2003). En otro estudio
estadounidense con mas de 40000 mujeres de 41 a 68 afos de la Nurses’ Health Study
la ingesta de AGT se asocié a un aumento de peso tras un seguimiento de 8 anos (Field
et al.,, 2007). En ambos estudios vy, tras ajustar por calorias ingeridas, la asociacién
entre la ingesta de AGT y obesidad fue 7 veces mayor que la asociacidn entre la ingesta
de grasas en total y obesidad y 4 veces mayor que la asociacidn entre la ingesta de

acidos grasos saturados y obesidad (Wallace y Mozaffarian, 2009).

Debido a limitaciones éticas, la realizacion de ensayos controlados comparando
distintas ingestas de AGT en seres humanos no seria factible. No obstante, existe un
estudio de intervencion doble ciego aleatorizada en 54 mujeres postmenopausicas
sanas con un seguimiento de 16 semanas, en el que un grupo de mujeres recibié aceite
de soja parcialmente hidrogenado (con un elevado contenido de AGT) y otro grupo
control con aceite vegetal (sin AGT) mostré que las mujeres que tomaron el aceite de
soja parcialmente hidrogenado tuvieron un aumento de grasa corporal total y de
circunferencia de cadera en comparaciéon con el grupo control, aunque los resultados
no fueron estadisticamente significativos (Bendsen et al., 2011). No obstante, las
limitaciones principales del estudio fueron el bajo nimero de participantes y la corta

duracion del seguimiento.

También existen estudios realizados en animales que han descubierto una asociacion
entre la ingesta de AGT y la obesidad. En un ensayo clinico aleatorizado controlado en
42 monos con un seguimiento de 6 afios una dieta rica en AGT se asocid de manera

significativa tanto a un mayor aumento de peso como a mas obesidad visceral, en
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comparacion con una dieta de control basada en acidos grasos cis-monoinsaturados
(Kavanagh et al., 2007). Ademas, en otro estudio con ratas la ingesta de una dieta rica
en AGT se asocié a un aumento de grasa abdominal significativo en comparacién con

una dieta de control isocaldrica (Axen et al., 2003).

De nuevo, los estudios previamente citados no distinguieron entre AGT de origen
industrial o natural, pero como en el apartado previo descrito se ha comprobado que
la ingesta de los diferentes tipos de AGT puede tener efectos diferentes dado que la
ingesta de AGT naturales no se asocia a un aumento del riesgo cardiovascular
(Mozaffarian et al., 2009). En concordancia con estos hallazgos, en un estudio de
cohorte danés con mas de 30000 participantes de 50 a 64 afios la ingesta de AGT
naturales no se ha asociado a cambios en el tamafio, la forma o la composicidn

corporal tras un seguimiento de 5 afios (Hansen et al., 2016).

En poblacién infantil la evidencia publicada sobre la asociacion de la ingesta de AGT y
sobrepeso u obesidad infantil es escasa. Un estudio prospectivo realizado en Colombia
con 668 ninos de 5 a 12 afios no encontré una asociacién significativa entre la
concentracién sérica de AGT y el aumento de peso después de una mediana de
seguimiento de 30 meses (Baylin et al., 2015). Sin embargo, aunque fue un estudio
prospectivo y se utilizaron biomarcadores, los resultados se basaron en una unica
determinacién de AGT en suero durante el reclutamiento, lo que refleja sdlo la ingesta
de AGT a corto plazo. Los autores sefialaron que debido a este motivo podria haber
aumentado el error de medicién, lo que podria explicar los resultados obtenidos. En
cualquier caso, hasta el momento actual no existen otros estudios sobre la asociacién

entre la ingesta de AGT y sobrepeso u obesidad en nifios publicados.
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8 JUSTIFICACION

Como se ha detallado previamente, el sobrepeso y la obesidad infantil son problemas
graves de salud publica a nivel mundial. La prevalencia ha aumentado paulatinamente
en los Ultimos afos en todo el mundo hasta situarse en muchos paises en torno al 40%.
Dado que se asocia a numerosas enfermedades en la edad infantil y también en la
edad adulta, las intervenciones que podrian contribuir a disminuir su prevalencia
podrian beneficiar a toda la sociedad. Antes de planificar intervenciones para prevenir
o disminuir este problema de salud publica, es necesario conocer su magnitud y
entender los detalles complejos del problema. Esto incluye la obtenciéon de
informacién sobre la prevalencia de obesidad infantil en diferentes edades y en
diferentes zonas y explorar también los factores asociados, tanto socioculturales como
individuales. Existen multiples estudios sobre la etiologia y la prevalencia de obesidad
infantil pero los estudios que componen esta tesis afiaden informacién valiosa a la
evidencia existente. Por ejemplo, un factor que se ha asociado a varios problemas de
salud incluyendo la obesidad en adultos es la ingesta de AGT, pero todavia hoy no
existen muchos datos publicados sobre las caracteristicas de su ingesta y sus efectos

en edad infantil. Es por ello, que esta tesis se justifica por diferentes motivos:

En primer lugar, se distingue por primera vez en poblacidon infantil preescolar entre la
ingesta de AGT industriales y naturales. Esto permite una descripcion detallada de la
ingesta de los AGT y sus subtipos en esta poblacién, incluyendo la exploracién de
factores que se asocian a la ingesta de cada subtipo. Adema3s, se investiga por primera
vez en esta poblacidn la asociacion de la ingesta de los diferentes subtipos de AGT y

sobrepeso incluyendo obesidad infantil.

Asi, el caracter novedoso de la informacidén obtenida en esta tesis puede contribuir a
un mejor conocimiento de la ingesta de AGT en nifos preescolares de varias areas
geograficas de Espafia que participan en el estudio INMA vy su posible influencia sobre

el sobrepeso y la obesidad infantil.

35



Finalmente, como la ingesta de AGT resulta un factor modificable, la informacién
derivada de esta tesis puede contribuir a mejorar posibles estrategias de promocion de

salud infantil.
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9 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En esta tesis se plantea la hipétesis que una mayor ingesta de acidos grasos trans,
mayoritariamente de origen industrial, se asocia a un mayor riesgo de sobrepeso y

obesidad en nifios de 4-5 afios.

En paralelo con esta hipétesis el objetivo general de la tesis fue describir la ingesta de
acidos grasos trans en nifos de 4-5 afos en Espafia e investigar la asociacion entre la

ingesta de acidos grasos trans y sobrepeso, incluyendo obesidad, en esta poblacién.
Los objetivos especificos de la tesis fueron:

1. Describir la ingesta de acidos grasos trans en total, industriales y naturales en nifios

de 4-5 afios y determinar los principales alimentos que contribuyen a su ingesta.

2. Explorar la asociaciéon entre variables sociodemogréaficas (edad materna, edad
paterna, pais de origen de los padres, nivel educativo de la madre, clase social de la
madre, actividad fisica del nifio, horas de ver la televisidn del nifio, ingesta de frutas y
verduras del nifo, ingesta de bebidas azucaradas del nifio), y la ingesta total de acidos

grasos trans, y segun su origen industriales y naturales.

3. Explorar la asociacion entre la ingesta de acidos grasos trans tanto en total, como de

origen industrial y natural, y el sobrepeso incluyendo obesidad, en nifios de 4-5 afios.

El primer y el segundo objetivo especifico se abordaron en un primer articulo cientifico
y el tercer objetivo especifico en un segundo articulo cientifico, ambos publicados en

revistas cientificas internacionales de alto impacto.
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10 METODOLOGIA

10.1 DISENO DEL ESTUDIO Y PARTICIPANTES

El proyecto INMA (INfancia y Medio Ambiente) es un estudio de cohorte de base
poblacional prospectivo multicéntrico cohorte que se ha realizado con madres y sus
hijos en las regiones de Asturias, Gipuzkoa, Sabadell y Valencia con un protocolo de
estudio comun. Su objetivo es estudiar el efecto de la dieta y los factores ambientales
durante el embarazo y la primera infancia sobre el crecimiento, el desarrollo y la salud
infantil (Guxens et al., 2012). Para este fin, entre noviembre de 2003 y agosto de 2008
se reclutaron 2644 mujeres embarazadas que aceptaron participar. Finalmente 2506
madres y sus recién nacidos cumplieron los criterios de inclusién y se incluyeron en el
estudio. De estos nifios, 1829 (73.0%) fueron evaluados a los 4-5 afios entre 2009 y
2012. Las madres que se perdieron durante el seguimiento no mostraron diferencias
significativas en las variables antropométricas, el consumo de tabaco y alcohol y la
calidad de la dieta, incluyendo el consumo de frutas y verduras. Sin embargo, las
madres participantes eran ligeramente mayores, tenian mads estudios universitarios y
eran de una clase social mas alta que las madres que se perdieron durante el
seguimiento. Las madres que participaron dieron su consentimiento informado por
escrito y el estudio fue aprobado por los comités de ética de los centros involucrados
en el estudio (Hospital La Fe, Valencia; Hospital de Zumarraga, Gipuzkoa; CEIC-Parc de

Salut Mar, Barcelona; Hospital Universitario Central de Asturias.

10.2 EVALUACION DIETETICA Y VALORACION DE LA INGESTA DE ACIDOS GRASOS

TRANS

Se utilizd un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de alimentos para evaluar la
dieta habitual de los nifios. Se pidié a los padres que indicaran con qué frecuencia, en
promedio, sus hijos habian consumido la porcién especificada o el tamafio de la
porcidon para cada alimento del cuestionario durante el Ultimo afo. El cuestionario
tuvo nueve respuestas posibles, desde "nunca o menos de una vez por mes" a "seis o
mas por dia". El cuestionario se derivd de una versién para adultos previamente
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validada con las madres que participan en el estudio INMA (Vioque et al., 2013). El
cuestionario se modificd para incluir alimentos y tamafios de porciones adecuados
para nifios de 4 a 5 afios y fue validado con tres recordatorios de 24 horas y varios
biomarcadores en una muestra de 169 nifios de 4 a 5 afios de la cohorte de Valencia
(Vioque et al., 2016). El rango de los coeficientes de reproducibilidad y validez del
cuestionario fue similar a lo que esta descrito en la literatura (Ortiz-Andrellucchi et al.,
2009). Con respecto a la reproducibilidad y la validez del cuestionario para la ingesta
de AGT, se utilizaron tres recordatorios de 24 horas con un periodo de 6-9 meses entre
dos cuestionarios y se obtuvieron coeficientes de correlaciéon de 0,44 y 0,23 para la

reproducibilidad y validez respectivamente (Vioque et al., 2016).

Los valores de nutrientes de los alimentos se obtuvieron principalmente de las tablas
de composicién de alimentos del Departamento de Agricultura de EE. UU. (U.S.
Department of Agriculture, 2015) y otras fuentes espafiolas (Palma et al., 2008). Para
el contenido de AGT de alimentos espafoles y fuentes con informacién detallada sobre
el contenido de AGT en total, industriales y naturales en alimentos se consultaron
diversas fuentes (Leth et al., 1998; Larqué et al., 2003; Vicario et al., 2003; Fernandez-
San Juan, 2009; Kuhnt et al.,, 2011; U.S. Department of Agriculture, 2015). Se
calcularon las ingestas diarias habituales de nutrientes para cada nifio multiplicando la
frecuencia del uso de cada alimento por el contenido de nutrientes de la porcidon
especificada en el cuestionario. Posteriormente se sumaron todos los alimentos para
obtener la ingesta total de nutrientes para cada participante. La ingesta diaria habitual
de AGT se expreso en g/dia. Ademas, se estimé la ingesta de energia en kcal/dia para
cada participante y se utilizé el método residual para estimar los valores de ingesta de
nutrientes ajustados a la ingesta de calorias (Willett, 2013). También se estimd la
ingesta diaria habitual de frutas y verduras, asi como la ingesta de bebidas azucaradas

en g/dia.

10.3 EVALUACION DE SOBREPESO Y OBESIDAD INFANTIL

En la visita de los 4 a 5 afios profesionales de la salud entrenados tomaron mediciones
antropométricas directas del peso corporal y la estatura de los nifios siguiendo
protocolos estandarizados (Guxens et al.,, 2012). El IMC de los nifios se calculd
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dividiendo el peso en kilogramos por la altura en metros al cuadrado. Los nifios se
clasificaron con sobrepeso u obesidad segun los criterios de la IOTF utilizando los
puntos de corte especificos para la edad y el sexo (Cole et al., 2000). Los nifios
clasificados de bajo peso se agruparon junto con niflos con peso normal, ya que la
mayoria (81%) de los nifios con bajo peso tenian sélo bajo peso leve (grado 1 de 3

segun los criterios IOTF).

10.4 COVARIABLES

Las siguientes variables de los padres se recogieron al inicio del estudio: nivel
educativo de la madre (ninguno o primario, secundario, universitario); clase social de la
madre (bajo, medio, alto); pais de origen de los padres (Espafa, otros paises); IMC de
la madre antes del embarazo (kg/m2) y IMC del padre (kg/m2). Ademas, se recogieron
las siguientes variables de los nifios en la visita de los 4-5 afios: sexo (masculino,

femenino); edad (afos); actividad fisica (bajo, medio, alto) y ver televisién (horas/dia).

10.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico R, versién 3.2.3 (R
Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria). Todas las pruebas estadisticas

fueron bilaterales y los p valores <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

Para el andlisis del primer articulo, se excluyeron los participantes con datos faltantes
para las variables de interés. Los datos a la edad de 4-5 afios se analizaron de manera
transversal incluyendo 1793 nifios (98,0%) en el andlisis final. Se realizaron analisis
descriptivos para comparar la ingesta de AGT en g/dia y en porcentaje de energia
ingerida entre las cohortes del estudio aplicando andlisis de varianza (ANOVA) para
variables continuas y pruebas de Chi al cuadrado para variables categéricas. Asimismo,
se utilizé regresion lineal multiple para estimar coeficientes de regresion ajustados e
intervalos de confianza del 95% (IC 95%) para explorar la asociacidon entre las
caracteristicas de los padres y los nifios y la ingesta de AGT en total, industriales y
naturales (en mg/dia). Para explorar los factores asociados a la ingesta de AGT y

controlar para las posibles variables de confusién todos los modelos multivariables se
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ajustaron por la edad de los padres, pais de origen, nivel educativo de la madre, clase
social de la madre, sexo del nifio, edad del nifio, actividad fisica del nifio, horas de ver
la televisién, ingesta de frutas y verduras, ingesta de bebidas azucaradas e ingesta de

energia.

Para el andlisis del segundo articulo, se excluyeron los nifios con ingestas caldricas no
plausibles (n=79) que se identificaron mediante la aplicacion de la férmula propuesta
por Goldberg et al. (Goldberg et al., 1991) con el punto de corte adaptado para nifios
europeos de 2 a 6 afios publicado por Bornhorst et al. (Bérnhorst et al., 2013).
Ademas, se excluyeron 6 participantes con datos faltantes para las variables de interés.
Finalmente se incluyeron 1774 niifos (96.9%) en el andlisis, que se realizd6 de manera
transversal a los 4-5 afios. A fin de comparar las caracteristicas de los nifios con peso
normal y los que tenian sobrepeso, incluyendo obesidad, se realizaron analisis
descriptivos univariantes. También se aplicaron andlisis de varianza (ANOVA) para
variables continuas y pruebas de Chi al cuadrado para variables categéricas. Ademas,
para explorar la asociacién entre la ingesta de AGT en total, industriales y naturales
(expresada en cuartiles) y sobrepeso incluyendo obesidad, se utilizé regresion logistica
multiple para estimar valores p, odds ratios (OR) ajustados e intervalos de confianza
del 95%. Para ello, se realizaron dos modelos diferentes: un modelo basal (modelo 1)
ajustado por sexo, edad, ingesta total de energia y cohorte de estudio y un segundo
modelo (modelo 2) adicionalmente ajustado por factores de riesgo de obesidad infantil
(nivel educativo de la madre, clase social de la madre, IMC de la madre, IMC del padre,
pais de origen de los padres, actividad fisica, horas de ver la televisién, consumo de
frutas y verduras y consumo de bebidas azucaradas). Ademds, se realizaron seis
analisis de sensibilidad diferentes, en tres casos agregando una variable al modelo 2
(pequeio para la edad gestacional segun el peso, lactancia materna y tabaquismo
durante el embarazo, respectivamente), en un caso incluyendo a los nifios con una
ingesta de calorias no plausible (n=79) y en otro caso excluyendo a los niflos con bajo
peso (n=98). Asimismo, en otro andlisis de sensibilidad se excluyeron a los nifios con
sobrepeso (n=249) y se compararon solamente los nifios con obesidad (n=98) con los

de peso normal (n=1397).
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RESULTADOS

La tesis se presenta como compendio de publicaciones, basdndose en dos articulos
previamente publicados en revistas de alto impacto. A continuacién, se resumen los
resultados de ambos articulos. Ademas, en el anexo se encuentran los textos de ambos

articulos originales.

10.6 RESULTADOS DEL PRIMER ARTICULO

En la tabla 1 se describe ingesta de AGT en total, industriales y naturales de los nifios
del estudio INMA a los 4-5 afios. La ingesta diaria media de AGT en total fue de 1.36
g/dia (mediana 1.30 g/dia) y las ingestas medias correspondientes de AGT industriales
y naturales fueron de 0.60 y 0.71 g/dia, respectivamente. Por lo tanto, mas de la mitad
de la ingesta total de AGT provino de AGT naturales. Se observaron diferencias
significativas de la ingesta media diaria de AGT entre las cohortes. Valencia mostré la
mayor ingesta total e industrial de AGT y Guipuzcoa la menor ingesta de todos los tipos
de AGT (p <0,05). Con respecto a la ingesta de energia proporcionada por AGT en
relacion con la ingesta energética total, el 10% de los nifios obtuvo al menos el 1% de
su ingesta energética de AGT; este porcentaje oscilo entre el 6,5% en nifios de Sabadell
y el 14,6% en nifios de Valencia. También se observaron diferencias estadisticamente

significativas para varias caracteristicas de padres e hijos entre las cohortes.
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Taba 1. Caracteristicas de la ingesta de 4cido grasos trans (AGT) en total, industriales y naturales de los nifios del estudio INMA a los 4-5 afos.

Todas las cohortes Asturias Gipuzkoa Sabadell Valencia
(n=1793) (n=387) (n=395) (n=429) (n=582)
, % de , % de , % de , % de , % de
g/dia energia g/dia energia g/dia energia g/dia energia g/dia energia
Ingesta de AGT en total
Media 1.36 0.77 1.40 0.76 1.22 0.74 1.35 0.74 1.43 0.81
Desviacidn tipica 0.45 0.17 0.47 0.16 0.38 0.17 0.41 0.17 0.50 0.18
P10 0.85 0.56 0.89 0.56 0.77 0.54 0.89 0.56 0.86 0.59
P25 1.03 0.65 1.08 0.65 0.93 0.62 1.07 0.63 1.06 0.68
P50 1.30 0.75 1.32 0.74 1.17 0.74 1.29 0.73 1.38 0.80
P75 1.60 0.87 1.59 0.86 1.46 0.85 1.60 0.83 1.73 0.92
P90 1.95 1.00 1.97 0.99 1.67 0.98 1.90 0.94 2.11 1.05
Ingesta de AGT industriales
Media 0.60 0.34 0.54 0.30 0.54 0.33 0.63 0.35 0.65 0.37
Desviacidn tipica 0.27 0.13 0.26 0.11 0.21 0.11 0.27 0.13 0.30 0.13
P10 0.31 0.20 0.28 0.17 0.31 0.21 0.35 0.21 0.33 0.21
P25 0.42 0.26 0.38 0.22 0.39 0.25 0.45 0.26 0.45 0.28
P50 0.55 0.32 0.49 0.29 0.50 0.32 0.57 0.33 0.59 0.35
P75 0.73 0.40 0.64 0.35 0.66 0.38 0.76 0.41 0.81 0.44
P90 0.94 0.50 0.85 0.43 0.81 0.46 0.98 0.52 1.06 0.55
Ingesta de AGT naturales
Media 0.71 0.40 0.82 0.45 0.64 0.39 0.65 0.36 0.72 0.41
Desviacion tipica 0.28 0.12 0.31 0.13 0.26 0.12 0.23 0.10 0.28 0.11
P10 0.40 0.26 0.48 0.29 0.36 0.23 0.40 0.23 0.41 0.27
P25 0.51 0.32 0.59 0.35 0.46 0.30 0.49 0.29 0.52 0.34
P50 0.67 0.39 0.80 0.43 0.60 0.38 0.62 0.35 0.70 0.40
P75 0.86 0.47 0.97 0.53 0.76 0.46 0.79 0.43 0.88 0.48
P90 1.10 0.56 1.21 0.62 0.97 0.55 0.95 0.49 1.11 0.56
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En la figura 8 se visualiza la contribucién de los grupos de alimentos principales en la
ingesta de AGT en total, industriales y naturales. Las principales fuentes de la ingesta
de AGT en total de los nifios fueron leche (21%), bolleria industrial (16%), dulces (12%),
comida rapida (12%), pan blanco (10%), carne roja y procesada (8%) y yogur (7%). Los
principales contribuyentes a la ingesta de AGT industriales fueron comida rapida
(25%), pan blanco (23%), bolleria industrial (20%) y dulces (19%), representando
aproximadamente el 87% de la ingesta de AGT industriales. Los contribuyentes mas
importantes a la ingesta de AGT naturales fueron leche (37%), seguido de carne roja 'y

procesada (13%), bolleria industrial (13%), yogur (12%) y queso (10%).
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Figura 8: Contribucion de grupos de alimentos a la ingesta de dcido grasos trans en
total, industriales y naturales.
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La tabla 2 resume la asociacién entre caracteristicas tanto de los padres como de los
nifos y de la ingesta de AGT en total, industriales y naturales. Tener padres no
originarios de Espafia se asocié a una mayor ingesta de AGT (en mg/dia) en total (B
45.5, IC del 95% 1.3; 89.6) y naturales (B 65.7, IC del 95% 37.4; 94.0). Ver television
(horas/dia) se asocié a una mayor ingesta de AGT industriales (B 18.3, IC 95% 5.9;
30.7). La ingesta de frutas y verduras (por cada 100g/dia) se asoci6é inversamente a la
ingesta de AGT en total, industriales y naturales (B -85.5, B -46.6 y B -36.9,
respectivamente; p <0.05). Una mayor ingesta de bebidas azucaradas (por cada
100g/dia) se asocid a una menor ingesta de AGT en total (B -27.6) y naturales (B -34.8)
(p <0.05).
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Tabla 2. Asociacidn entre caracteristicas de los padres y de los nifios y de la ingesta de acido grasos trans en total, industriales y naturales.

AGT en total (mg/dia) AGT industriales (mg/dia) AGT naturales (mg/dia)
pe 95% ClI 12, % B2 95% Cl 12, % B2 95% Cl 12, %

Caracteristicas de los padres
Edad maternal, afios -1.6 -11.8; 8.6 81.3¢ 0.7 -4.4;5.8 57.8 -2.2 -7.4;2.9 64.7¢
Edad paternal, afios -0.6 -4.2;3.1 59.6 -0.5 -3.2;2.3 0.0 -0.3 -6.1; 5.5 81.0¢
Pais de origen no Espaiia 45.5 1.3;89.6 0.0 -13.6 -47.8; 20.5 0.0 65.7 37.4;94.0 0.0
Nivel educativo de la madre

Primaria ref ref ref ref ref ref

Secundaria -11.0 -48.1; 26.0 25.6 -1.5 -42.9; 40.0 53.0 -17.6 -42.1; 6.9 25.9

Universidad -8.0 -82.6; 66.6 61.3 15.3 -49.7; 19.2 35.2 13.9 -16.8; 44.6 44.0
Clase social de la madre

Baja ref ref ref ref ref ref

Media 11.1 -28.2; 50.3 0.0 0.4 -28.1; 29.6 26.3 5.0 -21.9;31.9 0.0

Alta -1.1 -43.0; 40.8 31.2 -20.4 -51.5; 10.7 20.4 16.0 -12.7;44.7 0.0
Caracteristicas de los nifios
Nivel de actividad fisica

Sedentario ref ref ref ref ref ref

Activo -1.0 -28.7; 26.6 0.0 -16.4 -37.0;4.2 0.0 12.2 -6.5;30.9 0.0
Ver la televisién, horas/dia 16.0 -0.5; 32.6 39.9 18.3 5.9; 30.7 0.0 -2.9 -13.9; 8.1 22.4
Ingesta de frutas y verduras, 100g/dia -85.5 -104.8; -66.1 63.6¢ -46.6 -61.9; -31.3 67.7¢ -36.9 -44.9; -28.9 40.3
Ingesta de bebidas azucaradas, 100g/dia -27.6 -41.1; -14.0 0.0 8.5 -1.7; 18.7 0.0 -34.8 -43.6; -26.0 0.0

ref = categoria de referencia

2@ Los modelos de regresion de cada cohorte fueron combinados con técnicas de metaanalisis. Todos los modelos fueron ajustados por el sexo de los nifios, su edad, ingesta
energética media diaria, ademas de todas las variables de la tabla.

b Se usaron el modelo de metaanalisis de efectos fijos cuando |2 era < 50% y el modelo de metaanalisis de efectos aleatorios cuando I era > 50%.

€ pcochran @ < 0.05 del test de heterogeneidad
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10.7 RESULTADOS DEL SEGUNDO ARTICULO

En la tabla 3 se presentan las caracteristicas de los padres y nifios (n = 1744) del estudio
INMA segun el estado ponderal de los niflos. La prevalencia de sobrepeso incluyendo
obesidad en los nifios fue del 19,9%. La prevalencia de sobrepeso incluyendo obesidad en
padres de nifios con sobrepeso incluyendo obesidad fue significativamente mayor que en
nifos con peso normal, con una diferencia mayor para las madres que para los padres.
Ademas, destaca que el porcentaje de nifios que ven la television mas de una hora al dia es
8,4 puntos mayor en los nifios con sobrepeso incluyendo obesidad que en los nifios con peso
normal. Asimismo, se observa una mayor ingesta de frutas y verduras, asi como una mayor
ingesta de calorias en total en los nifios con sobrepeso incluyendo obesidad, en comparacion

con los nifios con peso normal.
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Tabla 3: Caracteristicas de los padres y de los nifios de 4-5 afios del estudio INMA segun su estado de peso.

Normopeso . Sobrepeso .
(n=1397) incluyendo obesidad p?
(n=347)
Nivel educativo maternal (universidad), % 38.1 334 0.172
Clase social maternal (baja), % 24.8 21.6 0.134
IMC maternal (225), % 229 40.1 <0.001
IMC paternal (225), % 53.5 68.1 <0.001
Pais de origen no Espafa, % 10.5 13.0 0.173
Caracteristicas de los nifios
Sexo (femenino), % 47.6 54.8 0.017
Edad, afios, media (DE) 4.41 (0.18) 4.42 (0.21) 0.102
Actividad fisica (alta), % 15.9 13.3 0.289
Ver la television, > 1 hora/dia, % 58.4 66.8 0.016
Ingesta de frutas y verduras, g/dia, media (DE) 217 (121) 233 (131) 0.029
Ingesta de bebidas azucaradas®, g/dia, media (DE) 82 (107) 91 (133) 0.223
Ingesta total de calorias/dia, media (DE) 1594 (331) 1634 (352) 0.047
Ingesta de AGT en total®, g/dia, media (DE) 1.31(0.29) 1.35(0.29) 0.071
Ingesta de AGT industriales®, g/dia, media (DE) 0.58(0.22) 0.60 (0.22) 0.070
Ingesta de AGT naturales®, g/dia, media (DE) 0.69 (0.20) 0.69 (0.20) 0.467

@ p valores de pruebas de chi al cuadrado para variables categoéricas y de andlisis de varianza
(ANOVA) para variables continuas
b ingestas absolutas crudas
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La Tabla 4 muestra los resultados del andlisis de regresion logistica que revela la asociacion
entre los cuartiles de la ingesta de AGT en total, naturales e industrial y el sobrepeso,
incluyendo obesidad, en los nifios. Al aplicar el modelo basal (modelo 1), se observa una
asociacion significativa entre la ingesta de AGT industriales y el sobrepeso, incluyendo
obesidad, comparando el cuartil mas alto con el cuartil mas bajo de la ingesta de AGT
industriales (OR 1.57, IC 95% 1.13-2.21, p de tendencia 0.012). Tras ajustar por los
principales factores de riesgo de sobrepeso infantil (modelo 2), la asociacién entre la ingesta
de AGT en total y el sobrepeso, incluyendo obesidad, fue similar al comparar el cuartil mas
alto de la ingesta con el cuartil mas bajo (OR 1.44, IC 95%: 1.00-2.08, p de tendencia 0.027).
Al aplicar el modelo 2 y, comparando el cuartil mas alto con el cuartil mas bajo de la ingesta
de AGT industriales, se encontré una mayor asociacion con el sobrepeso, incluyendo
obesidad, (OR 1.63, IC 95% 1.14-2.34, p de tendencia 0.010). Sin embargo, no se observaron
asociaciones estadisticamente significativas entre los cuartiles de la ingesta de AGT naturales

y el sobrepeso, incluyendo obesidad.
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Tabla 4: Asociacion entre los cuartiles de la ingesta de acido grasos trans en total, industriales,
asi como naturales y sobrepeso, incluyendo obesidad, en los nifios de 4-5 afios del estudio INMA.

Normopeso (n=1397) vs.

sobrepeso incluyendo obesidad

Normopeso (n=1397) vs.

sobrepeso incluyendo obesidad

(n=347) (n=347)
MODELO 1° MODELO 2¢

itgf\rrtiles de la ingesta de OR? IC 95% 0 OR? IC 95% 0
AGT en total, g/dia

Q1 (<1.11) 1.00 (referencia) 1.00 (referencia)

Q2 (1.11-1.30) 0.87 0.61;1.23 0.434 0.88 0.61; 1.27 0.494

Q3 (1.31-1.50) 0.99 0.70; 1.40 0.958 1.08 0.75; 1.55 0.690

Q4 (>1.50) 1.32 0.95; 1.84 0.104 1.44 1.00; 2.08 0.052

p de tendencia 0.070 0.027
AGT industriales, g/dia

Q1 (<0.44) 1.00 (referencia) 1.00 (referencia)

Q2 (0.44-0.55) 1.03 0.73; 1.46 0.859 1.05 0.73;1.51 0.787

Q3 (0.56-0.70) 1.00 0.70; 1.42 0.994 1.06 0.74;1.53 0.740

Q4 (>0.70) 1.57 1.13;2.21 0.008 1.63 1.14;2.34 0.008

p de tendencia 0.012 0.010
AGT naturales, g/dia

Q1 (<0.55) 1.00 (referencia) 1.00 (referencia)

Q2 (0.55-0.68) 1.16 0.83;1.63 0.391 1.20 0.84;1.71 0.316

Q3 (0.69-0.81) 1.21 0.87;1.71 0.260 1.27 0.89; 1.82 0.185

Q4 (>0.81) 0.97 0.68; 1.38 0.862 1.07 0.73; 1.56 0.741

p de tendencia 0.931 0.682

2 las OR se obtuvieron con regresion logistica
b ajustado por sexo, edad, ingesta total de energia y cohorte del estudio
¢ ajustado adicionalmente por nivel educativo maternal, clase social maternal, IMC maternal,

IMC paternal, pais de origen de los padres, actividad fisica, horas de televisidn, ingesta de frutas
y verduras e ingesta de bebidas azucaradas
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La Figura 9 muestra un analisis de sensibilidad de la asociacion entre el cuartil mas alto de la
ingesta de AGT industriales y el sobrepeso incluyendo la obesidad en comparacion con
normopeso. No se observaron cambios significativos al incluir a los nifilos con valores
extremos de la ingesta caldrica calculada (n=79), al excluir a los nifios con bajo peso (n=98), o
cuando el modelo 2 se ajusté adicionalmente por las variables pequefio para la edad
gestacional seglun peso, lactancia materna o tabaquismo durante el embarazo,
respectivamente. Al excluir a los nifios con sobrepeso (n=249) comparando solo los nifios
con obesidad (n=98) con los nifios con peso normal (n=1397), la OR se atenud ligeramente
(1,41 frente a 1,63 para sobrepeso incluyendo obesidad) pero el intervalo de confianza se

amplié y la asociacién no fue estadisticamente significativa.

Q4 of industrial TFA intake (>0.70 g/day)

Model 1, n=1744- I . ]

Model 2, n=1744 I * |

L]

Including children with implausible calorie intake, n=1823- b

Excluding children with overweight, n=1495- I e !

Excluding children with underweight, n=1646 I L 1

Adjusted for small for gestational age, n=1744- I * 1

Adjusted for breast feading, n=1744- I P |

Adjusted for smoking during pregnany, n=1744 I A 1
OR
Figura 9: Andlisis de sensibilidad de la asociacion entre el cuartil mds alto de la ingesta de

dcido grasos trans industriales y sobrepeso incluyendo obesidad. Todos los modelos
mostrados se basan en el Modelo 2, excepto el Modelo 1.
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11 DISCUSION

En esta tesis se ha descrito, por primera vez, en nifos de edad preescolar la ingesta de AGT,
distinguiendo entre AGT industriales y naturales. Ademas, se ha explorado en esta poblacidn

la asociacién entre la ingesta de los subtipos de AGT y sobrepeso incluyendo obesidad.

En los nifios de 4-5 afios del estudio INMA la ingesta media de AGT en total fue de 1.36 g/dia
correspondiendo a 0.77% de la energia ingerida. Ligeramente mds del 50% de la ingesta total
de AGT fue de origen natural y aproximadamente el 10% de los niflos obtuvieron mas del 1%
de su ingesta energética de AGT, superando asi el limite recomendado por la OMS (WHO,
2015). Estos resultados son comparables con un estudio canadiense con 100 nifos de 5-6
afios (Mulder et al., 2013), aunque dicho estudio sélo reportd la ingesta de AGT en por
ciento de la energia ingerida y no la ingesta de AGT en valores absolutos. El porcentaje
medio de la ingesta de energia proporcionada AGT fue del 0.71% en el estudio canadiense
siendo por lo tanto similar a los datos presentados (0,77%). También fue comparable el

porcentaje de nifios que excediod el 1% de la ingesta de energia de AGT (12% vs. 10%).

En el caso de los nifios del estudio INMA, el 52% de los AGT ingeridos fueron de origen
natural. La ingesta media de AGT industriales reportado en algunos estudios en poblaciones
adultas ha sido aproximadamente 2.5 veces mas alto que la de AGT naturales (de Souza et
al., 2015). No obstante, recientemente se ha observado un descenso de la ingesta de AGT
industriales, debido a restricciones legales de su uso y, en una revisién sistematica del afio
2017, se concluyd que en la mayoria de los paises con datos recientes disponibles la ingesta
de AGT naturales es mas alta que la ingesta de AGT industriales (Wanders et al., 2017). Por
un lado, la ingesta relativamente alta de AGT naturales encontrados de nuestro estudio en
los nifios preescolares podria reflejar una diferencia en la alimentacién entre nifos y adultos,
debiéndose por tanto a una ingesta relativamente mayor de productos lacteos. Por otro
lado, también podria deberse en parte al descenso del contenido de AGT de alimentos

observado durante los ultimos afios.

En cualquier caso, las principales fuentes de la ingesta total de AGT en la poblacién
estudiada fueron similares a las del estudio canadiense (Mulder et al., 2013b). Con respecto
a la ingesta de AGT industriales se observé que las principales fuentes fueron la comida

rapida, el pan blanco, los productos horneados y dulces procesados, siendo estos alimentos
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los que contribuyeron a casi el 90% de la ingesta. La importante contribucién del pan blanco
a la ingesta de AGT industriales es interesante y posiblemente se deba al alto consumo de
pan blanco en la poblacién espafiola, pero también subraya la importancia del pan y de los
productos de panaderia como posibles fuentes de AGT industriales. Adicionalmente, las
principales fuentes de AGT industriales descritos confirman que la ingesta de AGT
industriales marca una dieta altamente procesada, lo que podria contribuir a los efectos
negativos para la salud observados en muchos estudios. Por otra parte, los principales
contribuyentes a la ingesta de AGT naturales fueron la leche y los productos lacteos,

alimentos muy importantes en la dieta de los nifios en edad preescolar.

Tener padres de un pais de origen diferente a Espafia se asocié significativamente a una
mayor ingesta total de AGT, dato que se basd principalmente en una mayor ingesta de AGT
naturales. Los padres que no contaban con la nacionalidad espafiola procedian de diferentes
paises europeos y fuera de Europa, pudiendo las diferencias observadas deberse a los

diferentes habitos dietéticos de cada pais.

Curiosamente, el hecho de ver mads horas de televisidn por parte de los nifios se asocié a una
mayor ingesta de AGT industriales, pero no naturales. Este hallazgo puede explicarse por la
asociacion bien establecida entre ver televisidn y el consumo de comida rapida o de una
dieta deficiente en general (Matheson et al., 2004; Miller et al., 2008; Utter et al., 2006). Por
el contrario, una mayor ingesta de frutas y verduras se asocié a una menor ingesta de AGT
en total, industriales y naturales, lo que podria indicar que el consumo de alimentos
industriales y naturales que contienen AGT fue reemplazado por frutas y verduras. Esta
asociacion podria ser similar a la asociacidn inversa entre la ingesta de frutas y verduras y la
ingesta de grasa que fue reportada en varios estudios (Agudo y Pera, 1999; Dennison et al.,
1998). En este sentido, se observé una asociacidon inversa entre la ingesta de bebidas
azucaradas y la ingesta total de AGT que se basé en una menor ingesta de AGT naturales,
gue podria ser secundaria a un reemplazo de la leche por bebidas azucaradas, que fue

demostrado previamente en un estudio con nifios de 3-7 afios (Keller et al., 2009).

En paralelo, en los nifios del estudio INMA una mayor ingesta de AGT industriales se asocio
de manera significativa a sobrepeso incluyendo obesidad, ya que se observd una clara
asociacion al comparar el cuartil mas alto con el mas bajo de la ingesta de AGT industriales.
Para la ingesta de AGT en total esta asociaciéon no fue estadisticamente significativa al
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ajustar por factores de riesgo importantes. Sin embargo, se observd una tendencia
estadisticamente significativa. No se encontrd una asociacion significativa entre la ingesta de

AGT naturales y el sobrepeso.

Estos hallazgos sugieren una asociacion no lineal entre la ingesta principalmente de AGT
industriales y sobrepeso incluyendo obesidad. La escasa cantidad de literatura publicada
sobre la asociacién entre la ingesta de AGT y sobrepeso en nifios limita la comparacion de
estos resultados. Existe un estudio prospectivo de Colombia con un total de 668 nifios de 5-
12 afos donde no se encontrd una asociacidn entre concentraciones séricas de AGT y
ganancia de peso después de una mediana de seguimiento de 30 meses (Baylin et al., 2015).
Sin embargo, aunque fue un estudio prospectivo y se utilizaron biomarcadores, los
resultados se basaron en una sola determinacion de AGT séricos durante el reclutamiento, lo
gue refleja solamente la ingesta de AGT a corto plazo. Los autores afirmaron que este hecho
podria haber aumentado el error de mediciéon y asi podria explicar la ausencia de
asociaciones significativas. Ademas, los resultados de esta tesis son consistentes con los
resultados de dos grandes estudios observacionales prospectivos en adultos que han
demostrado la asociacidn entre la ingesta de AGT y el aumento de peso, aunque estos
estudios no diferenciaron entre AGT industriales y naturales (Koh-Banerjee et al., 2003; Field
et al., 2007). Sin embargo, como previamente se ha comentado, se ha asumido inicialmente
gue en adultos la ingesta de AGT industriales contribuye a la mayoria de la ingesta de AGT en
total (Mozaffarian et al., 2009; Mozaffarian 2016; Bendsen et al., 2011). No obstante, en los
ultimos afios la ingesta de AGT industriales ha disminuido en muchas partes del mundo y
actualmente en muchos paises la ingesta de AGT naturales es igual o mayor que la ingesta

de AGT de origen industrial (Wanders et al., 2017).

En esta tesis, la asociacion entre sobrepeso y AGT se basan en la ingesta de AGT industriales
y no se observa una asociacion significativa para AGT naturales. Este descubrimiento es
consistente con hallazgos recientes que sugieren que la ingesta de AGT industriales y
naturales podria tener diferentes efectos. Por un lado, la ingesta de AGT industriales se ha
asociado a resistencia a la insulina, cardiopatia isquémica, muerte subita (Mozaffarian,
2016), asi como aumento de la adiposidad visceral y peso corporal (Micha y Mozaffarian,
2009) Por el contrario, la ingesta de AGT naturales no se ha asociado a cardiopatia

isquémica, lo que inicialmente ha sido explicado por una ingesta relativamente baja de AGT
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naturales por adultos (Bendsen et al., 2011). No obstante, estudios recientes han revelado
que concentraciones plasmaticas mas altas de AGT naturales se asocian a una menor
concentracion plasmadtica de triacilglicerol, menor presién arterial y menor riesgo de
diabetes tipo 2 (Da Silva et al., 2015). En consonancia con estos resultados, en un estudio de
cohorte prospectivo con 267 daneses entre 35 y 65 afos, la ingesta de AGT naturales no se
asocid a cambios en el peso corporal, circunferencia de la cadera y cintura, o porcentaje de
grasa corporal (Hansen et al., 2016). Por lo tanto, los resultados de esta tesis son
consistentes con los hallazgos descritos sobre los diferentes efectos metabdlicos de los
subtipos de AGT en adultos, aunque deben ser confirmados en futuros estudios

prospectivos.

11.1 LIMITACIONES

Esta tesis tiene varias limitaciones. En primer lugar, podria haber ocurrido un posible error
de medicién debido al uso de cuestionarios de frecuencia de alimentos y tablas de
composicién de alimentos, teniendo en cuenta una disminucién del contenido de AGT en los
alimentos en los ultimos afios. Sin embargo, el cuestionario fue validado y se utilizaron
tablas de composicién de alimentos recientemente publicadas y complementadas con datos
de analisis de alimentos espanoles para minimizar las posibles discrepancias. Ademas, se
puede suponer que el error de medicién seria no diferencial, por lo tanto, no deberia haber

influido en los efectos observados en los modelos de regresion.

Por otra parte, el andlisis transversal de los datos a los 4-5 afios no permite hacer inferencia
causal, lo que significa que no se puede asumir que la mayor ingesta de AGT provoca una
mayor prevalencia de sobrepeso infantil. No obstante, esta asociacion es sefialada por
primera vez en esta poblacion distinguiendo AGT industriales y naturales, lo que permite
generar una hipdtesis, aunque los resultados deberian ser confirmados en estudios

prospectivos.

Asimismo, a pesar de ajustar por multiples variables en los modelos de regresién, no se
puede descartar una potencial confusién residual por otras variables que no se midieron en
el estudio. Dado que la ingesta de AGT industriales se asocia a patrones dietéticos poco

saludables que podrian contribuir a la asociacion observada entre la ingesta de AGT
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industriales y sobrepeso incluyendo obesidad, la asociacidon verdadera entre la ingesta de
AGT industriales y sobrepeso y obesidad infantil podria ser menos acentuada a la observada

en esta tesis.

Otra limitacion es la existencia de diferentes definiciones de obesidad infantil, como por
ejemplo la definicion propuesta por la OMS (de Onis et al., 2007). Dado que la aplicacién de
otras definiciones puede llevar a diferentes resultados, es importante considerar las
caracteristicas de las definiciones existentes a la hora de interpretar los resultados de los
estudios publicados sobre obesidad infantil. En este sentido, los criterios IOTF de sobrepeso
y obesidad infantil utilizados en esta tesis han demostrado ser los mas especificos, siendo
este hecho una ventaja al explorar factores de riesgo asociados a la obesidad (Valerio et al.,

2017; de Onis y Lobstein, 2010).

11.2 FORTALEZAS

A pesar de las limitaciones presentadas en el apartado previo, la presente tesis cuenta con

una serie de fortalezas que justifican su importancia.

En primer lugar, la tesis contribuye a una mejor comprensién de la ingesta de AGT en nifios
en edad preescolar y de su relacién con sobrepeso y obesidad. Se describe de manera
detallada la ingesta de AGT en esta poblacién, distinguiendo por primera vez AGT
industriales de naturales. Esta distincion es especialmente importante porque se esta
reduciendo en muchos paises la ingesta de AGT industriales y cada vez hay mas evidencia
sobre efectos diferentes de la ingesta de AGT industriales y naturales. Asi, los datos de esta
tesis pueden contribuir a la actualizacién de programas para la prevencion del desarrollo de

sobrepeso y obesidad infantil.

En segundo lugar, los datos y las conclusiones derivadas de esta tesis se basan en un estudio
multicéntrico con datos de alta calidad por lo que la informacion generada es valiosa y

podria ser la base de futuras investigaciones de caracter prospectivo.
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12 CONCLUSIONES

1. La ingesta de acidos grasos trans en total en nifos de 4-5 afios de Espafia fue

considerable, superando el 10% el limite recomendado por la OMS.

2. Ligeramente menos de la mitad de la ingesta de acidos grasos trans en total se debio a
acidos grasos trans de origen industrial (0.60 g/dia) y algo mas de la mitad de la ingesta de

acidos grasos trans se debio a acidos grasos trans de origen natural (0.71 g/dia).

3. Los principales aportadores de acidos grasos trans industriales fueron pan blanco (25%),

comida rapida (23%), productos horneados procesados (20%) y dulces (19%).

4. Los principales aportadores de acidos grasos trans naturales fueron leche (37%), carne
roja y procesada (13%), productos horneados procesados (13%), yogures (12%) y quesos

(10%).

5. Tener padres no originarios de Espafia se asocid a una mayor ingesta de acidos grasos
trans en total y naturales. Ver mds horas de televisidon se asocié a una mayor ingesta de
acidos grasos trans industriales. Una mayor ingesta de frutas y verduras se asocid
inversamente a la ingesta de acidos grasos trans en total, industriales y naturales. Una
mayor ingesta de bebidas azucaradas se asocié a una menor ingesta de acidos grasos trans

en total y naturales.

6. Una mayor ingesta de acidos grasos trans industriales se asocid a sobrepeso, incluyendo

obesidad.

7. No se observd una asociacién ente la ingesta de acidos grasos trans naturales y sobrepeso,

incluyendo obesidad.
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13 IMPLICACIONES EN SALUD PUBLICA

Esta tesis contribuye a una mejor comprension de la ingesta de acidos grasos trans en total,
tanto industriales como naturales en nifios de 4-5 afios. Para lograr de manera efectiva una
reduccion de la ingesta de acidos grasos trans, resulta fundamental conocer suficientemente
sus fuentes. Por este motivo la tesis puede contribuir a la reduccién de la ingesta de acidos
grasos trans en total o de sus subtipos en poblacion infantil. En este sentido, se podrian
tener en cuenta los resultados de esta tesis para actualizar consejos y guias de la

alimentacion de nifios en edad preescolar.

Ademas, los resultados de esta tesis respaldan los hallazgos de varios estudios previos, que
han mostrado que los efectos negativos de la ingesta de dcidos grasos trans se basan sobre
todo en la ingesta de &cidos grasos trans industriales. En cualquier caso, el caracter
transversal del presente proyecto de investigacién no permite establecer causalidad, pero

permite ser la base sobre la que se asienten futuras investigaciones prospectivas.

No obstante, los hallazgos de esta tesis, unidos a la evidencia ya publicada sobre los
diferentes efectos de acidos grasos trans industriales y naturales, sugieren que se deberian
actualizar las recomendaciones alimentarias, incluyendo los de la OMS, estableciendo no
solo un limite de la ingesta de acidos grasos trans en total, sino también fijando un limite

especifico para la ingesta de acidos grasos trans industriales.
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15 ANEXOS

15.1 PUBLICACION 1

Dado que la primera publicacion se ha publicado en una revista con acceso abierto se

presenta a continuacion la copia del articulo original.
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Abstract: Trans fatty acid (TFA) intake has been identified as a health hazard in adults, but data on
preschool children are scarce. We analyzed the data from the Spanish INMA Project to determine the
intake of total, industrial and natural TFA, their main sources and the associated socio-demographic
and lifestyle factors in children aged 4-5 (n = 1793). TFA intake was estimated using a validated
Food Frequency Questionnaire, and multiple linear regression was used to explore associated factors.
The mean daily intakes of total, industrial and natural TFA were 1.36, 0.60, and 0.71 g/day, respectively.
Ten percent of the children obtained >1% of their energy intake from TFA. The main sources of
industrial TFA were fast food, white bread and processed baked goods. Milk, red and processed
meat and processed baked goods were the main sources of natural TFA. Having parents from
countries other than Spain was significantly associated with higher natural TFA (in mg/day) intake
(P 45.5) and television viewing was significantly associated with higher industrial TFA intake (3 18.3).
Higher fruits and vegetables intake was significantly associated with lower intakes of all TFAs,
whereas higher sweetened beverages intake was significantly associated with lower total and natural
TFA intake. Thus, total and industrial TFA intake was associated with less healthy food patterns and
lifestyles in Spanish preschool children.

Keywords: trans fatty acids; dietary fats; risk factors; preschool child
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1. Introduction

Trans fatty acids (TFA) are geometrical isomers of unsaturated fatty acids and have at least one
non-conjugated carbon-carbon double bond in the trans configuration [1]. Dietary TFA can be of natural
(ruminant) or artificial origin. The artificial TFA are industrially produced by partial hydrogenation of
unsaturated vegetable oils [2]. This process occurs when vegetable oils are heated and it is industrially
used to harden vegetable oils into margarine and shortening. It also occurs during deep fat frying.
The advantages of the industrial use of hardened vegetable oils include low costs and longer shelf
lives. The main sources of industrial TFA are margarines, commercially baked products, deep-fried
fast foods, packaged snack foods and other prepared foods [3]. On the other hand, natural TFA are
ingested by the consumption of meat or dairy products from ruminant animals where small amounts
of TFA are produced by microorganisms present in the rumen [2].

In adults, high TFA intake has been associated with an increased cardiovascular risk, mainly
due to low density lipoprotein cholesterol increase, high-density lipoprotein cholesterol decrease,
pro-inflammatory effects and the promotion of endothelial dysfunction [3,4]. Furthermore, high TFA
intake may worsen insulin sensitivity [3,4]. However, the evidence for the relation between TFA intake
and diabetes is not consistent [3]. Additionally, high TFA has been identified as a risk factor for weight
gain or higher weight [4,5]. A recently published meta-analysis has confirmed that TFA intake is
associated with all-cause mortality and coronary heart disease mortality [6]. The negative health effects
of TFA have been attributed mainly to TFA in general or TFA of industrial origin and some studies
have suggested that natural TFA might have beneficial properties [7]. Nevertheless, the role of the
different TFA subtypes is not fully clear and further research is needed in order to understand whether
the negative effects of TFA consumption depends on their industrial or natural origin, or both [8].
Because of the demonstrated health hazards, many countries have established legal limits regarding
the content of TFA in foods and the World Health Organization recommends a consumption of less
than 1% of energy from TFA [9].

A recent Canadian study of children aged 5-6 reported that the mean total TFA intake was
0.71 energy % and that 12% of the participants consumed >1% of the energy from TFA [10]; the authors
concluded that more efforts should be undertaken to enable the selection of foods which are lower
in TFA in order to further reduce the TFA intake in children. However, the published information
about the sources and amounts of TFA intake for preschool children is scarce and, to our knowledge,
no study has distinguished yet between industrial and natural TFA intake in this population [11,12].

Therefore, the objective of this study was to estimate the intake and major sources of total, industrial,
and natural TFA as well as to identify the factors associated with a high TFA intake for children aged 4-5
from a Spanish multicenter prospective mother-child cohort study, the INMA-Project [13].

2. Materials and Methods

2.1. Study Design and Participants

The INMA project (INfancia y Medio Ambiente, Spanish for “Childhood and Environment”) is a
Spanish multicenter prospective mother-child cohort study which consists of a network of birth cohorts
with a common study protocol in the regions of Asturias, Guipuzcoa, Sabadell and Valencia. It aims
to study the effect of diet and environmental factors during pregnancy and early childhood on child
growth, development and health. The detailed study protocol was published elsewhere [13]. Briefly,
between November 2003 and August 2008 pregnant women were recruited and 2644 women agreed to
participate. Finally, 2506 mothers and their newborns met the inclusion criteria and were included in
the study. Of these children 1829 (73.0%) were evaluated at the age of 4-5 years between 2009 and 2012.
For the present analysis, we excluded the participants with missing data for the variables of interest.
Finally, 1793 children (98.0%) were included (387 from Asturias, 395 from Guipuzcoa, 429 from Sabadell
and 582 from Valencia) and the data at the age of 4-5 was cross-sectionally analyzed. The study was
approved by the Ethical Committee of the Municipal Institute of Medical Investigation (DSP-JV 001-11)
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and by the Ethical Committees of the centers involved in the study (Hospital La Fe, Valencia; Hospital
de Zumarraga, Guipuzcoa; Hospital de Sabadell, Sabadell; Hospital Universitario Central de Oviedo,
Asturias, Spain). The pregnant women were informed about the study and informed consent was
obtained at each of the visits.

2.2. Dietary Assessment

We used a semi-quantitative food frequency questionnaire (FFQ) of 105 food items to assess the
usual diet (available at: http:/ /bibliodieta.umh.es/files /2011/07 /CFA105.pdf). The FFQ was derived
from an adult version of the FFQ previously validated among the mothers of the INMA Study [14].
The FFQ was modified to include foods and portion sizes appropriate to children aged 4-5 and further
validated with three 24-h recalls and several biomarkers in a sample of 169 children aged 4-5 from
the Valencia cohort [15]. To address the reproducibility and validity against the 24-h recalls Pearson’s
correlations adjusted for energy intakes were performed and the correlation coefficients were 0.44 and
0.23, respectively; in both cases statistically significant [15]. The range of the reproducibility and
validity coefficients of the FFQ was similar to those observed for other FFQs in the literature [16].

Parents were asked to report how often, on average, their children had consumed the specified
serving or portion size for each food item of the FFQ in the previous year. The questionnaire had nine
possible responses, ranging from “never or less than once per month” to “six or more per day”.

Nutrient values were primarily obtained from food composition tables from the US Department
of Agriculture [17], other published sources reporting information on TFA content in Spanish foods
and other sources with detailed information for total, industrial and natural TFA in foods [18-22].
We calculated the usual daily nutrient intakes for each child by multiplying the frequency of the use of
each food item by the nutrient content of the portion size specified in the FFQ. Then we added all foods
to obtain the total nutrient intake for each participant. The usual daily intake of TFA was expressed
in g/day and and for the linear regression analysis it was converted into mg/day. Furthermore, we
estimated the energy intake in kcals/day for each participant. We used the residual method to estimate
calorie-adjusted values for the nutrient intakes [23]. The fruit and vegetable intake as well as the
sweetened beverage intake were estimated and expressed in 100 g/day.

To estimate the main food sources of total, industrial and natural TFA intakes, we grouped the
consumed foods as follows: White bread, fast food (French fries, pizza, pies, chips and other salty
snacks), processed baked goods (including cakes and cupcakes, Maria biscuits, chocolate cookies,
buns, croissants and donuts), sweets (including chocolates, hazelnut spread and instant chocolate
drinks), ice cream, margarine, red and processed meat (including beef, pork, lamb, sausages and
hamburger meat), milks (including whole milk, fat reduced milk, energy milk and milkshakes),
yoghurts (including natural, sugared or with fruits and cheese yoghurts), cheese (hard cheese and
cream cheese), butter and others. The contributions of each food or food group to the total, industrial
and natural TFA intake were added and the results were presented graphically.

2.3. Covariates

The following parental information was collected at baseline in pregnancy: Maternal age (years),
paternal age (years), country of origin (both parents from Spain, otherwise), mother’s educational level
(none or primary, secondary, university), mother’s social class (based on the Spanish adaptation of
the Register General’s Social Class classification: low, IV-V; middle, III; high, I-II). Additionally,
the following child characteristics were collected: sex (male, female), age (in years), parentally
self-reported physical activity (sedentary, active) and TV viewing (in hours/day). The usual daily
intake of fruit and vegetables (in units of 100 g/day) and sweetened beverages (in units of 100 g/day)
among children at the age of 4-5 years were estimated from the FFQ administered to the parents.
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2.4. Statistical Analysis

We performed descriptive analyses to compare both, the TFA intake in g/day and energy-percent,
according to parental and children’s characteristics and cohort. We applied one-way analysis of
variance (ANOVA) for continuous variables and Chi-squared tests for categorical variables. We used
multiple linear regression to estimate adjusted (3 regression coefficients and 95% confidence intervals
in order to explore the association between parental and children’s characteristics and the intake of
total, industrial, and natural TFA (in mg/day). To explore the factors associated with TFA intake and
to control for possible confounding variables, all multivariable models were adjusted for maternal
age, paternal age, country of origin, mother’s educational level, mother’s social class, child’s sex,
child’s age, parentally reported physical activity of the child, TV viewing, fruit and vegetable intake,
sweetened beverage intake and mean daily energy intake. We used meta-analysis to obtain combined
estimates from cohort specific linear regression models and the 1> measure under the fixed effects
hypothesis to explore heterogeneity among cohorts [24]. We applied the fixed-effects meta-analysis
model when I? was <50% and the random-effects meta-analysis model when 12 > 50%. All the
statistical analyses were conducted with the statistical software R, version 3.2.3 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria). All statistical tests were bilateral and p-values < 0.05 were
considered statistically significant.

3. Results

Table 1 shows detailed information about the intake of total, industrial and natural TFA. The mean
daily intake for total TFA was 1.36 g/day (median 1.30 g/day) and the corresponding intakes for
industrial and natural TFA were 0.60 and 0.71 g/day respectively. Thus, slightly more than half of
the total TFA intake came from natural TFA. Significant differences were observed in mean daily
intakes of TFA by cohort with Valencia showing the highest total and industrial TFA intake and
Guipuzcoa the lowest intakes for all types of TFA (p < 0.05). Regarding the percentage of the total
energy intake provided by TFA, 10% of the children obtained at least 1% of their energy intake
from TFA which approximately corresponded to an absolute mean daily intake of 1.95 g/day;
this percentage ranged from 6.5% in children from Sabadell to 14.6% in children from Valencia.
Statistically significant differences were also observed for several parental and child characteristics
among cohorts (see Supplementary Table S1).

Table 1. Intakes of total, industrial, and natural trans fatty acids (TFA) among children aged 4-5 years
from the four cohorts of the INMA study.

All Cohorts Asturias Guipuzcoa Sabadell Valencia

(n =1793) (n =387) (n = 395) (n = 429) (n =582)
g/day E%1 g/day E%1 g/day E%1 g/day E%1! g/day E%1

Total TFA intake
Mean 2 1.36 0.77 1.40 0.76 1.22 0.74 1.35 0.74 1.43 0.81
S.D.? 0.45 0.17 0.47 0.16 0.38 0.17 0.41 0.17 0.50 0.18
Percentile 3
P10 0.85 0.56 0.89 0.56 0.77 0.54 0.89 0.56 0.86 0.59
P25 1.03 0.65 1.08 0.65 0.93 0.62 1.07 0.63 1.06 0.68
P50 1.30 0.75 1.32 0.74 1.17 0.74 1.29 0.73 1.38 0.80
P75 1.60 0.87 1.59 0.86 1.46 0.85 1.60 0.83 1.73 0.92
P90 1.95 1.00 1.97 0.99 1.67 0.98 1.90 0.94 211 1.05
Industrial TFA intake

Mean 2 0.60 0.34 0.54 0.30 0.54 0.33 0.63 0.35 0.65 0.37

S.D.? 0.27 0.13 0.26 0.11 0.21 0.11 0.27 0.13 0.30 0.13
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Table 1. Cont.

All Cohorts Asturias Guipuzcoa Sabadell Valencia
(n=1793) (n = 387) (n = 395) (n = 429) (n = 582)

g/day E%1 g/day E%1 g/day E%1 g/day E%1! g/day E%1

Percentile 3

P10 0.31 0.20 0.28 0.17 0.31 0.21 0.35 0.21 0.33 0.21
P25 0.42 0.26 0.38 0.22 0.39 0.25 0.45 0.26 0.45 0.28
P50 0.55 0.32 0.49 0.29 0.50 0.32 0.57 0.33 0.59 0.35
P75 0.73 0.40 0.64 0.35 0.66 0.38 0.76 0.41 0.81 0.44
P90 0.94 0.50 0.85 0.43 0.81 0.46 0.98 0.52 1.06 0.55
Natural TFA intake
Mean 2 0.71 0.40 0.82 0.45 0.64 0.39 0.65 0.36 0.72 0.41
S.D.? 0.28 0.12 0.31 0.13 0.26 0.12 0.23 0.10 0.28 0.11
Percentile 3
P10 0.40 0.26 0.48 0.29 0.36 0.23 0.40 0.23 0.41 0.27
P25 0.51 0.32 0.59 0.35 0.46 0.30 0.49 0.29 0.52 0.34
P50 0.67 0.39 0.80 043 0.60 0.38 0.62 0.35 0.70 0.40
P75 0.86 0.47 0.97 0.53 0.76 0.46 0.79 043 0.88 0.48
P90 1.10 0.56 1.21 0.62 0.97 0.55 0.95 0.49 1.11 0.56

1 E%, energy percent (percentage of the total ingested energy); 2 Mean and standard deviation of the daily TFA
intake in g/day and as percentage of the total energy intake provided by TFA intake. The tests of analysis of
variance were significant in all comparisons (p < 0.05); 3 Percentiles of the TFA intake: P10, P25, P50, P75, P90.

The principal food groups contributing to the total, industrial and natural TFA intake are presented
in Figures 1-3, respectively. The major source of total TFA intake in children were milks (21%),
processed baked goods (16%), sweets (12%), fast food (12%), white bread (10%), red and processed
meat (8%) and yoghurts (7%). The major contributors to the industrial TFA intake were white bread
(25%), fast food (23%), processed baked goods (20%) and sweets (19%), approximately accounting
for 87% of the intake. The most important contributor to the intake of natural TFA were milks
(37%), followed by red and processed meat (13%), processed baked goods (13%), yoghurts (12%) and
cheeses (10%).

Milks  Processed Sweets Fastfood  White Red and Yoghurts
baked bread processed
goods meat

Figure 1. Main food sources of the intake of total trans fatty acids (TFA) in children aged 4-5 from the
INMA Study.
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Figure 2. Main food sources of the intake of industrial trans fatty acids (TFA) in children aged 4-5 from
the INMA Study.
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Figure 3. Main food sources of the intake of natural trans fatty acids (TFA) in children aged 4-5 from
the INMA Study.

Table 2 shows the association between parental and child characteristics and the intakes of total,
industrial and natural TFA (in mg/day). Having parents not originally from Spain was associated
with a higher intake of total TFA (3 45.5, 95% CI 1.3; 89.6) and natural TFA (3 65.7, 95% CI 37.4; 94.0).
TV viewing (hours/day) was associated with a higher industrial TFA intake (3 18.3, 95% CI 5.9; 30.7).
The intake of fruits and vegetables (100 g/day) was inversely associated with the intakes of total,
industrial and natural TFA (3 —85.5, 3 —46.6, and 3 —36.9, respectively; p < 0.05). A higher intake of
sweetened beverages (100 g/day) was associated with a lower total (3 —27.6) and natural (3 —34.8)
TFA intake (p < 0.05).
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Table 2. Associations between parental and child characteristics and the intake of total, industrial, and
natural trans fatty acid (TFA) among the children aged 4-5 years of the INMA Study:.

Total TFA (mg/Day) Industrial TFA (mg/Day) Natural TFA (mg/Day)
[ 95% CI 2, %2 gl 95% CI 2, %2 gl 95% CI 2, %2
Parental characteristics
Maternal age, years -1.6 —11.8;8.6 81.33 0.7 —44;58 57.8 -22 —74;29 64.73
Paternal age, years —0.6 —4.2;3.1 59.6 —0.5 —3.2;23 0.0 —0.3 —6.1;5.5 81.03
Country of origin other than Spain 455 1.3;89.6 0.0 —13.6 —47.8;20.5 0.0 65.7 37.4;94.0 0.0
Mother’s educational level
Primary or no education ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Secondary -11.0 —48.1;26.0 25.6 -1.5 —42.9;40.0 53.0 -17.6 —42.1;6.9 259
University —-8.0 —82.6; 66.6 61.3 15.3 —49.7;19.2 35.2 13.9 —16.8;44.6 44.0
Mother’s social class
Low ref ref ref ref ref ref
Middle 111 —28.2;,50.3 0.0 0.4 —28.1;29.6 26.3 5.0 —21.9;319 0.0
High -1.1 —43.0;40.8 31.2 —20.4 —51.5;10.7 20.4 16.0 —12.7;44.7 0.0
Child’s characteristics
Physical activity (parentally reported)
Sedentary ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Active -1.0 —28.7;26.6 0.0 —16.4 —37.0;4.2 0.0 12.2 —6.5;30.9 0.0
TV viewing, h/day 16.0 —0.5;32.6 39.9 18.3 5.9;30.7 0.0 —-29 —13.9;8.1 224
Fruit and vegetable intake, 100 g/day —85.5 __160:18' 63.6° —46.6  —61.9;, =313 67.73 —-369  —44.9; -28.9 40.3
Sweetened beverage intake, 100 g/day  —27.6  —41.1; —14.0 0.0 8.5 -1.7,187 0.0 —348  —43.6; -26.0 0.0

! The cohort specific linear regression models were combined using meta-analysis. All models were adjusted
for the child’s sex, age, energy intake and all variables in the table. 2 We used the fixed-effects meta-analysis
model when I? was <50% and the random-effects meta-analysis model when I? > 50%. % pcochran Q <0.05 from
the test of heterogeneity.

4. Discussion

To our knowledge this is the first study that reports the intake of TFA in preschool children aged
4-5 years distinguishing industrial and natural TFA. We show that in this population more than 50%
of the total TFA intake was of natural origin and that about 10% of the children of the INMA study
obtained at least 1% of their energy intake from TFA, thus exceeding the limit recommended by the
WHO [9].

Our results are in part comparable to those reported by a Canadian study with 100 children aged
5 to 6 [10], although this study did not report the absolute TFA intake. The mean percentage of energy
intake provided by TFA was 0.71% in the Canadian study, and therefore similar than in our study
(0.77%). The percentage of children exceeding 1% of the energy intake from TFA was also comparable
to that in our study (12% vs. 10%). In a survey conducted in a Chinese population with participants
aged 3 years and older, the reported intakes of total TFA among children from 3 to 6 years were much
lower than those in our study; the mean daily TFA intake was 0.49 g/day which corresponded to 0.34%
of their total energy intake, and less than 0.42% of the participants surpassed the limits recommended
by the WHO [25].

In our study population 52% of the ingested TFA were of natural origin. The average intake of
industrial TFA reported in most studies in adult populations has been about 2.5-fold higher than that
of natural TFA [6]. The higher percentage of the intake of natural TFA reflects the differences between
adults and children regarding their nutrition and may be due to a relative higher intake of dairy
products. Moreover, this makes preschool children of special interest to study the effects of natural TFA
on health outcomes. There is evidence that industrial TFA, but not natural TFA, are associated with a
higher risk of coronary heart disease [6]. This could be explained by a true effect of the ingestion of
industrial TFA, but also be the result of lower consumption levels of natural TFA in adults. Therefore,
it has been suggested that more research is required to assess the impact of natural versus industrially
produced TFA on health outcomes. Thus, preschool children may be an interesting study population
because of the proportion of their natural and industrial TFA intakes.

The main food sources of the total TFA intake in our study were comparable to those reported by
the Canadian study [10]. Regarding the industrial TFA intake, we observed that the main sources were
fast food, white bread, processed baked goods and sweets, contributing to nearly 90% to its intake.
The important contribution of white bread to the industrial TFA intake is interesting and probably due
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to high white bread consumption in the Spanish study population, but also underlines the importance
of bread and bakery products as TFA sources. Additionally, the main sources of industrial TFA
obtained in the present study confirm that industrial TFA intake marks a highly processed diet which
might contribute to negative health effects. On the other hand, the principal contributors to the natural
TFA intake were milk and dairy products, foods highly important in the diet of preschool children.

Having parents from a country of origin other than Spain was significantly associated with a
higher total TFA intake, which was based on a substantially higher natural TFA intake as no significant
difference was observed for industrial TFA. The parents who were not from Spain came from many
different European and non-European countries and the observed differences could be due to different
dietary habits. Interestingly, more TV viewing was associated with a higher industrial, but not natural
TFA intake. This finding can be explained by the well-established association between TV viewing and
the consumption of fast food or poor diet in general [26-28]. Moreover, a higher intake of fruit and
vegetables was associated with a lower intake of total, industrial and natural TFA which indicates that
the consumption of industrial and natural TFA containing foods was probably replaced by fruits and
vegetables. This association could be similar to the inverse association observed between fruit and
vegetable intake and fat intake reported by several studies [29,30]. The inverse association between
the intake of sweetened beverages and the total TFA intake was based on a lower intake of natural
TFA, as no significant difference was observed with industrial TFA. The lower natural TFA intake
is probably based on the replacement of milk by sweetened beverages in the diet of children with
high sweetened beverage ingestion, which was also shown in a study carried out among three to
seven-year-old children [31].

A limitation of this study may be that the estimates of TFA intakes were based on the children’s
food intakes reported by their parents using a FFQ. The reproducibility and validity of the FFQ
was assessed for many foods and nutrients, including total TFA intake, against three 24-h recall but
not for industrial and natural TFA intakes. However, we were not able to validate the biochemical
validity of the FFQ against plasma concentration of total, industrial or natural TFA although it
may not be adequate to use TFA in plasma as the reference method since there is evidence that
TFA may selectively accumulate in some tissues; adipose tissue and liver generally contain higher
concentrations of TFA than blood or other tissues, which could explain the lack of or very low
correlations between TFA plasma concentration and the TFA intake reported by some studies [32,33].
Furthermore, an overestimation of total and industrial TFA intakes may have occurred in our study
since the industrial TFA content in some foods (e.g., margarine) may have decreased during the last
few years in Spain [19]. However, the food composition table primarily used was revised in 2015 [17],
but some additional information was published between 2003 and 2011 [19-22], which may have
led to an overestimation if compared to the current industrial TFA content of commercial products.
Nevertheless, the data in our study was obtained between 2009 and 2012 and the internal validity of
our study should not be affected by the latest changes in TFA contents.

Despite some limitations, to our knowledge this study is the first assessment of the TFA intake in
children in Spain that distinguishes between industrial and natural sources. Additionally, it provides
helpful information on TFA intake and the main food sources, which may be helpful to modify present
legislations about the allowed TFA content of foods. Moreover, the information provided could help to
design dietary guidelines in order to reduce the ingestion of TFA, ideally by replacing them by other
cis unsaturated fatty acids [34].

5. Conclusions

The present study shows that the TFA intake is too high in a relevant proportion of children in
Spain. It should be reduced to prevent possible future health problems, such as cardiovascular diseases
or obesity. In contrast to findings in adult populations, the intake of natural TFA is higher than the
industrial TFA intake. Further research is needed to investigate the specific effects of natural and
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industrial TFA in the pathogenesis of diseases. Meanwhile, their exact roles remain unclear, parents
should be aware of the main sources of TFA in order to reduce the total TFA intake of their children.

Supplementary Materials: The following are available online at http:/ /www.mdpi.com/2072-6643/8/10/625/s1,
Table S1: Parental and child characteristics of the children aged 4-5 years in all cohorts of the INMA Study:.
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Abstract

Background: Trans fatty acid (TFA) intake has been positively associated with obesity in
adults, although the evidence in children is scarce. There is growing evidence that TFA of

industrial or natural origin may have different effects.

Objectives: We aimed to explore the association between total, industrial and natural TFA
intake and overweight including obesity in 4-5-year-old Spanish children.

Methods: We cross-sectionally analyzed data of 1744 children aged 4-5 from the INMA
study, a prospective mother-child cohort study in Spain. We estimated the intake of total,
industrial and natural TFA in grams per day (g/day) using a validated food frequency
questionnaire and expressed it as quartiles. Overweight including obesity was defined
according to the International Obesity Task Force criteria. We used multiple logistic

regression to estimate adjusted odds ratios (OR) and confidence intervals (95%Cl).

Results: After adjusting for major risk factors, the highest quartile of industrial TFA intake
(>0.7g/day) was positively associated with overweight including obesity (OR 1.57, 95%ClI
1.13-2.21, p trend for quartiles 0.01). No significant associations were observed between

natural TFA intake and overweight including obesity.

Conclusions: In 4-5-year-old Spanish children, higher intake of industrial but not natural

TFA was positively associated with overweight including obesity.
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Introduction

Childhood overweight (including obesity when not otherwise specified) has become a serious
problem due to its increasing worldwide prevalence over the past decades with an important
impact on individual and public health (1,2). In high-income countries the prevalence of
childhood overweight in 2013 was 23.8% in boys and 22.6% in girls (3).

Overweight in children is associated with overweight in adolescence as well as adulthood and
an increased morbidity and mortality (4—6). The affected children are more likely to develop
mostly preventable non-communicable diseases such as type 2 diabetes, cardiovascular

diseases, musculoskeletal disorders and certain types of cancer (4).

Regarding the etiology of childhood overweight, numerous genetic and non-genetic risk
factors have been identified (4,6). However, a systematic review from 2013 that included 61
prospective studies concluded that the evidence was only strong for the association between
childhood obesity and genetic factors as well as low physical activity. In contrast, the
evidence was mixed for other factors such as sedentary lifestyle and dietary factors including
sugar-sweetened beverage consumption and high fat intake (7). Moreover, the effect of total
fat intake on bodyweight in children was recently analyzed in a Cochrane review and the

results were inconclusive (8).

Nevertheless, studies in adults have shown that higher intake of specific fat types is associated
with weight gain, particularly the intake of trans fatty acids (TFA) (9,10). TFA are
geometrical isomers of unsaturated fatty acids having at least one non-conjugated carbon-
carbon double bond in the trans configuration which can be of natural or industrial origin
(11). Industrial TFA are artificially produced by partial hydrogenation of unsaturated
vegetable oils during heating or deep fat frying, whereas natural TFA are present in meat or
dairy products from ruminant animals where small amounts of TFA are produced by
microorganisms in the rumen (12). There is growing evidence that the intake of TFA of
industrial or natural origin may have different effects (13,14). In adults, it is generally
accepted that industrial TFA intake is associated with visceral adiposity and higher
cardiovascular risk (15). In contrast, the intake of natural TFA has not been associated with

changes in body size, shape or composition (16).

We showed in a recent study that 4-5-year-old Spanish children had a mean total TFA intake
of 1.36 grams per day and that about ten percent of them exceeded the maximum daily intake

of total TFA recommended by the World Health Organization (17). The main sources of
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industrial TFA, which accounted to about 44% of the total TFA intake, were fast food, white
bread and processed baked goods. Milk as well as red and processed meat were the main
sources of natural TFA. However, the published literature about the association between TFA
intake and childhood overweight is scarce and more studies are needed to investigate the role

of TFA and its subtypes (18).

Therefore, we aimed to explore the association between the dietary intake of total, industrial

and natural TFA and overweight including obesity in 4-5-year-old children in Spain.
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Methods
Study design and participants

The INMA project (INfancia y Medio Ambiente, Spanish for “Environment and Childhood”)
is a Spanish multicenter prospective population-based mother and child cohort study which
consists of a network of birth cohorts with a common study protocol in the regions of
Asturias, Gipuzkoa, Sabadell and Valencia. It aims to study the effects of diet and
environmental factors during pregnancy and early childhood on child growth, development
and health. The detailed study protocol was published elsewhere (19). Briefly, between
November 2003 and August 2008 pregnant women were recruited and 2644 women agreed to
participate. Finally, 2506 mothers and their newborns met the inclusion criteria and were
included in the study. Of these children 1829 (73.0%) were evaluated at the age of 4-5 years
between 2009 and 2012. The mothers lost to follow-up showed no significant difference in
anthropometric variables, tobacco and alcohol use and diet quality including fruit and
vegetable consumption. However, the participating mothers were slightly older, had more
university studies and were from a higher social class than the mothers lost to follow-up. The
mothers provided written informed consent and the study was approved by the Ethical
Committees of the centers involved in the study (Hospital La Fe, Valencia; Hospital de
Zumarraga, Gipuzkoa; CEIC-Parc de Salut Mar, Barcelona; Hospital Universitario Central de
Asturias). For the present analysis, we excluded children with implausible calorie intake
(n=79). These were identified by applying the formula proposed by Goldberg et al. (20) with
the revised cut of points for European 2-6-year old children published by Bérnhorst et al. (21).
Moreover, we excluded 6 participants with missing data for the variables of interest. Thus,

1774 children (95.3%) were finally included in the analysis.

Assessment of overweight and obesity

When the children reached the age of 4-5 years, trained health professionals conducted
personal interviews with the parents and took direct anthropometric measurements of the
children’s bodyweight and height following standardized protocols. Children’s BMI was
calculated by dividing weight in kilograms by square height in meters. Children were
classified as having overweight or obesity using the age- and sex-specific cut-off points of the
IOTF criteria that correspond to the cut-off points for overweight and obesity in adults (22).

Children classified as having underweight were grouped together with children with normal
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weight as the majority (81%) of the children with underweight had only slight underweight
(grade 1 of 3 according to the IOTF criteria). To improve readability, we use throughout the
paper the term overweight referring to children with overweight including obesity, if not

otherwise specified.

Dietary Assessment including TFA

A semi-quantitative food frequency questionnaire (FFQ) was used to assess the usual diet of
the children previous to the interview (available at: http://epinut.edu.umh.es/cfa-105-inma-
infancia/). Parents were asked to report how often, on average, their children had consumed
the specified serving or portion size for each food item of the FFQ in the previous year. The
questionnaire had nine possible responses, ranging from “never or less than once per month”
to “six or more per day”. The FFQ was derived from an adult version of the FFQ previously
validated among the mothers participating in the INMA Study (23). The FFQ was modified to
include foods and portion sizes appropriate to children aged 4-5 and further validated with
three 24-hour recalls and several biomarkers in a sample of 169 children aged 4-5 from the
Valencia cohort (24). The range of the reproducibility and validity coefficients of the FFQ
were similar to those observed for other FFQs in the literature (25). Regarding the
reproducibility and validity of the FFQ for the intake of TFA, three 24-hour recalls in a 6-9-
month period between two FFQs were used and the correlations were 0.44 and 0.23,

respectively; in both cases statistically significant (24).

Nutrient values were primarily obtained from food composition tables from the US
Department of Agriculture (26), other published sources reporting information on TFA
content in Spanish foods and other sources with detailed information for total, industrial and
natural TFA in foods (26-31). We calculated the usual daily nutrient intakes for each child by
multiplying the frequency of the use of each food item by the nutrient content of the portion
size specified in the FFQ. Then we added all foods to obtain the total nutrient intake for each
participant. The usual daily intake of TFA was expressed in g/day. Furthermore, we estimated
the energy intake in kcals/day for each participant. We used the residual method to estimate
calorie-adjusted values for the nutrient intakes (32). The usual daily fruit and vegetable intake

as well as the sweetened beverage intake were estimated and expressed in g/day.
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Covariates

The following parental variables were collected at baseline when pregnant women enrolled in
the study or later at child birth: mother’s educational level (none or primary, secondary,
university), mother’s social class (low, middle, high), parental country of origin (Spain, other
than Spain), pre-pregnancy mother’s BMI (in kg/m?), father’'s BMI (in kg/m?), small for
gestational age according to weight (no/yes), breast feeding (no/yes) and smoking during
pregnancy (no/yes). Additionally, the following variables of the children were collected and
included: small for gestational age according to weight (no/yes), breastfeeding (no/yes), sex
(male, female), age (in years), physical activity (low, middle, high) and TV viewing (in
hours/day) as reported by parents at the age 4-5 years.

Statistical analysis

To compare the characteristics of the 4-5-year-old children with normal weight and those with
overweight we performed univariate descriptive analyses. Analyses of variance (ANOVA)
were applied for continuous variables and Chi-squared tests for categorical variables.
Additionally, to explore the association between total, industrial, and natural TFA intake
(expressed in quartiles) and overweight multiple logistic regression was used to estimate
adjusted odds ratios (OR), 95% confidence intervals (95% CI) and p values. Two different
models were performed for all analyses: a basal model (model 1) adjusted for sex, age, total
energy intake and study cohort and a second model (model 2) additionally adjusted for major
risk factors of childhood obesity (mother’s educational level, mother’s social class, mother’s
BMI, father's BMI, parental country of origin, physical activity, TV viewing, fruit and
vegetable intake and soft drink intake). We observed no heterogeneity between the four study
cohorts (1> = 0-3%). Thus, the four cohorts were combined and the regression models were
adjusted for the variable study cohort. Furthermore, six different sensitivity analyses were
performed, in three cases by adding a variable to model 2 (small for gestational age according
to weight, breast feeding and smoking during pregnancy, respectively), in one case by
including children with implausible calorie intake (n=79) and in one case by excluding
children with underweight (n=98) from the analysis. In a further sensitivity analysis, children
with overweight (n=249) were excluded from the analysis and only children with obesity
(n=98) where compared to children with normal weight (n=1397). The results of the

sensitivity analyses were presented graphically.
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All statistical analyses were conducted with the statistical software R, version 3.2.3 (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). All statistical tests were bilateral and
p-values < 0.05 were considered statistically significant.
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Results

The characteristics of the parents and children (n=1744) according to the children’s weight
status are presented in table 1. The prevalence of overweight was 19.9%. The prevalence of
overweight in parents of children with overweight was significantly higher than in children
with normal weight with a higher difference for the mothers than for the fathers. The
percentage of children viewing TV more than 1 hour per day was 8.4 points higher in children
with overweight than in children with normal weight. Moreover, we observed a significantly
higher fruit and vegetable intake as well as total calorie intake in children with overweight

when compared to children with normal weight.

Table 2 shows the results of the logistic regression analysis that reveals the association
between quartiles of total, natural as well as industrial TFA intake and overweight in children.
When applying the basal model (model 1), we observed a significant association between
industrial TFA intake and overweight comparing the highest with the lowest quartile of
industrial TFA intake (OR 1.57, 95% CI 1.13-2.21, p for trend 0.012). After adjusting for
major risk factors of childhood overweight (model 2), when comparing the highest with the
lowest quartile, the OR of the association between total TFA intake and overweight was 1.44
(95% CI 1.00-2.08, p for trend 0.027). When applying model 2 and comparing the highest
quartile with the lowest quartile of industrial TFA intake, a stronger and statistically
significant association with overweight was found (OR 1.63, 95% CI 1.14-2.34, p for trend
0.010). No statistically significant associations were observed between the quartiles of natural
TFA intake and overweight.

Figure 1 demonstrates sensitivity analyses of the association between the highest quartile of
industrial TFA intake and overweight including obesity vs. normal weight. No major changes
were observed when including children with implausible calorie intake (n=79), when
excluding children with underweight (n=98), or when model 2 was additionally adjusted for
the variables small for gestational age according to weight, breastfeeding or smoking during
pregnancy, respectively. When excluding the children with overweight (n=249) and
comparing only the children with obesity (n=98) to children with normal weight (n=1397), the
OR was slightly attenuated (1.41 vs. 1.63 for overweight including obesity) but the

confidence interval widened and no statistically significant association was observed.
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Table 1: Characteristics of the parents and 4-5-year-old children participating in the INMA study
according to the children’s weight status

Normal weight . Ove_rweight_ .
(n=1397) |ncludlfg obesity p
(n=347)
Maternal education (university), % 38.1 334 0.172
Maternal social class (low), % 24.8 21.6 0.134
Maternal BMI (>25), % 22.9 40.1 <0.001
Paternal BMI (=25), % 53.5 68.1 <0.001
Parental country of origin other than Spain, % 10.5 13.0 0.173
Child characteristics

Sex (females), % 47.6 54.8 0.017
Age, y, mean (SD) 4.41 (0.18) 4.42(0.21) 0.102
Physical activity (high), % 15.9 13.3 0.289
TV viewing, h/day (>1), % 58.4 66.8 0.016
Fruit and vegetable intake®, g/day, mean (SD) 217 (121) 233 (131) 0.029
Soft drink intake®, g/day, mean (SD) 82 (107) 91 (133) 0.223
Total calorie intake/day, mean (SD) 1594 (331) 1634 (352) 0.047
Total TFA intake®, g/day, mean (SD) 1.31(0.29) 1.35(0.29) 0.071
Industrial TFA intake®, g/day, mean (SD) 0.58 (0.22) 0.60 (0.22) 0.070
Natural TFA intake®, g/day, mean (SD) 0.69 (0.20) 0.69 (0.20) 0.467

2 p-values from the chi-squared tests for categorical variables and ANOVA tests for continuous variables
b crude absolute intakes
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Table 2: Association between quartiles of total, industrial as well as natural TFA
intake and overweight including obesity in 4-5-year-old children from the INMA study

Normal weight (n= 1397) vs.
overweight including obesity

Normal weight (n=1397) vs.
overweight including obesity

(n=347) (n=347)
MODEL 1° MODEL 2°

Quartiles of TFA intake OR? 95% ClI p OR® 95% ClI p
Total TFA, g/day

Q1 (<1.11) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

Q2 (1.11-1.30) 0.87 0.61;1.23 0.434 0.88 0.61;1.27 0.494

Q3 (1.31-1.50) 0.99 0.70; 1.40  0.958 1.08 0.75;1.55  0.690

Q4 (>1.50) 1.32 0.95;1.84  0.104 1.44 1.00; 2.08  0.052

p for trend 0.070 0.027
Industrial TFA, g/day

Q1 (<0.44) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

Q2 (0.44-0.55) 1.03 0.73;1.46  0.859 1.05 0.73;1.51  0.787

Q3 (0.56-0.70) 1.00 0.70; 1.42  0.994 1.06 0.74;1.53  0.740

Q4 (>0.70) 1.57 1.13;2.21  0.008 1.63 1.14;2.34  0.008

p for trend 0.012 0.010
Natural TFA, g/day

Q1 (<0.55) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

Q2 (0.55-0.68) 1.16 0.83;1.63  0.391 1.20 0.84;1.71  0.316

Q3 (0.69-0.81) 1.21 0.87;1.71  0.260 1.27 0.89;1.82  0.185

Q4 (>0.81) 0.97 0.68;1.38  0.862 1.07 0.73;1.56  0.741

p for trend 0.931 0.682

2 OR was obtained by logistic regression
b adjusted for sex, age, total energy intake and study cohort

¢ additionally adjusted for maternal educational level, maternal social class, maternal BMI,

paternal BMI, parental country of origin, physical activity, TV viewing, fruit and vegetable intake

and soft drink intake
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Figure 1: Sensitivity analysis of the association between the fourth quartile of industrial TFA intake and

overweight/obesity. All shown models except for model 1 are based on model 2.

Q4 of industrial TFA intake (>0.70 g/day)

normal weight vs. overweight/obesity

Model 1, n=1744 - t A ]

Model 2, n=1744 k = U

Including children with implausible calorie intake, n=1823- F - 1

Excluding children with overweight, n=1495- F *

Excluding children with underweight, n=1646 - F L

Adjusted for small for gestational age, n=1744- I *

Adjusted for breast feading, n=1744 - I L 2

Adjusted for smoking during pregnany, n=1744- I - 1

OR
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Discussion

To our knowledge, we addressed for the first time the association between the intake of

different TFA subtypes and overweight in preschool children.

In 4-5-year-old Spanish children higher industrial TFA intake was significantly associated
with overweight as we observed a clear association when comparing the highest to the lowest
quartile of industrial TFA intake. For total TFA intake, the association was marginally not
statistically significant when adjusting for major risk factors. However, a statistically
significant trend was observed. No statistically significant association was found between
natural TFA intake and overweight. These findings may suggest a non-linear association

between the intake of mainly industrial TFA with overweight.

The scarce amount of literature published about the association between TFA intake and
overweight in children limits the comparison of our results. One prospective study from
Colombia with 668 5-12-year-old children did not find an association between TFA serum
concentration and weight gain after a median follow-up of 30 month (33). However, although
it was a prospective study and biomarkers were used, the results were based on a single serum
TFA determination at recruitment that reflects only short term TFA intake. The authors state
that this might have increased measurement error and could explain the lack of association
observed. Moreover, our results are consistent with two large long-term prospective
observational studies in adults that have shown the association between TFA intake and
weight gain, although these studies did not address the different TFA subtypes (34,35).
Nevertheless, it has been reported previously that in adults industrial TFA contribute to the
majority of total TFA intake (9,15,36). However, in recent years the industrial TFA intake
diminished in many parts of the world and currently in many countries the intake of natural
TFA is equal or higher than the intake of industrial TFA (37).

At the present moment the biological mechanisms by which TFA could contribute to
overweight remain unclear (10). Interestingly, in our study the association between
overweight and TFA was based on industrial TFA intake and no significant association was
observed for natural TFA. This observation is in accordance to recent findings that suggest
that industrial and natural TFA could have different effects on a variety of health outcomes.
On the one hand, industrial TFA intake has been associated with insulin resistance, coronary
heart disease and sudden death (15) as well as increased visceral adiposity and bodyweight

(38). On the other hand, natural TFA intake has not been associated with coronary heart
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disease which has initially been explained by the relatively low natural TFA intake by adults
(36). However, recent studies revealed that higher plasma concentrations of natural TFA have
been associated with lower triacylglycerol concentration, lower blood pressure and a lower
type 2 diabetes risk (13). Furthermore, in a prospective cohort study with 267 Danish
participants aged 35-65, natural TFA intake was not significantly associated with changes in
bodyweight, waist and hip circumference or body fat percentage (16). Thus, our results are
consistent with the findings about the different metabolic effects of the TFA subtypes in
adults but should be confirmed in prospective studies. Moreover, other health outcomes than
overweight or obesity should be addressed in future studies with children. The WHO
recommends that total TFA intake should be less than one percent of the total energy intake,
but no limits are expressed for industrial TFA intake in particular (39). Although lately many
measures have been undertaken to diminish the industrial TFA content of foods (15), our
findings and the previously mentioned evidence for different effects of industrial and natural
TFA suggest that the recommendations should be actualized and a specific threshold for
industrial TFA intake should be established.

In the sensitivity analyses no substantial changes were observed when we additionally
adjusted for the variables small for gestational age according to weight, breastfeeding or
smoking during pregnancy. However, there is limited evidence that these variables could
interfere with childhood overweight (7). Likewise, no significant differences were observed
when including children with implausible calorie intake or when excluding children with
underweight which indicates that these children have similar characteristics than the children
included in the main analyses. When we excluded children with overweight and compared
children with normal weight only to children with obesity, significance was lost. This could
be explained by the relatively low number of obese children in our study which diminished
the statistical power of this analysis and the lack of a statistically significant association in this
context should not be interpreted as a demonstration of the absence of such.

The present study has several limitations. The cross-sectional analysis of the data at 4-5 years
of age does not permit causal inference, which means that it cannot be assumed that the higher
TFA intake causes the higher prevalence of childhood overweight. However, overweight at
the age of 4-5 years should be recent, and most of the variables were collected several years
before at baseline when the mother and child cohort study started. In addition, to our
knowledge we describe this association for the first time in this population distinguishing the
different TFA subtypes. This permits us to generate a hypothesis, but our results should be
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confirmed in prospective studies to rule out reverse causation or other bias. Moreover, despite
adjusting for multiple variables in the regression models we cannot rule out a potential
residual confounding by other variables that we did not address. Especially the intake of
mainly industrial TFA is associated with unhealthy dietary patterns which might contribute in
part to the observed association between high industrial TFA intake and overweight. Another
limitation is the existence of other definitions of childhood overweight and obesity like the
definition proposed by the WHO (40). Naturally, the application of other definitions can lead
to different study results. Therefore, it is crucial to consider the characteristics of the existing
definitions. The IOTF criteria of overweight and obesity used in the present study have been
shown to be more specific than the WHO criteria which can be an advantage when exploring
associated risk factors (41,42). A further limitation of the study is measurement error due to
the use of FFQs and food composition tables, especially as there has been a decrease of TFA
content of foods in recent years. However, we have used recently published food composition
tables and supplemented them with data from Spanish food analyses to minimize possible
discrepancies. Moreover, it can be assumed that measurement error was non-differential and

that therefore the observed effects should be equal.

In conclusion, higher intake of industrial TFA was positively associated with overweight
including obesity in 4-5-year-old Spanish children. No significant association was observed
between natural TFA intake and overweight including obesity. Our results are consistent with
the growing but still limited evidence of different health effects of industrial and natural TFA

and should be further confirmed in prospective studies.
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15.3 CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE ALIMENTOS

A continuacioén, se encuentra el cuestionario de frecuencia de alimentos de 105 items
usado en el proyecto INfancia y Medio Ambiente para medir la ingesta de los nifios a

los 4-5 afios.
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[nm% Cuestionario de Frecuencia Alimentaria y Actividad Fisica (NINOS 4 afios)

Infancia y Medio Ambiente

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIA DNUMI | 1 1 1

Entrevistador/a: “Esta parte de la encuesta es para conocer la dieta que ha seguido su hijo/a en el dltimo afio y averiguar si
guarda relacion con su crecimiento y desarrollo. Por ello, le agradecemos sinceramente que preste la maxima atencion y
colaboracion informando en la medida de lo posible sobre la dieta que hace en casa y fuera (colegio, restaurantes, etc).
Cuando la cantidad especificada para un alimento no se adapte plenamente a la racion habitual que consume su hijo/a, trate
de aproximar su respuesta subiendo o bajando la frecuencia de consumo, como se indica en algunos ejemplos que damos”.

Para cada alimento sefialar cuantas veces como media ha tomado la cantidad que se indica durante el Gltimo afio. Debe
tener en cuenta las veces que toma el alimento solo y cuando lo afiade a otro alimento o plato. Por ejemplo, el huevo,

considere cuando lo toma solo (frito, cocido o tortilla) y cuando lo toma afiadido o mezclado con otros platos (gj.
revueltos, rellenos, etc). Si suele comer una tortilla de 2 huevos cada 2 dias, debera marcar para un huevo, 1 por dia.

Nunca 13 1 24 56 1 23 45 6+
l. LACTEOS mes mes sem sem sem da da d da
LECHE (1-4) 1. Entera ©) (@) ® @ ® ® @ ®
(1 vaso o taza 2. Semi-desnatada ® @ ® @ 6 6 O ®
Egg:::\r;aé%d%_?a 3. Leche enriquecida: Energia y crecimiento o @ ® ® 6 o o ©)
cerelaes) 4. Otras leches enriquecidas: Calcio, Omega-3, Fdlico, Soja o © ® ® 6 o o ®
YOGUR (5-7) 5. Yogur entero natural sin azdcar (uno) o @ ® ® 6 o o ®
Uno o un vaso 6. Yogur entero natural azucarado, con frutas, sabores o liqguidos © @ ® @ ©® ® @ ®
pequefio tipo Dan-up (unidad o vasito pequefio)
7. Yogur pre- o probidtico sélido o liquido tipo Actimel, Bios(uno) © @ ®&® @ 6 ® @ ®
8. Batidos de leche tipo Cacaolat, ColacaoEnergy o sabores (un vaso/botella pequefia) O © ® ® 66 ©®® 0 ®
9. Petit suisse, Danonino, o similar (unidad pequefia) O @ ® ® 66 ©® 0 ®
10. Requeson, queso blanco o fresco (una porcion o racion pequefia) O © ® ®© 66 ©®® 0 ®
11. Queso tierno: cremosos (babybel), en porciones (El Caserio), en lonchas, taquitos o O © ® ® 6 6 O ®
rallado de paquetes (unidad, loncha, porcién, o pufiado afiadido a ensaladas o platos)
12. Queso semi-curado o curado (una loncha o trozo) O © ® ® 6 6 O ®
13. Natillas, flan, pudding (uno) o © ® ® 6 o o ®
14. Helados de leche (1 cucurucho, bola o tarrina pequefia) o © & @ 6 66 0 ®

Si no se indica de otra forma, los platos y porciones que se preguntan son de tamafio pequefio, el habitual para edad
infantil. Si su hijo toma una porcién o plato mayor, debera aumentar la frecuencia convenientemente. Por ejemplo, si su

hijo/a toma hamburguesa 2-4veces/semana, pero en vez de tomar 1 unidad, toma 2 cada vez o de 1 tamafio grande,
entonces debera aumentar la frecuencia a 5-6/sem 6 incluso 1/dia. Lo mismo para otros platos (carne, embutidos, etc. )

Nunca 1-3 1 24 56 1 23

.P
(6]
(o))
¥

Il. HUEVOS, CARNES, PESCADOS Gl g BB aw o nn
15. Huevo de gallina frito, revuelto, cocido, en tortillas o en otros platos o recetas (uno) o © o ® 66 6 o ®
16. Pollo o pavo con piel (pieza pequerfia, incluida hamburguesa o nuggets de pollo) o © ® ® 6 o o ®
17. Pollo o pavo sin piel (pieza o racion pequefia) o © ® ® 66 e o ®
18-20. Carne en filetes, chuletas, etc.; acompariando a 18. Ternera o © ® ® 66 e o ®

guisos, arroz, legumbres, pastas, canelones; o en 19. Cerdo ® ©® ® ® 60 © O ®
albéndigas. (pieza o plato pequefio)
20. Cordero O © ® ® 66 e O ®
21. Higado de ternera, cerdo, cordero, pollo (1 racion o pieza pequefia) O © ® ® 66 e 0 ®
22. Jamén York o serrano (loncha o racién de bocadillo) O © ® ® 6 e O ®
23. Embutidos -salchichén, fuet, salami, chorizo, mortadela: 3-4 lonchas, racién bocadillo. o © 6 ® 6 6 0 ®
24. Salchichas, Frankfurts y similares (1 pequefia) O © ® ® 6 e O ®
25. Longanizas, butifarras y similares (una mediana) O © ® ® 6 e O ®
26. Patés, foie-gras (una cucharada o untada de bocadillo) O © ® ® 6 e O ®
27. Hamburguesa (unidad pequefia) O © ® ® 6 e O ®
28. Croquetas de pollo o jamén (2 unidades medianas o 3-4 pequefias) O @ @ ® 66 6 0 ®
29. Empanadillas/empanadas, todos los tipos (1 pequefia) O © ® ® 6 e O ®



o
[nm% Cuestionario de Frecuencia Alimentaria y Actividad Fisica (NINOS 4 afios)

Infancia y Medio Ambiente

Si no se especifica de otra manera, los platos para carne, pescado, verduras, legumbres o frutas son de tamafio

pequefio-mediano. Si el tamafio o porcidn que se consume habitualmente es diferente, se debera ajustar aumentando
o disminuyendo la frecuencia de consumo de lo especificado convenientemente

30. Derivados de pescado fritos: delicias, barritas, muslitos de mar (surimi) (dos unidades) O © ® ® 6 ©® O ®
31. Pescado BLANCO frito o rebozado (1 plato mediano o racion) o © ® ® 6 o o ®
32. Pescado BLANCO plancha o hervido: merluza, lenguado, dorada (racion pequefia,) o © ® ® 6 o o ®
33. Emperador o pez de espada (filete o racién pequefia) o © ® ® 6 o o ®
34. Pescado AZUL grande (otros): atdn, bonito, salmon (racién pequefia) o © ® ® 6 o o ®
35. Pescado AZUL pequeiio: bogquerdn o anchoa, sardinas, caballa (racién pequefia) o © ® ® 6 o o ®
36. Conservas en aceite de atlin, bonito, sardina o caballa (media lata pequefia) o © ® ® 6 o o ®
37. Aimejas, mejillones, berberechos y similares (1/2 lata pequefia o ¥ racion pequefia) o @ ® ® 6 o o ®
38. Calamares, chipirones, sepia, choco, pulpo (1/2 racién pequefia) o © ® ® 6 o o ®
39. Marisco: gambas, cangrejo, langostino, langosta (1/2 racion pequefia) o @ ® ® 6 o o ®
N,unca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+
I1l. VERDURAS, LEGUMBRES (considere el consumo directo o ?n:i N e
en purés, papillas u otras preparaciones cocinadas)
40. Lechuga, endibias, escarola, berros (racién pequefia o guarnicion) ® © ® ®® 6 & 0 ®
41. Tomate crudo en ensalada o triturado acompafando a platos, tostadas (1 pequefio) ® © ® ®® 6 & 0 ©)
42, Salsa de tomate frito afiadida a platos: huevo, pastas, (2-3 cucharadas soperas) ® © ® ®® 6 & 0 ©)
43. Cebolla, puerros en purés, cremas u otros platos (media unidad pequefia) ® © ® ®® 6 & 0 ®
44, Pimiento rojo o verde crudo o cocinado en purés, ensaladas...(1/2 verde o 1/4 rojo) ® © ® ®® 6 & 0 ®
45, Zanahoria cruda o cocinada (media unidad pequefia o 2 cucharadas soperas) ® © ® ®® 6 & 0 ®
46. Maiz hervido (1 cucharada sopera colmada) o ©© & ® 6 6 o ®
47. Espinacas o acelgas cocinadas (racién o guarnicién pequefia) o © 6 ® 6 6 o0 ®
48. Caol, coliflor, brécolis cocinadas (racién pequefia o 3 ramilletes) ® © ® ®® 6 6 0 ®
49, Calabaza cocinada (gj racién de puré pequefia o 3 cucharadas soperas) o © ® ®® 6 6 0 ®
50. Judias verdes cocinadas (racion pequefia) ® © ® ®® 6 & 0 ®
51. Berenjenas, calabacin cocinados (medio pequefio o media racion pequefia) o © ® ® 66 6 0 ®
52. Legumbres: lentejas, garbanzos, judias pinta o blanca (raciéon pequefia o 4 cuch.sop) o © ® ® 66 6 0 ®

©
®
®
®
(G)
®
Q
®
(©)

53. Otras legumbres cocinadas en cremas o purés: guisantes, habitas (racién pequefia)

Para alimentos de temporadas (egj. frutas, helados), calcular el consumo medio para todo el afio. Por ejemplo, si se

consume 1 tajada de sandia o melén diaria durante 3-4 meses de verano, entonces el consumo medio resultante al
afio seria de "2-4 veces/sem" @, o si consume 1 naranja al dia durante 8-9 meses, entonces seria “5-6 por semana”.

Nunca 18 1 24 56 1 23 45 6+
. . 6<l por por por por por por por  por
IV. FRUTAS (considere el consumo directo y el que se hace en mes mes sem sem sem dia da dia dia

zumos, papillas u otras preparaciones como macedonias)

54. Una naranja pequefia 0 mandarina mediana (Unidad) o © ® ® 6 o o ®
55. Zumo de naranja natural (un vaso pequefio) o © ® ® 6 e o ®
56. Platano (uno pequefio) o © ® ® 6 e o ®
57. Manzana, pera (media manzana mediana o una pera pequefia) o © ® ® 6 o o ®
58. Melocotén, nectarina, albaricoque (uno pequefio o dos albaricoques) O © ® ® 6 e O ®
59. Sandia, melén (1 tajada pequeiia) O © ® ® 6 e O ®
60. Uvas (un racimo pequefio o plato de postre) O © ® ® 6 e O ®
61. Fresas (6-8 fresas pequeias o plato de postre) O © ® ® 6 e O ®
62. Cerezas, ciruelas, higos-brevas frescos (plato postre o 6-7 cerezas o 1 higo mediano) O © ® ® 6 e O ®
63. Kiwi (una unidad) O © ® ® 6 e O ®
64. Pifla natural, mango, papaya (una rodaja de pifia o 1/3 de mango/papaya) O © ® ® 6 e O ®
65. Fruta en almibar: melocoton, pifia, pera, macedonia (1 mitad o rodaja, 4-5 cuchsopera) © ©@ ® @ 6 ©® @ ®
66. Aceitunas (un platito o tapa de 8-10 unidades pequefias) o © 6 ® 6 6 o ®
67. Frutos secos: almendras, cacahuetes, pifiones, avellanas, nueces (1 pufiadito ) o © & ® 6 6 0 ®
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Nunca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+
6<1 por por por por por por por por

V. PAN, CEREALES Y SIMILARES mes mes sem sem sem dia dia dia dia
68. Pan blanco (pieza pequefia para bocadillo, ¥z baguette o 2 rodajas de molde) o o & ® 6 6 0 ®
69. Pan integral (pieza pequefia de bocadillo o 2 rodajas de molde) o o & ® 6 6 0 ®
70. Palitos de pan, roscos, rosquilletas y similares (3-4 unidades o 1 rosquilleta) o o @ ® 6 6 o0 ®
71. Cereales desayuno normales o mezclas azucarados (3 cuch sopera o racién pequefia) O © ® ® 66 ©® 0 ®
72. Cereales desayuno con denominacion ricos en fibra, menos aztcar (racion) O © ® ® 66 ©® 0 ®
73. Patatas fritas congeladas o tipo McDonals, Burger King (1 racién pequefia) O © ® ® 6 ©® O ®
74. Patatas fritas caseras (1 racion o guarnicion pequefia) o © ® ® 6 o o ®
75. Patatas cocidas, asadas en guisos, ensaladillas u otros platos (1/2 patata pequefia) O © ® ® 66 ©® 0 ®
76. Bolsa de patatas fritas (1 bolsa pequefia) o © ® ® 6 o o ®
77. Bolsa palomitas, cortezas maiz, conos, similares —doritos, bocabits- (bolsa pequefia) O © ® ® 66 ©® 0 ®
78. Arroz cocinado ya sea en paella o en hervidos (1 plato pequefio o 4-5 cuch sopera ) o © ® ® 6 o o ®
79. Pastas: espaguetis, macarrones, fideos (caldo), lasafia, canelones (plato pequefio) O © ® ® 66 ©® 0 ®
80. Pizza (1 porcién o racién pequefia) O © ® ®© 66 ©®® 0 ®

Los alimentos que suelen acompafiar a platos como arroz, pastas, ensaladas y otros platos como por ejemplo la

carne en lasafias o canelones, queso rallado afiadido a pastas o ensaladas, etc. deberan contemplarse en su seccion
respectiva. Los platos de sopas o caldos en los que se usa arroz o fideos deberan considerarse como arroz o pasta.

Nunca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+
. 6<1 por por por por por por por por
V| BOLLER|A Y DULCES mes mes sem sem sem dia dia dia dia

81. Galletas tipo Marfa (1 galleta) o © ® ® 66 &6 o ®
82. Galletas con chocolate (1 galleta doble rellena tipo Oreo o 1 envuelta) o © 6 ® 6 6 o ®
83. Galletas o cookies integrales (1 galleta) O © ® ® 6 6 O ®
84. Magdalenas o bizcochos comerciales (una mediana o ¥ bizcocho) o © & @ 6 6 0 ®
85. Croissant, ensaimada, donuts u otra bolleria comercial sin relleno (uno mediano) O @ ® ® 66 ©®® 0 ®
86. Bollicao u otra bolleria comercial con relleno crema o chocolate (Uno) o © ® ® 6 o o ®
87. Otro tipos de reposteria casera: pasteles, tartas, (una unidad o porcién mediana) O © ® ®© 66 ©®® 0 ®
88. Chocolate, bombones y similares (2 bombones, barritas o pastillas) o © ® ® 6 e o ®
89. Chocolate en polvo, Cola-cao y similares (1 cucharada postre colmada) o © ® ® 6 e o ®
90. Nocilla o cremas de cacao similares (cucharada sopera o untada bocadillo) o @ ® ® 6 ®® o ®
91. Caramelos y otras chucherias (2-3 unidades, 1 chupa-chup o 1 flig-flag) o © ® ® 6 e o ®
92. Mermeladas, miel (1 cucharada postre) o © ® ® 6 o o ®
93. Azlcar (ej. afiadida en leche, yogur, postres, cola-cao, etc.) (1 cucharada postre) o © ® ® 66 e o ®
Nunca 1-3 1 2-4 56 1 2-3 45 6+

6<1 por por por por por por por por

VII. ACE|TES, GRASAS, SAL SAS, CONDIMENTOS mes mes sem sem sem dia dia dia dia
94. Aceite de oliva afiadido en la mesa a ensalada, pan y a platos (1 cucharada sopera) o © & ® 6 6 0 ®
95. Otros aceites vegetales (afiadido en mesa): girasol, maiz, soja (1 cucharada sopera) o © ® ® 66 6 O ®
96. Mantequilla afiadida al pan o a la comida (1 cuch. postre, minibrick o 2 untadas) e © ® ® 6 6 0 ®
97. Margarina afadida a pan/comida (1 cuch-postre) marca _ o 6 © ® 6 6 0 ©
98. Mayonesa (0 alioli) en ensalada, ensaladilla, carnes y otros platos (1 cuch. sopera) ® © ® ® 6 6 o ®
99. Ketchup 6 catchup (1 cucharada sopera) ® © ® ® 6 6 o ®
100. Sal afiadida a los platos en la mesa (1 pizca del salero o pellizco con dos dedos) o © ® ® 6 6 o ®
N}Jnca 1-3 1 2-4 56 1 2-3 45 6+

VIIl. BEBIDAS Y MISCELANEAS mes mes sem sem sem Ga A A da
101. Refrescos normales de cola, naranja, limdn (ej. coca-cola, fanta) (Uno pequefio) o © ® ® 6 6 0 ®
102. Refrescos sin azlcar cola, naranja, limén (ej. coca-cola o pepsi light) (Uno pequefio) o © ® ® 6 6 o ®
103. Zumos de frutas envasado (1 vaso o envase tipo brick pequefio) ® © ® ® 6 6 0 ®
104. Agua del grifo (1 vaso) o © ® ® 6 6 0 ®
105. Agua embotellada sin gas (1 vaso) ®® © ® ® 6 6 0 ®
¢Consume algun otro alimento al menos una vez a la semana? o o & ® 6 6 0 ®
________________________________ o © ® ® 6 6 0 ©)
o © ® ® 6 6 0 ®
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Cuestionario de Frecuencia Alimentaria y Actividad Fisica (NINOS 4 afios)

SUPLEMENTOS. 1. Durante el tltimo afio, ¢ha tomado su hijo/a suplementos de vitaminas o minerales?

Nombre comercial y

presentacion dosis,/sem.

a. Preparados de Calcio/ Vit. D

b. Preparados de hierro

¢. Multivitaminas

d. Otros suplementos

Especificar marca o tipo

2. ¢ Utiliza sal yodada normalmente para cocinar/alifiar? ®No @Si ® No sabe

Dosis semanal

OTROS HABITOS DIETETICOS DEL NINO/A:

2. ¢Ha seguido su hijo/a algun tipo de dieta en el Ultimo afio?
(Si responde NO pasar a pregunta 4)

® No @ Si ® No sabe/No contesta

3. ¢Podria indicar el motivo de seguir esta dieta? Puede marcar
mas de una respuesta
@ para controlar su peso (sobrepeso)
@ para controlar su peso (delgadez)
® por razones médicas

4. Respecto al tamafio de las porciones o cantidades que toma
su hijo/a en las comidas habitualmente, ;Cémo diria usted

que son?
Lacteos Carne Pescado F&V Dulces Pasta/arroz/Lequ
PEQUENA @ @) ©) ©) ® ®
MEDIANA 0] @ ©) ® ® ®
GRANDE 0] @ ® ® ® ®

5. ¢Ha acudido su hijo/a al_comedor escolar este ultimo afio?

® No acude (si no acude, pasar a pregunta 7)
® <1 vez/sem
® 1-3 veces/sem

@ 4-5 veces/sem ® Ns/Nc

6. ¢ Conoce lo que come habitualmente su hijo/a en el
comedor escolar?
® No
@ Si, se lo pregunto a mi hijo/a
® Si, lo pregunto a los responsables del comedor escolar
@ Si, me envian el menu escolar periodicamente  ® Ns/Nc

7. Habitualmente, ¢ cuantas veces a la semana tomaen el
comedor escolar (proporcionado alli) o en casa:

comedor escolar casa
® Desayuno | Iveces/sem |___ Iveces/isem
® Almuerzo (recreo) || veces/sem |___ Iveces/isem
® Comida mediodia |___|veces/sem |__ Iveces/isem
@ Merienda | Iveces/sem |___ Iveces/isem
® Cena | lveces/sem |__ lveces/sem
® “Pica algo” | lveces/sem |__ lveces/sem

8. ¢ Con qué frecuencia come o pica su hijo/a en restaurantes de
COMIDA RAPIDA (FAST FOOD, McDonals, Burger-King, etc. )
alimentos como hamburguesas, patatas fritas, perritos
(Frankfurt/hotdog), pizza, etc.?

® 3 0 mas veces por semana.
@© 2-3 veces por semana.

® 1 vez por semana.

@ 1-3 veces al mes

® Nunca @ Ns/Nc

9. ¢Con qué frecuencia come o pica su hijo/a en otros tipos de
restaurantes?

® 3 0 mas veces por semana.
@ 2-3 veces por semana.

® 1 vez por semana.

@ 1-3 veces al mes

® Nunca @ Ns/Nc

Pauta habitual de uso (en el afio) ¢Sigue Si no, fecha de
O<1mes @ 1-3m @4-6m @7-9m ®10-12m  tomandolo? finalizacion
@ @ ® @ ® 1Si 2 No o
® ® 1) @ ® 1Si 2 No o
) @) ® @ ® 1Si 2 No S
O} ® ® @ ® 1Si 2 No U
@ @ ® @ ® 1Si 2 No o
Indicar lamarca: _ __
10. ¢, Con qué frecuencia come comidas fritas?
@ A diario.
@® 5-6 veces por semana.
® 2-4 veces por semana.
@ 1 vez por semana.
® Menos de 1 vez por semana ® Ns/Nc

11. ¢ Con que frecuencia mira la televisién o ve videos su hijo/a
cuando hace una comida (desayuno, comida o cena,)?

® Practicamente siempre
® A menudo
® A veces

@ Casi nunca o nunca ® Ns/Nc

12. ¢Cuando come carne, como de hecha le gusta?
® No come carne (pasar a pregunta 15)
® Cruda
® Poco hecha
@ Hecha
® Muy hecha. ® Ns/Nc

13. ¢ Cuando come carne, qué hace Vd. con la grasa visible?
® Se la quita toda.
® Quita la mayoria.
® Quita un poco.
@ No quita nada.

14. ;Como suele comer la carne
@ A la plancha.
@ A la parrilla (grill)
® Asada (horno)
@ Frita en aceite
® Guisada

15. ¢ Qué clase de grasa o aceite suele usar en casa para:

® Ns/Nc

® Ns/Nc

Mantequilla Margarina Ac Oliva Ac O.virgen Maiz/Girasol — Mezcla Aceites
ALINAR @ @ ® @ ® ®
COCINAR O @ ©)] @ ® ®
FREIR @ @ ©)] @ ® ®
16. ,Como describiria la salud de su hijo/a?
® Muy buena.
© Buena
® Regular
@ Mala
® Muy mala ® Ns/Nc
17. ¢ Qué diria usted sobre la calidad de la dieta de su hijo/a?
® Muy buena.
®© Buena
® Regular
@ Mala
® Muy mala ® Ns/Nc

18. ¢ Qué diria usted sobre la cantidad que suele comer su hijo/a?
® Come muy poco (deja mucho y/o muchas veces).
© Come poco (deja bastantes veces)
® Come normal (deja a veces)

@ Come mas de lo normal (deja rara vez)
® Come demasiado (no deja nunca, repite)

19. ¢ Piensa usted que su hijo/a esta...
® Muy por debajo de su peso
@ Ligeramente por debajo de su peso
® En su peso correcto
@ Ligeramente por encima de su peso
® Muy por encima de su peso

® Ns/Nc

® Ns/Nc
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