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INTRODUCCION

1.1. OBESIDAD Y RIESGO CARDIOVASCULAR

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se
definen como «una acumulacién anormal o excesiva de grasa que supone un riesgo para la
salud». Se trata de una enfermedad crdnica multifactorial consecuencia de una interaccion

entre el genotipo y el ambiente.

Podemos considerar la obesidad infantil como uno de los problemas de salud publica
mas graves del siglo XXI. Este es un problema mundial cuya prevalencia ha aumentado a un
ritmo alarmante en los Ultimos afios, de modo que se calcula que en 2010 habia 42 millones de
nifios con sobrepeso en todo el mundo, de los que cerca de 35 millones viven en paises en
desarrollo. La epidemia global de obesidad despega alrededor de 1980 y en la mayoria de las
sociedades desarrolladas ha continuado aumentando inexorablemente hasta la actualidad.
Sélo a partir de 1998 la Organizacién Mundial de la Salud aceptd que se trataba de un
problema publico de salud mayor e incluso entonces, no existia un método aceptado para

monitorizar el problema en los nifios (1).

La preocupacion que subyace a la obesidad se debe a su asociacion con patologias
tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertension arterial y ciertos
tipos de cancer. A mayor obesidad, mayores cifras de morbilidad y mortalidad para estas

enfermedades.

En adultos, la obesidad se asocia ademas a otras patologias, como enfermedades
respiratorias y artrosis; pero en niflos y adolescentes el problema se hace mas grave puesto
que de no tomar medidas a tiempo, hay una alta probabilidad de que el nifio obeso se

convierta en un adulto obeso y con mas tiempo para que desarrolle comorbilidades.

1.1.1. Etiologia y clasificacion

La obesidad etiolégicamente se caracteriza por un exceso de tejido graso (2). El
porcentaje de masa grasa se evalua a través del indice de masa corporal (BMI; peso en
kg/talla? en metros). Aunque este indice también tiene en cuenta la masa libre de grasa, se
emplea ampliamente para la evaluacidn de la obesidad y es recomendado por las asociaciones

médicas por su facilidad de determinacién y reproducibilidad.
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En funcién del porcentaje graso corporal, podriamos definir como sujetos obesos
aquellos cuyo BMI = 30 kg/m?. En la tabla 1.1 se adjuntan los limites de IMC para cada

categoria de peso (1).

Categoria Valores limite del BMI (kg/m?)

Peso insuficiente < 18,5

Normopeso 18,5-24,9

Sobrepeso grado | 25,0-26,9

Sobrepeso grado Il 27,0-29,9

Obesidad tipo | 30,0-34,9

Obesidad tipo Il 35,0-39,9

Obesidad tipo Il (mdrbida) 40,0-49,9

Obesidad tipo IV (extrema) >50

Tabla 1.1 Criterios de la SEEDO (Sociedad Espaiiola para el Estudio de la Obesidad) para definir la obesidad en
grados segun el IMC en adultos.

La prevalencia de obesidad en la poblacidn adulta espafiola entre 25 y 64 afos, de
acuerdo a los resultados del estudio DORICA (3), se estima en un 15,5% con una prevalencia
mas elevada en mujeres (17,5%) que en hombres (13,2%), registrdndose una mayor
proporcién de obesos en las regiones del Noroeste, Murcia, Sur y Canarias. El 0,79% de los
hombres y el 3,1% de las mujeres entre 25 y 60 afios presentan una obesidad tipo Il (BMI 35-
39,9) y el 0,3% de los varones y el 0,9% de las mujeres una obesidad mérbida (BMI = 40 kg/m?).

En la tabla 1.2 se muestra la prevalencia de la obesidad por grupos de edad y sexo.

Durante la infancia, debido al crecimiento, se producen una serie de cambios en el
peso, la talla y la composicién corporal que dificultan la medida del sobrepeso y la obesidad.
Asi pues, en ausencia de unos criterios establecidos que definan la obesidad infantil en base a
la grasa corporal total y su relacién con las consecuencias en la salud, generalmente se
emplean puntos de corte basados en la distribucion de medidas antropométricas (p.e. Peso,
BMI) para definirla. Desde 1995 varios grupos de expertos y asesores, incluidos los de la OMS,
han recomendado el BMI como la medida preferida para evaluar la obesidad entre los nifios y

adolescentes de 2-19 afios de edad (4,5).
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Poblacién adulta®

Grupos de edad (afios) Hombres (%) Mujeres (%) Total (%)
25-34 7,1 4,8 5,9
35-44 11,7 12,2 12,0
45-54 16,9 26,4 22,0
55-64 21,5 34,2 28,5
Poblacion mayor de 65 afios’
Hombres (%) Mujeres (%) Total (%)
Ancianos no institucionalizados® 31,5 40,8 36
Ancianos institucionalizados’ 20,5 21,7 21

Tabla 1.2. Prevalencia de obesidad en la poblacion adulta espaiiola por grupos de edad y sexo. Modificado de (1).
®Resultados del estudio DORICA. Obesidad definida por valores de BMI > 30 kg/mz; ®Obesidad definida por valores
de BMI > 30 kg/mz; Ancianos no institucionalizados (6); ’Ancianos institucionalizados (7).

En 1994 en Estados Unidos, el Expert Committee on Clinical Guidelines for Overweight
in Adolescent Preventive Services recomendaba que aquellos nifios cuyo BMI excediera de 30
kg/m” o fuese > al percentil 95 (p95) para edad y sexo, fuesen considerados afectos de
sobrepeso, mientras que aquellos cuyo BMI estuviese entre el p85 y el p95 fuesen
considerados “en riesgo de sobrepeso”. En el afio 2005, el Institute of Medicine se aparto a
conciencia de la terminologia previamente descrita acufiando el vocablo obeso para aquellos
nifios con un BMI 2 p95 para edad y sexo. El cambio se justificaba por la naturaleza de la actual
epidemia y la necesidad de dirigir el problema activamente. Asi mismo se recomendaba
considerar sobrepeso en aquellos nifios con un BMI entre p85 y p95 (8). Esta nueva
terminologia permitia ademas establecer un paralelismo con las recomendaciones de la
International Obesity Task Force (IOTF) que, a principio de este milenio, establecié un esquema
razonable para comparar los puntos de corte del indice de Masa Corporal en nifios (ajustados
segln edad y sexo) con los aceptados en adultos de 25 y 30 para sobrepeso y obesidad,
respectivamente (9). Cole et al. Basaron dichos puntos de corte en los datos obtenidos de seis
paises. Debido al cambio continuo en la prevalencia de la obesidad, los percentiles son
dependientes del afio en que se recopilan los datos de estudio, mientras que los puntos de
corte del IOTF estan basados en una construccion estadistica que es independiente del nivel de
sobrepeso y obesidad de la poblacidn de referencia. Sin embargo, las definiciones de
sobrepeso y obesidad del IOTF tienden a proporcionar prevalencias mds conservadoras, y por
carecer de percentiles precisos, no son Utiles para estudios longitudinales de seguimiento
individual. Posteriormente algunos investigadores presentaron desacuerdo en el uso de esta
referencia internacional. Se ha argumentado que deberian utilizarse estandares especificos

para cada poblacién debido a las diferencias bioldgicas entre poblaciones (10). La evidencia
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para el uso de tablas de referencia de IMC nacionales es suficientemente fuerte para su
adopcion en la practica clinica y en el cribado de la obesidad (11). La eleccién de unos puntos
de corte determinados permite la evaluacidn del aumento en la morbimortalidad por encima

de esos valores prefijados y su comparacion en diferentes fases.

Existe poca evidencia disponible acerca del modo mas efectivo para evaluar la
severidad de la obesidad en nifios con BMI > p95. En entornos de investigacién se utiliza el z-
score: porcentaje del IMC ideal de un nifio para una misma edad, peso y talla en el percentil
50, ((BMI nifilo/BMI p50) x 100) para valores extremos de medidas antropométricas. Algunos
datos sugieren que valores de BMI 2 p99 (que equivale aproximadamente a +3 desviaciones
estandar (SD)) para edad y sexo estan fuertemente asociados con la presencia de

comorbilidades, exceso de adiposidad y persistencia de la obesidad en el adulto (12).

1.1.2. Prevalencia de la obesidad infantil

En los dltimos afos se ha producido un aumento en el p95 del IMC indicando un
aumento del porcentaje de obesidad infantil, asi como también del grado de obesidad (13).
Una revision de 21 estudios realizados en varios paises europeos indica una mayor prevalencia
de obesidad en el sur y oeste de Europa, siendo los paises que rodean el Mediterrdneo los mas

afectados (14).

Wang y colaboradores revisaron la tendencia mundial de obesidad infantil en 25 paises
para niflos en edad escolar y 42 paises para poblacién preescolar; observaron que la
prevalencia de obesidad infantil ha aumentado en ambos sexos, en todas las etnias y en todos
los grupos socioecondémicos, en casi todos los paises para los que existian datos disponibles, y
de forma mas dramatica, en paises desarrollados y en poblacidon urbana (15). Los autores
destacaban que el exceso de peso corporal es el sexto factor mas importante de la carga global
de enfermedad a nivel mundial y que aproximadamente 110 millones de nifios estan afectos

de sobrepeso u obesidad.

En nuestro pais la prevalencia de obesidad infanto-juvenil para edades comprendidas
entre 2-24 anos se estima en un 13,9%, y para el sobrepeso se estima en un 12,4%, segun el
estudio enKid. En conjunto, sobrepeso y obesidad suponen el 26,3%. La obesidad es
significativamente mas elevada en los varones (15,6%) que en las mujeres (12%). En el

subgrupo de varones, las tasas mads elevadas se observaron entre los 6 y los 13 afios de edad.
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En las chicas, las tasas de prevalencia mads elevadas se observaron entre los 6 y los 9 afos. En
los niflos de 6-9 afios, la prevalencia de obesidad infanto-juvenil ha aumentado
progresivamente en el curso de las ultimas décadas, con un incremento del 4,9% en 1984 al
15,9% en el aflo 2000, seglin muestra el estudio enKid. En este mismo grupo de edad, el

sobrepeso afecta al 14,5% de los nifios, suponiendo sobrepeso y obesidad un 30,4% (16,17)

La prevalencia de obesidad infantil en Europa continda aumentando. Un analisis de 45
estudios procedentes de 11 paises europeos estimd que, en el afio 2010, 26,7 millones de
nifios europeos de 5 - 17,9 afios de edad tendrian sobrepeso (BMI> p85 segun Cole) con un
incremento anual de 1,3 millones, de los cuales 6,4 millones serian obesos (BMI p>95 segln
Cole) con un incremento anual de 0,35 millones, lo que supone una prevalencia de 36,7% de
sobrepeso y 8,8% de obesidad, respectivamente. Para Espaia se estimd una prevalencia de
sobrepeso del 41,4% (11,1% de obesidad) para varones y del 30,8% (7,4% de obesidad) en

nifias segun los criterios de Cole (18).

Hasta ahora todos los esfuerzos se han dirigido a tratar la obesidad, pero el porcentaje
de éxito a largo plazo es muy bajo y, a menudo, el peso perdido se recupera en un corto plazo
de tiempo, con lo que reaparecen las comorbilidades asociadas a la misma. La magnitud del
problema es tal que, de seguir aumentando la prevalencia de la obesidad, se puede estar
seguro de que en unos pocos afos no habrd ningln pais, por rico que sea, que pueda hacer

frente econdmicamente a esta epidemia (19).

1.1.3. Comorbilidades de la obesidad

La importancia del sobrepeso y la obesidad como problema socio-sanitario es debida a
la multitud de alteraciones de la salud que a ellos se asocian. Entre ellas la diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), la dislipemia, la hipertensién, la enfermedad coronaria y cerebrovascular, la
colelitiasis, la osteoartrosis, la insuficiencia cardiaca, el sindrome de apnea del suefio, algunos
tipos de céncer, alteraciones menstruales, esterilidad y alteraciones psicoldgicas. Todas estas
patologias estan ligadas a alteraciones metabdlicas que tienen lugar en el sujeto obeso (17,20)

y que se resumen en la Tabla 1.3.
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Incremento de Colesterol Total Hipertrigliceridemia

Aumento de c-LDL y descenso de c-HDL Elevacidn de la actividad triglicérido lipasa hepatica

Escasa respuesta antilipolitica en el tejido adiposo ., .
P P g P Elevacidn del cociente colesterol total/c-HDL

visceral

Elevacidn de los acidos grasos libres Incremento de los triglicéridos en HDL y LDL
Hiperinsulinemia e insulinorresistencia Presencia de LDL pequefias y densas

Disminucidn de la captacion hepatica de insulina Exacerbacion de la hiperlipemia postpandrial
Aumento de la sintesis de VLDL Incremento de la oxidacidon de lipoproteinas
Aumento plasmético de Apo B Alteracion en la secrecién de glucocorticoides
Disminucion de la actividad lipoproteinlipasa Trastornos en la secrecion de esteroides sexuales

Hiperuricemia

Tabla 1.3. Principales alteraciones metabdlicas en la obesidad. Modificado de Aranceta et al, 2003 (17).

1.1.4. Sindrome metabdlico (SM)

Cuando la obesidad se presenta en la infancia o en la adolescencia, conlleva a
importantes riesgos y comorbilidades en la edad adulta. Con frecuencia ya desde edades
tempranas aparecen complicaciones como hipertensiéon arterial, hiperlipemia o
hiperinsulinemia, constituyendo el inicio del desarrollo del conocido Sindrome Metabdlico
(SM). El SM consiste en la asociacion de varios factores como la alteracion del metabolismo de
la glucosa, obesidad abdominal, dislipemia, hipertensién, etc. Todos estos factores

contribuyen a la aparicion de la enfermedad cardiovascular y a la diabetes (21-23)

Para el diagndstico del SM se tienen en cuenta una serie de criterios que varian
ligeramente en funcién de la sociedad cientifica que los propone. Entre los mas utilizados
estan los propuestos por la OMS en 1998 (24,25), y los del informe de la National Cholesterol
Education Program Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel Ill, 2001; ATPIII) (26). Esta ultima clasificacidn es
mas simple pues, a diferencia de la definicién del grupo de trabajo de la OMS, no necesita
demostrar directamente la resistencia a la insulina. En la tabla 1.4 se muestran los criterios

propuestos por estas dos sociedades.
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Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1999) Panel lll del National Cholesterol Education Program

(ATPIII, Revisados en 2005)

Diabetes mellitus, glucemia basal alterada,
intolerancia glucidica o insulinorresistencia.

Ademas, dos o mas de estos factores:
BMI >30 kg/mZ y/o indice cintura cadera:
>0,90 (varones)
>0,85 (mujeres)
Triglicéridos = 150 mg/dL y/o c-HDL:
<35 mg/dL (varones)
< 39 mg/dL (mujeres)
Presion arterial > 140/90 mmHg

Microalbuminuria = 20 pg/min o

Presencia de tres o mds de estos factores:
Perimetro de cintura abdominal

>102 cm (varones)

>88 cm (mujeres)
Triglicéridos > 150 mg/dL

c-HDL

<40 mg/dL (varones)

<50 mg/dL (mujeres)
Presidn arterial > 130/85 mmHg
Glucemia basal > 100 mg/dL

albimina/creatinina > 30 mg/g

Tabla 1.4. Criterios diagnésticos del Sindrome Metabdlico. Tomado de Crepaldi, 2006 (27).

Mas recientemente estan tomando fuerza los criterios establecidos por la International
Diabetes Federation (28) que introducen dos cambios importantes en la ATP Ill. Consideran la
obesidad central como criterio diagndstico imprescindible mds dos de los criterios de la ATP.
Ademas introduce criterios mas estrictos en cuanto al didametro de la cintura (>94 en varones y

>80 en mujeres).

A diferencia de lo que ocurre en adultos, hasta no hace mucho, existia una falta de
consenso en la definicién del SM en nifios y adolescentes. Trasladar la definicién de adultos a
estos grupos de edad es complicado ya que la presidon sanguinea, los niveles lipidicos y
variables antropomeétricas cambian con la edad y el desarrollo puberal. Por ejemplo, la
pubertad afecta la distribuciéon de grasa corporal y, ademas, causa una disminucién en la
sensibilidad a la insulina (aproximadamente un 30%) que se acompafia de un aumento en la
secrecién de insulina y en los niveles de adiponectina. Finalmente la IDF (International
Diabetes Federation) ante la necesidad de realizar una identificacién precoz en nifios del riesgo
de desarrollar un SM, diabetes (DM), o enfermedad cardiovascular (ECV) ha propuesto los

criterios definitorios del SM en nifios y adolescentes que se indican en la Tabla 1.5 (29).
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Grupo de i ;s
P Obesidad Triglicéridos c-HDL Pre5|,on Glucosa
Edad (wc) sanguinea

El SM no puede ser diagnosticado, pero deberian realizarse nuevas determinaciones si
6-10 afos existe una historia familiar de SM, DM2, dislipemia, enfermedad cardiovascular,
hipertension y/u obesidad.

Sistdlica > 130
o . mm Hg 6
10-16 afios >Percentil 90 >150 mg/dL <40 mg/dL Diastélica > 85 > 100 mg/dL
mm Hg
>16 afios Utilizar los criterios de adultos

Tabla 1.5. Criterios diagndsticos del Sindrome Metabdlico en nifios y adolescentes. Tomado de Zimmet et al, 2007
(29). WC: Circunferencia de la cintura.

Los cambios en el desarrollo estan relacionados con la edad. Por ello, en la definicidn,
se distinguen grupos de edades (6 a 10 afios, 10 a 16 afios y mayores de 16 afios). En los tres
grupos de edad la obesidad abdominal es un factor importante. En los casos de nifios menores
de 10 afos el SM es una entidad que ni deberia diagnosticarse, aunque se deberia aconsejar
pérdida de peso en estos nifios. A partir de los 10 afios es posible diagnosticar SM, para ello se

requiere la presencia de obesidad, medida a través de la circunferencia de la cintura (WC):

WC> percentil 90 para la edad y sexo correspondiente
Mas la presencia de dos o mas de los siguientes factores:
- Tensién arterial elevada: Presidn sistélica > 130 mm Hg o diastélica > 85 mm Hg.
- Triglicéridos >150 mg/dL o hipertrigliceridemia tratada.
- Colesterol HDL < 40 mg/dL.
- Glucemia > 100 mg/dL.

A partir de los 16 afios se pueden aplicar los criterios de los adultos. En el caso de nifios, la
obesidad abdominal puede ser facilmente estimada usando la medida de WC, la cual se
correlaciona mas fuertemente con el tejido adiposo visceral que el IMC en nifios, y es un fuerte

predictor de riesgo cardiovascular (RCV) en nifios.

1.1.5. Insulinorresistencia (IR)

La insulinorresistencia (IR) es una condicidn inherente a la obesidad y constituye la

expresion fisiopatologica del SM. Se define como la disminucion en la respuesta a
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concentraciones normales de insulina, que altera la disponibilidad y utilizacién de la glucosa
(30). Los mecanismos implicados en la IR son la alteracidn de la secrecion de insulina por las
células B pancredticas, elevacion de los niveles circulantes de antagonistas de la insulina y
disminucién de la sensibilidad a la insulina en los tejidos diana. Su consecuencia mas directa es
la disminucion de la capacidad de utilizacion de la glucosa en los tejidos periféricos,

especialmente en higado, musculo esquelético y tejido adiposo (31).

Es decir, la IR es una condicién patoldgica por la cual la insulina, la principal hormona
anabdlica, ve dificultada su actuacidn para que las células transformen la glucosa en energia,
de manera que el pancreas comienza a producir mas insulina para compensar la disminucion
de su actividad y, en personas genéticamente predispuestas, este cuadro de hiperinsulinemia
hace que las células B comiencen a agotarse y claudicar, apareciendo las distintas alteraciones

del metabolismo de la glucosa (32,33).

En los estadios iniciales, la tolerancia a la glucosa es normal a pesar de la IR por la
funcion compensadora de las células B. Segun progresa la IR y la hiperinsulinemia
compensadora, las células B de los islotes pancredticos se vuelven incapaces de sostener el
estado de hiperinsulinemia, lo que conduce a la intolerancia a la glucosa con elevacién de la
glucosa postpandrial y posterior disminucidn en la secrecién de la insulina con aumento en la
produccidon hepatica de glucosa y aparicion de diabetes; paralelamente, la IR conduce a
disminucién en la utilizacidon de glucosa por los tejidos sensibles a la insulina (hiperglucemia
postpandrial) y al aumento en la produccion hepatica de glucosa (hiperglucemia en ayunas)

(33).

Existen diferentes metodologias para el diagnéstico de la IR. La técnica del Clamp
Euglucémico Hiperinsulinémico (CEH) es el estandar de oro de los métodos que cuantifican la
sensibilidad a la insulina in vivo. Se basa en la infusidon endovenosa de una cantidad creciente y
previamente establecida de insulina y una cantidad variable de glucosa para mantener la
glucosa a un nivel prefijado. Sin embargo, a nivel practico, los métodos mas utilizados para
determinar la IR son el test de tolerancia oral a la glucosa y el indice HOMA. EI HOMA
(Homeostasis Model Assessment) se basa en modelos matematicos y aporta una medida
semicuantitativa de la sensibilidad insulinica (34). S6lo requiere de la determinacion de los
niveles de insulina y glucosa en ayunas, los cuales se integran en el indice HOMA mediante la

férmula:

11
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HOMA = Insulinemia (mU/mL) x Glucemia (mmol/L)/22,5

El incremento en la incidencia de la IR y la DM tipo 2 en nifios aumenta paralelamente
con la prevalencia y severidad de la obesidad infantil (35). La relacidn entre obesidad e IR fue
explicada originalmente por la lipotoxicidad (36). Esta teoria propone que la acumulacién de
grasa en las células musculares y en los hepatocitos interfiere con la sefializacidn de la insulina,
generandose un estado de hiperglucemia e intolerancia a la glucosa. Es bien conocido que el
tejido adiposo segrega adipoquinas, algunas de las cuales, como veremos mas adelante,
actuan inhibiendo la accién de la insulina, mientras que otras como la adiponectina aumentan

la sensibilidad a la insulina.

1.1.6. Dislipemia

Se ha descrito que la dislipemia asociada a la obesidad es un predictor del aumento en
los factores de riesgo cardiovascular observados en los sujetos obesos. El fenotipo observado
en estos pacientes estd caracterizado por un aumento en los niveles de TG, un descenso en los
niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y un cambio en la composicion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) hacia un fenotipo mas pro-aterogénico. Estas alteraciones
en el perfil lipoproteico estdn muy relacionadas con los desequilibrios en el metabolismo de la

glucosa y la insulina comentados anteriormente (37,38).

Hemos de tener en cuenta que los triglicéridos y el colesterol ademas de ser los pilares
estructurales que mantienen la integridad de las membranas, son también empleados como
fuente de energia y como moléculas de sefializacién. Al tratarse de moléculas insolubles en
agua, se transportan por el torrente sanguineo unidas a lipoproteinas. La densidad de cada
lipoproteina depende de la relacién de lipidos y proteinas que esta presenta. Dentro de los
distintos tipos de lipoproteinas podemos encontrar las ricas en triglicéridos que incluyen a los
quilomicrones que son liberados a la circulacién por parte del intestino, o las VLDL, que son
secretadas a la circulacidn desde el higado. La funcidon de ambas particulas es el transporte y

suministro de los triglicéridos (en forma de acidos grasos) a los tejidos muscular y adiposo (39).

Cuando nos alimentamos, los triglicéridos que ingerimos son digeridos por la lipasa
pancreatica como paso previo a su absorcidn en el intestino y su transporte a la circulacién en

forma de quilomicrones. Estos quilomicrones son los encargados de transportar los TG al tejido
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adiposo y muscular, donde seran hidrolizados por la lipoprotein lipasa (LPL) endotelial. Los
acidos grasos no esterificados (NEFA) que se liberan de la hidrdlisis de los triglicéridos son
almacenados en el tejido adiposo o son usados como fuente de energia por parte del musculo.
En este proceso de captacion estd implicada una LPL que se encuentra en el tejido adiposo y
en el musculo, y que estd regulada por la accién de la insulina, la cual activa la LPL del tejido

adiposo y disminuye la actividad de la LPL muscular durante la alimentacién (40,41).

Cuando ayunamos, los acidos grasos acumulados constituyen la principal fuente de
energia y entonces el descenso del cociente insulina/glucagdn se encarga de regular la
descomposicion de los TG por la accién de la lipasa sensible a hormonas (HSL), liberando

acidos grasos no esterificados del tejido adiposo (42,43)(Figura 1.1).

Exogenous pathway Endogenous pathway

Bile acids and LDL

Dietary fat
cholesterol

1

L J
@ :
@

ol
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\ Ll
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Chylomicrons  Remnants

E
‘o2 Q& |

B-48

Capillaries

Plasma LCAT
(lecithin cholestercl
acyltransferase)

Lipoprotein lipase Lipoprotein lipase
Free fatty acids Free fatty acids

Adipose tissue, muscle 4——/ Adipose tissue, muscle*—/
@ 2006 St George’s, University of London

Figura 1.1 Dindamica del metabolismo lipidico. Tomado de

http://www.elu.sgul.ac.uk/rehash/guest/scorm/294/package/content/liver lipoprotein.html

Los triglicéridos producidos a partir de los acidos grasos y glicerol también pueden
provenir del higado, con lo cual son liberados al torrente sanguineo como particulas VLDL.
Estos acidos grasos empleados en el higado para la formacién de triglicéridos pueden poseer
un origen plasmatico o ser producidos en el propio higado mediante lipogénesis de novo. Los
niveles de acidos grasos libres en el plasma son los que regulan su captacion en el higado, de

modo que si estos son muy abundantes, el higado no puede incorporarlos a la formacion de
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VLDL y se acumulan en el higado como gotas lipidicas (42), consideradas como un organulo

subcelular activo con multiples funciones (44).

Los cambios lipidicos asociados con la obesidad son similares a los observados en
pacientes con DM2 o IR. De hecho se ha observado que la IR precede al comienzo de la
dislipemia en muchos individuos obesos (45). En el estado de IR, se produce una reduccion en
la eficiencia de la insulina para inhibir la produccién hepatica de glucosa (gluconeogénesis) y
estimular la captacién de glucosa por parte del musculo esquelético y el tejido adiposo, de
modo que se produce una hiperglicemia y una hiperinsulinemia compensatoria. En la IR, la
insulina tampoco es capaz de inhibir la lipolisis de triglicéridos por la lipasa sensible a
hormonas (HSL) en los depdsitos grasos. Como consecuencia, el flujo de acidos grasos libres
(FFAs) al higado se eleva considerablemente, contribuyendo al aumento de la acumulaciéon
grasa dentro del higado. A su vez, la IR repercute sobre la actividad de la LPL a nivel del arbol

vascular, contribuyendo asi a aumentar los niveles circulantes de triglicéridos (46).

La obesidad aumenta el riesgo cardiovascular mediante factores como un aumento en
los triglicéridos, una disminucién en los niveles de c-HDL y elevacién de los niveles de c-LDL, asi
como una elevacién en los niveles de glucosa en sangre e insulina. La relacidn entre los niveles
de acidos grasos libres (FFAs) y la IR, viene dada porque esta IR repercute sobre la actividad de
la LPL a nivel vascular, contribuyendo a aumentar los niveles circulantes de triglicéridos (46).
Asi pues las anormalidades lipidicas presentes en la obesidad y que forman también parte del
sindrome metabdlico, las unen al proceso de IR provocando que el tejido adiposo sea

resistente a los efectos antilipoliticos de la insulina (47).

Estos cambios descritos tienen un gran impacto en el perfil lipidico afectando tanto a
los niveles como a la composicidn de las particulas lipoproteicas. Por ejemplo, las particulas
HDL estan comunmente disminuidas tanto en la obesidad como en la hiperinsulinemia (48).
Las modificaciones del perfil lipidico son importantes, habiéndose encontrado evidencia de
que el proceso de dafio aterosclerético ya esta presente en edades tempranas,
relacionandose este hecho con los niveles de lipoproteinas, presion sanguinea y obesidad en la
infancia y la adolescencia (49,50). Los mecanismos propuestos para relacionar las alteraciones
lipidicas, concretamente el papel de los acidos graso libres (FFAs), con la instauracién y

desarrollo del proceso aterosclerdtico se resumen en la Figura 1.2 (51).
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Figura 1.2. Relaciéon entre obesidad, acidos grasos libres y enfermedad cardiovascular aterosclerética. La
obesidad, la alimentacién grasa asi como la infusién de lipidos o heparina elevan los niveles plasmaticos de acidos
grasos libres (FFAs). Esta elevacidn produce resistencia a insulina (IR) a través de la via diacilglicerol/protein quinasa
C (DAG/PKC), disminuyendo la sefializacién de la insulina a nivel de sus sustratos receptores (IRS 1/2). La IR
promueve enfermedad cardiovascular aterosclerdtica al favorecer la hiperinsulinemia crénica, aumento de la
tendencia procoagulante y disminucion de la fibrindlisis, entre otros mecanismos no mostrados aqui, incluyendo
hipertensidn y dislipemia aterogénica. La elevacion de FFAs también provoca inflamaciéon mediante la activacion de
las rutas NFkB y JNK. Esta inflamacién puede promover enfermedad aterosclerdtica cardiovascular al aumentar la
produccién de citoquinas inflamatorias y activacién de las metaloproteinasas de matriz (MMPs). Modificado de
Franssen, 2008 (51).

1.1.7. Hipertension Arterial (HTA)

Hay varios estudios que muestran una relacién entre la presencia de obesidad vy el
desarrollo de HTA (52). Los mecanismos fisiopatoldgicos que relacionan la obesidad con la HTA
son multiples y entre ellos se encuentran la hiperinsulinemia, IR, aumento de la actividad
adrenérgica y de la concentracion plasmatica de aldosterona, retencién de sodio y agua,
incremento del gasto cardiaco, alteracién de la funcién endotelial a través de moléculas como

leptina y adiponectina, y factores genéticos (53) (Tabla 1.6).
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Mecanismo Efecto
- Aumento de la reabsorcidon renal de sodio. - Mayor sensibilidad de la PA a la ingesta dietética de sal.
- Aumento de las respuestas presoras y de - Alteracion en el transporte de membrana de
aldosterona a la angiotensina Il. electrolitos.
- Mayor acumulacion intracelular de calcio. - Estimulacion de los factores de crecimiento (musculo
- Estimulacion de la actividad nerviosa simpatica. esquelético).
- Alteracion de la vasodilatacion. - Menor sintesis de prostaglandinas vasodilatadoras.

- Aumento secrecién de endotelina.

Tabla 1.6. Mecanismos que relacionan la IR y/o la hiperinsulinemia con la HTA. Tomado de Lépez de Fez, 2004.
(53)

En este caso, se considera que el desencadenante de la hipertensidn en pacientes
obesos es la adiposidad visceral, la cual provoca un estado proinflamatorio y pro-oxidativo que
provoca resistencia las acciones de la insulina, que a su vez produce un desequilibrio entre la
captacién y uso de la glucosa por el musculo esquelético y, en el endotelio, disminuye la
relajacién y el remodelado vascular. La IR desencadenada por la obesidad presenta efectos
también a otros niveles, como por ejemplo en el rifidn, afectando a la regulacidn de la presidn
sanguinea. Las actividades autocrinas y paracrinas del tejido adiposo contribuirian a la
activacion inapropiada del sistema renina-angiotensina-aldosterona y del sistema nervioso
simpatico promoviendo la retencion de sodio y la hipertensién (54). La interconexién entre

estos mecanismos se esquematiza en la Figura 1.3 (35).

La relacién entre obesidad e HTA ya es observable en nifios y persiste a lo largo de la
vida, si bien es mds estrecha la que se observa en adultos jovenes de 20-25 afios, para

disminuir a medida que avanza la edad (55).

D A Leptina —\
Adipocitos b Adiponectina “ g

L6 | Sensibilidad
N\ L8 insulina
A CRP

A TNFa
\ A ROS \ A Inflamacién
A SNS

Disfuncién endotelial
Y t Vasoconstriccién

arterial

Figura 1.3. Mecanismo propuesto para el desarrollo de hipertension inducido por obesidad. IL-6: interleuquina-6;
IL-1PB: interleuquina-1B; CRP: proteina C reactiva; ROS: especies reactivas del oxigeno; FFAs: acidos grasos libres;
NO: 6xido nitrico; ET-1: endotelina-1; RAS: sistema renina-angiotensina; SNS: sistema nervioso simpatico (aumento
tono). Adaptado de Kotsis V, et al (56).
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1.1.8. Inflamacidn y sus indicadores.

Como ya se ha comentado, la obesidad se asocia muy frecuentemente con IR y ésta, a
su vez, es la alteracidn central del Sindrome Metabdlico. Esta alteracion de la funcion de la

insulina parece ser consecuencia de un estado de inflamacién sistémica de bajo grado (57).

El tejido adiposo no tiene Unicamente la funcién de reservorio de energia, sino que
ademds de sus funciones metabdlicas es un activo érgano endocrino capaz de sintetizar y
secretar enzimas, factores de crecimiento, citoquinas y hormonas. Durante la obesidad se ha
observado un cambio importante en el tejido adiposo como es el aumento de macrdfagos
residentes y que contribuyen a la secrecidn de citoquinas proinflamatorias por parte de este
tejido. Estas moléculas, conocidas como adipocitoquinas o adipoquinas, pueden mediar
muchos de los cambios metabdlicos del SM, modulando la biologia local del adipocito y la del

organismo en general (58).

Los adipocitos, estimulados por sefiales inflamatorias, producen reactantes de fase
aguda y mediadores de inflamacién. Entre los factores de inflamacién expresados se incluyen
el TNF-a, IL-6, inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1), proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1), moduladores inflamatorios potentes como leptina, adiponectina vy
resistina, asi como la proteina C reactiva. La determinacidn de los niveles circulantes de estas
moléculas permite evaluar el grado de inflamacion (59,60). Aunque el numero y tipo de
biomarcadores de inflamacidén se eleva continuamente, nos centraremos brevemente en el

papel y mecanismo de accidn de los evaluados en el presente estudio.

Las adipoquinas son citoquinas secretadas por el tejido adiposo que participan en la
regulacién del consumo de energia, en el metabolismo de lipidos y proteinas, el equilibrio
glucosa/insulina, el estrés oxidativo, la aterosclerosis, la inflamacién y la integridad
cardiovascular. Durante la obesidad se produce una expansion del tejido adiposo y una
infiltracion de macroéfagos, produciéndose asi una grasa “disfuncional”, caracterizada por
alteraciones en la produccién y liberacién de adipoquinas. Entre las principales y mas
estudiadas adipoquinas involucradas en la regulacion de la homeostasis de la glucosa se

encuentran la leptina, adiponectina y resistina (61).

La leptina es una hormona proteica de 163 aminodacidos que se produce tanto en los

adipocitos como en el hipotdlamo, ovarios y placenta y que es un regulador de la homeostasis
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de energia del organismo (62). En las personas delgadas cerca del 50% de la leptina esta unida
a proteinas, mientras que en las personas obesas la mayoria se encuentra en su forma libre
(63). Estudios in vitro han demostrado que la leptina puede unirse a su receptor expresado en
células del sistema inmune, por lo que ocurre la activacién, proliferacion, maduracion y
produccion de mediadores inflamatorios. Se ha observado que los niveles circulantes de
leptina (64) y la expresidon de su mRNA (65) estan aumentados en el tejido adiposo de sujetos

obesos, probablemente debido a la existencia de resistencia a la leptina (62).

La leptina no sélo promueve la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-2 e
IFN-y, sino que también inhibe la produccidon de citoquinas antiinflamatorias. Ademas, los
niveles circulantes de leptina y su expresién en el tejido adiposo estdn aumentados en
respuesta a citoquinas proinflamatorias (TNF-q, IL-1). Asi pues las interacciones entre la leptina
y la inflamacién son bidireccionales: las citoquinas proinflamatorias incrementan la sintesis y
liberacion de leptina, que a su vez contribuye a mantener el estado inflamatorio crénico en la
obesidad. A nivel metabdlico la leptina esta relacionada con la sefializacién de la insulina, y
estudios recientes sugieren que el nivel de leptina en el sujeto diabético obeso, estd en

relacién con el estrés oxidativo (66).

La adiponectina es una proteina de 244 aminodcidos que se sintetiza exclusivamente
en el tejido adiposo. Su principal funcién es regular la utilizacién de la glucosa y la oxidacién de
los acidos grasos, si bien al igual que la leptina es un regulador a largo plazo del apetito y del
metabolismo, ademas de presentar un efecto antiinflamatorio inhibiendo la produccion de
TNF-a por los macréfagos. A su vez, el TNF-a inhibe su expresidén y secrecion directamente y
posiblemente también al estimular la produccion de IL-6, que también inhibe su secrecion.
Existen evidencias de que esta involucrada en la modulacidn de la sensibilidad a la insulina (67)

y que tiene propiedades antiaterogénicas (68).

La expresion y liberacidn de la adiponectina esta estimulada por la insulina y es
inhibido por el TNF-a, si bien la adiponectina ejerce su modulacién inflamatoria mediante la
reduccién de la produccion y la actividad del TNF-a e IL-6. La adiponectina interviene también
en la supresion de las alteraciones inflamatorias mediadas por el TNF-a en la respuesta de las

células endoteliales y en la inhibicién de la proliferacién del musculo liso vascular (69).

Se ha descrito que la adiponectina en cultivos murinos y macréfagos humanos

promueve la diferenciacién de estos al fenotipo M2 antiinflamatorio.
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Varios factores de transcripcién implicados en la adipogénesis son capaces de
estimular la transcripcion del gen de la adiponectina como PPARs, C/EBPs (factores de
transcripcién criticos para la regulacion de la expresidén de la adiponectina en respuesta a los
nutrientes y durante la diferenciacién de los adipocitos). A su vez, esta transcripcion puede ser
suprimida por la hipoxia, inflamacion y represores de transcripcion, o puede regularse
negativamente por citoquinas proinflamatorias como TNF-aq, IL-6 e IL-18 al activar varias rutas

como la JNK'y ERK1/2 (70).

Los niveles de adiponectina se correlacionan inversamente con los valores plasmaticos
de triglicéridos y positivamente con los de c-HDL. En estudios recientes se ha visto que en
ratones la adiponectina media la supresidn de estrés oxidativo y la produccién de lipidos (71).
La adiponectina ejerce efectos de sensibilizacién a la insulina via activacidon de la AMPK, y
facilita la oxidacion de los acidos grasos a través de la activacién del PPARa. Esos efectos estan
mediados por las proteinas receptoras de membrana AdipoR1 y AdipoR2, que se unen
especificamente a la adiponectina y que tienen un papel esencial en la mediacidon de los
efectos de la adiponectina con respecto a la sensibilizaciéon a insulina y la supresion de la

inflamacién o el estrés oxidativo (72).

Los niveles de adiponectina se encuentran disminuidos en situaciones de una mayor
cantidad de tejido graso, si bien su descenso no se correlaciona con el grado y la severidad de

la resistencia a insulina (73).

La resistina es una proteina rica en cisteinas que en roedores juega un papel
importante en la obesidad y la IR. Mientras que en roedores el tejido adiposo es la mayor
fuente de resistina, en humanos esta molécula es principalmente secretada por monocitos y
macroéfagos. La resistina fue descrita originalmente como una adipoquina capaz de inducir IR o
dafiar la sensibilidad a insulina del higado (74). Es una molécula asociada con la activacién de
procesos inflamatorios (75) y se sugiere que puede actuar como una molécula efectora que
lleva a un estado aterosclerdtico, posiblemente a través de varios mecanismos. Se ha visto que
tiene efectos directos en la activacidn de las células endoteliales induciendo la expresion de
moléculas de adhesién celular como ICAM-1 y VCAM-1, asi como aumentando la adhesién de
los leucocitos (76,77). Se ha observado que en cultivos de células endoteliales de arteria
coronaria humana, un aumento en la concentracion de resistina disminuye la expresidn de la

oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y la produccién de éxido nitrico (NO), e incrementa el
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estrés oxidativo, sugiriendo que los efectos de la resistina pueden ser mediados por el estrés

oxidativo (78).

El TNF-a es una molécula directamente implicada en la inflamacion sistémica y un
inhibidor del apetito. Se produce por una variedad de células entre la que se encuentran
macrodfagos, linfocitos, células endoteliales, miocitos, fibroblastos, células neuronales vy

adipocitos.

El TNF-a inhibe la expresidn génica de la eNOs de manera tanto transcripcional como
post-transcripcional, efecto que puede explicar la disfuncion endotelial. Inhibe el incremento
de la expresidn de eNOS inducido por la insulina contribuyendo a la incapacidad de la insulina
de producir vasodilatacién en la obesidad y en la DM2. Parece también tener un papel
importante en las alteraciones lipidicas asociadas a la IR, de modo que en situaciones de
infeccion/inflamacidn, incrementa la concentracién de triglicéridos mediante la estimulacién

de la produccién de lipoproteinas VLDL (79).

Se ha observado que la produccion de TNF-a aumenta a medida que se incrementa la

masa de tejido adiposo, y este aumento se correlaciona con el grado de IR (73).

La Interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina multifuncional producida por diferentes
tipos celulares, como células inmunitarias, células endoteliales, fibroblastos, miocitos y tejido

adiposo, siendo intermediaria en la respuesta inflamatoria y de estrés.

Es wuna citoquina que presenta tanto funciones proinflamatorias como
antiinflamatorias. Actualmente es considerada el principal factor estimulador de la produccion
hepdtica de proteinas de fase aguda, como la proteina C reactiva y el fibrindgeno (80). Su
liberacion esta inducida por IL-1 y se incrementa en respuesta al TNF-a, ademas posee efectos
antiinflamatorios al ejercer un control parcial sobre la producciéon de estas moléculas (IL-1 y
TNF-a) tanto inhibiendo su secrecion como induciendo la liberacion del antagonista del
receptor de la IL-1 y del receptor soluble del TNF-a. A diferencia de estas moléculas, los
efectos de IL-6 en la inmunidad dependen del contexto y de su concentracién local, asi como
de la presencia o ausencia de otras proteinas reguladoras que actudan en la via de transduccién

de sefiales, o de la concentracidn de su receptor soluble.

Al igual que el TNF-a, la IL-6 reduce la expresién de LPL, efecto importante en la

regulacién de la captacion por parte del tejido adiposo de acidos grasos libres. Su produccién
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estd aumentada en relacién a un incremento del tejido graso, y este aumento estd
correlacionado con la IR al igual que el TNF-a (73). Esta molécula es producida por las células
grasas, si bien la mayor parte de ella deriva de los macrdfagos localizados dentro del tejido
adiposo, activamente reclutados por la expresion local de la proteina quimiotactica de

monocitos tipo 1 (MCP-1) (51).

Ademas de las citoquinas, otra molécula que se relaciona actualmente con el estado
de inflamacién es la vitamina D que puede tener diversos efectos en las células inflamatorias
(81). La vitamina D es una vitamina liposoluble, que en un 80-90% se origina en humanos por
sintesis en la piel con activacién por la luz solar, mientras que el resto es aportado por la

alimentacién o suplementos alimenticios (82).

En su forma mayoritaria circulante (1,25-dihydroxyvitamina D; 1,25(0OH)2D o calcitriol),
ademds de ser esencial para el desarrollo y mantenimiento del tejido éseo, es responsable de
la homeostasis normal del calcio y el fésforo (83,84). También se ha observado que los niveles
de vitamina D estdn relacionados con la diferenciacién y proliferacidon celular y la secrecién
hormonal al actuar sobre sus receptores que se han encontrado en varios tejidos como
cerebro, colon, pancreas, células inmunitarias, entre otros. Ademas se ha visto que la
suficiencia de vitamina D en adultos estd asociada con una reduccién en el riesgo de
ocurrencia de enfermedades cardiovasculares, diabetes y SM (85), considerandose su
deficiencia (definida como concentracion sérica de 25-hidroxivitamina D inferior a 50 nmol/L
(86)) como un factor importante en la fisiopatologia del SM respecto a la afectacién del

sistema cardiovascular, aumento de la IR y obesidad (87).

El mecanismo por el que la deficiencia en vitamina D afecta a la salud cardiovascular
permanece sin esclarecer, principalmente porque esta acompafiado de cambios en los niveles
de la hormona paratiroidea (PTH), calcio y fésforo, que pueden contribuir a las complicaciones

vasculares, incluso cuando ocurren dentro de unos valores normales (88).

1.2. ENDOTELIO VASCULAR Y ATEROGENESIS

1.2.1. Caracteristicas y funciones del endotelio vascular

El endotelio vascular desempefia una gran variedad de funciones homeostaticas

presentando tanto capacidades sensoriales como efectoras. Las células del endotelio vascular
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forman una superficie de comunicaciéon entre el flujo sanguineo y la pared de los vasos,
ejecutando funciones importantes en el mantenimiento de la homeostasis corporal. Este
endotelio no soélo proporciona una barrera fisica no adhesiva y altamente selectiva para
controlar la permeabilidad vascular, sino que también produce un gran nimero de sustancias

vasoactivas para regular el tono vascular y la remodelacién de la pared de los vasos (89).

El papel del endotelio se ejerce mediante la presencia en sus células de receptores de
membrana para diversas moléculas entre las que se incluyen proteinas, particulas
transportadoras de lipidos, metabolitos y hormonas; asi como a través de proteinas especificas
de unidn y receptores que activan las interacciones célula-célula y célula-matriz (90). La
secrecién y captacion de sustancias vasoactivas por parte del endotelio ejercen su acciéon
sobre el flujo sanguineo. Las alteraciones en este endotelio, como las provocadas por focos de
inflamacién o por un estrés de cizallamiento hidrodindmico elevado, interrumpen esas
actividades e inducen a las células endoteliales a producir un microambiente protrombdtico y
antifibrinolitico. Las funciones homeostaticas del endotelio implican la colaboracién de

diferentes mecanismos (91).

Una de las funciones del endotelio es la regulacidon del equilibrio hemostatico entre
trombosis y trombolisis. En condiciones fisiolégicas, el endotelio previene la trombosis
mediante mecanismos anticoagulantes y antiplaquetarios. Las células endoteliales presentan
fenotipos heterogéneos dependiendo del ambiente o necesidades locales, lo que podria
explicar las diferencias en las respuestas patoldgicas del endotelio a las alteraciones en la

integridad vascular (91-93).

Entre los mecanismos por los que las células endoteliales controlan la coagulaciéon se
encuentra la regulacion de la expresion de receptores de unidn para factores anticoagulantes y
procoagulantes en la superficie celular. En condiciones normales se mantiene la fluidez
sanguinea mediante la actividad de las rutas anticoagulantes, pero tras la activacién de las
células endoteliales, que puede producirse mediante citoquinas, el balance de las propiedades
endoteliales puede desplazarse a favor de la formacién del codgulo mediante la induccién de
mecanismos procoagulantes y la inhibicion de los anticoagulantes. Algunos estudios han
sugerido que los productos finales de glicosilacion pueden inducir cambios similares en las

propiedades coagulantes del endotelio (94).
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El endotelio también desempefia un papel importante en la regulacién de la
interaccion con plaquetas y leucocitos. La adhesion de plaquetas y el rodamiento de los
leucocitos sobre el endotelio son un paso inicial en el proceso que conduce a la extravasacién
de las células sanguineas blancas en los sitios de inflamaciéon o infeccidn, la interaccién
plaquetas-leucocitos y la agregacion en la superficie trombogénica para provocar la oclusién
vascular. El reclutamiento de plaquetas y leucocitos es una respuesta muy rdpida que esta
mediada por la liberacién de componentes preformados en el endotelio entre los que destaca

la P-selectina (95).

Los macrdfagos pueden caracterizarse como tipo M1 (implicados en procesos
proinflamatorios; liberadores de TNF-qa, IL-6 e IL-12) o inmunomoduladores y remodeladores
del tejido (M2). Estos ultimos pueden producir IL-10, citoquina anti-inflamatoria y disminuyen
las citoquinas proinflamatorias. En la obesidad inducida por la dieta, al producirse una mayor
infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo, se produce un cambio en el estado de
activacion de los mismos de un tipo M2 a un tipo M1 proinflamatorio que contribuye a la IR

(70).

Otra de las funciones principales del endotelio es la regulacién del tono vascular y
crecimiento. La circulacién esta regulada por las células endoteliales al ejercer éstas de barrera
fisica y de fuente de varias sustancias reguladoras. En este sentido tanto el dxido nitrico (NO)
derivado del endotelio como las prostaciclinas son liberadas en respuesta a estimulos fisicos,
hormonas y sustancias derivadas de las plaquetas, todas ellas induciendo la relajacién vascular
e inhibiendo la funcién plaquetaria (96). El crecimiento vascular puede estar inhibido por
ciertas sustancias liberadas por el endotelio vascular, si bien este endotelio también puede dar
lugar a sustancias vasoactivas como el NO, la endotelina y la angiotensina que a su vez pueden
participar en la regulacién del crecimiento vascular. La alteracidn de esos sistemas reguladores
dependientes del endotelio es un rasgo inherente a las enfermedades cardiovasculares y al

sindrome metabdlico (97).

El endotelio también esta implicado en la formacién de vasos sanguineos regulando la
proliferacién celular y la angiogénesis. En este punto cabe destacar el factor vascular de
crecimiento endotelial (VEGF) que es un factor de crecimiento especifico del endotelio

vascular y que es el conductor critico de la neo-formacién vascular (98).
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1.2.2. Disfuncion endotelial

El término disfuncidon endotelial hace referencia a la pérdida de las propiedades
reguladoras del endotelio en los procesos anteriormente mencionados. Se caracteriza por un
cambio en las propiedades del endotelio que provoca un descenso en la vasodilatacion, un

estado proinflamatorio y propiedades protrombéticas (99).

El estrés oxidativo, la inflamacién y el descenso de la biodisponibilidad de dxido nitrico
son las principales rutas mediante las cuales los factores de riesgo ejercen sus efectos
deletéreos sobre los vasos sanguineos y promueven la disfuncion endotelial (Figura 1.4). En
condiciones fisioldgicas los niveles corporales de antioxidantes (enddgenos y exdgenos)
resultan suficientes para mantener el nivel de radicales libres dentro su rango adecuado de
actuacidn. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias, como pueden ser la obesidad, las defensas
antioxidantes pueden resultar insuficientes y los radicales libres pueden provocar un
desequilibrio en los niveles y accion del NO, dafiar el endotelio y dejarlo permeable. Una de
esas proteinas puede ser la proteina C-reactiva, que es producida por el higado y que esta
relacionada con la inflamacién. En este punto en el que se produce la disfuncién endotelial las

funciones normales del endotelio estan reducidas (100).

Las principales fuentes vasculares generadoras de especies reactivas del oxigeno (ROS)
son la NADPH oxidasa, xantina oxidasa y los enzimas mitocondriales, asi como la éxido nitrico
sintasa (NOS) desacoplada, estado en el que el enzima produce superdxido en lugar de dxido
nitrico. El cambio en el fenotipo vascular hacia un estado inflamatorio y protrombdtico(90) se
postula que es debido a un descenso en el éxido nitrico biodisponible, aumentdndose asi la
produccion de moléculas de adhesidon de leucocitos como VCAM-1 y citoquinas como la

proteina quimiotdctica de monocitos tipo 1 (MCP-1) (90).

El aumento de la proteina C-reactiva producida en condiciones inflamatorias
disminuye la produccidon de NO mediada por eNOS, al disminuir la estabilidad de su mensajero
(101). Ademas de esta proteina, también las LDL oxidadas disminuyen la expresién de la eNOS,
asi como los lipidos y oxidantes disminuyen la biodisponibilidad de NO dafiando la estructura
de la caveola y activando rutas proinflamatorias como las mediadas por NfkB. Ademads, en
respuesta a la inflamacién, se liberan mediadores como IL-1 y TNF-a por los monocitos y

células endoteliales contribuyendo al proceso aterogénico (90).
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Figura 1.4. Endotelio y disfuncion endotelial. El endotelio sano media la vasodilatacidn, y suprime activamente la
trombosis, la inflamacidn vascular y la hipertrofia. El esquema representa las diferencias entre un endotelio sano (A)
y uno disfuncional (B). El endotelio sano presenta un fenotipo vasodilatador caracterizado por altos niveles de
vasodilatadores como el éxido nitrico (NO) y prostaciclina (PGI2) y bajos niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y acido urico. Un endotelio sano también presenta un fenotipo anticoagulante consistente en niveles bajos de
PAI-1, factor de von Willebrand (vWF) y P-selectina. Puede presentar un bajo grado de inflamacién, como se indica
por bajos niveles de molécula vascular soluble de adhesién celular (sVCAM), molécula de adhesidon intercelular
soluble (sICAM), E-selectina, proteina C-reactiva (CRP), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), e interleuquina-6 (IL-
6). Finalmente, la poblacion de células progenitoras vasculares es alta (EOCs, indicadoras de la capacidad de
reparacién vascular), mientras que los niveles de microparticulas endoteliales (EMPs) y células endoteliales
circulantes (CECs), indicativas del estrés/dafio endotelial, son bajas. En el caso del endotelio disfuncional, las
caracteristicas fenotipicas incluyen una vasodilatacién dafiada, un aumento tanto del estrés oxidativo como del
acido urico, de los radicales de perdxido lipidicos, de nitrotirosina y éxido nitrico y un fenotipo procoagulante y pro
inflamatorio con un descenso de la capacidad de reparacién vascular y un aumento del nimero de EMPs y CECs.

Modificado de Rajendran, 2013 (90).
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La produccion de NO puede también estar reducida por inhibidores endégenos. De
hecho, la dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor competitivo enddgeno de la unién
de L-arginina a la eNOS vy, por lo tanto, puede tener un papel en la desregulacién de la ruta L-
arginina/NO. Un aumento en los niveles de TNF-a se ha visto que inhibe la degradacion de
ADMA, lo que puede representar un mecanismo importante por el que la obesidad puede

alterar la biologia del NO (102).

1.3. METABOLISMO DE LA ARGININA

Entre los componentes de la dieta cuya ingesta parece afectar el riesgo cardiovascular
se encuentra el aminoacido arginina. En los ultimos afios, numerosos articulos relacionan a la
arginina y sus metabolitos con el desarrollo, aparicién y progresion de la enfermedad
cardiovascular, tanto en humanos como en animales de experimentacién. De hecho, uno de
sus metabolitos biolégicamente activos es el éxido nitrico cuya relevancia en la funcionalidad
vascular ya sido resefiada. La relacion entre disponibilidad de arginina y produccién de éxido

nitrico aumenta la importancia de este aminoacido (103).

La arginina es un aminoacido semiesencial o condicionalmente esencial que puede
provenir tanto de la ingesta dietaria, como de la ruptura de las proteinas corporales o de la
produccidon enddgena de novo. Esta produccién de novo implica la conversién dentro del
denominado eje intestino-renal de citrulina en arginina (producciéon intestinal de citrulina y
sintesis renal de arginina) catalizada por los enzimas argininosuccinato sintasa (ASS) vy

argininosuccinato liasa (ASL) (Figura 1.5).

La arginina es un aminodcido constituyente de las proteinas y, como tal, es requerida
en la sintesis proteica, principalmente a partir de aminoacidos reciclados de la ruptura
proteolitica. Ademads, la arginina tiene un papel importante en otras rutas metabdlicas

catalizadas por varios sistemas enzimaticos (Figura 1.6).
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Figura 1.5. Origenes y destinos de la arginina. Tomada de Luiking, 2012 (103).

La arginina es transportada dentro de las células endoteliales por un transporte
facilitado mediado por el sistema y* (104). El rango de concentraciones intracelulares de
arginina en las células endoteliales esta entre 0,1 y 0,8 mM (105). En las células endoteliales la
arginina puede convertirse en citrulina y 6xido nitrico, o en L-ornitina y urea. Ciertas evidencias
sugieren que hay una compleja compartimentalizacidon de la arginina dentro de las células
endoteliales: un compartimento es accesible para las éxido nitrico sintasas (NOS); en otro
compartimento tiene lugar el reciclaje de citrulina a arginina y, en un compartimento
adicional, la arginina deriva de la ruptura de las proteinas. Su metabolismo esta muy
compartimentalizado pues los enzimas implicados se expresan en diferentes drganos, aunque
en diferentes cantidades, a excepcién del higado que contiene todos los enzimas necesarios

para el ciclo de la urea, si bien la arginina hepatica no se libera al plasma (103).

27



Tesis Doctoral. Sandra Tavarez Alonso

Proteinas

ADMA ) )
SDMA Recambio Oxido nitrico
NMMA proteico

Sintesis de Urea

novo Poliaminas

Reciclado Prolina

de citrulina Glutamato

Creatina

Dieta Agmatina

Figura 1.6. Destinos metabdlicos de la arginina. Tomada de Morris, 2009 (106).

El ciclo de la urea consiste en una serie de cinco reacciones, en las que la sintesis de
urea es el paso final en la detoxificacion del amonio. Otros papeles de la arginina estan
relacionados con sus metabolitos, entre los que se incluyen la ornitina y las poliaminas
derivadas (putrescina, espermidina y espermina), importantes en el crecimiento celular y
diferenciacidn; la prolina que es hidroxilada a hidroxiprolina postranscripcionalmente y que
tiene un importante papel en la formacion de coldgeno, en la reparacién tisular y en la
cicatrizacion de heridas; la creatinina que estd implicada en el metabolismo energético en el
musculo y las neuronas; el éxido nitrico que presenta varios papeles en la fisiologia normal
como neurotransmisor y vasodilatador, asi como funciones reguladoras del sistema inmune

(107,108).

Se ha observado que el metabolismo de la arginina estd alterado en estados de
enfermedad con respecto tanto a su sintesis como a su catabolismo. Se propone la obesidad
como una enfermedad inflamatoria (109) caracterizada por la disfuncion de las células
endoteliales vasculares y una disminucién de la produccidn de éxido nitrico (NO) (110-112). La
arginina es la precursora de, entre otras muchas sustancias, el éxido nitrico, una molécula de
sefializacion ampliamente distribuida en el sistema cardiovascular que protege del inicio y
progresion de la arterioesclerosis mediante multiples vias. Previene de la adhesiéon y
agregacion de las células sanguineas y plaquetas a lo largo del endotelio (113,114). Es un

potente inhibidor de la proliferaciéon de la musculatura lisa vascular. Es un potente
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antioxidante que puede tener efectos antiinflamatorios eliminando algunas especies reactivas
del oxigeno y puede prevenir la oxidacion del colesterol LDL y asi retardar la progresion de la

arterioesclerosis (115).

1.3.1. Oxido Nitrico (NO)

La conversién de arginina en oxido nitrico (NO) es catalizada por una familia de
enzimas, las dxido nitrico sintasas (NOS) de las cuales se han identificado tres isoformas: NOS
endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) y la forma inducible o inflamatoria (iNOS). Las dos
primeras isoformas sintetizan NO en pequefias cantidades en condiciones basales, si bien la
isoforma inducible puede producir 1000 veces mas NO que la endotelial al ser estimulada por

citoquinas inflamatorias (116)
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Figura 1.7. Sintesis de 6xido nitrico. La figura muestra la sintesis de oxido nitrico (NO) a partir de arginina y O,
catalizada por las oOxido nitrico sintasas (NOS). La reaccion requiere como cofactores NADPH, FMN, FAD y
tetrahidrobiopterina (BH,). La sintesis de NO puede ser inhibida farmacolégicamente por L-NAME, un inhibidor
tanto de la nNOs como de la eNOS. Los efectos bioldgicos del NO (vasodilatacién, inhibicion de la proliferacidn del
musculo liso vascular) estan mediados por activacion de la guanilato ciclasa soluble (GC) y consiguiente elevacion de
los niveles de cGMP. Abreviaturas: Ca+2/CaM: Calcio/calmodulina; cGMP: guanosin monofosfato ciclico; GC:
guanilato ciclasa. Modificado de Freire, 2009 (117).
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Los diferentes isoenzimas de NOS presentan un 50% de homologia de secuencia, y
catalizan una reaccién oxidativa, dependiente NADPH y O,, mediante la cual se generan éxido
nitrico y citrulina a partir de la L-arginina (Figuras 1.7 y 1.8). Estos enzimas necesitan la
presencia de un cofactor esencial que es la tetrahidrobiopterina (BH,). La actividad también es
dependiente de la unién de calmodulina. Ademas, la actividad de eNOS puede también estar

regulada por modificaciones post-traduccionales.

nNOS: neurotransmision eNOS: EDRF cardiovascular iNOS: inflamacién y defensa
. Potenciacion a largo plazo . Regulador del tono vascular huesped
. Coordinacion entre actividad . Inhibicion de la proliferacion de . Citotoxicidad contra bacterias,
neuronal y flujo sanguineo. células musculo liso . virus y otros microorganismos.
. Modulacién panico . Inhibicién agregacién plaquetas
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Figura 1.8. Isoformas y funciones fisiologicas de las NOS. La sintesis de o6xido nitrico (NO) en mamiferos esta
catalizada por tres isoformas del enzima éxido nitrico sintasa (NOS) que presentan diferentes distribuciones
tisulares: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) y NOS inducible (iNOS). El sustrato para lass tres isoformas
es la L-arginina. Los residuos de arginina de las proteinas pueden ser metilados por las arginina metiltransferasas y,
tras protedlisis, liberar metilargininas. Las metilargininas asimétricas (ADMA y L-NMMA) son inhibidores
competitivos de todas las isoformas de NOS, y sus niveles dependen de su catabolismo por la dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa (DDAH) y de su excrecion renal. Estos enzimas pueden ejercer efectos fisioldgicos mediante
rutas independientes de las NOS, como la regulacién de la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF). EDREF, factor de relajacion derivado del endotelio; SMC, células de musculo liso. Modificado de Leiper, 2011
(118).

La accion del NO es muy sensible a la presencia de radicales libres, principalmente el
superoxido, que se combina con el NO para dar lugar a peroxinitrito, una reaccién que provoca
la inhibicion de los procesos mediados por el NO y aumenta el dafio oxidativo (119). Esta

pérdida en la biodisponibilidad del NO es un punto clave de la disfuncién endotelial.
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En la obesidad existe un amplio consenso sobre la importancia del estrés oxidativo
como elemento favorecedor de la aterosclerosis y otros efectos metabdlicos adversos a través
de la desregulacion de la accion de las citoquinas y la inflamacion (58). Sin embargo, existen
datos contradictorios en relacién al metabolismo del NO y sus alteraciones en la obesidad
(120). Asi, Gomes et al. describen que pacientes adultos con sindrome metabdlico presentan
concentraciones menores de los indicadores de formacion de éxido nitrico (121). Igualmente,
la obesidad juvenil se ha asociado con un descenso en los metabolitos relacionados con el NO
en suero (122). Sin embargo, otros autores han encontrado resultados dispares, al tiempo que
evidencian asociacién entre elevados niveles séricos de metabolitos del NO y el grupo de
componentes del sindrome metabdlico en estudios epidemiolégicos tanto en adultos (123)
como en nifios (124). Entre los mecanismos que podrian explicar la reduccién de NO bioactivo
se encontrarian un aumento en la reaccion entre el NO y el O, un descenso en la sintesis de
NO debido a cambios en la actividad de la eNOS (por ejemplo por desacoplamiento), o
descenso en la produccién de NO debido a cambios en la expresion del enzima. También
podria deberse a un descenso en el sustrato de las NOs, la arginina, debido a un aumento de la

actividad arginasa que puede contribuir a la disfuncién endotelial.

1.3.2. Poliaminas

Ademas de ser el sustrato para la sintesis del 6xido nitrico la L-arginina, a través de la
ornitina, es también precursora de las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina; Figura
1.9), moléculas policatidnicas cuyas principales caracteristicas son interaccionar con moléculas
cargadas negativamente como el DNA, el RNA o las proteinas. Dada su gran afinidad por unirse
a otras moléculas, estan relacionadas con muchas funciones como son el crecimiento celular,
la supervivencia y la proliferaciéon. Niveles elevados de poliaminas se han observado en
pacientes con enfermedades neoplasicas, en las que se han propuesto como marcadores de
enfermedad. Debido a la importancia de sus funciones en las células, sus niveles intracelulares
estdn altamente regulados a través de un cuidadoso entramado en el que colaboran procesos

de biosintesis, degradacidn, exportacién y captacion (125).
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Figura 1.9: Estructura quimica de las poliaminas putrescina, espermidina y espermina.

Las poliaminas del organismo provienen de tres fuentes primarias: ingesta de
alimentos que las contienen, sintesis por la microbiota intestinal y sintesis orgdnica. La
biosintesis celular las poliaminas requiere de los aminoacidos arginina, ornitina y metionina,
siendo el primer paso de la via la generacion de ornitina a partir de arginina por la arginasa
mitocondrial (Figura 1.10). La ornitina generada en esta reaccién es decarboxilada por la
ornitina decarboxilasa (ODC) para generar putrescina, la primera de las poliaminas. A
continuacién la espermidina y espermina sintasas convierten la putrescina en espermidina y
ésta en espermina mediante la incorporacién secuencial de dos grupos aminopropilo
procedentes de la S-adenosil metionina decarboxilada (dcAdoMet). La sintesis de dcAdoMet
requiere de metionina que, una ver convertida en S-adenosil-L-metionina (AdoMet), es

decarboxilada por la AdoMet decarboxylasa (AdoMetDC).

Las poliaminas espermidina y espermina pueden de nuevo ser convertidas a putrescina
(Figura 1.10). El enzima limitante en la retroconversidn y catabolismo de las poliaminas es la
espermidina/espermina N'-acetiltransferasa (SSAT), un enzima citosélico que cataliza la
transferencia de grupos acetilo desde el acetil-coenzima A a la espermidina y espermina. Las
poliaminas acetiladas son transportadas al peroxisoma donde son sustrato de la poliamina
oxidasa (PAQ) que genera, como subproductos de la oxidacidn, peréxido de hidrégeno (H,0,) y
acetaminopropanal. La acetilacién reduce la carga positiva de las poliaminas y, con ello,
disminuye su capacidad de interaccién electrostatica con las moléculas bioldgicas. Al mismo

tiempo las hace mas susceptibles a la exportacion celular y catabolismo (126).
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Figura 1.10. Vias de sintesis, interconversion y catabolismo de las poliaminas. Modificado de Minois , 2011 (127).
Verde: biosintesis; azul: catabolismo; rojo: proteina inhibidora; negro: sintesis de elF5A a partir de espermidina.

Existe actualmente un renovado interés en el metabolismo de las poliaminas tras
describirse su posible implicacién en el mantenimiento de la homeostasis del tejido adiposo.
En un estudio reciente en ratones knockout para SSAT se ha observado que la deleccion de
este enzima provoca un aumento exagerado de peso (128). Este y otros estudios muestran una
clara relacién entre la homeostasis de poliaminas y el metabolismo energético en el tejido
graso, de modo que perturbaciones en el metabolismo de las poliaminas puede contribuir al

desarrollo de obesidad.

Otra caracteristica importante de las poliaminas es que pueden ser importadas o
exportadas de las células en funcién de las necesidades celulares. Se ha descrito la presencia
de un transportador de diaminas en las células epiteliales del colon que podria estar implicado
en la exportacién de putrescina y los derivados acetilados de las poliaminas. Sin embargo, no
existen datos concluyentes sobre la naturaleza y caracteristicas del transportador de

poliaminas en mamiferos (129).

Existe una relacidon préxima entre el metabolismo de las poliaminas y el del éxido
nitrico a través del aminoacido arginina (Figura 1.11). La arginasa es el enzima central que

hidroliza la arginina a ornitina, y que compite con la NOS por la arginina, redirigiendo el
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metabolismo hacia la formacion de poliaminas. La regulacién al alza de la arginasa podria llevar

a un aumento en la formacidn de especies reactivas de oxigeno (130).

Ciertos estudios en plantas y animales de experimentacidn han implicado a las
poliaminas en la resistencia al estrés, en la regulacién del crecimiento y muerte celular, asi
como con procesos inflamatorios. Por lo tanto, pueden estar relacionadas con multitud de
procesos patoldgicos. Se han observado elevaciones en los niveles de poliaminas en ciertas
enfermedades (particularmente en el cancer), si bien los resultados difieren segun el modelo
animal estudiado y la enfermedad e, incluso en una misma patologia, diferentes poliaminas
pueden tener significados diferentes (127). De hecho, el potencial papel anti-inflamatorio de
las poliaminas ha llevado a algunos autores a hipotetizar que la ingesta de poliaminas podria

ayudar en las enfermedades cardiovasculares (131).
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Figura 1.11. La arginina como precursora del 6xido nitrico y de las poliaminas.

Los mecanismos de accién propuestos para las poliaminas son multiples y se ilustran
en la Figura 1.12. Dada su naturaleza catidnica, las poliaminas pueden unirse al DNA y cambiar
su conformacién, efecto que les permite modular la estructura de la cromatina y la expresion

génica. También se ha descrito induccién de la autofagia por espermidina, efecto que implica a
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esta poliamina en la degradacidn de macromoléculas intracelulares y organulos. Respecto al
efecto de las poliaminas sobre las rutas de senalizacion, se ha observado que la quinasa CK2
(ubicuamente expresada) es sensible a los cambios en los niveles de las poliaminas y de
transferir la informacion a la ruta de las MAP quinasas (MAPK) para desencadenar la respuesta
celular apropiada. Otros procesos ampliamente relacionados con las poliaminas son el

crecimiento celular, apoptosis y necrosis (127).

Se han descrito alteraciones en el metabolismo de las poliaminas asociadas a
disfuncidon mitocondrial, el lugar primario en la produccién de energia celular. Estas anomalias
mitocondriales se han relacionado con la predisposicion al desarrollo de desdérdenes

metabdlicos comunes como la DM2 y la obesidad (132).
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Figura 1.12. Mecanismos de accion propuestos para las poliaminas. Las acciones de las poliaminas se extienden a
citoplasma, nucleo y mitocondria. Las poliaminas regulan la muerte y proliferacién célular y la sintesis de proteinas
a nivel transcripcional y traduccional. Datos recientes apoyan el papel de las poliaminas en la reprogramacion
celular y la regulacién de la autofagia. Modificado de Minois, 2011 (127).
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1.4. ESTRES OXIDATIVO

El término estrés oxidativo refiere al desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y la capacidad de detoxificacidon de las mismas o de reparar el dafo
resultante de su actuacién sobre los componentes biolégicos. Los desequilibrios en el estado
redox normal de las células pueden causar efectos tdxicos a través de la produccidon de
peréxidos y otras especies reactivas que acaban dafiando a los componentes celulares como
son las proteinas, los lipidos y el DNA. Es decir, las ROS son capaces de iniciar una cadena de

eventos que dan como resultado lesion celular (133,134).

Entre las ROS se encuentran radicales libres y especies del oxigeno reactivas pero no
radicalarias. Un radical libre es cualquier molécula que contiene uno o mas electrones no
apareados en su orbital externo (135). Las principales especies radicalarias implicadas en el
dafio celular por estrés oxidativo son el radical superédxido (0,”) y el radical hidroxilo (*OH).
Entre las especies de oxigeno no radicalarias se encuentran el peréxido de hidrégeno (H,0,), el

, . 1 e - ;. .
oxigeno singlete ("0,), el peroxinitrito (ONOO’) y el acido hipocloroso (HOCI) (134). La
generacion de estas especies es acelerada por la presencia de metales de transicion como el Fe

y el Cu y enzimas especificas, como las monoxigenasas y ciertas oxidasas (136) (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Fuentes de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno implicadas en las rutas de seializacién y dafio.
Superoxido (0,"), éxido nitrico (NO); perdxido de hidrégeno (H,0,); hipoclorito (OCI"), radical hidroxilol (OHe) y
peroxinitrito (ONOQ). Tomado de Zhang, 2012 (137).
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Las ROS se generan continuamente en el organismo en las reacciones bioquimicas de
oxidorreduccion (Redox) en las que participa el oxigeno, y que forman parte del metabolismo
normal de las células. También son generadas por los fagocitos durante las reacciones
inflamatorias controladas y, también en ocasiones, como respuesta a la exposicion a
radiaciones ionizantes, rayos UVA, contaminacién ambiental, humo de cigarrillos, hiperdxia y

exceso de ejercicio e isquemia (138).

La generacidon controlada de ROS desempeiia multitud de funciones fisiolégicas a
través de diferentes vias de sefializacidon sensibles al estado redox (139). Sin embargo, su
produccidn o eliminacién incontroladas se relacionan con numerosas patologias. Por lo tanto,
el estrés y el dafio oxidativo subsiguiente sélo cobran significado patoldgico cuando Ia

generacion de ROS supera la capacidad de las defensas antioxidantes del organismo.

Tanto la obesidad como el SM son dos condiciones que se acompafian de estrés
oxidativo e inflamacién subclinica, ambas implicadas en el desarrollo de la aterosclerosis.
Ademds, el estrés oxidativo tiene un papel importante en la patogénesis de las alteraciones
vasculares, ya que puede detonar o exacerbar los procesos bioquimicos que acompafian al SM.
La hiperglucemia y la inflamacién, componentes importantes del SM, aumentan la produccién
de ROS a nivel vascular y generan estrés oxidativo por sobre-activacién de la NADPH oxidasa.

Esto provoca un descenso en los niveles disponibles de NO (140).

Bajo condiciones fisioldgicas, la generaciéon de NO excede a la produccién de 0," que
es rapidamente neutralizado por los sistemas antioxidantes. En el caso de la disfunciéon
endotelial, la produccién de 0," excede a la de NO, favoreciéndose asi la reaccién entre ambos
para formar peroxinitrito. Esta es una especie altamente oxidante que, junto al exceso de otras

ROS, provocaran dafio oxidativo generalizado a las moléculas bioldgicas (140).

Una de las aproximaciones mds utilizadas para valorar la extensién y consecuencias del
estrés oxidativo in vivo e in vitro es la cuantificacidon de los productos generados por el dafio
oxidativo de las biomoléculas, los denominados biomarcadores de estrés oxidativo (140). Entre
los biomarcadores mds utilizados se encuentran el malondialdehido (MDA) vy la
isoprostaglandina F2a como indicadores de peroxidacion lipidica (88,89); los grupos carbonilo
y los productos avanzados de oxidacién proteica (AOPPs) como indicadores del dafio oxidativo
inferido a las proteinas (143); y la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OH-dG) como producto de

oxidacion de DNA (141). La evaluacién de otros productos, como los resultantes de las
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modificaciones de carbohidratos, tiene particular relevancia en el contexto de la patologia
diabética (144). La cuantificaciéon de LDL oxidada es también un excelente biomarcador,
aunque de mds compleja determinacion, de la peroxidacion lipidica. La oxidacién de las LDL se
produce en el interior de las paredes de los vasos y, una vez oxidado, puede escapar al
reconocimiento de los receptores y volver a la circulaciéon haciendo posible su determinacion

en plasma (145,146).

Estudios realizados por el grupo de Morrow et al en la década de los 90 llevaron a la
identificacién de los isoprostanos como marcador de peroxidacién lipidica. Estos son una
familia de isémeros tipo prostaglandinas que se generan como resultado del ataque por
radicales libres del acido araquiddnico esterificado con fosfolipidos en las membranas
celulares (147). Diferentes tipos de isoprostanos se generan preferentemente bajo condiciones
de estrés oxidativo (148). Por ejemplo, niveles elevados de isoprostanos se han descrito en
ratas deficientes en vitamina E y selenio, asi como en estudios de reperfusidn en sujetos tras
terapia trombolitica (149). Niveles elevados de isoprostanos en plasma y orina han sido
asociados con otros factores de riesgo cardiovascular como son diabetes tipo 1 y 2 e
hipercolesterolemia, habiéndose encontrado también en lesiones aterosclerdticas (150).
Mediante técnicas de inmunoyensayo, Davi et al han referido elevaciones significativas y
especificas del isoprostano iPF,a-lll (F,-isoprostano) en pacientes hipercolesterolémicos (151).
Por otra parte Reilly et al (152), han descrito una fuerte relacién entre hipercolesterolemia e
incremento en la peroxidacién lipidica (evaluada por los niveles de isoprostanos en orina y en
las LDL) en pacientes con hipercolesterolemia familiar homocigota y con hipercolesterolemia

moderada.

En la obesidad, durante la expansion de los depdsitos grasos, los adipocitos generan
gran cantidad de ROS que promueven un aumento en la expresidn y secrecién de adipoquinas
inflamatorias (153-155). Tanto en el tejido adiposo como en los tejidos periféricos, el estrés
oxidativo desencadena IR, una de las sefias de identidad de la obesidad y muchas de sus

comorbilidades, incluyendo la hipertension.

El aumento del estrés oxidativo en el tejido adiposo es uno de los eventos mas
tempranos en el desarrollo del SM en la obesidad (156). Por otro lado, la pérdida de peso por
restriccion caldrica y/o ejercicio puede mejorar el estado de estrés oxidativo (157). No

obstante, no se conoce bien la relacién causa-efecto entre el estrés oxidativo y la obesidad. La
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activacion de la NADPH oxidasa es la que mads contribuye al estrés oxidativo en muchos tejidos,
incluyendo el tejido adiposo y la vasculatura (156,158,159). Contrariamente, algunos factores
gue causan estrés oxidativo, como la angiotensina Il que induce IR, no induce necesariamente

ganancia de peso (160).

En base a los datos anteriormente resefiados, nos hemos planteado en este estudio
profundizar en las bases bioquimicas y moleculares que conectan la obesidad con el riesgo
cardiovascular en sus estadios iniciales; evaluar en la poblacién infantil obesa la presencia de
diferentes marcadores que podrian ser indicativos de alteraciones tempranas y dafio precoz a
distintos niveles y, particularmente, a nivel vascular. La constatacién de estas alteraciones y la
identificacion de sus marcadores precoces podrian orientar tanto en la evaluacién del ulterior
riesgo cardiovascular de los pacientes, asi como en la eficacia de las diferentes opciones
terapéuticas. La cada vez mayor prevalencia de la obesidad infantil, el hecho de que
predisponga fuertemente al desarrollo de numerosas patologias en la edad adulta, asi como la
escasez de estudios centrados en la poblacion pediatrica creemos que justifican sobradamente

la realizacién del presente estudio.
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OBIJETIVOS DEL ESTUDIO

Los objetivos planteados en el presente estudio han sido:

Valorar el grado de obesidad en una muestra de nifios obesos y normonutridos
mediante diferentes indices de adiposidad (indice de masa corporal, indice cintura-

cadera y porcentaje de masa grasa por impedanciometria bioeléctrica).

Determinar y comparar en estos mismos pacientes, diferentes pardmetros de la clinica

rutinaria relacionados con el riesgo cardiovascular.

Determinar y comparar, en nifios obesos y normonutridos, la produccién global de
Oxido nitrico a través de la medida de nitrato y nitrito, y los niveles sanguineos de
moléculas relacionadas como son las poliaminas putrescina, espermidina y espermina,

como parametros indicadores del metabolismo de la arginina.

Valorar y comparar el estrés nitrosativo mediante los niveles de nitrotirosina.

Determinar y comparar en los mismos pacientes, el dafio oxidativo a lipidos (mediante
la cuantificacién de malondialdehido e isoprostanos) y a proteinas (cuantificacion de

grupos sulfidrilo proteicos y productos avanzados de oxidacion proteica (AOPPs)).

Determinar y comparar en los pacientes los niveles de diversas citoquinas y moléculas
relacionadas con los procesos de inflamacion (proteina C-reactiva, adiponectina,
leptina, resistina, IL-6, TNF-a y mieloperoxidasa) y funcionalidad endotelial (sICAM-1,
sVCAM-1, E-selectina) y que relacionan la obesidad con la resistencia a la insulina y

desarrollo de aterosclerosis.

Determinar y comparar, en los nifios obesos y normonutridos, otros parametros que se
han relacionado con el riesgo cardiovascular y el sindrome metabdlico como es el caso

de la vitamina D, hormona paratiroidea y niveles de calcio y fésforo séricos.

Correlacionar los marcadores del metabolismo de la arginina, estrés oxidativo y
nitrosativo, niveles de vitamina D y resistina con los pardametros antropométricos y de

riesgo cardiovascular.
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MATERIAL Y METODOS

2.1. DISENO DEL ESTUDIO: PACIENTES

El presente trabajo se basa en un estudio descriptivo observacional de casos vy
controles, transversal, sobre una muestra poblacional total de 110 nifios con edades
comprendidas entre los 7-14 afios de edad. El grupo de casos ha estado constituido por nifios
obesos seleccionados entre los remitidos a la Unidad de Pediatria del Hospital Dr. Peset para
participar en un programa de pérdida de peso para pacientes externos. El criterio para su
seleccién fue la presencia de obesidad valorada a través del indice de Masa Corporal (BMI)
propuesto por Cole et al para nifios (9) y estandarizado por el z-score o el SDS-BMI, tomando
como referencia las curvas espafolas de crecimiento (161). El grupo control lo constituian
nifios sanos que fueron reclutados por médicos de atencién primaria durante chequeos
médicos rutinarios. El estado puberal de los nifios se valoré mediante inspeccién y palpacién
en cada paciente por el pediatra de acuerdo con los criterios de Marshall y Tanner (162). Todos

los sujetos participantes en el estudio son caucasicos y descendientes de espaiioles.

Los criterios de exclusion utilizados en la seleccion de los pacientes han sido la
presencia concomitante de enfermedades infecciosas agudas o inflamatorias, sindromes
genéticos, alteraciones endocrinas, alergias crénicas, asi como la toma de suplementos

vitaminicos o antioxidantes.

Previamente a la inclusion de los pacientes en el estudio se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de los padres, asi como el consentimiento oral de los nifios. Tras su
inclusidon en el estudio, todos los pacientes recibieron instrucciones para seguir una dieta
restrictiva en nitrato (verduras de hoja verde, carnes curadas y salchichas) y poliaminas
(quesos fermentados) durante los 3 dias previos a la toma de muestras de sangre y orina, con

el fin de evitar interferencias en las determinaciones de estos pardmetros debidas a la dieta.

La realizacién del presente estudio ha sido aprobada por el Comité de Etica del

Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia.
2.2. MEDIDAS Y DETERMINACIONES

2.2.1. Medidas antropométricas

El dia de su inclusién en el estudio se elabord una historia clinica completa de cada

paciente y se sometié a éstos a un examen fisico detallado para obtener los parametros
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antropométricos. Las medidas del peso y la altura de los pacientes se obtuvieron con los nifios
ligeramente vestidos y descalzos, de acuerdo con un protocolo estandarizado. La
circunferencia de cintura (WC) se midié en el abdomen en el punto mas estrecho entre la caja
tordcica y el borde superior de la cresta iliaca. La circunferencia de cadera (HC) se midié
estando el nifio en ropa interior al nivel del didmetro mas ancho alrededor de las nalgas
usando una cinta métrica flexible no elastica, redondeandose las medidas al 0,1 cm mas
préximo. Los valores calculados para el indice de Masa Corporal (BMI) se han expresado
mediante la puntuacién z referida a edad y sexo (161), considerandose obesidad un BMlI

superior a 2,5 desviaciones estandar de la media para edad y sexo (161).

El porcentaje de masa grasa se valoré mediante impedancia bioeléctrica de 8 canales
empleando un analizador de la composicidon corporal segmental Tanita BC-418MA (Tanita
Europe BV, Hoofddorp, Holanda). Los valores porcentuales de masa grasa y los de
circunferencia de cintura (WC; distribucion de la masa grasa) se normalizaron respecto al
percentil 50 estandar para edad y sexo (masa grasa relativa). Otros indicadores utilizados de la
distribucidn de la masa grasa han sido los indices circunferencia cintura/cadera (WC/HC) y
cintura (WC)/altura. Un WC > p90 ajustado por edad y sexo y una relacion WC/altura = 0,5 han

sido los criterios adoptados para la consideracién de obesidad central (29).

La tension arterial se midié con un esfingomandmetro automatico (Dinamp 200; Ge
Medical Systems Information Technologies, Inc., Milwaukee, WI, USA) tomandose la media de
tres medidas, y se expresé como la puntuacion z de acuerdo con las tablas proporcionadas por
el “Task Force Report”. Se consideré criterio de hipertensién (HTA) un valor de presion arterial

> p95 ajustado para la talla, edad y sexo (163).

El estadio puberal se determind en cada paciente por inspeccion y palpacién por el

pediatra de acuerdo con los criterios de Marshall y Tanner (162).

2.2.2. Toma de muestras biolégicas y procesamiento

Todas las determinaciones del presente estudio se han realizado sobre muestras de
sangre y orina. Estas se obtuvieron, simultdneamente, junto a los andlisis clinicos rutinarios
para las determinaciones de pardmetros experimentales, por el personal especializado del
Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia. Las muestras de

sangre se obtuvieron entre las 8-10 h de la manana tras al menos 12 horas de ayuno. Las
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muestras de orina se recogieron en contenedores estériles transcurridas 2 horas de la primera
miccién matutina. En todos los casos, las muestras de sangre y orina fueron inmediatamente
procesadas en funcidon de los andlisis y parametros a determinar. Las muestras para la
determinacion de los parametros clinicos se derivaron inmediatamente al Laboratorio de

Analisis Clinicos del Hospital Universitario Dr. Peset.

Para la determinacion de los parametros experimentales, las muestras de sangre total
heparinizada se centrifugaron inmediatamente (600 x g durante 10 min) para la obtencion del
plasma, el cual fue rapidamente transferido a tubos eppendorf en pequefias alicuotas (200-500
pL) que se mantuvieron a -802C hasta los correspondientes analisis. Paralelamente, 500 pL de
sangre total se mezclaron en un tubo eppendorf con 50 pL de HCIO4 4 mol/L y 10 pL de 1
mmol/L 1,6-diaminohexano (estandar interno). La mezcla se agitd vigorosamente en vortex vy,
tras 15 minutos a 0-42C para precipitar las proteinas, se centrifugé a 15000 x g 10 min. El
sobrenadante acido asi obtenido se transfirié a otro tubo eppendorf que se mantuvo a -809C
hasta la determinaciéon de poliaminas. Las muestras de orina se centrifugaron (600 x g; 10 min)
y el sobrenadante se alicuotd (500 pL/tubo) en tubos eppendorf que se conservaron a -802C
hasta las correspondientes determinaciones. Las muestras finales obtenidas se trasladaron y
mantuvieron a -802C en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular hasta su
utilizacion (< 6 meses). En todos los casos, la determinacién de los diferentes parametros

experimentales se realizd por suplicado en muestras descongeladas una sola vez.

2.2.3. Determinaciones clinicas y criterios de riesgo metabdlico

La mayor parte de los pardmetros clinicos se determinaron y valoraron mediante
procedimientos rutinarios estandarizados en el Laboratorio de Andlisis Clinicos del Hospital
Universitario Dr. Peset. Nuestro perfil de bioquimica sanguinea incluyé la determinacién de
glucosa, colesterol total, c-LDL, c-HDL, triglicéridos, creatinina, calcio, fésforo, acido urico y
apoproteinas A1 y B mediante métodos rutinarios automatizados para el Aeroset System®
(Abbott Clinical Chemistry, Wiesbaden, Alemania). La insulina, homocisteina y acido félico se
cuantificaron mediante inmunoensayos de electroquimioluminiscencia automatizados para el
sistema Architect c800® (Abbott Clinical Chemistry, Wiesbaden, Alemania). La determinacion
de la proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hs-CRP) se realizé mediante nefelometria cinética

(Immage Nephelometer®, Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA).
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Las determinaciones de los niveles séricos de 25(0H)-vitamina D (25(OH)D) y hormona
paratiroidea “intacta” (iPTH) se se realizaron en el Laboratorio de Patologia Molecular y
Bioquimica Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Su cuantificacion se realizé
mediante inmunoensayos electroquimioluminiscentes automatizados en un analizador
Modular Analytics E170. Tanto los reactivos como el analizador fueron suministrados por
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Alemania). En la determinacién de vitamina D se utilizé
el ensayo Elecsys de cuantificacion total y su correspondiente sistema de calibracion CalSet. El
coeficiente de variacidon entre ensayos, estimado a través de los controles de calidad
suministrados por el fabricante (PreciControl Bone; Elecsys Systems, Roche Diagnostics GmbH)
estuvo entre el 8,7 y el 11,4%. De acuerdo con los valores totales de 25(0OH)D obtenidos, el
nivel de vitamina D de los pacientes se consideré como suficiente (>20 ng/mL) o insuficiente

(<20 ng/mL) (163).

La resistencia a la insulina se valoré a través del cociente glucosa/insulina
(Img/dL]/[uU/mL]) en ayunas (FGIR) o, mas habitualmente, mediante el indice HOMA
calculado matematicamente a través de la formula HOMA-IR = niveles de insulina en ayunas
(IU/L) x glucosa en ayunas (mmol/L )/ 22.5. La tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR) se
calculd a partir de la creatinina plasmatica de acuerdo con la formula de Léger (eGFR (mL/min)
= [56,7 x peso corporal (kg) + 0,142 x altura® (cm)]/creatinina (uM)), y corregido por la

superficie corporal x 1,73 m?.

Ante la falta de criterios universalmente aceptados para estimar el riesgo metabdlico
en nifios, en este trabajo se han considerado las mismas variables de factores de riesgo
definidas para adultos, y que estan basadas en criterios analogos a los del consenso de la
Federacion Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation, IDF) (29). Asi, las
siguientes variables (factores de riesgo metabdlico; MRF) han sido consideradas en nuestros

analisis.

1. Laadiposidad central: WC = p90 para edad y sexo y relacion WC/altura > 0,5.

2. Alteraciéon del metabolismo de la glucosa: glucosa en ayunas = 5,55 mmol/L [100
mg/dL] o resistencia insulinica definida por un indice HOMA-IR > 3,16 o un valor
de FGIR < 6.

3. Dislipemia: c-HDL £ 1,03 mmol/L [40 mg/dL] o TG > 1,24 mmol/L [110 mg/dL].

4. Hipertensidn: presidn arterial sistélica o diastdlica >p95 para edad y sexo.
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Se ha considerado que los nifos obesos presentaban un riesgo metabdlico elevado
cuando coincidian en ellos al menos cuatro de los factores anteriormente indicados (MRFs >

4).

2.2.4. Determinaciones experimentales

La cuantificacién de todos los pardmetros relacionados con el metabolismo de la
arginina y el estrés oxidativo y nitrosativo se ha realizado en el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia. Salvo que se
indique expresamente, todos los reactivos usados en las determinaciones fueron
suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA) y Riedel-de-Haén (Seelze,

Alemania).
2.2.4.1. Parametros del metabolismo de la arginina

Los parametros del metabolismo de la arginina evaluados en este estudio han sido la
produccidn de dxido nitrico y los niveles circulantes de las poliaminas putrescina, espermidina

y espermina.

Evaluacién de la producciéon de Oxido Nitrico (NO): Las caracteristicas de reactividad y
labilidad del éxido nitrico practicamente imposibilitan su cuantificacidn directa en los sistemas
biolégicos con fines rutinarios. En solucién acuosa, el NO reacciona rapidamente con el
oxigeno molecular generando nitrito (NO,") y nitrato (NOs;") como productos finales estables
gue se acumulan en plasma y se excretan finalmente por la orina. Salvo en casos de infeccidn,
la practica totalidad del NO urinario se encuentra en forma de NO; . Sin embargo, en el
plasma, NO, y NOs;™ se encuentran en proporciones variables, y los niveles de nitrato exceden
a los de nitrito en, al menos, un orden de magnitud. Este hecho dificulta considerablemente la
determinacion de nitrito por lo que, a fines practicos, se recurre habitualmente a la
determinacion conjunta de ambos metabolitos (NOx) como indicador global de la produccién
de NO. Resaltar, en este sentido, que los procedimientos para determinar nitrato se basan en
su conversion previa a nitrito (reducciéon quimica o enzimdtica) que es el producto finalmente
cuantificado (164). En nuestro estudio hemos cuantificado separadamente los niveles de
nitrato y nitrito en plasma, y los niveles urinarios conjuntos de ambos productos finales de

excrecion del NO.

49



Tesis Doctoral. Sandra Tavarez Alonso

Los niveles plasmaticos y urinarios de NOx (nitrito + nitrato) se han cuantificado en
nuestro estudio utilizando una modificacién en placa del cldsico ensayo de Griess. Brevemente,
el ensayo implica la conversidon enzimatica del nitrato en nitrito con nitrato reductasa de
Aspergillus spp, seguido de la cuantificacion colorimétrica del nitrito mediante el reactivo de
Griess (1 g/L de sulfanilamida, 0,1 g/L de N-(1-naftil)etilendiamina y 25 g/L de acido fosférico).
El croméforo formado entre el nitrito y los componentes del reactivo presenta una fuerte
absorcion a 540 nm (g = 39,5 x 10° M cm™) que fue cuantificada mediante un lector de placas
Multiskan EX (Thermo Lab Systems, Helsinki, Finlandia). Las condiciones del ensayo fueron
esencialmente las descritas por Moshage et al (164) que, en nuestro estudio, tuvo un limite de
deteccién del orden de 1,5 puM. Todas las muestras se ensayaron por duplicado,
estableciéndose su nivel de NOx mediante interpolacién de los valores de absorbancia en una
curva patrén construida con cantidades conocidas de nitrato (0-300 uM). Puesto que los
valores obtenidos representan la suma total de nitrato + nitrito (NOx), de ellos deberan
sustraerse los de nitrito para establecer los de nitrato en plasma. Dado que nuestras muestras
de orina no provienen de recogida de 24 h, los niveles urinarios de NOx se expresan relativos a

los de creatinina (umol/mmol creatinina) (UNOs/UCr).

Debido a su baja concentracidn respecto al nitrato, los niveles plasmaticos de nitrito se
cuantificaron mediante un ensayo fluorescente, de mayor sensibilidad, basado en el uso del
reactivo 2,3-diaminonaftaleno (DAN) (kit No 780051; Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA). El DAN, bajo condiciones acidas, forma con el nitrito un producto fluorescente (2,3-
naftotriazole) cuya intensidad se ve muy incrementada bajo las condiciones alcalinas finales
del ensayo (165). La fluorescencia se cuantificd mediante el lector de placas Spectra MAX Plus
384 GEMINI XS (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) funcionando a longitudes de onda de
excitacion y emision de, respectivamente, 375 y 415 nm. Para eliminar interferencias, las
muestras de plasma se ultrafiltraron previamente mediante filtros de corte para 10 kDa de
peso molecular (Microcon Ultracel YM-10; Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) bajo
centrifugacion (14,000 x g, 120 min, 152C); el volumen de plasma ultrafiltrado en el ensayo
final nunca superé los 10 pL; y, ademas, en todo el procedimiento sdlo se utiliz6 material de
pldstico previamente lavado con agua ultrapura (Milli-Q). Bajo estas condiciones, nuestro
ensayo resultod lineal en el rango de concentraciones de nitrito entre 0-3,85 umol/L, con un

limite de deteccidn de 0,05 pmol/L.
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Determinacion de poliaminas: Los niveles de putrescina, espermidina y espermina se
cuantificaron en los extractos acidos de sangre total (véase apartado 2.2.2) de acuerdo con el
procedimiento previamente descrito (166). En esencia, se trata de la separacion vy
cuantificacion mediante HPLC de los derivados fluorescentes generados por reaccion de las

poliaminas con cloruro de dansilo.

Para la obtencion de los derivados dansilados de las poliaminas se mezclaron 100 uL de
los sobrenadantes acidos con 400 pL de cloruro de dansilo (10 g/L en acetona) y 200 pL de una
solucion saturada de carbonato sédico. Las mezclas se dejaron reaccionar en oscuridad a 552C
durante 90 min con agitacién ocasional. Transcurrido este tiempo, se afiadieron a cada mezcla
100 pL de una solucidon de L-prolina (100 g/L) y se continué con la incubacién en las
condiciones descritas durante 30 min adicionales para eliminar el exceso de cloruro de dansilo.
A continuacién, los derivados dansilados de las poliaminas se extrajeron con tolueno (700 pL),
se concentraron mediante evaporacién bajo vacio hasta sequedad, y se mantuvieron a -809C
hasta el momento de su cuantificacién cromatografica mediante HPLC. En el momento del
analisis, los residuos se disolvieron en 100 pL de acetonitrilo, se centrifugaron (15000 x g, 3
min), y se inyectaron 20 plL del sobrenadante en el sistema cromatografico. Todos los andlisis
se realizaron por duplicado y se acompafiaron del procesamiento paralelo de una muestra

patrén con cantidades conocidas de las tres poliaminas a determinar.

En el andlisis por HPLC de los derivados dansilados de las poliaminas se utilizd un
sistema cromatografico Waters (Milford, MA, USA) equipado con una columna de fase reversa
(Nova-Pak Cig; 3,9 x 150 mm; 4 um de tamafio de particula; Waters) y precolumna de las
mismas caracteristicas (Nova-Pak Cig; 3,9 x 20 mm; 4 um; Waters). En este sistema, la
separacion de las poliaminas se realizé mediante un gradiente lineal de 50 min entre una
mezcla de acetonitrilo/agua (60:40) y 100% acetonitrilo a una velocidad de flujo de 1,5 mL/min
y TA. La deteccion de la fluorescencia se realizé a longitudes de onda de excitacién y emisidn
fijadas a 338 y 510 nm, respectivamente. La identificacion de los derivados dansilados de la
putrescina, espermidina y espermina se realizd por los tiempos de retencion y su
cuantificacion por comparacién con las muestras patron procesadas en paralelo con las
muestras experimentales de sangre. El nivel de poliaminas en cada muestra individual se
corrigié para la recuperacidn estimada por el patrén interno anadido de 1,6-diaminohexano.

Habitualmente esta recuperacién fue superior al 90%. En la Figura 2.1. se muestran
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cromatogramas representativos de una muestra patrén y extractos de sangre total procesados

por el procedimiento descrito.

ROJO: Estandar
40000+ AZUL: Muestra 35
NEGRO: Muestra 63 {

30000

10000+

PUTRESCINA
ESPERMIDINA

T T
6.00 7.00 800 9,00 10.00 11.00 1200 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 2000 21.0
Minutes

Figura 2.1. Cromatogramas ilustrativos de muestra patrén y de sangre total. Se indican los tiempos de retencion
(min) de cada poliamina y su nombre correspondiente. La cantidad de putrescina, espermidina y espermina
inyectadas en la muestra patrén fue de 0,25 nmoles.

2.2.4.2. Parametros de estrés oxidativo y nitrosativo

El estrés oxidativo se ha valorado en nuestro estudio cuantificando diferentes
productos resultantes del dafio oxidativo inferido a las moléculas bioldgicas por los radicales
libres. Los denominados biomarcadores de dafio oxidativo. En este estudio hemos valorado los
niveles de TBARM, MDA vy 8-isoprostanos como marcadores de peroxidacion lipidica. Los de
AOPPs, mAOPPs y grupos SH como indicadores del dafio oxidativo a proteinas. La nitrotirosina
como indicador de estrés nitrosativo, y la MPO como indicador general de estrés vascular.
Todos los marcadores se han determinado en las muestras de plasma procesadas
inmediatamente tras la obtencién de la sangre, mantenidas a -802C durante un periodo
maximo de 6 meses, sometidas a una Unica descongelacién (véase apartado 2.2.2), y

clarificadas por centrifugacién (15000 x g, 2 min, TA).

Determinacién de TBARM y MDA: El MDA es uno de los productos finales de la peroxidacién
lipidica y uno de los marcadores de dafio oxidativo mas fiables y ampliamente utilizados. Su
cuantificacion esta basada en su reaccidon con el acido tiobarbiturico (TBA) en medio acido,
mediante la que se genera un complejo coloreado cuantificable por espectrofotometria a 532
nm (e=1,5 x 10> M™* cm™). Sin embargo, la reaccién con TBA no es especifica para el MDAy, a
no ser que se proceda a la separacién ulterior de los productos de la reacciéon, lo que se

cuantifica es el material reactivo con TBA (TBARM). La cuantificacidn especifica del MDA puede
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realizarse mediante la separacién ulterior del aducto MDA-TBA por HPLC. En nuestro estudio

hemos utilizado ambas aproximaciones experimentales.

La  cuantificacion  plasmdtica de MDA como TBARM se realizd
espectrofotométricamente a 532 nm tras reaccion con TBA bajo condiciones acidas de acuerdo
con las condiciones descritas por Santos et al (167). En los ensayos se utilizaron 50 pL de
plasma o patrén (Tetrametoxipropano, TMP; 0-200 uM) en un volumen total de ensayo de 1
mL. Para la cuantificacién, los valores de absorbancia a 532 nm de las muestras se interpolaron

en la curva patrén de TMP realizada paralelamente.

La determinacion especifica de MDA mediante HPLC se realiz6 de acuerdo con las
condiciones descritas en Wong et al (168). En esencia, para la obtencién del complejo TBA,-
MDA se mezclaron 50 pL de plasma o estandar (1-50 uM TMP) con 500 pL de tampdn acetato
sédico 2 M pH 3,5 conteniendo TBA 0,2% (p/v). Las mezclas se incubaron 60 min a 959C para
hidrolizar los lipoperodxidos, liberar el MDA, y favorecer su conjugacion con el TBA. A
continuacién las muestras se clarificaron por precipitacién y centrifugacién, y 25 pL del
sobrenadante obtenido se inyectaron en el sistema cromatografico para la cuantificacion del
complejo TBA,-MDA por HPLC. Esta se realizé en un sistema Waters provisto una columna de
fase reversa Spherisorb Ci5 (4,6 x 250 mm, 5 um) lavada y acondicionada con acetonitrilo/agua
(80/20). El complejo TBA,-MDA se eluyé isocraticamente de la columna con una mezcla de
tampdn fosfato potasico 50 mM pH 6.8/acetonitrilo (90/10) a 1,2 mL/min y TA. Su deteccion se
realizd espectrofotométricamente a 532 nm y se identificd por su tiempo de retencién (2-2,2
min) determinado en las muestras patrén procesadas paralelamente. Para la cuantificacion se
relativizé el drea del pico a la de los patrones. Todas las determinaciones se realizaron por

duplicado.

Determinacidn de 8-isoprostanos: Los isoprostanos son una familia de eicosanoides de origen
no enzimatico producidos por la oxidacién aleatoria de fosfolipidos tisulares por ROS. Son
moléculas habituales en plasma y orina en condiciones fisiolégicas pero sus niveles se elevan
considerablemente por el estrés oxidativo. Uno de los isoprostanos, 8-iso-prostaglandina Fq
(8-isoprostano), se ha visto que presenta actividad bioldgica, y ha sido propuesto como

marcador de la deficiencia antioxidante y el estrés oxidativo.

Los niveles de 8-isoprostaglandina F2a (8-isoprostanos) se analizaron en muestras de

plasma clarificadas por centrifugacion mediante enzimoinmunoensayo competitivo utilizando
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el kit comercial N2 516351 8-isoprostane EIA de Cayman (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, Ml, USA). Se trata de un EIA disefiado para placas basado en la competicion entre los 8-
isoprostanos de la muestra y un conjugado de 8-isoprostano-acetilcolinesterasa (utilizado
como trazador) por un nimero limitado de sitios de unidn presentes en un antisuero de conejo
especifico frente a 8-isoprostanos. La cantidad de 8-isoprostano-acetilcolinesterasa unido se
visualiza al afadir a los pocillos el reactivo de Ellman (Figura 2.2) que contiene el sustrato de la
acetilcolinesterasa. El producto de esta reaccion enzimatica absorbe fuertemente a 412 nm,
longitud de onda que se utilizd para su cuantificacion espectrofotométrica en un lector
Multiskan EX (Thermo Lab Systems, Helsinki, Finlandia). Los ensayos se realizaron en placas de

96 pocillos siguiendo estrictamente las condiciones del fabricante.

Determinacion de Productos Avanzados de Oxidacion Proteica (AOPPS): Witko-Sarsat en
1996 (169) introdujeron el término “productos avanzados de oxidacion protéica” (AOPPs), para
referir a la mezcla de productos de agregacidn, fragmentacion y oxidacion generados en las
proteinas como consecuencia de la actuacidon sobre éstas de las ROS. Su componente
mayoritario son proteinas con un alto contenido en grupos carbonilo (-CO), uno de los
parametros mas ampliamente utilizados de oxidacién proteica (170). Sin embargo, a diferencia
de la complejidad practica que supone la cuantificacidn de los grupos carbonilo proteicos, los
AOPPs pueden ser facilmente valorados gracias a su capacidad de reaccién con el yoduro
potasico en medio acido para generar yodo diatdmico. Esta reaccién va acompafada de un
aumento de la absorcion a 340 nm que puede ser utilizado para su cuantificacion

espectrofotométrica, procedimiento que ha sido utilizado en el presente estudio (169).

De forma simplificada, 1 mL de plasma diluido 1:5 en tampon fosfato (10 mmol/L, pH
7.4) o soluciones estandar de cloramina-T (0-100 pumol/L) se mezclaron directamente en
cubetas de espectrofotémetro con 50 puL of yoduro potasico (1,16 mol/L) y, tras agitacion
vigorosa, se determind su absorbancia a 340 nm. A continuacidn se afiadieron a la cubeta 100
puL de acido acético glacial y, tras agitacion, se hizo un nuevo registro inmediato de la
absorbancia a la misma longitud de onda. La diferencia de absorbancia se utilizd para
cuantificar la concentracién de AOPPs por interpolacién en la curva patréon de cloramina T
realizada paralelamente al desarrollo de las muestras y en las mismas condiciones. Las

concentraciones de AOPPs se expresan en umol/L equivalentes de cloramina-T.
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Con el fin de estimar las interferencias en el ensayo debidas a la presencia de lipidos,
500 pL de plasma se delipidaron utilizando 50 pL de una mezcla de 10 g/L de sulfato de
dextrano (Dextralipid 50; Sigma-Aldrich Quimica S.A, Madrid, Espafia) y 1 mol/L de sulfato
magnésico (Sigma-Aldrich Quimica S.A, Madrid, Espafia). La mezcla se centrifugd durante 20
min a 1000 x g (171) y el sobrenadante se utilizé para la determinacion de AOPPs por el
procedimiento indicado previamente. Salvo que se indique expresamente, los valores de
AOPPs del presente estudio refieren a los obtenidos en muestras delipidadas y se identifican

como mAOPPs.

Determinacidn de grupos —SH proteicos: Otra de las consecuencias del ataque de las proteinas
por ROS es la pérdida (oxidacién) de grupos —SH libres. Al margen de sus efectos sobre la
actividad proteica, la cuantificacidon de estos grupos es considerada un marcador general de

dafio oxidativo a proteinas.

La concentracion de grupos sulfidrilo (grupos -SH) se ha determinado en nuestro
estudio por el procedimiento espectrofotométrico clasico de Ellman (172). Este se basa en la
capacidad del acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB; reactivo de Ellman; Figura 2.2) de
reaccionar con los grupos SH generando un croméforo (TNB) con una fuerte absorcién a 412

nm (¢=13'6 x 10> M™ cm™; a pH=8,0).

“00C S—S Co0~
—_—
0,N NO,

DTNB

OO S—Ss—R T0O0C 57
1y T
O.N O,N

TNB

Figura 2.2. Formula quimica del reactivo de Ellman: 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB).

Las determinaciones se realizaron en 50 pL de plasma llevado a un volumen final de 1
mL con tampén Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, y una concentracion final de DTNB de 0,25 mmol/L. Tras
30 min a TA, y se determind la absorbancia a 412 nm frente a al tampdn de ensayo. La

absorcién inespecifica de las muestras de plasma se estimdé procesando paralelamente
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duplicados sin DTNB. Una muestra adicional conteniendo sélo tampdén de ensayo y 0,25
mmol/L DTNB nos permitié valorar la absorcion a 412 nm del propio reactivo. Todas las
determinaciones se realizaron por duplicado, directamente en cubetas de espectrofotémetro
de 1 mL, y con soluciones de DTNB preparadas diariamente en tampdn Tris-HCI 0,1 M pH 8,0.
Para los calculos se utilizé directamente el coeficiente de extincion molar del TNB a 412 nm y

pH.8, 0 (173).

Determinacién de nitrotirosina: La nitrotirosina ha sido identificada como un marcador de
inflamacién y de generacion de peroxinitrito por reaccién entre el oxido nitrico (NO) y el
superoéxido. Varias rutas que incluyen la formacion de peroxinitrito llevan a la produccién de
nitrotirosina. Puesto que la nitrotirosina es un producto final estable de la oxidacidon de
peroxinitrito, la valoracién de su concentracidn plasmatica puede ser empleada como
marcador del dafio dependiente de NO in vivo. Puesto que el NOx es sélo un indicador del
aumento en la produccion de NO, la nitrotirosina asociada a proteinas puede ser un marcador
mas adecuado para evaluar el dafo inducido por intermediarios de nitréogeno reactivos
derivados del NO. La presencia de nitrotirosina se ha detectado en varios procesos
inflamatorios incluyendo placas aterosclerdticas, enfermedad celiaca, artritis reumatoide, fallo
renal crénico y shock séptico. En plasma normal los niveles de nitrotirosina son bajos o
indetectables. La nitrotirosina puede generarse tanto a partir de tirosina libre como de la

incorporada a proteinas (174).

Los niveles plasmaticos de nitrotirosina se cuantificaron en nuestro estudio mediante
enzimoinmunoensayo (ELISA) (175) utilizando el kit comercial HK501 de Hycult (Hycult Biotec
BV, Uden, Holanda). El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos que se procesaron siguiendo
estrictamente las condiciones del fabricante. La lectura final de la absorbancia a 450 nm se

realizd en un lector de placas Multiskan EX (Thermo Lab Systems, Helsinki, Finlandia).

Determinacion de mieloperoxidasa: La mieloperoxidasa (MPO, peréxido de hidrégeno
oxidorreductasa) es una hemoproteina abundante en neutréfilos y monocitos y que cataliza la
conversion del peroxido de hidrogeno y cloruro a acido hipocloroso (HOCI) (176,177). La
reaccion de esos compuestos con macromoléculas resulta en nitrosilacion, clorinacién y
oxidacién de residuos de tirosina, lipidos y colesterol y la rotura intermolecular de proteinas y
DNA (176,178-181). La mieloperoxidasa interacciona con diversas moléculas como albumina,

receptor de manosa de los macrdéfagos, etc, y esas interacciones promueven la eliminacién de
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MPO, una reduccidn de los niveles de NO y bradiquinina, reduccidn de la vasodilatacién, y una
activacion neutrofilica continuada (182-184). Los niveles de mieloperoxidasa elevados se han
asociado a condiciones clinicas variadas incluyendo inflamacion sistémica, riesgo de eventos
cardiovasculares y disfuncion endotelial vascular. Ademds, es incorporada a las placas
ateroscleréticas y sirve como indicador de la infiltracion neutrofilica de tejidos inflamados o

dafiados (185-188).

Los niveles plasmaticos de MPO se han determinado en nuestro estudio mediante
enzimoinmunoensayo utilizando el Human Quantikine® Myeloperoxidase ELISA kit #DMYEOO
(R&D Systems Europe, Abingdon, Reino Unido). El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos
siguiendo meticulosamente las condiciones del fabricante. El lector de placas Multiskan EX
(Thermo Lab Systems, Helsinki, Finlandia) se utilizd para la cuantificacion final de la

absorbancia a 450 nm.
2.2.4.3. Citoquinas, adipoquinas y parametros de inflamacién

Las citoquinas se producen por una gran variedad de tipos celulares diferentes en los procesos
de inflamacién, hematopoyesis y cicatrizacién de heridas. Individualmente las citoquinas
pueden tener multiples efectos en el crecimiento y diferenciacién de muchos tipos celulares y
se pueden superponer a los efectos bioldgicos de otras citoquinas. El analisis y la cuantificacién
de citoquinas en fluidos biolégicos estan en aumento y constituye un campo emergente de
interés en la medicina clinica de laboratorio, y claramente es importante en promover nuestro

entendimiento de muchos desérdenes inflamatorios e inmunolégicos.

Los niveles de citoquinas en nuestro estudio se han evaluado mediante ensayos
Milliplex Map. Estos se basan en la tecnologia Luminex® xMAP®, una de las tecnologias
multiplex mas respetadas y en mas rapida expansién por sus multiples aplicaciones. Entre las
ventajas de las microesferas magnéticas que utiliza esta tecnologia (microesferas MagPlex™),
destacan su alta sensibilidad (permite utilizar cantidades muy pequefias de muestra) y la

posibilidad de cuantificar simultdneamente multitud de moléculas (analitos) en un Unico

ensayo.

En nuestro estudio se han utilizado kits de microesferas magnéticas disefiados y
suministrados por Merck Millipore (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) para la cuantificacion

en plasma humano (MILLIPLEX Map Human Kits) de las diferentes citoquinas. Adiponectina y
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resistina se cuantificaron mediante el panel “Human Serum Adipokine Panel A”, # HADK1-61K-
A); IL-6, leptina, y TNF-a se cuantificaron mediante el “Human Serum Adipokine Panel B”, #
HADK2-61K-B; para sE-selectina, sICAM-1 y sVCAM-1 se utilizé6 el “Human cardiovascular
Disease Panel 1”7, # HCVD1-67AK; el VEGF se cuantific6 mediante el “Human cardiovascular

Disease Panel 3”, # HCVD3-67CK;

Los analisis se realizaron en placas de 96 pocillos utilizando 25 pL de muestra, y
siguiendo estrictamente las condiciones del fabricante (Procedimiento esquematizado en la
Figura 2.3). La cuantificacidon se realizé en un citémetro Luminex 100™ IS (Luminex Corp,
Austin, TX, USA) y los resultados se analizaron con el software Luminex 100 IS 2.3. Las
determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Citdmica del Centro de Investigacion

Principe Felipe (CIPF) de Valencia.

Procedimiento

Afiadir 200 pL de tamp6n de lavado en cada pocillo

Agitar 10 minutos y aspirar

e  Afiadir 25 pL de microesferas a cada pocillo y aspirar

e  Afiadir 25 plL de calibrador o control en sus correspondientes posiciones

e Afiadir 25 pL de tampdn de ensayo a los pocillos de blanco y muestras

e Afiadir 25 pL de matriz sérica a los pocillos de blanco, calibradores y controles
e  Afadir 25 plL de muestra en sus correspondientes pocillos

Tapar la placa e incubar agitando durante 16-20h a 4°C

Aspirar y lavar 3 veces con 200 pL tampon de lavado

Anadir 50 pL de anticuerpo de deteccion a cada pocillo

Incubar 1h aTA

Afadir 50 pL de estreptavidina-ficoeritrina en cada pocillo

Incubar 30 min a TA

Aspirar y lavar 3x con 200 pL de tamp6n de lavado

Afiadir 100 pL de liquido envolvente en cada pocillo

Lectura en el citdmetro. Condiciones:

Volumen de aspiracion 50 uL
N2 microesferas por lectura 50
Tiempo de lectura 60s

Figura 2.3. Procedimiento esquematico de cuantificacion de citoquinas mediante el sistema MULTIPLEX.
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2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Anadlisis generales: El tamafio muestral requerido para alcanzar una potencia estadistica del
90% a nivel de significacién p < 0,05 se calculé a partir de nuestros datos previos (189). El
ajuste de las variables a la normalidad se verificé con el test de Kolmogorov Smirnov con las
correcciones de Lilliefors. Los datos de las variables continuas con distribucién normal se
expresan como media * desviacion estandar (SD) y los de variables no distribuidas
normalmente como mediana (rango intercuartil; p25-p75). En este Ultimo caso se
transformaron logaritmicamente previamente a los andlisis paramétricos. En el andlisis de las
diferencias entre dos grupos para variables continuas se utilizé el test de Student para datos
no apareados. Los datos para las variables categdricas se expresan como frecuencias (n) y
porcentajes (%), utilizandose para su comparacion el test . Las diferencias entre mas de dos
grupos se analizaron mediante ANOVA de una via (variables con distribucién normal) o
ANCOVA (variables no estandarizadas) seguidas del test LSD (Least Significant Difference) para
asignar las diferencias estadisticas inter-grupos. La correlacién entre diferentes variables se
estableci6 mediante el coeficiente de Pearson. Para analizar la relaciéon entre varios
pardmetros se utilizd la regresion lineal multiple por pasos. Los andlisis se han realizado con los
paguetes estadisticos SPSS 17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) y GStat 2.0 (GlaxoSmithKline S.A.).

En todos los casos se considerd una p < 0,05 como el limite de significacidén estadistica.

Analisis particulares: El valor del punto de corte para los mAOPPs se calculé a partir de la

curva ROC (Receiver-Ooperating Characteristic).

El analisis de todos los datos relativos al NO, asi como su relacidén con el resto de

parametros del estudio, se realizé sobre las variables estandarizadas para edad y sexo.

En el analisis de los niveles de poliaminas, la identificacién de la poliamina mas
apropiada para realizar los subsiguientes andlisis se estableci6 mediante curvas ROC
individuales para putrescina, espermidina y espermina como predictoras de obesidad. Los
factores relacionados con los niveles de poliaminas (variable dependiente) en la poblacién
global y en el grupo obeso se identificaros mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson
tras ajustar las variables por sexo y estadio de desarrollo puberal (estadio Tanner). Las
variables independientes consideradas para estos analisis fueron los diferentes indicadores de

adiposidad, estrés oxidativo y nitrosativo, inflamacién, moléculas de adhesién y adipoquinas.
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En el andlisis de los datos de la resistina, el ANCOVA se realizd sobre variables
ajustadas por sexo y estadio Tanner. En la comparacién mediante ANCOVA de los niveles de
resistina entre el grupo control y el obeso con o sin resistencia insulinica se consideraron como
covariables el sexo, el estadio Tanner y el BMI, realizdndose el analisis post-hoc mediante el
test de Bonferroni. Las variables asociadas significativamente con los niveles de resistina se
identificaron mediante el coeficiente de correlacion de Pearson tras ajustar por sexo, estadio
Tanner y BMI. Las variables predictoras (p<0,01) asi identificadas se incluyeron en un analisis
de regresion lineal multiple inicial que, sometido a eliminacién secuencial retrospectiva por
pasos, permitié determinar la contribucién de los factores que afectan los niveles de resistina

tras ajustar para las variables potenciales de confusidn.

En el andlisis de los niveles de vitamina D, los datos antropométricos
correspondientes al SDS-BMI, peso, altura, WC y masa grasa se ajustaron previamente por
edad y sexo. El resto de variables cuantitativas se analizaron mediante ANCOVA ajustado para
edad, sexo y estadio Tanner. Las correlaciones parciales de Pearson se realizaron sobre
variables ajustadas para edad, sexo, estadio Tanner y SDS-BMI, y se utilizaron para determinar

la asociacion entre variables en el grupo obeso.
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RESULTADOS

3.1. ESTRES OXIDATIVO

Los datos clinicos y antropométricos, asi como las caracteristicas bioquimicas de los
nifios que participaron en el estudio de pardmetros relacionados con el estrés oxidativo se

resumen en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Datos clinicos, antropométricos y bioquimicos de los niiios controles y obesos incluidos en el estudio.

Control (n=44) Obeso (n=54) P
Sexo (F/M) 19/25 21/33 0,667
Edad (afios) 11 (9-13) 12 (9-13) 0,615
Puntuacion z BMI -0,4+0,9 4,1+13 <0,0001
Masa grasa relativa (%) 105 + 28 198 +43 <0,0001
WC relativa (%) 101 +10 145+ 17 <0,0001
WC /HC 0,87+ 0,06 0,93 +£0,06 <0,0001
WC / altura 0,45+0,04 0,62 +0,06 <0,0001
Puntuacion z BP sistdlica -0.16 £ 1,16 1,31+1,13 <0,0001
Puntuacion z BP diastdlica -0,06 (-0,64-0,34) 0,66 (0,26-1,55) <0,0001
Colesterol total (mmol/L) 4,04 +0,83 4,40 £ 0,90 0,040
¢-HDL (mmol/L) 1,31 (1,17-1,58) 1,03 (0,93-1,22) <0,0001
c-LDL (mmol/L) 2,36+0,62 2,69+0,75 0,023

TG (mmol/L) 0,68 (0,47-0,85) 1,05 (0,79-1,62) <0,0001
Apoprotein Al (g/L) 1,26 (1,14 -1,52) 1,18 (1,05 — 1,30) <0,001
Apoprotein B (g/L) 0,65+0,17 0,79 +0,23 0,001
Glucosa ayunas (mmol/L) 5,12+ 0,44 5,37 +0,34 0,010
Insulina ayunas (pmol/L) 60,4 (44,4 —74,3) 135,7 (95,0- 193,0) <0,0001
HOMA-IR 2,0(1,3-2,5) 4,7 (3,2 - 6,6) <0,0001
FGIR 11,2 (9,2 - 14,3) 4,9(3,5-7,3) <0,0001
hs-CRP (mg/L) 0,4(0,2-0,9) 2,7 (0,8 —4,0) <0,0001
Homocisteina (umol/L) 6,6 (5,8—7,0) 7,8 (5,9-8,6) 0,024
Acido félico (nmol/L) 17,7 (13,1-24,7) 16,8 (10,6 — 22,6) 0,060
Acido Urico (umol/L) 190 + 59 270+ 62 <0,0001

Valores de variables continuas expresados como media * desviacién estandar (SD) o mediana (rango intercuartil)
para datos sesgados. Las variables categdricas se expresan como frecuencias (n). Valores de p referidos al andlisis
mediante t-Student de las variables continuas, previa transformacion logaritmica de los datos sesgados, o al andlisis
mediante la prueba XZ de las variables categdricas.Abreviaturas: BMI: indice de masa corporal; WC: Circunferencia
de cintura; HC: Circunferencia de cadera; BP: Presidn arterial; c-HDL: Colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad; c-LDL: Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; TG: Triglicéridos; HOMA-IR: Modelo
homeostético de resistencia a la insulina; FGIR: cociente glucosa/insulina en ayunas; hs-CRP, Proteina C-reactiva de
alta sensibilidad.Conversiones: Para convertir el colesterol total, c-HDL y c-LDL a mg/dL, dividir por 0,0259; TG,
dividir por 0,0113; apoproteinas Al y B dividir por 0,01; glucosa, dividir por 0,0555; para convertir la insulina a
muU/mL, dividir por 6,945; para convertir la homocisteina a mg/L, dividir por 7,397; para convertir el dcido félico a
ng/mL, dividir por 2,266; para convertir el acido Urico a mg/dL, dividir por 59,48.

Como puede observarse, las diferencias en cuanto a edad y sexo entre los nifos

obesos y controles no son significativas. Todos los nifios obesos presentaban obesidad
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abdominal con una circunferencia de cintura (WC) superior al percentil 90 (para su edad y
sexo) y una relacién WC /altura superior a 0,5. Ademas, el 80% de ellos presentaban un Z-
score para el indice de masa corporal (BMI) superior a 3. Solo el 26% de los nifios obesos
presentaban valores de glucosa en ayunas superiores a 100 mg/dL. Sin embargo, los valores
del indice HOMA-IR fueron superiores a 3,16 en el 76% de los participantes y la relacion

glucosa/insulina en ayunas (FGIR) fué inferior a 6 en el 68% de los participantes en el estudio.

Los resultados acumulativos respecto a los biomarcadores de estrés oxidativo en
nuestra muestra poblacional, tanto para el grupo control como para el grupo de pacientes
obesos, se muestran en la tabla 3.2. En ella se indica también la significacidn estadistica de las
diferencias. Como puede observarse, todos los biomarcadores de estrés oxidativo valorados
en este estudio se encuentran significativamente elevados en los pacientes obesos respecto a
los controles. Indicar que los niveles de los grupos sulfidrilo (-SH) fueron significativamente
menores en el grupo obeso, reflejando asi el grado de consumo antioxidante.
Independientemente de la delipidacion de las muestras de plasma, no se observan
correlaciones entre los niveles de productos avanzados de oxidacidn protéica (AOPPs) y el

resto de los biomarcadores de peroxidacién lipidica o estatus antioxidante.

Tabla 3.2. Biomarcadores de estrés oxidativo determinados en plasma de nifios control y con obesidad severa.

Control (n=44) Obeso (n=54) p
AOPPs (umol/L) 53,2 14,5 72,7+16,6 <0,0001
mAOPPS (umol/L) 44,3+13,9 56,1+15,9 <0,001
TBARS (umol/L) 21,3+2,6 22,7+3,0 0,028
Malondialdehido (umol/L) 0,35 (0,22-0,44) 0,67 (0,31-1,16) <0,001
8-isoprostaglandina F,, (pg/mL) 27,0 (17,9-34,9) 35,8 (25,0-49,5) <0,001
Grupos sulfidrilo (umol/L) 428 + 43 411 +37 0,030

Valores expresados como media + Desviacidén Estdndar (SD) o mediana (rango intercuartil) para datos sesgados.
Valores de p referidos al analisis mediante t-Student de las variables, previa transformacidn logaritmica de los datos
sesgados. Abreviaturas: AOPPs: productos avanzados de oxidacidn proteica; mAOPPs: AOPPs en plasma delipidado;
TBARMs: sustancias reactivas con 4cido tiobarbiturico.

Tal y como era de esperar, la delipidacion del plasma redujo los niveles de AOPPs
(entre el 23% y 16%) y de triglicéridos (entre el 88% y 86%) en los grupos obeso y control,

respectivamente. Sin embargo, los niveles de AOPPs continuaron siendo significativamente
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mas elevados en el grupo obeso tras la delipidacién del plasma. Por lo tanto, sélo los valores
de AOPPs obtenidos en el plasma delipidado (mAOPPs) fueron utilizados en los andlisis

posteriores.

La relaciéon entre los niveles de AOPPs y el riesgo metabdlico se evalud subdividiendo
el grupo de nifios obesos de acuerdo con el punto de corte obtenido para sus valores de
mMAQPPs a partir de la curva ROC, con un drea bajo la curva (AUC) de 0,76. El valor de mAOPPs
usado en el fraccionamiento ha sido 53,2 pmol/L, punto para el cual los grados de sensibilidad

(67%) y especificidad (71%) son los mas altos. Los resultados se muestran en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Factores de riesgo metabdlico de acuerdo con los puntos de corte para AOPPs en los nifios obesos.

AOPPs <53,2 umol/L

AOPPs >53,2 umol/L

(n=29) (n=25) P
Puntuacion z BMI 4,3+1,3 39+1,4 0,275
WC relativa (%) 144 + 15 145+ 19 0,868
WC/ altura 0,62 + 0,05 0,62 + 0,07 0,893
Puntuacion z BP sistdlica 1,01+1,26 1,66+ 0,85 0,033
Puntuacion z BP diastdlica 0,64 (0,18-1,19) 0,69 (0,35-1,55) 0,393
Hipertension 12 (41,4) 14 (56,0) 0,284
c-HDL (mmol/L) 1,09 (0,98-1,32) 0,96 (0,88-1,06) 0,009
¢-HDL < 1,04 mmol/L 9 (31) 16 (64,0) 0,015
TG (mmol/L) 0,87 (0,76-1,03) 1,32(1,06-1,93) 0,020
TG > 1,24 mmol/L 7 (24,1) 15 (60,0) 0,007
TG/c-HDL 1,83 (1,39-2,50) 3,32 (2,13-5,23) 0,002
TG/c-HDL 23,5 4(13,8) 12 (48,0) 0,006
Glucosa ayunas (mmol/L) 5,36 £ 0,30 5,39+0,38 0,738
Glucosa ayunas > 5,55 mmol/L 7(24,1) 7 (28) 0,747
Insulina ayunas (pmol/L) 135,1+74,9 171,3+77,6 0,088
Insulina ayunas > 96,9 pmol/L 16 (55,2) 23(92) 0,003
HOMA-IR 4,21 (2,50-6,11) 5,07 (3,91-7,58) 0,045
HOMA-IR > 3,16 18 (62,1) 23(92,0) 0,010
FGIR 5,55 (3,90-8,44) 4,68 (3,26-5,64) 0,031
FGIR<6 15 (51,7) 22 (88,0) 0,004
MRFs > 3 12 (41,4) 18 (72,0) 0,024
MRFs > 4 7 (24,1) 16 (64,0) 0,003

Para convertir el colesterol total y el c-HDL a mg/dL, dividir por 0,0259; TG, dividir por 0,0113; glucosa, dividir por
0,0555; insulina a pU/mL, dividir por 6,945. MRFs: Factores de riesgo metabdlico. Los valores estan expresados
como media % desviacion estandar, mediana (rango intercuartil) para datos sesgados, y como n (porcentaje) para
variables categdricas. Valores de p referidos al andlisis mediante t-Student de las variables continuas, previa
transformacion logaritmica de los datos sesgados, o al andlisis mediante la prueba xz de las variables categoricas.

Como puede observarse, las medidas antropométricas y la presencia de hipertension
no difieren entre los grupos de nifios obesos estratificados segun los niveles de mAOPPs. Sin

embargo, en los nifios obesos con niveles mas altos de mAOPPs, se observd un perfil lipidico
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mas aterogénico y una mayor resistencia a la insulina. De forma global, la presencia de 3 o mas
factores de riesgo metabdlico (MRFs) se observé con mayor frecuencia en el grupo de nifios
obesos definido por niveles mayores de AOPPs. Asi, los nifios con obesidad severa con 3 o mas
MRFs presentaban unos valores de mAOPPs de 62,7 = 14,2 umol/L, frente a los 47,9 + 14,3

umol/L de los nifios con uno o dos factores de riesgo metabdlico (p < 0,001).

No se observé ninguna correlacién entre los niveles de mAOPPs y las medidas
antropométricas (peso, talla, WC, HC), el BMI z-score o la masa grasa relativa en nifios obesos.
Sin embargo, los niveles de mMAOPPs se correlacionaron positivamente con los TG (r= 0,29, p=
0,031) y el indice TG/c-HDL (r= 0,35, p= 0,009), y negativamente con el c-HDL (r= -0,33, p=

0,014). No se observaron otras correlaciones con parametros bioquimicos.

Para investigar el efecto independiente de los factores de riesgo metabdlico (MRFs)
en los niveles de mAOPPs, se realizd un anadlisis de regresidn lineal multiple por pasos hacia
atrds de los datos obtenidos para los nifios obesos. El modelo inicial incluyd la puntuacion z del
BMI, la puntuacién z de la presidn arterial sistdlica, el c-HDL, los TG, y el indice HOMA-IR como
variables independientes. De estos factores, sélo la puntuacion z de la presion arterial y el c-
HDL generaron un modelo que fue débilmente predictivo sobre los niveles de mAOPPs; el

resto de variables fueron excluidas (R2:0,18, p=0,007).

No se observd correlacién entre los niveles de mAOPPs y AOPPs normalizados por los
valores de triglicéridos (relacién AOPPs/TG). Sin embargo, si se observd una correlacidn
positiva entre los niveles de AOPPs determinados por el procedimiento original y el

modificado (r= 0,71, p < 0,0001).

3.2. METABOLISMO DE LA ARGININA

Los aspectos del metabolismo de la arginina considerados en nuestro estudio han sido
los niveles circulantes de poliaminas y la produccién de dxido nitrico, ésta ultima evaluada por
los niveles de nitrito y nitrato en plasma y los urinarios de nitrato. Como parametro de estrés
nitrosativo se han analizado los niveles de nitrotirosina en plasma. Los analisis se han realizado
sobre una muestra poblacional 60 pacientes obesos y un nimero minimo de 42 controles

sanos no obesos. Los datos correspondientes a los parametros clinicos, antropométricos y
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bioquimicos de la poblacién global de estudio y del grupo de pacientes obesos se muestran en

la tabla 3.4.
Tabla 3.4. Parametros clinicos y bioquimicos de la poblacién infantil de estudio.
Todos los pacientes Pacientes obesos
(n=102) (n=160)
Género (F/M) 42/60 23/37
Edad (Afos) 11 (9-13) 12 (9-13)
Estadio Tanner (1/2/3) 38/25/39 18/17/25
Puntuacién z BMI 2,826 42+1,4
Masa grasa relativa (%) 159 +59 198 + 43
WC relativa (%) 126 £ 26 145 +17
WC/HC 0,91 +0,07 0,94 +0,06
W(C/altura 0,55 +0,09 0,62 £ 0,06
Puntuacion z BP sistdlica 0,67 +1,32 1,28 +1,11
Puntuacion z BP diastdlica 0,34 +0,97 0,69 (0,26-1,47)
HOMA-IR 2,8(1,9-5,2) 4,6 (3,0-6,5)
Colesterol total (mmol/L) 4,27 +0,88 4,43 +0,91
¢-HDL (mmol/L) 1,19 (0,98-1,45) 1,06 (0,93-1,27)
c-LDL (mmol/L) 2,58+0,71 2,72 +0,75
Triglicéridos (mmol/L) 0,85 (0,63-1,25) 1,02 (0,77-1,55)
Homocisteina (umol/L) 6,9 (5,9-8,3) 7,7 (5,9-8,7)

Valores de variables continuas expresados como media + desviacidn estdndar (SD) o mediana (rango intercuartil)
para datos sesgados. Las variables categodricas se expresan como frecuencias (n). Abreviaturas: BMI: indice de masa
corporal; WC: Circunferencia de cintura; HC: Circunferencia de cadera; BP: Presion arterial; c-HDL: Colesterol unido
a lipoproteinas de alta densidad; c-LDL: Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; HOMA-IR: Modelo
homeostdtico de resistencia a la insulina

La tabla 3.5 resume los valores obtenidos para los diferentes parametros del
metabolismo del éxido nitrico y poliaminas en la poblacién global y en la obesa. En ella se
incluyen también, a titulo orientativo, los valores de los diferentes pardmetros de estrés
oxidativo, adipocitoquinas, marcadores de inflamacidn y moléculas de adhesién valoradas en

este estudio y consideradas en el analisis ulterior de los resultados.

Tabla 3.5. Parametros del metabolismo del 6xido nitrico, poliaminas, estrés oxidativo y nitrosativo,
adipocitoquinas, marcadores de inflamacion y moléculas de adhesion en la poblacién de estudio.
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Todos pacientes

(n=102)

Obesos

(n=60)

Marcadores estrés nitrosativo

Nitrito plasma (umol/L)

Nitrato plasma (umol/L)

UNO;/UCr (umol/mmol)

3-nitrotirosina (umol/L)
Niveles de poliaminas
Putrescina (umol/L)
Espermidina (umol/L)

Espermina (umol/L)

Marcadores estrés oxidativo
Malondialdehido (umol/L)
8-isoprostaglandina F2a (pg/mL)
Grupos sulfidrilo (umol/L)

Adipocitoquinas
Leptina (ng/mL)
Adiponectina ((ug/mL)

Resistina (ng/mL)

Marcadores inflamacion

hs-CRP (mg/L)

TNF-a (pg/mL)

IL-6 (pg/mL)

Moléculas de adhesion
sE-selectina (ng/mL)
VEGF (pg/mL)
sVCAM-1 (ng/mL)
sICAM-1 (ng/mL)

1,43 (0,80-2,62)
27,5 (22,6-33,5)
91,3 (59,8-107,0)
0,37 (0,18-0,57)

1,17 (0,73-1,35)
7,69 (6,16-8,94)
5,32 (4,04-6,29)

0,40 (0,25-0,91)
29,2 (21,4-41,2)
421 (397-445)

89,9 (32,6-134,7)
0,52 (0,49-0,56)
14,2 (13,5-14,6)

1,18 (0,36-3,69)
32,2£10,7
12,2 (9,2-18,0)

13,0 (6,9-26,9)
88,0 (58,3-165,0)
379,9+69,1
78,8 (50,9-137,5)

1,60 (0,97-2,89)
31,7 (27,5-37,4)
98,5 (64,3-118,0)
0,42 (0,25-0,73)

1,34 (0,97-1,48)
8,47 (7,28-9,32)
5,97 (4,71-7,04)

0,64 (0,27-1,18)
34,3 (24,5-50,6)
410 (395-431)

130,4 (96,2-181,1)
0,51 (0,49-0,55)
14,3 (13,7-14,6)

2,81(0,82-4,31)
35,0+ 11,6
14,4 (10,7-20,0)

18,3 (8,2-31,8)
91,2 (60,5-171,3)
387,7 +60,5
105 (72,150)

Valores expresados como media * desviacion estdndar o como mediana (rango intercuartil) para datos sesgados.
Abreviaturas: UNO;/UCr, cociente nitrato/creatinina en orina; hs-CRP, proteina C-reactiva de alta sensibilidad; TNF-
a, factor de necrosis tumoral a; IL-6, interleuquina 6; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; sVCAM-1,
proteina 1 de adhesion celular vascular soluble; sICAM-1, molécula-1 de adhesion intercelular soluble.

68



RESULTADOS

Respecto a las poliaminas, los niveles sanguineos de putrescina, espermidina y
espermina fueron significativamente mas altos en el grupo obeso que en control (figura 3.1A).
Asi, los valores para putrescina del grupo control fueron de 0,78 (0,64-1,03) frente a los 1,14
(0,88-1,48) del grupo obeso; los de espermidina de 4,14 (3,34-4,77) frente a los 5,74 (4,71-
7,10); y los de espermina de 6,65 (5,88-7,64) frente a los 8,47 (7,27-9,50). Todos los valores

estan expresados como mediana (rango intercuartil) y en umol/L.

A [“]Putrescina F = 0.001 ; B 184
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Figura 3.1. A: Niveles sanguineos de putrescina, espermidina y espermina en los grupos obeso y control. Valores
expresados como mediana (rango intercuartil), y analizados mediante ANCOVA tras ajustar para sexo y estadio
Tanner. B: Curvas ROC para las tres poliaminas.

La comparacion del area bajo la curva ROC para las tres poliaminas (figura 3.1B)
permitié establecer una mayor precisién para la espermina (0,82) que para la espermidina
(0,76) o la putrescina (0,70), a pesar de que las diferencias no resultaron ser estadisticamente
significativas. En el punto de corte de 4,86 umol/L, los grados de sensibilidad (73,3%) y
especificidad (81%) de la espermina fueron los mas altos. Por ello, los subsiguientes analisis

de correlacion se realizaron con esta poliamina.

El analisis de correlaciones parciales (coeficiente de Pearson) en la poblacién total de

estudio mostré asociaciones significativas de los niveles de espermina con la mayoria de
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parametros evaluados (tabla 3.6). Asi, los niveles sanguineos de espermina se correlacionaron
positivamente con las medidas antropométricas indicativas de obesidad asi como con los
marcadores de estrés nitrosativo/oxidativo (nitrito plasma, malondialdehido). También se
observd una asociacién positiva con marcadores de inflamacidon, leptina y moléculas de
adhesidn, E-selectina soluble, y sSICAM-1.

Tabla 3.6. Coeficientes parciales de correlacion de Pearson entre los niveles de espermina y los datos clinicos y
experimentales en la poblacion global y en la obesa, ajustada por sexo y estadio Tanner.

Todos pacientes Obesos
(n=102) (n=60)
Puntuacién z BMI 0,458° 0,274°
Masa grasa relativa 0,420° 0,269°
WC/HC 0,263° 0,107
WC/altura 0,460° 0,265°
WC relative 0,412° 0,202
Log Homocisteina 0,133 0,053
Log Nitrito 0,272° 0,236
Log Nitrato 0,163 -0,110
Log 3'-Nitrotirosina -0,061 -0,340°
Log Malondialdeido 0,303° 0,260°
Log 8-isoprostaglandina F,, 0,134 -0,177
Log grupos sulfidrilo -0,056 0,073
Log Leptina 0,320° 0,049
Log Adiponectina 0,156 0,217
Log Resistina 0,150 0,154
Log hs-CRP 0,329° 0,224
TNF-a 0,314° 0,218
Log IL-6 0,215° 0,039
Log sE-Selectina 0,250° 0,148
Log VEFG 0,128 0,279°
sVCAM-1 0,030 0,002
Log sICAM-1 0,277° 0,098

Datos de las variables sesgadas transformados logaritmicamente para el analisis. Abreviaturas: BMI: indice de masa
corporal; WC: Circunferencia de cintura; HC: Circunferencia de cadera; hs-CRP, proteina C-reactiva de alta
sensibilidad; TNF-a, factor de necrosis tumoral a; IL-6, interleuquina 6; VEGF, factor de crecimiento endotelial
vascular; sVCAM-1, proteina 1 de adhesidn celular vascular soluble; sSICAM-1, molécula-1 de adhesion intercelular
soluble. ?p<0,0001; . °p<0,05 . °p<0,01; . “p<0,001.
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Sin embargo, cuando sélo se consideraron los pacientes obesos, algunas de estas
correlaciones se perdieron, al tiempo que emergian otras asociaciones significativas. En
particular, se encontrd una asociacion negativa con la 3’-nitrotirosina y una asociacion positiva
con el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). En el andlisis de regresién multiple de
los factores relacionados con los niveles de espermina, sélo el malondialdehido y el VEGF
dieron un modelo predictivo (R* ajustado = 0,26, p=0,047 y p=0,004, respectivamente), por lo

gue el resto de variables fueron excluidas.

En el contexto del metabolismo de la arginina, hemos evaluado en nuestro estudio la
produccidn de éxido nitrico (NO). La tabla 3.7 muestra las caracteristicas clinicas, parametros
antropomeétricos y datos bioquimicos de los nifios controles y obesos clasificados, estos
ultimos, de acuerdo al nimero de los factores de riesgo metabdlico (MRFs) presentes.

Tabla 3.7. Datos clinicos, antropométricos y bioquimicos de los nifios de estudio divididos de acuerdo a su estado
nutricional y al nimero de factores de riesgo metabdlico (MRFs).

Controles Obesidad severa Obesidad severa
No obesos con <4 MRFs con 24 MRFs P
(n=50) (n=32) (n=28)

Sexo (F/M)? 27/23 11/21 12/16 0,210
Edad (afios)® 11 (9-13) 11 (8-12) 12 (10-13)+ 0,036
eGFR (m|_/min/1,73,r~nz)C 136121 13014 123+17* 0,040
Antropometria b
Puntuacién z BMI -0,4 (-1,1-0,2) 3,9 (2,9-5,5)* 3,9 (3,3-5,0)* <0,0001
Masa grasa relativa (%) 106126 199+40* 199+45* <0,0001
WC relativa (%) 100+10 143+17* 146+17* <0,0001
WC/ altura 0,45+0,04 0,62+0,06* 0,62+0,07* <0,0001
MRFs tradicionales °
Puntuacidn z BP sistdlica -0,13+1,09 0,83+1,09* 1,71+0,95% <0,0001
Puntuacion z BP diastélica 0,00 (-0,60-0,18) 0,52 (0,22-1,19)* 1,06 (0,27-1,68)* <0,0001
c-HDL (mg/dL) 52 (44-61) 47 (41-53) 37 (32-41)t <0,0001
Triglicéridos (mg/dL) 62 (42-79) 73 (61-83) 140 (98-212)% <0,0001
Glucosa (mg/dL) 93+7 9545 98+7% 0,001
Insulina (uIU/mL) 9,145,1 15,0+7,1* 28,0+10,8% <0,0001
HOMA-IR 2,0(1,3-2,5) 3,2 (2,4-4,2)* 6,1 (4,8-8,9)% <0,0001
FGIR 11,2 (8,8-14,5) 7,0 (5,1-9,6)* 3,9 (2,9-4,9)% <0,0001
Otros factores de riesgo cardiovascular
Acido drico (mg/dL) 3,3+1,1 4,0+0,7 5,0+1,1% <0,0001
Homocisteina (umol/L) 6,5 (5,7-7,0) 7,2 (5,9-8,6) 7,9 (6,8-9,0)* 0,003

Valores expresados como media * desviacidén estandar, como mediana (rango intercuartil) para datos sesgados, o
como n para las variables categdricas. Abreviaturas: eGFR: tasa de filtracién glomerular estimada; BMI: indice de
masa corporal; WC: circunferencia de cintura; BP: presion arterial; c-HDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad; HOMA-IR: modelo homeostatico de resistencia a la insulina; FGIR: relacion glucosa/insulina en ayunas
Valores de “p” referidos a: “ test xz; P test ANOVA; “test ANCOVA ajustado por edad y género.

* Estadisticamente diferente frente al grupo control; T frente a sujetos con obesidad severa y con < 4 MRFs; %
frente a sujetos control y sujetos con obesidad severa y < 4 MRFs.
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La comparacion a nivel global entre el grupo control (n=50 nifios) y el obeso (n=60
nifios) mostré diferencias estadisticamente para todos los factores estudiados. Destacar que
los niflos obesos con alto riesgo metabdlico (> 4 MRFs) presentaron una edad ligeramente
mayor, niveles mds altos de acido uUrico y homocisteina, asi como menor tasa de filtracidn
glomerular (eGFR) que los nifios controles, si bien estos valores se encontraban dentro de la

normalidad.

Los resultados de los diferentes marcadores evaluados del metabolismo del NO, estrés
oxidativo e inflamacion en los nifios control y obesos, de acuerdo con los factores de riesgo

metabdlico se presentan en la tabla 3.8.

Tabla 3.8. Parametros del metabolismo del éxido nitrico, estrés oxidativo e inflamacion de los nifios de estudio
clasificados de acuerdo a su estado nutricional y al niimero de factores de riesgo metabolico (MRFs).

Controles Obesidad severa Obesidad severa
No obesos con < 4 MRFs con = 4 MRFs P
(n=50) (n=32) (n=28)

Nitrito (umol/L) 1,07 (0,60-1,60) 1,43 (0,80-2,0)* 2,61 (1,37-3,90)% 0,005
Nitrato (umol/L) 23,0 (21,4-25,8) 31,1 (27,3-41,4)* 31,9 (27,5-35,6)* 0,002
Nitrotirosina (umol/L) 0,29 (0,14-0,47 0,42 (0,24-0,78)* 0,42 (0,27-0,72)* 0,028
UNO,/UCr (umol/mmol) 71,8 (58,8-84,0) 99,9 (71,1-128,6)* 92,1 (63,6-106,7)t 0,002
8-isoprostanos F2a (pg/mL) 24,8 (18,4-30,1) 33,9 (23,8-54,9)* 35,2 (26,2-47,4)* <0,001
Malondialdehido (umol/L) 0,36 (0,22-0,47) 0,41 (0,27-1,19)* 0,82 (0,28-1,16)* 0,008
AOPPs (umol/L) 47,7+15,6 51,1+16,0 63,5+14,3% <0,001
Leptina (ng/mL) 21,5 (8,2-50,6) 113,7 (85,5-130,8)* 168,6 (130,3-193,3)+ <0,0001
TNF-a (pg/mL) 28,08,5 37,5+11,3* 34,1+9,9* <0,0001
IL-6 (pg/mL) 9,2 (7,6-12,2) 15,1 (12,2-20,7)* 13,7 (10,7-19,3)* <0,0001
hs-CRP (mg/L) 0,43 (0,21-0,96) 3,08 (0,88-4,53)* 2,40 (0,89-4,56)* <0,0001

Valores expresados como media + desviacion estandar o como mediana (rango intercuartil) para datos sesgados.
Abreviaturas: UNO;/UCr: cociente nitrato/creatinina urinario; AOPPs: productos avanzados de oxidacion proteica;
TNF-a: factor de necrosis tumoral a; IL-6: interleuquina 6; hs-CRP: proteina-C reactiva de alta sensibilidad. Valores
de “p” referidos a ANCOVA ajustado por edad y género.

* Estadisticamente diferente frente a los sujetos no obesos.
t Frente a los sujetos con obesidad severa y <4 MRFs.

f Frente a los pacientes no obesos y con obesidad severa y <4 MRFs.
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El analisis de los datos del metabolismo del NO mostrd alteraciones significativas en el
grupo obeso comparado con el grupo de nifios con normopeso. Asi, los niveles de nitrito,
nitrato y nitrotirosina en plasma se encontraron significativamente aumentados en el grupo
obeso. Ademas, los niveles plasmaticos de nitrito fueron significativamente superiores en el
grupo de pacientes obesos con MRFs24 frente a los niflos que presentan menos de 4 MRFs. El
cociente UNO3/UCr también mostrd valores mayores en el grupo obeso que en el control, si
bien en este caso los valores obtenidos para los pacientes con MRFs24 fueron menores a los
qgue mostraron los pacientes con MRFs<4. Este hecho no puede atribuirse a una funcidn
glomerular alterada pues ésta se encontré dentro de los limites de la normalidad en todos los

casos. Ademads, no se observé correlacidon entre UNO3/UCr y eGFR (r=0,174; p=0,192).

Los niveles de leptina en el grupo de pacientes pediatricos obesos fueron
significativamente mas altos que en el grupo control, y se incrementaron paralelamente al
riesgo metabdlico. Igualmente, los marcadores de inflamacién (IL-6 y hs-CRP) presentaron
niveles superiores en el grupo obeso que en el control pero, en este caso, no se observaron
diferencias en funcién del nimero de MRFs presentado por los pacientes obesos. Respecto a
los indicadores de peroxidacion lipidica (malondialdehido y 8-isoprostanos), ambos
presentaron valores significativamente mas altos en el grupo obeso, y se elevaron en funcién
del riesgo metabdlico. Sin embargo, el aumento en los niveles de AOPPs Unicamente se

observé en el grupo obeso con mayor riesgo metabdlico.

El analisis de las correlaciones entre los pardmetros del metabolismo del NO y los
marcadores de estrés oxidativo en el grupo obeso, ajustados por edad y género, mostré una
correlacién significativa entre ambos procesos. Asi los niveles plasmaticos de nitrito y nitrato
se correlacionaron significativa y positivamente con los de 8-isoprostanos F,, (r=0,386,
p=0,003; y r= 0,320, p=0,014, respectivamente), y los de nitrito con los de malondialdehido
(r=0,275; p=0,036). Sin embargo, estas correlaciones no se observaron para el nitrato urinario
a pesar de la excelente correlacién entre los niveles de nitrato en plasma y orina (r=0,649,
p<0,0001). En nuestro estudio, los niveles de nitrotirosina no se correlacionaron ni con los

niveles de nitrato y nitrito ni con los parametros de estrés oxidativo.

El andlisis de las correlaciones entre los parametros del metabolismo del NO y el estrés
nitrosativo con los factores de riesgo cardiometabdlico y adipoquinas se realizé6 también

considerando por una parte a todos los nifios implicados en el estudio y, por otra, a nifios
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obesos. En todos los casos los datos se ajustaron previamente para edad y género con el fin

de eliminar los efectos de estas variables. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.9.

Tabla 3.9. Coeficientes de correlacion parcial de Pearson ajustados por edad y sexo en todos los nifios del estudio
(n=110) y en los nifios con obesidad severa (n=60).

Log nitrito Log nitrato Log UNO;/UCr Log nitrotirosina
Todos . Todos . Todos . Todos .
los Sujetos los Sujetos los Sujetos los Sujetos
sujetos obesos sujetos obesos sujetos obesos sujetos obesos
Log puntuacién z BMI 0,233* 0,125 0,381§ 0,192 0,180 0,098 0,199* -0,145
WC Relativa 0,246% 0,098 0,4528 0,388t 0,227* 0,191 0,237* 0,061
WC/ altura 0,292% 0,103 0,4148 0,286* 0,227* 0,205 0,2507 0,129
Puntuacion z BP sistdlica 0,277t 0,236 0,128 -0,019 0,006 -0,081 0,225* 0,133
;?agsf;:lt:adén 2BP 0233* -0072 0080  -0,100 -0,076 -0,157 0,168  -0,047
Log c-HDL -0,287t  -0,245 -0,237* -0,052 0,045 0,211 -0,148 -0,031
Log triglicéridos 0,367§ 0,432% 0,076 -0,014 -0,024 0,008 -0,002 -0,029
Log HOMA-IR 0,194* 0,153 0,175 -0,185 -0,015 -0,217 0,220* 0,100
Acido Urico 0,155 0,217 0,359% 0,404% 0,068 0,109 -0,043 -0,234
Log homocisteina 0,038 0,141 -0,015 -0,233 -0,202* -0,314* -0,123 -0,103
Log Leptina 0,041 0,113 0,279t -0,203 0,146 -0,215 0,150 -0,199
TNF-a 0,049 0,145 0,249t 0,302* 0,237* 0,251 0,158 0,094
Log Interleuquina-6 0,073 0,005 0,089 -0,180 -0,056 -0,198 0,269% 0,138
Log hs-CRP 0,025 0,013 0,195* -0,220 0,154 -0,155 0,237* -0,168

Abreviaturas: UNO,/UCr: cociente nitrato/creatinina urinario; BMI: indice de masa corporal; WC: circunferencia de
cintura; BP: presién arterial; HDL: lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR: modelo homeostatico de resistencia a
la insulina; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; hs-CRP: Proteina C-reactiva de alta sensibilidad. *p < 0,05; tp <
0,01; ¥p < 0,001; §p < 0,0001.

Tal y como puede observarse en la tabla, encontramos asociaciones positivas entre los
pardmetros antropométricos indicativos de adiposidad abdominal, como la circunferencia de
cintura relativa (WC relativa) y WC/altura, con el nitrato en plasma en los nifios obesos. Sin
embargo, no se observaron correlaciones con otros pardmetros antropométricos como la
puntuacién z o el BMI o el porcentaje de masa grasa, ni con la presion arterial. Respecto a los
niveles de lipidos en suero, sélo los niveles de triglicéridos se correlacionaron con el nitrito en

plasma en nifios obesos. Entre los MRFs no tradicionales analizados, se observé una
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correlacién positiva entre los niveles plasmaticos de nitrato y el dcido Urico, y una relacién
inversa entre el nitrato urinario (UNOs/UCr) y la homocisteina. De los marcadores de
inflamacién estudiados, soélo los valores de TNF-a se correlacionaron positivamente con el

nitrato plasmatico en nifios obesos.

3.3. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE VITAMINA D

Evidencias recientes relacionan los niveles de vitamina D con el riesgo cardiovascular
(54,56). Por ello hemos incluido en nuestro estudio la determinacién de los niveles de esta
vitamina y de otros parametros relacionados con el metabolismo fosfo-calcico. La ingesta
energética, de vitamina D y calcio se establecié a partir de los datos dietarios suministrados
por los participantes en el estudio, recogidos por un nutricionista, y calculados utilizando la
base de datos nutricionales Alimentacidén y Salud, BitASDE (General Médica Farmacéutica,
Granada, Espafia). En el estudio participaron 66 nifios obesos y 39 nifios control cuyos datos
clinicos, antropométricos, nutricionales y bioquimicos se resumen en la tabla 3.10.

Tabla 3.10. Datos clinicos, antropométricos, nutricionales y bioquimicos para los 66 niifios obesos y los 39 nifios
control que participaron en el estudio.

Obesos BMI normal p

(n=66) (n=39)
Sexo (chicos) 41 19 0,180*
Edad (afios) 12 (9-13) 11 (8-13) 0,208+
Estadio Tanner 2,2(0,8) 2,0(0,9) 0,326t
Ingesta energética (kcal/d) 1937 (517) 1880 (371) 0,500z
Ingesta Vitamina D (ug/d) 5,2(1,4) 5,0 (1,5) 0,227z
Ingesta Calcio (mg/d) 794 (177) 787 (185) 0,854z
BMI (kg/m?) 29,4 (26,8-33,5) 17,7 (16,1-19,9) <,0001z
Puntuacion z BMI 3,9 (2,9-5,1) 0,4 (1-0,5) <,0001t
25(OH)D (ng/mL) 24,3 (7,7) 30,0 (8,0) 0,002z
iPTH (pg/mL) 29,6 (25,6-39,4) 28,3(21,1-32,5) 0,011z
iPTH/25(OH)D (pg/ng) 1,32 (0,97-1,84) 0,88 (0,71-1,34) 0,001z
Calcio (mg/dL) 9,8 (0,5) 10,0 (0,4) 0,223z
Fésforo (mg/dL) 4,9 (0,6) 4,3(0,5) <,0001z
Calcio x Fésforo (mg?/dL?) 48,7 (6,0) 42,5 (5,9) <,0001z

Valores expresados como media (desviacion estdndar), mediana (rango intercuartil) para datos sesgados, o como
“n” para las variables categdricas. Abreviaturas: BMI: indice de masa corporal; 25(0OH)D: vitamina D total; iPTH:
hormona paratiroidea intacta. Valores de “p” referidos a: * xz-test; T tStudent-test; Z: ANCOVA ajustada por sexo,
edad y estadio Tanner.
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Como puede observarse en la tabla, los niveles medios de 25(0OH)D fueron
significativamente inferiores en los nifios obesos que en los nifios con un BMI normal. Por el
contrario, los niveles de iPTH estuvieron significativamente mas elevados en el grupo obeso.
Los niveles séricos de fésforo y el calcio se encontraron siempre dentro de los rangos de
normalidad en ambos grupos de estudio. Sin embargo, su producto (fésforo x calcio) fue

significativamente mas alto en el grupo obeso que en el control (Tabla 3.10).

Con el fin de analizar la relacién entre los niveles de vitamina D (y parametros
relacionados) con el grado de obesidad, el grupo de nifios obesos se subdividié en dos grupos
atendiendo al SDS-BMI: un grupo integrado por nifios con un SDS-BMlI entre 2 y 4 (n=33) y otro
formado por nifios con un SDS-BMI>4 (n=33), considerados como extremadamente obesos.
Los niveles de vitamina D, de iPTH y las concentraciones de calcio y fésforo séricos en los nifios
con un indice de masa corporal normal y en los dos grupos de nifios obesos se muestran en la

figura 3.2.

De acuerdo con nuestros resultados, el grupo de nifios extremadamente obeso
presenta, respecto al grupo de nifios con indice de masa corporal normal, niveles
significativamente menores de 25(OH)D vy niveles significativamente mayores de iPTH. Los
niveles séricos de fésforo fueron superiores en los dos grupos obesos que en el grupo normal,

sin diferencias apreciables en los niveles de calcio.

En el grupo obeso, aproximadamente el 30% de los pacientes (n=20) presentd
concentraciones séricas de 25(0OH)D <20 ng/mL (considerado como insuficiencia de vitamina
D), mientras que el 70% restante (n=46) presento valores de 25(0OH)D = 20 ng/mL (suficiencia
de vitamina D). En ningun caso se detectaron en nuestro estudio nifios con un valor inferior a
<5 ng/mL (rango de deficiencia severa). Dentro del grupo de nifios controles sélo el 5%

presentd niveles de vitamina D considerados como insuficientes.

La evaluacién de la relacién entre el estatus de vitamina D y los factores de riesgo
cardiovascular se realizé Unicamente en el grupo de niflos obesos, mostrandose los resultados
en la tabla 3.11. Como puede observarse, las caracteristicas clinicas y antropométricas de los
nifios obesos no difirieron significativamente segin su estatus de 25(OH)D. El grado de
filtracion glomerular sugirié una ligera hiperfiltracion. Los valores de presidn sanguinea fueron
similares en ambos grupos; ademads, la actividad fisica, ingesta de energia y nutrientes

tampoco fue diferente entre ambos grupos. Sin embargo, el grupo con insuficiencia de
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vitamina D presentaba valores mayores de iPTH y niveles menores de c-HDL y apoproteina Al

comparado con los nifios con suficiencia de vitamina D. Otros factores individuales de riesgo

metabdlico no difirieron segln el estado de suficiencia o insuficiencia de vitamina D.
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Figura 3.2. Niveles séricos de 25(0OH)D, iPTH, relacion 25(0OH)D/iPTH, calcio, fésforo, y producto calcio x fésforo,
en nifios con BMI normal (n=39), nifios obesos con 2 <SDS-BMI <4 (n = 33), y nifios extremadamente obesos con
SDS-BMI >4 (n = 33). Los datos se muestran como medianas y rangos intercuartiles.

77



Tabla 3.11. Datos clinicos, antropométricos y bioquimicos para los 66 nifios obesos divididos segtin los valores de

25(0H)D

Tesis Doctoral. Sandra Tavarez Alonso

25(OH)D <20 ng/mL 25(OH)D 220 ng/mL

(n = 20) (n = 46))
Sexo (chicos) 14 27 0,384"
Edad (afios) 12 (10-13) 11 (8-13) 0,206
Estadio Tanner 2,3(0,8) 2,2(0,9) 0,435"
SDS-BMI 4,5(3,2-5,3) 3,8(2,9-5,0) 0,351"
Masa grasa relativa (%) 210 (30) 196 (46) 0,225f
WC relativa (%) 148 (16) 143 (17) 0,285
SDS BP — sistélica 1,15 (1,1) 1,2 (1,1) 0,762"
SDS BP - disastdlica 0,73 (0,43-1,55) 0,53 (0,17-1,21) 0,201
eGFR (mL/min/1,73 m ) 125 (19) 127 (21) 0,643°
Ingesta energética (kcal/d) 1964 (460) 1913 (544) 0,638°
Ingesta vitamina D (mg/d) 5,0 (1,6) 5,2 (1,3) 0,488°
Ingesta calcio (mg/d) 816 (189) 784 (176) 0,556
Colesterol total (mg/dL) 162 (37) 174 (33) 0,279°
c-HDL (mg/dL) 35 (31-43) 44 (38-51) 0,004
Triglicéridos (mg/dL) 94 (62-157) 83 (66-119) 0,779°
Apoproteina Al (mg/dL) 103 (93-124) 121 (111-139) 0,009°
Apoproteina B (mg/dL) 74 (25) 81(22) 0,300°
Acido urico (mg/dL) 4,4 (0,9) 4,5(1,1) 0,112°
HOMA-IR 3,9 (2,8-7,01) 4,2 (2,8-6,2) 0,978
25(0H)D (ng/mL) 15,7 (3,0) 28,0 (5,5) <,0001*
iPTH (pg/mL) 39 (26-52) 29 (26-36) 0,007
Calcio(mg/dL) 9,7 (9,4-10,0) 9,8 (9,5-10,2) 0,091
Fésforo (mg/dL) 5,0 (0,5) 4,9(0,5) 0,698’

Valores expresados como medias (desviacién estandar), medianas (rango intercuartil) para datos sesgados, o como
frecuencias (n). Abreviaturas: BMI: indice de masa corporal; WC: circunferencia de cintura; BP: presidn arterial;
eGFR: tasa de filtracion glomerular estimada; HDL: lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR: modelo homeostatico
de resistencia a la insulina; 25(OH)D: vitamina D total; iPTH: hormona paratiroidea intacta.

*Analizados mediante test )(2.

tAnalizado mediante test t-Student.

Z Analizado usando ANCOVA ajustado por sexo, edad y estado Tanner.

Respecto a los parametros de estrés oxidativo/nitrosativo, inflamacién, y dafio
endotelial en los nifios obesos subdivididos de acuerdo a su estatus de vitamina D se resumen
en tabla 3.12. En ella puede observarse la elevacidn significativa de los marcadores de estrés
oxidativo (malondialdehido y mieloperoxidasa), estrés nitrosativo (3-nitrotirosina), inflamacion
(IL-6) y activacion endotelial (sVCAM-1) en el grupo de pacientes obesos con niveles de

vitamina D considerados como insuficientes (25(0OH)D <20 ng/mL).
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Tabla 3.12. Adipocitoquinas, marcadores de estrés oxidativo/nitrosativo, inflamacién y moléculas de activacion
endotelial para los 66 nifios obesos del estudio divididos de acuerdo a sus niveles de 25(0OH)D.

25(0OH)D <20 ng/mL 25(0OH)D 220 ng/mL *

(n=20) (n = 46) p
Adiponectina (ug/mL) 0,52 (0,04) 0,51 (0,05) 0,526
Leptina (ng/mL) 132 (50) 133 (46) ,583 0,583
Malondialdehido (umol/L) 0,91 (0,71-1,22) 0,40 (0,22-1,13) 0,015
Mieloperoxidasa (ng/mL) 60 (40-85) 41 (26-68) 0,027
UNO3/UCr (umol/mmol) 94 (61-101) 97 (65-128) 0,681

NOx plasma (umol/L) 32,3 (28,2-36,6) 31,5(27,5-38,8) 0,958
3-Nitrotirosina (umol/L) 0,65 (0,37-0,99) 0,42 (0,25-0,57) 0,037
hs-CRP (mg/L) 2,24 (0,8-5,8) 3,0(1,1-4,3) 0,667
IL-6 (pg/mL) 18,0 (12,2-25,7) 13,7 (10,7-19,3) 0,036
TNF-a (pg/mL) 36,1 (12,5) 33,9 (11,3) 0,409
sICAM-1 (ng/mL) 118 (85-150) 98 (69-147) 0,983
sVCAM-1 (ng/mL) 412 (52) 372 (60) 0,040
sE-Selectina (ng(mL) 14,3 (6,2-30,0) 21,5 (10,5-33,2) 0,275
VEGF (pg/mL) 72 (42-149) 84 (58-166) 0,142

Valores expresados como medias (desviacidn estandar) o como medianas (rango intercuartil) para datos sesgados.
Abreviaturas: UNO3/UCr: cociente nitrato/creatinina urinario; NOx: niveles plasmaticos de nitrato + nitrito; hs-CRP,
proteina C-reactiva de alta sensibilidad; IL-6: interleuquina-6; TNF-a, factor de necrosis tumoral a; sICAM-1,
molécula de adhesion intercelular soluble tipo 1; sVCAM-1, molécula de adhesidn celular vascular soluble tipo 1;
VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular. *valores de “p” obtenidos mediante ANCOVA ajustado por sexo,
edad y estadio Tanner.

En el andlisis de correlaciones parciales, corregido por sexo, edad, estado puberal y
SDS-BMI, realizado sobre los pacientes del grupo obeso, los niveles de 25(OH)D se
relacionaron negativamente con los de 3-nitrotirosina (r= -0,424, p=0,001) y los de sVCAM-1
(r= -0,272, p=0,032). Los niveles de calcio se asociaron positivamente con los de TNF-a
(r=0,279, p=0,028). Las concentraciones séricas de fésforo se correlacionaron directamente
con los niveles plasmaticos de nitrito + nitrato (r=0,293, p=0,021) y negativamente con los de

hs-CRP (r=-0,317, P=0,012).

Sefialar, finalmente, que no se encontraron asociaciones significativas entre los niveles
de 25(OH)D, o las concentraciones de calcio y fosforo, con ninglin otro marcador de estrés
oxidativo/nitrosativo, inflamacién, adipocitoquinas o moléculas de adhesion evaluadas en

nuestro estudio.
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3.4. RESISTINA

Otro de los parametros incluidos en nuestro estudio es la resistina, una adipocitoquina
largamente relacionada con la resistencia insulinica y el riesgo cardiovascular (74,75,78). Las
caracteristicas antropométricas, clinicas y experimentales de los pacientes incluidos en este

estudio se muestran en la tabla 3.13.

Tabla 3.13. Caracteristicas demograficas, clinicas y de laboratorio de la poblacién de estudio.

Obesos

Normopeso

(n=70) (n = 40) P
Edad (afios) 12 (8-13) 11 (8-13) 0,686°
Género (F/M) 27/43 20/20 0,244°
SDS-BMI 4,2 (2,9-5,0) -0,45 (-1 to0 0,37) <0,0001¢
WC relativa (%) 144 (131-151) 99 (95-107) <0,0001°
Relacién WC/altura 0,63 (0,57-0,65) 0,44 (0,42-0,47) <0,0001¢
indice masa grasa (kg/mz) 10,9 (9,2-12,7) 3 3,5(2,3-5,0) <0,0001°
¢-HDL (mmol/L) 1,07 (0,93-1,27) 1,34 (1,17-1,58) <0,0001¢
Triglicéridos (mmol/L) 0,94 (0,76-1,55) 0,62 (0,47-0,85) <0,0001¢
HOMA-IR 4,1(2,8-6,5) 1,9 (1,1-2,5) <0,0001¢
SDS BP sistélica 1,12 (0,47-2,24)  -0,01(-0,7t0 0,56)  <0,0001°
SDS BP diastdlica 0,64 (0,18-1,38) 0,0 (-0,46 to 0,27) <0,0001°
Homocisteina (umol/L) 7,8 (6,8-8,6) 6,6 (5,9-7,0) 0,014°
hs-CRP (mg/L) 2,8 (0,9-4,4) 0,4 (0,2-0,7) <0,0001°
SVCAM-1 (ng/mL) 384 (353-425) 372 (332-414) 0,139°
sICAM-1 (ng/mL) 100 (68-150) 61 (36-95) 0,006°
UNOs/UCr (umol/mmol) 96 (65-113) 67 (55-89) 0,035°
Malondialdehido (umol/L) 0,81 (0,31-0,89) 0,32 (0,22-0,43) <0,0001°
Leptina (ng/mL 130 (95-177) 14 (8-41) <0,0001¢
Adiponectina (ug/mL) 0,52 (0,49- 0,55) 0,54 (0,51-0,57) 0,620°
Resistina (ng/mL) 14,3 (13,7-4,7) 14,1 (11,9-14,6) 0,089°

Valores expresados como medias (desviacion estandar), medianas (rango intercuartil) para datos sesgados, o como
frecuencias para variables categoéricas. Abreviaturas: BMI: indice de masa corporal; WC: circunferencia de cintura;
HDL lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR: modelo homeostatico de resistencia a la insulina; BP: presion
arterial; hs-CRP, proteina C-reactiva de alta sensibilidad; sVCAM-1, molécula de adhesidn celular vascular soluble
tipo 1; sICAM-1, molécula de adhesion intercelular soluble tipo 1; UNO3/UCr: cociente nitrato/creatinina urinario;
*valores de “p” obtenidos mediante ANCOVA ajustado por sexo, edad y estadio Tanner. Valores de p referidos a:

? Andlisis mediante y’-test.

® Andlisis mediante el test t-Student.

“ Analisis mediante ANCOVA ajustado por género y estadio Tanner.

Como puede observarse, aunque todos los pacientes obesos sufrian de obesidad
severa debido, principalmente, a presentar adiposidad central, su perfil lipidico se encontraba

dentro del rango de normalidad. Ademas los nifios obesos mostraron un aumento de los

80



RESULTADOS

niveles de hs-PCR y leptina. El nivel medio de resistina no fue significativamente diferente
entre el grupo obeso y el control. Sin embargo, cuando el grupo obeso se estratificd de
acuerdo a la presencia o no de resistencia a la insulina, se observaron diferencias significativas
entre los nifios obesos con resistencia insulinica y los nifios, tanto obesos como controles, sin

resistencia a la insulina en cuanto a los valores de resistina (Figura 3.3).

| p=0.023 |
16 - | p=0.017 |
o 12-
210—
L

Normopeso Obeso sinIR Obeso con IR

Figura 3.3. Niveles de resistina sérica en nifios con normopeso (n=40), nifios obesos sin resistencia a la insulina
(HOMA-IR <3,16; n=21) y nifios obesos con resistencia a la insulina (HOMA-IR> 3,16; n=49). Los datos se muestran
como medianas y rangos intercuartiles.

La correlacién de los niveles de resistina con los parametros clinicos y analiticos se
investigd tras correccién por género, estadio Tanner e indice de masa corporal (BMI) en todos
los nifios y, especificamente, en los nifios obesos. Los resultados obtenidos en este analisis se

muestran en la tabla 3.14.
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Tabla 3.14. Correlaciones parciales de Pearson entre los niveles de resistina y los datos clinicos y experimentales
de todos los nifios incluidos en el estudio y de los nifios obesos. Valores de las variables ajustados por género,
estadio Tanner e indice de masa corporal.

Todos los nifios Nifios obesos
(n=110) (n=70)
R p R P
WC relativa 0,235 0,015 0,376 0,002
Relacion WC/altura 0,223 0,021 0,338 0,005
indice de masa grasa 0,293 0,002 0,448 <0,0001
Log c-HDL -0,244 0,011 -0,202 0,101
Log triglicéridos -0,009 0,928 -0,036 0,774
Log HOMA-IR 0,260 0,007 0,339 0,005
SDS BP sistdlica 0,147 0,136 0,026 0,835
SDS BP diastdlica 0,009 0931 -0,167 0,178
Log homocisteina 0,279 0,004 0,382 0,001
Log hs-CRP 0,186 0,055 0,115 0,354
sVCAM-1 0,320 0,001 0,371 0,002
Log sICAM-1 0,266 0,006 0,150 0,227
Log malondialdehido 0,249 0,010 0,248 0,043
Log UNOs/UCr -0,170 0,080  -0,329 0,007
Leptina 0,259 0,007 0,338 0,005
Adiponectina 0,034 0,724 0,110 0,376

Abreviaturas: WC: circunferencia de cintura; HDL: Lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR: modelo homeostatico
de resistencia a la insulina; BP: presidn arterial; hs-CRP: proteina-C reactiva de alta sensibilidad; sVCAM-1: molécula
soluble de adhesidn celular vascular tipo 1; sICAM-1: molécula soluble de adhesién intercelular tipo 1; UNOs/UCr:
cociente nitrato/creatinina urinario.

De acuerdo con los resultados del andlisis de correlaciones parciales de Pearson, los
niveles de resistina se mostraron directa y significativamente asociados con las medidas de
obesidad central, como la circunferencia de cintura relativa y la relacién cintura/altura, asi
como el indice de masa grasa. La asociacion directa entre resistina y resistencia insulinica se
evidencid a través de la correlacidon con el indice HOMA-IR. Otros pardmetros caracteristicos
del sindrome metabdlico (como hipertensién arterial y perfil lipidico), hs-CRP y valores de

adiponectina, no presentaron asociacidn con los niveles de resistina.
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Sin embargo, si se observd correlacién directa entre los niveles de resistina y los de
homocisteina, leptina, sVCAM-1 y malondialdehido. Por el contrario, la correlaciéon de Ia

resistina plasmdtica con los niveles de nitrato urinario fue negativa.

En base a estos resultados, se realizd un analisis de regresion multiple en los sujetos
obesos que incluyd, en el modelo estadistico inicial, todos aquellos pardmetros
correlacionados significativamente con los niveles plasmaticos de resistina. Los resultados de
dicho andlisis se recogen en la tabla 3.15 e indican que, de las variables inicialmente
consideradas, solo sVCAM-1, homocisteina y nitrato urinario permanecen significativamente
asociados con la resistina con una R*= 0,347 (p<0,0001), siendo la asociacion mas fuerte la que
se observa entre los niveles plasmaticos de resistina y los niveles urinarios de nitrato

(coeficiente B estandarizado -0,316, p=0,003).

Tabla 3.15. Analisis de regresion multiple para la resistina como variable dependiente en los nifios obesos.

Variables independientes Coeficiente B (IC 95%) Coeficiente B t P

Constante 2,866 0,006
Circunferencia de cintura relativa 0,020 (0,000, 0,040) 0,200 1,953 0,055
Log homocisteina 3,684 (1,014, 6,353) 0,268 2,756 0,008
Nitrato urinario -0,015 (-0,024, -0,005) -0,316 -3,125 0,003
sVCAM-1 0,007 (0,001, 0,013) 0,236 2,454 0,017

(R2 Ajustada = 0,347; p<0,0001). Variables predictivas incluidas en el andlisis. Circunferencia de cintura relativa,
estadio Tanner, indice HOMA-IR, sVCAM, homocisteina, nitrato urinario y leptina.

3.5. RESUMEN COMPARATIVO DE LOS PARAMETROS EXPERIMENTALES ENTRE
PACIENTES OBESOS Y CONTROLES

En las secciones anteriores, los resultados de todos los pardmetros experimentales
evaluados en este estudio se han mostrado y analizado en funcién de las variables que los
condicionaban o con las que se relacionaban. Sin embargo consideramos que, con fines
comparativos, resulta interesante e informativo mostrar las diferencias observadas en todos

ellos entre los pacientes del grupo obeso y el control.
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La comparativa entre el grupo obeso y el control respecto a los pardmetros evaluados
del metabolismo de la arginina se muestra en la figura 3.4 (nitrato en plasma y orina;

evaluacidn de la sintesis de dxido nitrico) y en la figura 3.5 (niveles sanguineos de poliaminas).

METABOLISMO ARGININA

100
80
60
40
20
0
NOx Orina (umol/mmol NOx Plasma (umol/L)
creatinina)
B CONTROL OBESO
CONTROL OBESO P
NOx Orina (umol/mmol creatinina) 67 (55-89) 96 (65-113) 0,035
NOx Plasma (umol/L) 23,0 (21,4-26,7) 31,7 (27,5-37,4) <0,0001

Figura 3.4. Niveles plasmaticos y urinarios de nitrito + nitrato en nifios obesos y con normopeso.

En relacién a los niveles de productos finales del metabolismo del éxido nitrico (nitrito
+ nitrato; NOx), como puede observarse, tanto sus valores plasmaticos como urinarios se
encuentran significativamente elevados en el grupo obeso respecto al control, siendo el

aumento mucho mas evidente en el caso del plasma.

Respecto a los niveles sanguineos de poliaminas, nuestro estudio ha evidenciado un
aumento claro vy significativo de putrescina, espermidina y espermina en el grupo obeso

respecto al control con normopeso (figura 3.5).
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. B CONTROL
3 mOBESO
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1
0
ESPERMINA
ESPERMIDINA
PUTRESCINA
CONTROL OBESO P
ESPERMINA (pmol/L) 4,40 1,56 5,97 £1,89 <0,0001
ESPERMIDINA (umol/L) 6,65 £ 1,60 8,35 £ 2,22 <0,0001
PUTRESCINA (umol/L) 0,78 (0,65-1,00) 1,14 (0,97-1,48) 0,003

Figura 3.5. Niveles sanguineos de putrescina, espermidina y espermina en nifios obesos y con normopeso.

Nuestro estudio sobre pardmetros relacionados con el estrés oxidativo y nitrosativo ha
incluido la determinacion de malondialdehido (MDA), 8-isoprostanos, AOPPS vy nitrotirosina.

Los niveles de estos marcadores se han representado agrupados atendiendo unica vy

exclusivamente a la comparativa de sus niveles.

Como puede observarse en la figura 3.6, tanto los niveles de MDA como los de
nitrotirosina se encontraron significativamente elevados en el grupo de pacientes obesos
respecto al grupo control. Un comportamiento andlogo se observa para los niveles de 8-
isoprostanos y de productos avanzados de oxidacion proteica (AOPPs), con niveles
significativamente mas altos también en el grupo obeso que en el control con normopeso

(figura 3.7). El conjunto de estos marcadores muestra elevacion en el grupo obeso del estrés

oxidativo y del dafio inferido por éste a lipidos y proteinas.
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ESTRES OXIDATIVO

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

MDA (umol/L) NITROTIROSINA (umol/L)

m CONTROL OBESO

CONTROL OBESO P

MALONDIALDEHIDO (MDA; umol/L) 0,36 (0,22-0,78) 0,64 (0,27-1,18) 0,015

NITROTIROSINA (umol/L) 0,31(0,13-0,51) 0,42 (0,25-0,75) 0,016

Figura 3.6. Niveles plasmaticos de malondialdehido (MDA) y nitrotirosina en nifios obesos y con normopeso.

80
70
60
50
40
30
20
10

0
8-isoprostaglandina F2a (pg/mL) AOPPs (umol/L)
CONTROL m OBESO
CONTROL OBESO P
8-isoprostaglandina F,, (pg/mL) 25,2 (18,4-32,6) 34,3 (24,5-50,6) <0,001
AOPPs (umol/L) 53,2 +14,5 72,7+16,6 <0,0001

Figura 3.7. Niveles plasmaticos de 8-isoprostanos y AOPPs en nifios obesos y con normopeso.
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En la evaluacién de otros pardmetros relacionados con el riesgo cardiovascular,
nuestro estudio ha incluido la determinacién de hs-CRP, IL-6 y TNF-a como marcadores de
inflamacién. Los tres indicadores se encontraron significativamente elevados en el grupo

obeso respecto al control, indicando un mayor grado de inflamacion asociado a la obesidad

(figura 3.8).
MARCADORES INFLAMACION
35
30 4
25
20
15
10 au
-_— )
Hs-CRP (mg/L) INTERLEUQUINA-6 TNF-a (pg/mL)
(pg/mL)
CONTROL = OBESO
CONTROL OBESO P
hs-CRP (mg/L) 0,4 (0,2-0,9) 2,8(0,8-4,3) <0,0001
INTERLEUQUINA-6 (pg/mL) 9,2 (7,6-12,2) 14,4 (10,7-20,0) <0,0001
TNF-a (pg/mL) 28,2+8,0 350+11,6 <0,0001

Figura 3.8. Niveles plasmaticos de hs-CRP, IL-6 y TNF-a en nifios obesos y con normopeso.

Las moléculas relacionadas con la adhesién y funcionalidad endotelial valoradas en
nuestro estudio han sido sE-Selectina, sICAM-1, sVCAM-1 y VEGF. De ellas, tanto sICAM-1
como sE-Selectina mostraron niveles significativamente superiores en el grupo obeso respecto
al control. Sin embargo, los niveles de sVCAM-1 y VEGF no difirieron significativamente entre

ambos grupos (figura 3.9).
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MOLECULAS DE ADHESION

sVCAM-1(ng/mL)

—

sICAM-1 (ng/mL)

VEGF (pg/mL)

W CONTROL mOBESO

sE-Selectina (ng/mL)

HMCONTROL m OBESO

CONTROL

OBESO

[

sICAM-1 (ng/mL)
sVCAM-1(ng/mL)
sE-Selectina (ng/mL)
VEGF (pg/mL)

1,77 (1,55-1,87)
369 +81
9,6 (6,2-18,4)
102 (72-175)

2,02 (1,85-2,18)
387460
18,3 (8,2-31,8)
78 (55-171)

<0,001
0,120
<0,001
0,267

Figura 3.9. Niveles plasmaticos de sE-Selectina, sSICAM-1, sVCAM-1 y VEGF en nifios obesos y con normopeso.
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Los resultados de la valoracion de los niveles de las adipoquinas leptina y resistina
(figura 3.10) muestran que sélo la leptina se encuentra significativamente elevada en el grupo
obeso frente al control. La ligera elevacidn de los niveles de resistina en los pacientes obesos

no alcanzé significacion estadistica (p=0,051).

ADIPOCITOQUINAS

140
120
100
80
60
40
: e
0
LEPTINA (ng/mL) RESISTINA (ng/mL)
CONTROL m OBESO
CONTROL OBESO P
LEPTINA (ng/mL) 21 (2-127) 130 (96-181) <0,0001
RESISTINA (ng/mL) 14,1 (13,2-14,6) 14,3 (13,7-14,6) 0,051

Figura 3.10. Niveles plasmaticos de leptina y resistina en nifios obesos y con normopeso.

Finalmente el estudio de los parametros relacionados con la vitamina D y el
metabolismo fésfo-calcico en nuestra poblacién infantil mostrd los resultados representados
en la figura 3.11. Como puede observarse, el grupo obeso presenta, respecto al control, niveles
significativamente mas bajos de vitamina D (25(OH)D). Por el contrario, los niveles de iPTH y
fosforo se encuentran significativamente elevados en el mismo grupo. Los niveles de calcio

sérico no difirieron significativamente entre ambos grupos.
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METABOLISMO VITAMINA D

30
25
20
15
1° [T
=
0

5
25 (OH)- iPTH (pg/mL)  CALCIO (mg/dL) FOSFORO
VITAMINA D (mg/dL)
(ng/mL)

m CONTROL m OBESO

CONTROL OBESO P
25 (OH)-VITAMINA D (ng/mL) 30,0 (8,0) 24,3 (7,7) 0,002
iPTH (pg/mL) 28,3(21,1-32,5) 29,6 (25,6-39,4) 0,011
CALCIO (mg/dL) 10,0 (0,4) 9,8 (0,5) 0,223
FOSFORO (mg/dL) 4,3 (0,5) 4,9(0,6) <0,0001

Figura 3.11. Niveles plasmaticos de vitamina D, iPTH, cdlcio y fésforo en nifios obesos y con normopeso.
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DISCUSION

Como ya hemos comentado anteriormente, la importancia de la obesidad radica en su
cada vez mayor prevalencia en la poblacidn, incluyendo la poblacién infantil que es la que ha
ocupado el presente estudio (15-18). La obesidad infantil, caracterizada por un BMI superior al
p95 para edad y sexo, predispone fuertemente al desarrollo de numerosas patologias en la
edad adulta (12). Sin embargo, a pesar de la clara relacion entre la obesidad, sus alteraciones
metabdlicas asociadas y el riesgo cardiovascular en individuos adultos, los estudios realizados
sobre pacientes jévenes son escasos (190). Por ello, el objetivo de nuestro estudio ha sido
evaluar la presencia en la poblacion infantil de diferentes marcadores que podrian ser
indicativos de alteraciones tempranas y dafo precoz a distintos niveles y, particularmente, a
nivel vascular. La constatacién de estas alteraciones y la identificacion de sus marcadores
precoces podrian orientar tanto en la evaluacion del ulterior riesgo cardiovascular de los

pacientes, asi como en la eficacia de las diferentes opciones terapéuticas.

Resefiar que, dentro de nuestro objetivo global de establecer las bases bioquimicas y
moleculares que conectan la obesidad con el riesgo cardiovascular, los trabajos del presente
estudio en nifios obesos se han desarrollado paralelamente a los del abordaje experimental en
un modelo genético de obesidad y riesgo cardiovascular (ratones ob/ob C57BL/6). Corroborar
las alteraciones encontradas en dicho modelo animal a nivel de humano, poder establecer
pardmetros indicativos de la evolucidn de la obesidad y sus complicaciones, asi como abrir la
posibilidad de profundizar en sus causas y mecanismos son potencialidades derivadas del

analisis comparativo de los resultados en ambos modelos de obesidad.

Son numerosas las alteraciones descritas en pacientes obesos y que se han relacionado
con el deterioro inicial de la funcion endotelial y el ulterior desarrollo de enfermedad
cardiovascular (30,37,53,58,110,112,127,140). Entre dichas alteraciones destaca el dano a
biomoléculas provocado por un aumento en la produccion de radicales libres por el organismo.
Es decir, el aumento del estrés oxidativo (140,154,156,191). Diferentes biomarcadores de dafo
oxidativo sistémico han sido valorados en nuestro estudio. Particularmente, los niveles de
productos avanzados de oxidacion protéica (AOPPs) y los de grupos —SH de las proteinas, y los

de malondialdehido (MDA) y 8-isoprostanos como indicadores de peroxidacidn lipidica.

Un segundo aspecto de nuestro estudio ha sido el analisis de distintos parametros
relacionados con el metabolismo de la arginina, el sustrato precursor del dxido nitrico (NO).

Aunque el descenso en la biodisponibilidad de NO se ha identificado como una de las
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alteraciones primarias de la disfuncién endotelial en la obesidad y otras patologias de RCV, la
controversia sobre sus niveles de produccién sigue abierta (120-123,192). Con el fin de
obtener datos sobre este aspecto en la poblacién pediatrica obesa, hemos valorado en nuestro
estudio la producciéon global de NO a través de los niveles de sus productos finales estables,
nitrato y nitrito, tanto en plasma como en orina. Pero nuestro estudio ha incluido, ademas, el
analisis de los niveles sanguineos de poliaminas (putrescina, espermidina y espermina), otros
metabolitos derivados indirectamente de la arginina y con un importante papel en el
crecimiento y la proliferacion celular (127). La relacién entre niveles de poliaminas, disfuncion
endotelial y riesgo cardiovascular permanece practicamente inexplorada. Sin embargo,
trabajos previos de nuestro grupo de investigacién parecen indicar que la elevacidn de los
niveles circulantes de poliaminas podria ser un evento comun en las patologias de RCV (193—
195). Comprobar estas observaciones en la obesidad infantil y profundizar en su significado

creemos que es uno de los aspectos mas novedosos e interesantes del presente estudio.

La obesidad también se ha descrito que es un proceso que presenta un fendmeno de
inflamacién de bajo grado en sus estadios iniciales (57), y que ha sido evaluado en nuestro
estudio a través de los niveles de diferentes adipocitoquinas y marcadores de inflamacion
como leptina, adiponectina, resistina, IL-6 y TNF-a. El conjunto de alteraciones descritas
(estrés oxidativo, biodisponibilidad de NO, inflamacidn) asocian la obesidad a aterosclerosis,
caracterizada por una disfuncién del endotelio vascular (99). Las propiedades del endotelio
han sido evaluadas también en nuestro estudio mediante la determinacidon de moléculas de

adhesién como sVCAM-1, iCAM-1 y VEGF.

De acuerdo con el disefio de nuestro estudio, resefiar que todas las determinaciones
se han realizado, de forma simultdnea y comparativa, en niflos controles con normopeso y
nifios obesos en los que se han valorado tanto marcadores de la sintesis de NO, como de
poliaminas, estrés oxidativo, adipoquinas, citoquinas inflamatorias y moléculas de activacién

endotelial.

Entre los primeros hallazgos de nuestro estudio se encuentra la observacion de que,
comparados con los niflos normopeso, los nifios obesos presentan niveles mas altos de los
parametros indicativos de la sintesis de Oxido nitrico que, ademds, se encontraban
relacionados con un aumento en los marcadores de estrés oxidativo y con la acumulacion de

factores de riesgo metabdlico (MRFs). Asi, los niveles plasmaticos de nitrito y AOPPs se
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encontraron clara y significativamente elevados en los pacientes obesos con 4 o mas MRFs
(>4MREFs) frente los que presentaban menos de 4 MRFs (<4MRFs). Por el contrario, los niveles
de nitrato urinario fueron inferiores en el grupo de pacientes obesos con 24MRFs. Ademas,
cuando se analizaron los parametros del metabolismo del NO individualmente en los nifios
obesos, se encontraron asociaciones positivas entre el nitrito en plasma y los niveles de
triglicéridos, y entre el nitrato en plasma con las medidas antropométricas de obesidad
abdominal, 4cido drico y TNF-a, si bien se encontré una relacién inversa entre el nitrato

urinario y los niveles de homocisteina.

Aunque la importancia de la via del éxido nitrico en la génesis de la aterosclerosis se
conoce bien, han surgido datos contradictorios relacionados con los marcadores del
metabolismo del NO, particularmente en la obesidad infantil. En pacientes obesos jovenes, se
ha descrito un descenso significativo de las medidas combinadas de nitrato/nitrito
(globalmente denominado como NOXx) que podria contribuir a la biodisponibilidad reducida de
NO vy, por extension, a la disfuncidon endotelial (122). Sin embargo, también se han descrito
recientemente elevaciones de las concentraciones de NOx en nifios obesos y su relacion con el
sindrome metabdlico (124). La produccion excesiva de NO en pacientes obesos esta apoyada
por el hecho de su descenso en pacientes con obesidad modrbida tras ser sometidos a
intervencién bariatrica (196). Las cuantificacion de la produccién de NO “in vivo” es dificil
debido a su rapida oxidacién, pero pueden obtenerse datos relacionados con este proceso a
través de marcadores indirectos de su produccion. El nitrito y nitrato en plasma humano son
los productos de oxidacion del NO generado por las éxido nitrico sintasas e indicadores
cuantitativos de la formacion de NO. Los niveles de nitrito se han propuesto como indicadores
del NO bioactivo sintetizado por la NOS endotelial en la pared vascular. Por el contrario, el
nitrato plasmatico, y por tanto el NOx, seria indicativo de la produccion corporal total de NO.
El nitrato se excreta a través del rindn por filtracion glomerular, pero una proporcién
importante es reabsorbida activamente por el tubulo distal lo que explica su baja tasa de
aclaramiento. Asi pues, el nitrato urinario, al igual que el nitrato plasmatico, refleja el estado

de equilibrio de la produccién de NO corporal total (197).

En nuestro estudio, hemos encontrado evidencias de un aumento significativo, en
lugar de reducciones, en todos los parametros plasmaticos del metabolismo del NO en el
grupo de pacientes obesos, principalmente en presencia de un grupo de factores de riesgo

metabdlico. Esta observacion sugiere que hay aumento en la produccién de NO en los estadios
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mas tempranos de la obesidad y que esta relacionado con el riesgo metabdlico de acuerdo con
los datos de Ghasemi et al (124). Es posible que las discrepancias encontradas entre nuestros
resultados y los de Gruber et al (122), deriven de las diferencias entre los sujetos de estudio,
principalmente con respecto a la edad pues la pubertad modifica los factores de riesgo
metabdlico. Asi, los nifios incluidos en nuestro estudio son mas jévenes que los del estudio de
Gruber (122). Es posible que, en los estadios iniciales de la obesidad, se produzca un aumento
compensatorio de la sintesis de NO, y que ésta disminuya en estadios mds avanzados. El
aumento en la produccién de NO podria responder a una respuesta adaptativa temprana
mediada por la regulacion al alza de la NOS endotelial (eNOS) (120). Ademas, la diferenciacion
adipogénica en la obesidad aumenta la expresién de la isoforma inducible de la NOS (iNOS), lo
que puede llevar a un aumento en la generacién de NO (198). La expresion de la iNOS puede
considerarse como uno de los aspectos de la inflamacién crénica asociada a la obesidad. En
este sentido, nosotros hemos observado una correlacién positiva entre el nitrato en plasmay
la citoquina proinflamatoria TNF-a, que precede habitualmente al aumento en Ila
interleuquina-6 (IL-6) y la proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hs-RCP) en la cascada
inflamatoria (58). Por lo tanto, los cambios en la produccion del éxido nitrico pueden surgir a
través de complejas interacciones entre los factores que regulan la actividad y expresion de las

6xido nitrico sintasas, y que podrian variar en el curso de la obesidad.

En nuestro estudio hemos encontrado correlaciones entre los niveles plasmaticos de 8-
isoprostanos F,, y malondialdehido con los indicadores de la produccién de éxido nitrico. Un
aumento en la generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) podria limitar la
biodisponibilidad de NO al convertirlo en peroxinitrito, desencadenando ademas estrés
nitrosativo. El peroxinitrito es un pro-oxidante muy potente que puede modificar residuos de
tirosina para producir nitrotirosina, que se considera tiene un papel muy importante en el
proceso vascular citotéxico (199). El aumento en los niveles de nitrotirosina en los nifos
obesos con independencia de la presencia de factores de riesgo metabdlico observado en

nuestro estudio, sugiere que éste es un evento temprano en el curso natural de la obesidad.

Debido a la complejidad de las reacciones quimicas implicadas en el metabolismo del
NO vy sus interrelaciones con el estrés oxidativo, no es facil discriminar si los aumentos o
disminuciones de los productos indirectos del dxido nitrico (nitrito y nitrato) son indicativos de
beneficios o perjuicios en la obesidad. Simplemente son una medida de la generacién y

eliminacién del NO y no tienen implicaciones prondsticas.
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Hay que destacar la correlacidn significativa observada en nuestro estudio entre los
factores metabdlicos y los parametros del metabolismo del NO y que apunta a su relacién con
la elevacion de su produccion (200). Sin embargo, nosotros no hemos encontrado una relaciéon
ente la resistencia a la insulina y los marcadores de la via del NO, posiblemente porque la
insulinemia es muy dependiente de la edad, y sdlo podria detectarse incrementando el
numero de sujetos de la muestra poblacional, como ocurre en el estudio de Ghasemi et al

(124).

Puede resultar sorprendente nuestra observacion de que, al contrario del nitrato
plasmatico, los valores urinarios de nitrato no parecen resultar afectados por los factores de
riesgo metabdlico considerados en nuestros pacientes. A pesar de ello, nuestros datos indican
una interesante y estadisticamente significativa relacién inversa entre el nitrato urinario y la
homocisteina, un factor de riesgo independiente para la enfermedad aterosclerdtica vascular
temprana. En este aspecto, nuestros resultados concuerdan con los del estudio de O’Kane et al
(201). La tasa de excrecién del nitrato en la orina evalla de forma gradual los cambios en la
sintesis corporal de NO a mas largo plazo. Alternativamente, una minima disfuncidn renal en la
obesidad podria explicar la disminucidn en la excrecién de nitrato observada pues el lecho

vascular renal es extremadamente sensible a cambios en la funcién endotelial.

La evaluacién conjunta de los datos sobre la sintesis de NO nos lleva a sugerir que, en
los nifios obesos, el aumento en la sintesis de NO es un evento temprano asociado con el
estrés oxidativo y la inflamacidn, y que las interrelaciones entre estos eventos podrian jugar un

papel importante en el desarrollo de aterosclerosis en edades tempranas.

Por lo que respecta a los niveles de poliaminas, creemos que un hallazgo clave y
novedoso del presente estudio es que el aumento de la adiposidad en nifios se asocia a una
elevacidn en los niveles de las tres principales poliaminas circulantes, putrescina, espermidina
y espermina. De entre ellas, la espermina es la poliamina que presenta un mayor poder
discriminatorio en la obesidad, ademas de ser la poliamina de la que mas se han estudiado sus
funciones bioldgicas (202). Segln nuestros resultados, los niveles de espermina estan
relacionados con los marcadores de la via del dxido nitrico, estrés oxidativo, inflamacion y
leptina. Curiosamente, y sélo en nifios obesos, hemos observado una correlacién negativa con
la 3-nitrotirosina y una asociacién positiva con el VEGF, un factor que juega un papel crucial en

la angiogénesis tanto fisiolégica como patoldgica.
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En el presente estudio hemos observado que los niveles circulantes de las tres
principales poliaminas eran significativamente mas altos en los nifios obesos que en los
controles con normopeso. Esta elevacion en los niveles de poliaminas sugiere un aumento en
la actividad de la ornitina decarboxilasa (ODC) o una inhibicidon de su antizima, una proteina
reguladora que controla la actividad de la ODC. De hecho, una asociacidn entre polimorfismos
genéticos del antizima de la ODC y las manifestaciones clinicas en la enfermedad coronaria
cardiaca ha sido descrita (203), haciendo hincapié en el papel del metabolismo de las
poliaminas en la enfermedad vascular. En este contexto, los niveles elevados de poliaminas
observados en nifios obesos pueden sugerir una conexién entre la obesidad y los desérdenes

vasculares a través de mecanismos de proliferacién celular.

Segun nuestro estudio, los niveles de espermina estdn relacionados también con
marcadores de estrés tanto nitrosativo como oxidativo. La fuerte estructura nucleofilica de las
poliaminas puede bloquear y secuestrar radicales, y actuar como un antioxidante. Se ha
sugerido que las poliaminas refuerzan los sistemas antioxidantes en eritrocitos, de forma que
la concentracion total de poliaminas en estas células constituye un factor critico en determinar
su sensibilidad frente a las especies reactivas del oxigeno (204). Asi, el aumento en los niveles
de poliaminas observado en los niflos obesos podria estar relacionado con una regulacién al
alza de su sintesis debido al estrés oxidativo presente en la obesidad, pudiendo actuar como

un mecanismo compensatorio.

Otro argumento en favor del posible papel protector de las poliaminas es la asociacion
negativa observada en nuestro estudio de la espermina con los niveles de 3-nitrotirosina en los
ninos obesos. De hecho, la 3-nitrotirosina ha sido considerada como un marcador de dafio
cardiovascular (205). Recientemente se ha implicado a la nitracion de tirosinas en la
inmunomodulacién proporcionando un mecanismo nuevo de tolerancia de las células T en el
cancer (206). Otros papeles protectores propuestos para las poliaminas incluyen acciones
antiglicantes, que protegerian frente a las complicaciones de la diabetes (207). Ademas, el
aumento del catabolismo de las poliaminas puede inducir desacoplamiento en la oxidacidn de
acidos grasos y sensibilidad a insulina (208). Estas observaciones apoyan un posible papel de

las poliaminas frente a la disfuncién metabdlica en la obesidad.

Se ha descrito que las poliaminas son requeridas para el proceso de diferenciacion de

los fibroblasto 3T3-L1 en adipocitos (209). Este proceso regula la formacion de adipocitos y, en
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consecuencia, la obesidad. En el presente estudio hemos observado que los niveles de
poliaminas aumentan a medida que lo hacen los indices de adiposidad, lo que apoya su papel
en el crecimiento y desarrollo del tejido adiposo. Ademas, se conoce que la expansion de este
tejido estd asociada con una angiogénesis activa que debe estar mediada por factores
angiogénicos tales como el VEGF (210). Este factor se expresa en el tejido adiposo y se regula
al alza durante la diferenciacién de los adipocitos. Podemos hipotetizar que la produccién de
VEGF relacionada a los niveles de poliaminas podria ser un evento beneficioso en una etapa
temprana de la formacion de la placa aterosclerética como ocurre en nifios (211). El VEGF
aumenta la angiogénesis y el desarrollo vascular y promueve la oxigenacién de la pared
arterial. Sin embargo, esta relacién también proporciona un posible nexo para el mecanismo
del céncer asociado a obesidad. Ademas, el aumento de poliaminas puede afectar a la
metilacion del DNA pues ambas dependen de la S-adenosilmetionina como sustrato (212).
Entrando en el terreno de la especulacidn, resulta atrayente una posible conexidon entre

obesidad y riesgo de cancer a través de un aumento de estas aminas bioldgicas.

Sin lugar a dudas, las poliaminas presentan un doble papel, y seran necesarios estudios
a gran escala para definir mejor el impacto potencial de las poliaminas en el entorno clinico. En
este sentido, este estudio muestra un aumento de los niveles de poliaminas en la obesidad
infantil que podrian ser una respuesta a las condiciones oxidativas. Su posible papel protector
frente a disfunciones metabdlicas y su conexidén con el riesgo de cadncer en la obesidad

merecen mayor atencion.

Existen abrumadoras evidencias clinicas y experimentales de la estrecha conexién
entre estrés oxidativo y disfuncidon endotelial en las patologias de RCV y en particular en la
obesidad (58,156,213). De hecho, se ha sugerido que la valoracién del estrés oxidativo podria
ser utilizada para identificar a nivel clinico a los pacientes con riesgo de complicaciones
metabdlicas y cardiovasculares subsecuentes (214). La valoracién del estrés oxidativo en
nuestros pacientes pediatricos se ha realizado cuantificando distintos productos “marcadores”
del dafio inferido a las moléculas bioldgicas por los radicales libres. Entre los marcadores
cuantificados se encuentran los niveles plasmaticos de AOPPs (productos avanzados de
oxidacion proteica), como indicadores del dafio oxidativo a proteinas. Estudios previos habian
planteado ciertas dudas acerca de la sobreestimacion de los AOPPs por el clasico ensayo
espectrofotométrico (169) debida, principalmente, a una interferencia turbidimétrica mediada

por los triglicéridos (171,215). Cuando incluimos un paso de precipitacion para minimizar los
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lipidos plasmaticos (171), observamos una reduccidon marcada en los niveles de AOPPs y una
disminucién en la correlacidn con los triglicéridos. Destacar, sin embargo que, segln nuestro
estudio el incremento del dafio oxidativo a proteinas en nifios obesos continué siendo
evidente cuando se determinaron los niveles de AOPPs en plasma delipidado. Esta
aproximacion podria llevar a una mejor estimacién de los niveles de AOPPs evitando el efecto
de confusidn de los triglicéridos enddgenos. También podria resultar de ayuda en el analisis de
los factores reales que determinan el aumento en los AOPPs en la obesidad infantil y su

relacion con el riesgo metabdlico.

La obesidad en nifios se ha relacionado con un aumento del estrés oxidativo que
favorece el desarrollo de la comorbilidades (216). Estudios previos han demostrado que el
grado de obesidad en la infancia esta estrechamente ligado a la morbilidad cardiovascular en
el adulto (217). Los eventos cardiovasculares adversos son mas probables cuando estdn
presentes varios factores de riesgo. En este sentido, es importante destacar el riesgo
metabdlico en nuestro grupo de estudio. En primer lugar, hay que resaltar la severidad de la
obesidad con un z-score BMI promedio de 4,1 + 1,3. Cerca del 80% de los pacientes obesos
presentaban un z-score BMI >3 y todos ellos presentaban obesidad abdominal (circunferencia
cintura (WC) >p90 con una relacién WC/altura >0,5). Ademas, factores de riesgo metabdlico
(MRFs) tales como hipertension, niveles bajos de c-HDL, resistencia a la insulina, elevacion de
marcadores de inflamaciéon (proteina C-reactiva de alta sensibilidad) y de los niveles de

homocisteina también estaban presentes en nuestro grupo de nifios obesos.

La idea de que la evaluacién del estatus oxidativo puede ayudar a establecer el riesgo
de complicaciones metabdlicas y cardiovasculares en los pacientes ha despertado un
considerable interés por el estudio del dafio oxidativo y sus indicadores (214). Sin embargo, la
mayor parte de los estudios se han centrado en la oxidacidn lipidica, permaneciendo
relativamente inexplorado el impacto de la oxidacion protéica. La oxidacién de proteinas a
nivel vascular lleva a la disfuncién y alteracién de la estructura endotelial. Los AOPPs
circulantes son proteinas plasmaticas oxidadas (especialmente albimina) generadas por la
actividad mieloperoxidasa y que se forman principalmente por oxidantes clorinados (169).
Estdn considerados como excelentes marcadores de dafio nitroxidativo avanzado (218).
Niveles elevados de AOPPs se han descrito como un factor de riesgo independiente para
enfermedad arterial coronaria, que resulta probablemente de la localizacion de AOPPs en la

matriz extracelular de las placas ateroscleréticas en humanos (219).

100



DISCUSION

De acuerdo con datos previos (220,221), nosotros hemos constatado un aumento de
todos los biomarcadores de oxidacion lipidica y proteica incluidos en nuestro estudio. Ademas,
la reduccién observada en los niveles de grupos —SH proteicos sugiere un exceso en la
generacion de radicales libres que pueden llevar a una alteracidn en la conformacién de la
albumina por la oxidacién de sus grupos —SH. Esta condicion es denominada “estrés de tioles”
(222). El descenso en los niveles de grupos —SH y el aumento en los niveles de AOPPs y de
marcadores de peroxidacién lipidica reflejan el desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas del oxigeno y la defensa antioxidante que puede jugar un papel clave en la
patogénesis de las comorbilidades. Por otra parte, la observacién de un aumento en los niveles
de mAOPPS en nuestro estudio sugiere que las proteinas pueden ser una diana oxidativa

importante de acumulacién de factores de riesgo metabdlico en la obesidad infantil severa.

Los estudios clinicos relacionados con el problema de la oxidacidon proteica en la
obesidad infantil son limitados y han generado resultados dispares. Asi, Atabek et al (223)
observaron niveles de AOPPs significativamente mas elevados en nifos obesos que en nifios
control, y niveles mas altos de AOPPs en sujetos con resistencia a la insulina que en sujetos sin
resistencia a insulina, sin diferencias significativas entre estos grupos. Krzystek-Korpacka et al
(220) también han referido niveles mas altos de AOPPs en adolescentes con sindrome
metabdlico, si bien los factores de riesgo como los niveles de c-HDL, hipertensidn y resistencia
a insulina no influenciaron los niveles de AOPPs cuando se analizaron por separado. Por el
contrario, nuestros datos indican que los nifios obesos con valores bajos de c-HDL y resistencia
a insulina presentan valores mas elevados de mAOPPs. Es posible que la diferencia de edad de
los nifos incluidos en nuestro estudio (prepuberal) pueda explicar estas discrepancias pues la
pubertad aumenta los valores de insulina y disminuye los niveles de lipidos (224). La
hiperlipidemia podria aumentar el proceso de generacion de AOPPs in vivo a través del
aumento del estrés oxidativo. A su vez, los AOPPs podrian actuar como mediadores
proinflamatorios (225). Por otra parte, se ha demostrado que los AOPPs interfieren con el
aclaramiento plasmatico del c-HDL, el cual podria antagonizar el receptor scavenger de clase B
tipo | (SR-BI) y elevar directamente el riesgo cardiovascular (226). Esto indica un papel
potencial de los AOPPs en el desarrollo a largo plazo de las complicaciones y apoya la utilidad

de su determinacién en la evaluacién del riesgo en los niflos obesos.

Es también importante mencionar que los AOPPs fueron determinados por el ensayo

clasico sin delipidacion (169) en los estudios llevados a cabo en nifios (220,223,227), y los
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niveles de AOPPs podrian estar artificialmente sobreestimados debido al contenido en
triglicéridos (171). De hecho, cuando se realizé el andlisis de AOPPs usando los valores
obtenidos en el plasma no delipidado (datos no incluidos), también se observé correlacién con
la resistencia a insulina en nuestro estudio. Por lo tanto, seria necesaria la eliminacion de los
lipidos de las muestras para para interpretar de forma mas precisa los resultados.
Recientemente, la relacion AOPPs/triglicéridos se ha propuesto como una alternativa a la
modificacién del ensayo (171). Sin embargo, nosotros no hemos observado una correlacién
significativa entre los mAOPPs y la relacién propuesta, lo que sugiere que esta relacién no sirve

para estimar las concentraciones de mAOPPs.

La principal novedad de nuestro estudio fue el hallazgo de que los AOPPs medidos
mediante el ensayo modificado (mAOPPs) estaban elevados en nifios obesos, principalmente
en individuos que presentaban factores de riesgo metabdlico. De hecho, las concentraciones
de mAOPPs en niflos obesos estaban todavia mas elevados en nifios con un perfil lipidico
aterogénido y resistencia a insulina, lo que confirmaria los resultados de estudios previos en
adultos mostrando a los AOPPs como un predictor independiente de los factores de riesgo del
sindrome metabdlico (227). Sin embargo, no se encontrd correlacion entre mAOPPs vy las
medidas antropométricas indicativas de obesidad general y abdominal. Esos resultados
contrastan con los de otros autores que encontraron una correlacién significativa con esas
variables (220). Las diferencias podrian explicarse por el hecho de que nosotros sélo
estudiamos niflos con obesidad severa y que tenian un estrecho rango de valores de

circunferencia de cintura.

Los biomarcadores de peroxidacién lipidica estaban también elevados en nifios con
obesidad severa. Sin embargo, de acuerdo con otros estudios (218), nosotros no hemos
observado que las concentraciones de mAOPPs se correlacionen con los marcadores de
peroxidacion lipidica. De hecho, varios mecanismos pueden ser responsables de la oxidacién

de diferentes clases de macromoléculas.

Considerando globalmente nuestros resultados sobre el estrés oxidativo, sugerimos
qgue deberia realizarse un esfuerzo por parte de los profesionales médicos por evaluar esta
condicion en los nifios obesos y centrarse en su mitigacion precoz para prevenir el desarrollo
de comorbilidades. La determinacién de los niveles plasmaticos de mMAOPPs es un

procedimiento técnicamente sencillo para evaluar la oxidacién proteica y proporcionar
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informacion relacionada al riesgo metabdlico y la efectividad del tratamiento (220). Estas

caracteristicas podrian dar utilidad a esta técnica como marcador en la practica clinica.

En relacién a los resultados obtenidos sobre los pardmetros relacionados con el
metabolismo de la vitamina D, hemos de indicar que estudios recientes han revelado una alta
prevalencia de insuficiencia de vitamina D en nifios y adolescentes en diferentes partes del
mundo (228,229), y varios estudios han demostrado su relacion con un exceso de peso
corporal (230,231). Sin embargo, los datos sobre el estatus de vitamina D y los factores de
riesgo cardiometabdlico tanto en nifios normales como obesos son aun controvertidos
(232,233). En relacidn a los niveles de vitamina D, el hallazgo mas novedoso vy significativo de
nuestro estudio ha sido la deteccidon de niveles de 25(OH)D insuficientes en los nifios con
obesidad severa y con niveles elevados de marcadores de estrés oxidativo/nitrosativo,
inflamacién y activacion endotelial, asociados todos ellos con la patogénesis de

comorbilidades.

Resefiar que, en nuestra poblacién de estudio, se ha observado una suficiencia global
de 25(OH)D, que puede reflejar factores ambientales. La exposicion de la piel a la luz solar, la
fuente predominante de vitamina D a través de la radiacion ultravioleta B, es considerable en
nuestra region, incluso teniendo en cuenta las medidas de proteccién. Por lo tanto, nuestros
resultados pueden no ser extrapolables a nifios residentes en otros paises, diferentes climas o

en regiones con diferentes niveles de contaminacion del aire.

Los valores mas bajos de 25(0OH)D se encontraron en nifios con obesidad extrema
(SDS-BMI>4), lo que sugiere que el estado de obesidad estd asociado con una menor
disponibilidad de 25(0OH)D como consecuencia, probablemente, de su secuestro en el exceso
de tejido graso ya que se trata de una vitamina liposoluble. Los niveles séricos de 25(OH)D en
nifios parecen estar relacionados con la cantidad de grasa visceral, la que tiene una mayor
actividad metabdlica y que esta asociada con el desarrollo de comorbilidades (233). En nuestro
estudio, los niveles de c-HDL y apoproteina Al estaban disminuidos en nifios con niveles de
25(0H)D < 20 ng/mlL, indicando un patron desfavorable de los lipidos circulantes que
incrementa el riesgo metabdlico. En este sentido, existen numerosas evidencias de que los
niveles de 25(0OH)D pueden influenciar el desarrollo y progresion de la aterosclerosis (234); sin
embargo, la mayor parte de los estudios existentes se centran en adultos con lesiones

avanzadas. En nuestro estudio, los nifios con valores insuficientes de 25(0OH)D muestran un
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aumento significativo tanto de los niveles plasmaticos de malondialdehido (un marcador final
de lipoperoxidacién) como de la actividad mieloperoxidasa (el principal constituyente de los
macrofagos de la pared arterial). Ambos se han asociado con la iniciacién y propagacion de
especies reactivas que representan dianas atractivas para las células inflamatorias. Ademas, la
mieloperoxidasa estd implicada en la generacion de HDL disfuncional (235), principalmente
promoviendo el enriquecimiento en 3-nitrotirosina y 3-clorotirosina de la apoproteina Al. En
este sentido, nosotros hemos observado una correlacion significativa entre los valores de
25(0OH)D y los niveles de 3-nitrotirosina. Estos residuos de tirosina modificados son un
producto de la nitracién de proteinas, y un marcador estable y fiable de estrés nitrosativo
relacionado con las reacciones inflamatorias que ocurren durante la aterosclerosis (236).
Finalmente, los niveles insuficientes de 25(0OH)D se observaron en nifios con altos niveles de la
citoquina proinflamatoria IL-6. Estos resultados novedosos sugieren una conexién entre la
insuficiencia de 25(0OH)D y factores potencialmente patogénicos implicados en la iniciacidon y

desarrollo del dafio aterogénico y otras comorbilidades asociadas en la obesidad.

Destacar también que, segun nuestro estudio, los niveles de sVCAM-1 se encuentran
notablemente incrementados en nifios obesos con insuficiencia de 25(0OH)D. Esta molécula de
adhesion soluble es un marcador especifico de disfuncidn endotelial asociado con los estadios
en marcha de la aterosclerosis; un estudio llevado a cabo en pacientes ancianos mostré altos
niveles de sVCAM-1 asociados con estenosis aodrtica calcificada (237). A pesar de la gran
variedad de factores de riesgo asociados con la calcificacion vascular, las anormalidades en el
metabolismo mineral como elevaciones en los niveles de fosforo sérico (238), producto calcio-
fosforo, e iPTH (239), juegan indudablemente un papel importante. Por tanto, el factor
principal que afecta al riesgo aterosclerético puede no ser el bajo estatus de vitamina D sino

un desequilibrio en la homeostasis calcio-fésforo.

Segun los resultados de nuestro estudio, los niveles séricos de fésforo y del producto
calcio-fésforo también fueron mas elevados en los nifios obesos. La mayor ingesta de fésforo
en los nifios obesos puede provenir de habitos nutricionales, tales como consumo de refrescos
de cola que usan el fésforo como preservante, que pueden ser subestimados en el registro de
la dieta diaria. A nivel fisiolégico, la excrecién de fésforo es altamente dependiente de la
funcidn renal, por lo que otra posibilidad alternativa para explicar el aumento indicado en los
niveles séricos de fésforo seria la existencia de un dafio renal incipiente en los niflos obesos

incluidos en nuestro estudio, a diferencia de otros trabajos con poblacién infantil (240).
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Los niveles elevados de iPTH en los nifios obesos de nuestro estudio podrian deberse a
una respuesta fisioldgica frente a la disminucidon en los niveles de 25(0OH)D. De hecho, la accién
de la PTH puede promover recambio y pérdida dsea. La relacién entre desmineralizacion dsea
y calcificacidon vascular con el aumento en la mortalidad cardiovascular se ha establecido
principalmente en pacientes con enfermedad renal crénica (241). De hecho, se ha demostrado
una asociacion entre los factores de riesgo metabdlico y la disminucién de la masa dsea en
adolescentes obesos (242). En este sentido, nuestros hallazgos sugieren que el estrés oxidativo
y la inflamacidon pueden proporcionar un nexo de unidn entre la obesidad, el metabolismo

6seo vy el riesgo cardiovascular.

Resefar, finalmente, las limitaciones y potencialidades de nuestro estudio sobre el
metabolismo de la vitamina D. La asociacidn no implica causalidad, y nuestra muestra es
pequefia. Sin embargo, la poblacién es muy homogénea y los sesgos se evitaron ajustando por
edad, sexo y estadio Tanner. Por otro lado, nuestros hallazgos podrian tener importantes
implicaciones clinicas y terapéuticas. Nuevos biomarcadores como la 25(0OH)D sérica podrian
ser incorporados en la evaluacién de la obesidad infantil, y proponerse la suplementacion para
mejorar su salud cardiovascular. Ademas, se esta considerando de forma creciente el by-pass
intestinal para tratar la obesidad moérbida en adolescentes (243). Esta situacién podria
disminuir la absorcidn intestinal de calcio y vitamina D y, segln nuestros resultados, empeorar
la disfuncion endotelial y acelerar la progresiéon de la lesién aterosclerdtica y otras
comorbilidades. Asi pues, seria recomendable la saturacién de vitamina D antes de la

intervencion bariatrica.

En relacion al analisis de los niveles de resistina llevado a cabo en nuestro estudio, el
principal hallazgo ha sido que la resistina puede ser considerada como un marcador candidato
de riesgo cardiovascular debido a su asociacidn significativa en niflos obesos con los niveles de

homocisteina, moléculas de activacion endotelial y metabolitos del éxido nitrico.

El creciente interés en la resistina es debido a su posible asociacion con la resistencia a
la insulina. A pesar de que la relacidn entre resistina, obesidad y resistencia insulinica parece
ser fuerte en ratones, la relevancia fisioldgica exacta de la resistina en humanos sigue siendo
objeto de controversia (244). En adultos, se ha observado que la resistina se asocia
positivamente con la hipertension (245) y los niveles de triglicéridos, mientras que su

asociacién es negativa con los niveles de c-HDL (246). Entre los estudios realizados en nifos y
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adolescentes, varios estudios recientes no han podido detectar un aumento de los niveles
séricos de resistina en sujetos obesos, con resistencia a insulina, o en sujetos con otros
componentes del sindrome metabdlico (247). Nuestros hallazgos confirman que la resistina
esta asociada con la adiposidad visceral, como se ha visto en otros estudios (248). Sin
embargo, contrariamente a los resultados de otros autores (249), nosotros hemos observado
una relacién con la resistencia a la insulina. La diferencia de resultados podria ser debida a los
valores de HOMA-IR en los nifios de nuestro estudio que fueron mas elevados que los descritos
en otros estudios. Ademas, no hemos observado en nuestro estudio asociacion entre niveles
de resistina y otros factores de riesgo metabdlico, como la dislipemia o el aumento de la
presidon arterial. Es posible que la relacién entre la resistina y los lipidos o la hipertensién se
haga evidente en edades mas avanzadas, cuando esas entidades son relativamente mas
prevalentes. Es de destacar que la asociacidon de la resistina con la obesidad central y la
resistencia insulinica se perdié tras ajustar por otros pardmetros que influyen en el riesgo
cardiovascular, como la homocisteina o los indicadores de disfuncion endotelial, lo que sugiere
que la resistina ejerce principalmente el control sobre los parametros que estan directamente

vinculados al desarrollo de la aterosclerosis.

Esta establecido que el proceso de aterosclerosis comienza en edades tempranas, pero
los mecanismos patofisioldgicos exactos que subyacen a la asociacién entre la obesidad y la
aterosclerosis temprana no son totalmente conocidos. Estudios previos han demostrado que,
afectando directamente la homeostasis vascular, la homocisteina, un aminoacido azufrado
formado durante el metabolismo de la metionina, podria representar una base mecanistica
importante de enfermedad cardiovascular en pacientes con sindrome metabdlico (250).
Diversos estudios experimentales han permitido establecer que los niveles de homocisteina
contribuyen a inducir la expresién de resistina en tejido adiposo de ratén a través de un
mecanismo que implica la generacidn de especies reactivas (251). Ademads, la homocisteina
promueve la migracion de las células del musculo liso vascular, un paso clave para la formacidn

de la neointima en la aterosclerosis, a través del efecto de la resistina (252).

La fuerza de la asociacién entre los niveles elevados de homocisteina y la enfermedad
cardiovascular, se ha observado que es diferente entre adultos y nifios. La mayoria de los
estudios epidemioldgicos en adultos apoyan la relacion entre homocisteina y aterotrombosis, y
los sujetos con niveles de homocisteina elevados presentan un aumento en el riesgo de

morbilidad cardiovascular que es normalmente dependiente de concentracidn. Los datos
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disponibles en poblaciones infantiles son muy escasos (253). Sélo una ligera elevacion de
homocisteina, menor que el umbral establecido como riesgo en adultos, se encontrd en los
nifios obesos del presente estudio. Dada la relacidon entre resistina y homocisteina,
examinamos la asociacion entre ambos pardmetros. Encontramos que hay una correlacion
significativa entre la resistina y la homocisteina tanto en jévenes obesos como en no obesos.
Ademas, la homocisteina contribuye a los niveles de resistina como un importante factor

independiente en el andlisis multivariante.

La expresion de moléculas de adhesion como VCAM-1 y sICAM-1 en la superficie de las
células endoteliales es un paso inicial en el proceso de aterogénesis. La resistina activa las
células endoteliales (mediante la regulacion al alza de moléculas de adhesidn, la induccién de
la interaccién leucocito-endotelio, y la proliferacion de las células lisas vasculares) y puede
promover la iniciacion o perpetuacion del estado aterosclerético (76,77,252,254). La
asociaciéon de la resistina con un biomarcador de la funcidn endotelial (sVCAM-1) en jévenes
obesos observada en nuestro estudio implica que la resistina podria estar directa o
indirectamente relacionada con la enfermedad cardiovascular futura y podria considerarse

como un marcador de aterosclerosis preclinica.

El 6xido nitrico, una potente molécula vasodilatadora, es clave en la funcién endotelial.
La biodisponibilidad reducida de éxido nitrico esta implicada en las propiedades aterogénicas
ya que promueve la vasoconstriccion y aumenta el reclutamiento de leucocitos al endotelio
(255). Por tanto, la disminuciéon de oxido nitrico es un evento temprano implicado en la
patogénesis del dafo vascular. Como ya se ha resefiado, el dxido nitrico es rdpidamente
oxidado a nitrito y/o nitrato por el oxigeno en los sistemas bioldgicos y, por consiguiente, las
concentraciones de los productos finales nitrato y nitrito (nitrato/nitrito) se usan
rutinariamente como un indice de la sintesis de 6xido nitrico. El nitrato excretado indica la
produccidn sistémica de Oxido nitrico. Se ha demostrado que la resistina afecta la
biodisponibilidad de dxido nitrico daifiando el sistema de la 6xido nitrico sintasa endotelial en
células endoteliales de arteria coronaria humana (78). Por otra parte, el estrés oxidativo tiene
un papel predominantemente aditivo de secuestro de oéxido nitrico y produccidn de
peroxinitrito. El estrés oxidativo estd implicado también en la ruta de sefializacién de induccién
de la resistina. Nosotros hemos observado una asociacién negativa entre la resistina y los
niveles de nitrato urinarios, que implica una disminucién en la biodisponibilidad sistémica de

NO ligada a valores de resistina mayores. Esta correlacidn inversa observada entre los niveles
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de resistina y la produccion de éxido nitrico podria ser también relevante en la proliferacidn de
las células musculares lisas vasculares, otro evento bien reconocido en el inicio y la progresiéon
de la enfermedad cardiovascular. Por lo tanto, la disminucion de la disponibilidad de 6xido
nitrico podria promover y activar la proliferacién de las células del musculo liso vascular en
nuestros pacientes. La implicacién de la resistina en este escenario representa un punto

importante de convergencia.

Otra de las observaciones del presente estudio es la asociacion de la resistina con el
malondialdehido, un marcador de peroxidacion lipidica. En este sentido, existe una conexién
entre el estrés oxidativo y nitrosativo y los valores de resistina. El hallazgo de la relacién entre
los valores de resistina y los pardmetros de estrés nitrosativo en nifios obesos es interesante.
En los ultimos afios ha surgido una importante y creciente linea de investigacion cientifica
sobre la relacién del NO con la presidn arterial, pero es poco probable que esta relacidén sea un
factor predominante en la cohorte de nifios de nuestro estudio, y otros factores implicados
podrian estar relacionados. La obesidad produce un estado de inflamacidn de bajo grado que
podria un nexo potencial entre las alteraciones metabdlicas y las complicaciones vasculares.
Sin embargo, contrariamente a lo observados en estudios previos en adultos (256), la
inflamacién, evaluada a través de los niveles de hs-CRP, no estd asociada con los niveles de
resistina en nuestra cohorte. Los niveles de resistina estdan aumentados en nifios con
inflamacién aguda (257,258), pero los efectos de las moléculas proinflamatorias en los niveles
de resistina no son dependientes Unicamente de la obesidad (248). La resistina humana estd
indirectamente regulada por el medio interno inflamatorio de la obesidad. Ademads, el
adipocito no es el principal tipo celular que produce la resistina en humanos, que también es
producida por los macréfagos infiltrados. Se ha mimetizado el estado de inflamacién subaguda
en ausencia de obesidad en un modelo de ratones transgénicos por activacién hepatocelular
selectiva del factor nuclear-kappa B (259). Por consiguiente, se podria hipotetizar que la
resistina induce un estado inflamatorio que estd conducido potencialmente por el factor
nuclear-kappaB directamente (260), e indirectamente por las citoquinas que se forman
después de ella. Este hecho constituye un evento temprano que llevaria a un aumento en los

niveles de proteina C-reactiva.

Este estudio presenta varios puntos fuertes, incluyendo los métodos estandarizados de
obtencidn de datos clinicos y de laboratorio, la precision de las determinaciones, y el uso de

recomendaciones dietarias para asegurar la exactitud de las determinaciones de nitrato
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urinario. Los datos fueron ajustados por sexo y estadio Tanner, pues se ha demostrado una
asociacién independiente del género con los niveles de resistina. Ademas, la pubertad parece
jugar un papel en la secrecidn de resistina, pues los niveles de resistina se correlacionan con el
grado fisico de madurez y no con medidas antropométricas o edad cronoldgica (261). Debido a
que la relacidn entre factores de riesgo metabdlico y adipoquinas se ha sugerido que estd
mediada por un aumento de la adiposidad (262), los datos del presente estudio se han

controlado también por el indice de masa corporal (BMI).

A pesar de ello, deben mencionarse ciertas limitaciones de nuestro estudio. En primer
lugar, puesto que el disefio de nuestro estudio es transversal, no podemos extraer ninguna
inferencia causal a partir de los datos. De continuar con el andlisis longitudinal, se podria
evaluar el valor predictivo de la resistina en los eventos cardiovasculares. Son necesarios mas
datos prospectivos para determinar el valor predictivo de la resistina en la morbilidad
cardiovascular en nifios. Por otra parte, el tamano de la muestra fue limitado. Sin embargo,
éste es un rasgo comun en la investigacidn pediatrica debido a las caracteristicas especificas de
los pacientes pedidtricos. Existen pocos datos disponibles para nifios con respecto a las
moléculas que desempenan papeles cruciales en la aterogénesis para ayudar a un diagndstico
precoz. Por ello, el futuro de la investigacidn clinica y traslacional en nifos, con el fin de
desentraiar el papel del tejido adiposo en las comorbilidades asociadas, esta altamente

garantizado.
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La determinacién comparativa en niflos obesos y controles con normopeso de
diferentes indicadores relacionados con la sintesis de NO, poliaminas, estrés oxidativo,
adipoquinas, citoquinas inflamatorias y moléculas de activacion endotelial, y el analisis ulterior
de sus correlaciones con los pardmetros clinicos, antropométricos y de riesgo metabdlico nos

llevan a extraer las siguientes conclusiones:

1. Nuestra poblaciéon obesa presenta un cuadro de inflamaciéon y de remodelaciéon
endotelial, como muestra el aumento en los niveles tanto de las moléculas de
inflamacidn (hs-CRP, IL-6, TNF-a) como de adhesion y funcionalidad endotelial (sICAM,

sVCAM, sE-Selectina) valoradas en nuestro estudio.

2. En nuestro estudio, la poblacion de pacientes con obesidad severa (SDS-BMI23)
alcanzo el 50% de la poblacién obesa. Estos nifios con obesidad severa presentan una
sintesis incrementada de dxido nitrico y un mayor estrés nitrosativo que se relacionan
con los indicadores de obesidad central, estrés oxidativo e inflamacidn. El aumento de
la sintesis de NO en la obesidad infantil podria ser un evento temprano asociado al
estrés oxidativo y la inflamacién, y jugar un papel relevante en el desarrollo de

aterosclerosis en edades tempranas.

3. El incremento en los niveles de nitrotirosina en los niflos obesos observado en este
estudio sugiere que el estrés nitrosativo es un evento temprano en el mecanismo de la

obesidad.

4. Los nifios obesos presentan niveles sanguineos significativamente elevados de
putrescina, espermidina y espermina, relacionandose los valores de espermina con los
indicadores de estrés oxidativo y nitrosativo y la angiogénesis. La novedad y el interés
de estos resultados refuerzan la necesidad de analizar detalladamente el significado
fisiopatoldgico de la elevacidn de poliaminas en los pacientes obesos, su implicacién
en las complicaciones asociadas a esta patologia, asi como su potencial utilidad como

herramienta clinica.

5. La elevacién en la poblacién pediatrica obesa de diferentes indicadores de oxidacién
lipidica (MDA y 8-isoprostanos) y proteica (AOPPS), y el descenso de la defensa
antioxidante (grupos SH) constatan la condicién de estrés oxidativo asociado a

obesidad en nuestro estudio.
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Los productos avanzados de oxidacion proteica (AOPPs) pueden constituir un buen
biomarcador del dafio oxidativo inferido a proteinas por el estrés oxidativo asociado a
la obesidad infantil. Su relacidon con los factores de riesgo metabdlico y la simplicidad
técnica de su cuantificacion abogan por su utilidad en la practica clinica como

predictor independiente del riesgo metabdlico en la obesidad infantil.

Los nifios con obesidad severa presentan niveles insuficientes de vitamina D que se
relacionan con los biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo, inflamacion vy
activacion endotelial, eventos todos asociados con la patogénesis de las

comorbilidades de la obesidad.

Los niveles de resistina en nifios obesos muestran un ligero aumento aunque no
significativo, pero se asocian de forma significativa e independiente con los valores de
homocisteina, moléculas de activacidon endotelial y metabolitos del éxido nitrico. La
asociacién de la resistina con estos indicadores nos lleva a proponer su potencial
utilidad como predictor del riesgo actual y futuro de enfermedad cardiovascular en los

pacientes pediatricos obesos.
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Polyamines Are Increased in Obese Children and Are
Related to Markers of Oxidative/Nitrosative Stress
and Angiogenesis
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Context: Polyamines (putrescine, spermidine, and spermine) are polycationic amines derived from
arginine, which is the precursor of nitric oxide (NO). Due to the close relationship between the
metabolism of polyamines and NO metabolism, the alteration in polyamine homeostasis can affect
the NO bioavailability at the endothelium.

Objectives: The objective of the study was to test the hypothesis that childhood obesity is associated
with a significant modification of blood polyamines and to investigate the presence of correlation
between these molecules, circulating markers of oxidative and nitrosative stress, and endothelial
dysfunction.

Design and Setting: This was an observational analytical case-control study conducted at one
tertiary care center.

Patients and Methods: The study was performed with 102 children aged 7-14 yr (60 obese, 42 nono-
bese). Blood polyamines were measured by HPLC. Metabolites of the NO pathway, oxidative stress
parameters, inflammatory markers, adhesion molecules, and adipocytokines were also determined.

Results: Polyamine levels were significantly higher in obese children. Among them, spermine was
the polyamine with the more discriminatory power, taking into account the obesity. In all children,
spermine levels were related to biomarkers of oxidative/nitrosative stress, inflammation, and leptin
and to adhesion molecules, soluble E-selectin, and soluble intercellular adhesion molecule-1. Only
in obese children was there a positive correlation with vascular endothelial growth factor and a
negative correlation with 3'-nitrotyrosine levels.

Conclusions: Polyamine levels are increased in childhood obesity and correlated to markers of
oxidative/nitrosative stress and angiogenesis. This finding implicates polyamine metabolism in the
complications of obesity. Their potential utility as a clinical tool remains to be elucidated. (J Clin
Endocrinol Metab 96: 2821-2825, 2011)

ascular homeostasis is maintained by the secretion of
V vasodilators of which nitric oxide (NO) is the key.
The amino acid L-arginine, which is a precursor of NO in
macrophages and endothelial cells, throughout the syn-
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thesis of ornithine is also a precursor of polyamines (pu-
trescine, spermidine, and spermine), a group of polyca-
tionic amines involved in nearly every step of nucleic acid
and protein synthesis (1). Therefore, they have a major

Abbreviations: NO, Nitric oxide; ODC, ornithine decarboxylase; ROC, receiver-operating
characteristic; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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role in human cell growth and proliferation. Thus, poly-
amines have been proposed to be biochemical markers for
neoplasia because high polyamine concentrations are found
in the physiological fluids of patients with malignancies. Due
to their important functions in cells, their intracellular levels
are highly regulated through a careful balance among bio-
synthesis, degradation, export, and uptake (2). The two key
enzymes in the biosynthetic pathway, ornithine decarboxyl-
ase (ODC) and S-adenosylmethionine decarboxylase, are
strongly regulated by feedback mechanisms at different lev-
els. There is a close relationship between the metabolism of
polyamines and NO metabolism driven by the amino acid
arginine. Arginase is the central enzyme of the urea cycle that
hydrolyzes arginine to ornithine. This enzyme competes with
NO synthase for the substrate, arginine, and redirects the
metabolism to the formation of polyamines. Up-regulation
of the arginase may arise from enhanced formation of reac-
tive oxygen species (3). Recently our group has shown an
increase in markers of oxidative stress (4) and NO produc-
tion in obese children (5). Therefore, we hypothesized that
there may also be a significant change in polyamine metab-
olism, particularly levels of circulating polyamines, in obese
children. To search their implications on obesity complica-
tions, we investigated the relationship between blood poly-
amine levels and markers of nitrosative and oxidative stress,
inflammation, endothelial damage, and adipocytokines.

Materials and Methods

The study population consisted of 60 severely obese children and
a control group of 42 healthy nonobese children ranging from 7
to 14 yr old. Characteristics of children and the criteria of in-
clusion and exclusion in the study are reported in the Supple-
mental Material and Methods and Supplemental Table 1, pub-
lished on The Endocrine Society’s Journals Online web site at
http://jcem.endojournals.org. The parents and children filled out
self-report food diaries to register the children’s eating habits.
The consumption of foods with large amounts of nitrates (spin-
ach, lettuce) or polyamines (fermented cheese) were discouraged
for the 48 h preceding the measurements to avoid confounding
due to diet. The ethical committee of the institution approved the
study, and the parents gave their informed consent. The children
gave their oral consent.

For all participants, the clinical and anthropometric param-
eters were recorded using standard methods during the consul-
tation. The degree of obesity was determined using age- and
gender-related body mass index cutoff points established by Cole
etal. (6) and standardized by z-score. The Spanish growth curves
were used as a reference (7). Body fat percentage was obtained
via bioelectrical impedance using the BC-418MA Tanita seg-
mental body composition analyzer (Tanita Europe BV, Hoofd-
dorp, The Netherlands).

Blood sample preparation, routine biochemical analysis, and
determination of markers of NO metabolism and oxidative
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stress, inflammation, adhesion molecules, and adipocytokines
were detailed in Supplemental Material and Methods.

Polyamine analysis

Acidic extracts of whole blood were used as described pre-
viously (8). In brief, 500 ul of blood was mixed with 50 ul of 4
mol/liter HCIO, and 10 ul of 1 mmol/liter 1,6-diaminohexane
(internal standard to follow polyamine recovery). After shaking,
the tubes were kept at 4 C for 15 min and centrifuged (15,000 X
g; 10 min). Dansyl derivatives of polyamines were obtained by
mixing 100 ul of clear supernatants with 400 ul of dansyl chlo-
ride (10 g/liter in acetone) and 200 ul of a saturated sodium
carbonate solution and allowing the mixtures to react in the dark
at 55 C for 90 min with occasional shaking. Then 100 ul of 100
g/liter L-proline was added, and the samples were incubated for
30 min under the same conditions to remove the excess of dansyl
chloride. Finally, the dansylated polyamines were extracted with
700 ul of toluene, evaporated to dryness under vacuum, and
redissolved in 50 wl of acetonitrile. Aliquots of 20 ul of these final
solutions were used for HPLC analysis of dansylated polyamine
derivatives.

Measurements were performed using an HPLC system
(Waters, Milford, MA) equipped with a reverse-phase column
(Nova-Pak C,g; 3.9 X 150 mm; 4 um particle size; Waters) and
precolumn (Nova-Pak C,g; 3.9 X 20 mm; 4 um particle size;
Waters). Fluorescence detection was set to 338 and 510 nm ex-
citation and emission wavelengths, respectively. In this system,
the polyamines were separated using a 50-min linear gradient
from acetonitrile/water (60:40) to 100% acetonitrile at a flow
rate of 1.5 ml/min. The identification of dansyl derivatives of
putrescine, spermidine, spermine, and 1,6-diaminohexane was
made by their retention times and quantification comparison
with standards run in parallel with the blood samples. Recovered
1,6-diaminohexane in each sample (normally >90%) was used
for the calculations.

Statistics

Statistical analysis was performed with the SPSS.17 software
package (SPSS Inc., Chicago, IL). A receiver-operating charac-
teristic (ROC) curve accounting for obesity was performed for
the three polyamines to identify the most appropriate polyamine
for subsequent analysis. Partial Pearson’s coefficient correlation
analysis adjusted by Tanner’s stage and gender was performed in
the obese subjects and in the entire group of subjects to identify
the factors related to the polyamine level, which was considered
to be the dependent variable. Adiposity, oxidative/nitrosative
stress, inflammation, adhesion molecules, and adipocytokines
were independent variables. Multiple linear regressions with
stepwise procedures were used to evaluate the relative strength of
the correlations between variables. P < 0.05 was considered to
be significant.

Results

Blood levels of the three polyamines were significantly
higher in the obese group with respect control group (Fig.
1A), and the remainder experimental parameters are de-
scribed in Supplemental Table 2. We compared the area
under the ROC curve for the three polyamines: putrescine,
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FIG. 1. A, Blood polyamine levels in control and obese children. The
differences between groups adjusted for Tanner stage and gender
were compared by an analysis of covariance test. Values are expressed
as median (interquartile range): putrescine, 0.78 (0.64-1.03) vs. 1.14
(0.88-1.48) wmol/liter; spermine, 4.14 (3.34-4.77) vs. 5.74 (4.71-
7.10) umol/liter; spermidine, 6.65 (5.88-7.64) vs. 8.47 (7.27-9.50)
wmol/liter. B, ROC curve of the three polyamines.

spermidine, and spermine (Fig. 1B). Spermine performed
more accurately (0.82) than spermidine (0.76) or pu-
trescine (0.70). These differences turn out not to be sta-
tistically significant, however. At the cutoff point of 4.86
wmol/liter, the degrees of sensitivity (73.3%) and speci-
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TABLE 1. Partial Pearson’s coefficient correlation
between spermine levels and clinical and laboratory data
in all children included in the study (n = 102) and obese
children (n = 60), adjusted for Tanner’s stage and
gender

All Obese
children children
Body mass index z-score 0.458° 0.274°
Relative fat mass 0.420° 0.269°
W(C/hip circumference 0.263¢ 0.107
WC/height 0.4607 0.265°
Relative WC 0.412° 0.202
Log homocysteine 0.133 0.053
Log nitrite 0.272° 0.236
Log nitrate 0.163 -0.110
Log 3’-nitrotyrosine —0.061 —0.340°¢
Log malondialdehyde 0.303¢ 0.260°
Log 8-isoprostaglandin F,, 0.134 -0.177
Log sulthydryl groups —0.056 0.073
Log leptin 0.3209 0.049
Log adiponectin 0.156 0.217
Resistin 0.150 0.154
Log hs-CRP 0.3299 0.224
TNF-a 0.3147 0.218
Log IL-6 0.215° 0.039
Log sE-selectin 0.250° 0.148
Log VEFG 0.128 0.279°
SVCAM-1 0.030 0.002
Log SICAM-1 0.277° 0.098

Skewed data were log transformed. WC, waist circumference; hs-CRP,
high-sensitivity C-reactive protein; sE-selectin, soluble E-selectin; VEGF,
vascular endothelial growth factor; sVCAM-1, soluble vascular cell
adhesion protein 1; sSICAM-1, soluble intercellular adhesion molecule-1.

°P<0.0001;°P<0.05°P<0.01;9P<0.001.

ficity (81.0%) of spermine were the highest. Thus, subse-
quent correlation analysis was done with this polyamine.

Significant associations with spermine levels were
noted in all of the study subjects (Table 1). The partial
correlation analysis revealed a positive correlation be-
tween spermine blood levels and anthropometric mea-
suresindicative of obesity as well as markers of nitrosative/
oxidative stress (plasma nitrite, malondialdehyde). There
was also a positive association with inflammatory mark-
ers, leptin and adhesion molecules, soluble E-selectin,
and soluble intracellular adhesion molecule-1. How-
ever, when only obese children were taken into account,
some of these associations were lost, whereas other sig-
nificant associations emerged. In particular, a negative as-
sociation was found with 3’-nitrotyrosine and a positive
association with vascular endothelial growth factor
(VEGF). In the multiple regression analysis of the factors
related to spermine levels, only malondialdehyde and
VEGF yielded a model that was predictive (R* adjusted =
0.26, P = 0.047 and P = 0.004, respectively); therefore,
the other variables were excluded.
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Discussion

The key novel finding of the present study is that increased
adiposity in children is associated with an increase in the
three circulating polyamine levels. Among them, spermine
is the polyamine with the highest discriminatory power in
obesity in addition to being the one with more well-studied
biological functions (9). We show that spermine level was
related to markers of the NO pathway, oxidative stress,
inflammation, and leptin. Interestingly, we have noted a
negative correlation with 3'-nitrotyrosine and a positive
association with VEGF, a factor that plays a pivotal role
in both physiological and pathological angiogenesis, only
in obese children.

In the current study, we observed that the circulating
levels of the three main polyamines were significantly
higher in obese children compared with controls. This in-
crease in polyamines suggests an increase in ODC activity
or an inhibition of ODC antizyme, a regulatory protein
that controls ODC activity. An association between ge-
netic polymorphisms of ODC antizyme and clinical out-
comes in coronary heart disease has been reported (10),
stressing the role of polyamine metabolism in vascular
disease. Elevated polyamine levels in obese children may
suggest a link between obesity and vascular disorders
through cell proliferation mechanisms.

We have found that spermine levels were related to
markers of nitrosative and oxidative stress. The strongly
nucleophilic structure of polyamines can block and scav-
enge radicals and act as an antioxidant. In erythrocytes, it
has been suggested that reinforce the antioxidant systems
in these cells, being the total polyamine concentration a
critical factor in determining cellular sensitivity to reactive
oxygen species (11). Thus, the observed increase in poly-
amine levels in obese children might be related to an up-
regulation of synthesis due to the oxidative stress present
in obesity and can act as a compensatory mechanism.

In turn, the negative association of spermine to 3'-ni-
trotyrosine levels in obese children is another argument for
the possible protective role of polyamines. In effect, 3'-
nitrotyrosine has been considered a marker of cardiovas-
cular injury (12). Recently this tyrosine nitration has been
implicated in immunomodulation and provides a novel
mechanism of T cell tolerance in cancer (13). Other pro-
tective roles for polyamines have been suggested. It has
been proposed that they can act as antiglycating agents
and protect against complications of diabetes (14). More-
over, enhanced polyamine catabolism, as seen with in-
creased polyamine levels, can induce fatty acid oxidation
uncoupling and insulin sensitivity (15). This facts support
a putative role for polyamines against metabolic dysfunc-
tion in obesity.

J Clin Endocrinol Metab, September 2011, 96(9):2821-2825

In addition, polyamines have been shown to be neces-
sary for the differentiation of 3T3-L1 fibroblasts into adi-
pocytes (16), which regulates adipocyte formation and,
consequently, obesity. In the current work, polyamine lev-
els increase along with adiposity indices, which support
their role on growth and development on adipose tissue.
Furthermore, it is known that the expansion of this tissue
is associated with active angiogenesis that must be medi-
ated by angiogenic factors, such as VEGF (17). This factor
is expressed in adipose tissue and is up-regulated during
adipocyte differentiation. We can hypothesize that VEGF
production related to polyamine levels could be a benefi-
cial event in the early step of atherosclerotic plaque for-
mation as it occurs in children (18). VEGF enhances an-
giogenesis and vascular development and promotes the
oxygenation of arterial wall. However, this relation also
provides a plausible link for the mechanism of obesity-
associated cancer. Additionally, the increase of poly-
amines may affect DNA methylation because both depend
on the same substrate S-adenosylmethionine (19). Thus, it
is appealing to speculate that the connection between obe-
sity and the risk of cancer could be the increase in these
biological amines.

Undoubtedly, polyamines have two roles. Large-scale
studies are needed to better define the potential impact of
polyamines in clinical settings. In this respect, this study
shows an increase in polyamine levels in childhood obesity
that could be a response to oxidative conditions. Their
putative protective role against metabolic dysfunction and
their link to increased cancer risk in obesity deserves fur-
ther attention.
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Objective: Nitric oxide (NO) is the major endothelium-derived relaxing factor. The aim of the present
study was to evaluate NO synthesis and metabolism in severely obese children with different degrees of
metabolic risk and to ascertain their relation with the parameters of oxidative stress and inflammation.
Methods: The study involved 60 obese children evaluated with respect to metabolic risk factors (MRFs)
(32 <4 MRFs and 28 > 4 MRFs) and 50 normal weight children between 7 and 14 years of age. Nutritional
status was assessed by clinical and anthropometric examination. MRFs (serum lipid profile, insulin resis-

'ggﬂgiﬁ tance indexes, blood pressure) in addition to uric acid, homocysteine, leptin, and inflammatory markers
Nitric oxide were measured. Plasma nitrite, nitrate and nitrotyrosine concentrations, and urinary nitrate were deter-
Obesity mined as markers of NO production and nitrosative stress. Malondialdehyde, 8-isoprostane F,y, and

advanced oxidation protein products were analyzed in plasma to assess oxidative stress.

Results: Compared with healthy controls, the obese children had significantly increased concentrations
of markers of NO synthesis and nitrosative and oxidative stress that were correlated with each another.
Increased NO production in obese children was associated with MRFs; plasma nitrate to waist circumfer-
ence (r=0.388, p=0.003), uric acid (r=0.404, p<0.001), and tumor necrosis factor o (r=0.302, p=0.021),
and plasma nitrite to triglycerides (r=0.432, p<0.001).

Conclusion: NO synthesis and nitrosative stress are increased in severely obese children and correlated
with anthropometric parameters indicative of abdominal obesity, oxidative stress and inflammatory
markers.

Oxidative stress
Tumor necrosis factor o

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Nitric oxide (NO) is a major endothelium-derived relaxing factor
synthesized in small amounts by both endothelial and neuronal
NO synthase (NOS) under basal conditions. In contrast, inducible
NOS can produce up to 1000-fold more NO than endothelial NOS
when stimulated by inflammatory cytokines. The action of NO is
very sensitive to the presence of free radicals, mainly superoxide,
which combines with NO and generates peroxynitrite, a reaction
that results in inhibition of NO-mediated processes and enhances
oxidative damage [1]. This loss of NO bioavailability is a key feature
of endothelial dysfunction.

* Corresponding author at: Department of Pediatrics, Dr. Peset University Hospi-
tal, Avenida Gaspar Aguilar, N° 90, 46017 Valencia, Spain.
Tel.: +34 961622389; fax: +34 963864815.
E-mail address: pilar.codoner@uv.es (P. Codofier-Franch).

0021-9150/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.atherosclerosis.2010.12.035

Obesity is a clinical condition that can act as an underlying
pathophysiological trigger of cardiovascular disease. In obesity,
oxidative stress is now recognized to be an important feature
that favors atherosclerosis and other adverse metabolic effects
throughout the dysregulation of adipokines and inflammation
[2]. However, contradictory data are available regarding NO
metabolism in obesity and its complications [3]. Thus, Gomes et al.
have described that adult patients with metabolic syndrome had
lower concentrations of markers of NO formation [4]. In the same
way, obesity in juveniles has been associated with a decrease in
serum NO metabolites [5]. Nevertheless, a disparity of results has
been found by other authors whereas evidence points to an associ-
ation between higher serum NO metabolites levels and clustering
of metabolic syndrome components in epidemiologic studies in
adults [6] as well as in children [7].

The current study was designed to test the hypothesis that the
parameters of NO metabolism are increased in obese children and
related to cardiovascular risk. For this purpose, we have assessed
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the plasma nitrite and nitrate, the urinary excretion of nitrate, and
the nitrative modification of proteins by nitrotyrosine in a group of
severely obese children. Traditional metabolic risk factors (MRFs)
such as abdominal obesity, hypertension, dyslipidemia, and insulin
resistance were evaluated as well as recent factors related to car-
diovascular risk such as uric acid and homocysteine. In addition,
because oxidative stress is present in obese children [8], we ascer-
tained the relation between the biomarkers of lipid and protein
oxidation and indices of NO metabolism. Yet, as the adipokines and
other inflammatory cytokines are implicated in cardiovascular risk
[2], we also investigated the relation with leptin and parameters
of subclinical inflammation [high-sensitivity C-reactive protein,
tumor necrosis factor o (TNF-a), and interleukin 6] in our study
subjects.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

A total of 110 subjects (age range 7-14 years) were studied,
including 60 obese children (37 males), followed at the Pediatrics
Nutrition outpatient clinic, and 50 healthy controls with normal
nutritional status (23 males), who were from the local population
visiting primary care pediatricians for routine health check-ups and
unrelated to the patients. All participants underwent a complete
medical history and physical examination and no children had clin-
ical or laboratory signs of disease. The parents and the children
provided their signed informed consent to participate in the study,
which was approved by the local ethics committee.

The children’s eating habits reflect the typical Mediterranean
diet [9]. A limited nitrate diet (excluding food items such as cured
meat and green leafy vegetables) was consumed for the 48 h pre-
ceding the measurements to avoid any dietary influence on nitrate
and nitrite parameters. None of the children were receiving antiox-
idants or vitamin supplementation.

2.2. Measurements

Anthropometric parameters included body weight, height,
waist circumference (WC), and hip circumference. Body adiposity
was assessed by bioelectric impedance (BC-418MA, Tanita Europe
BV, Hoofddorp, The Netherlands). Values were expressed in num-
ber of standard deviation (z-score), referred to age and gender [10],
for body mass index (BMI), or related to the 50th percentile for WC
[11], and percentage of fat mass [12]. Obesity was defined follow-
ing the criteria of the International Obesity Task Force [13]. Blood
pressure was measured using an automated sphygmomanometer
(Dinamp 200; GE medical Systems Information Technologies, Inc.,
Milwaukee, WI, USA) and expressed as z-score according to the
tables provided by the Task Force Report [14].

2.3. Laboratory tests

Blood samples were obtained in the morning after at least
a 12-h fast, and urine samples were obtained in 2h after
subjects fully voided their bladder. All biochemical parameters
were determined at the hospital clinical laboratory. Glucose,
total cholesterol, triglycerides, high-density lipoprotein choles-
terol, and uric acid were measured by standardized techniques,
and insulin and homocysteine by automated electrochemilumi-
nescence immunoassay (Aeroset System® and Architect c8000%
Abbott Clinical Chemistry, Wiesbaden, Germany). High-sensitivity
C-reactive protein was measured by kinetic nephelometry (Immage
Nephelometer®, Beckman Coulter Inc. Brea, CA, USA). Insulin resis-
tance was determined by the homeostasis model assessment and

by fasting glucose-to-insulin ratio. The estimated glomerular fil-
tration rate (eGFR) was determined through serum creatinine
using the Léger formula (i.e., eGFR (mL/min)=[56.7 x body weight
(kg)+0.142 x heigth? (cm)]/creatinine (wM)), and corrected to
body surface x 1.73 m2.

2.4. Analytical procedures for markers of nitric oxide metabolism
and oxidative stress

All markers were determined in plasma samples obtained
immediately following blood processing (centrifugation at 600 x g
for 10 min) and stored in small aliquots (500 wL) at —80°C until
analysis (<6 months, thawed once) [15]. In addition, nitrate excre-
tion was evaluated in samples of 2 h urine collection, processed and
stored in the same way. All assays were carried out in duplicate.

NO production was evaluated through their stable end products
nitrite and nitrate. Plasma nitrite was measured fluorometrically
(Assay kit No 780051; Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA) [16]. Fluorescence was quantified using a SpectraMAX
Plus 384 GEMINI XS (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). To
avoid interferences: (1) plasma samples were ultrafiltered through
10kDa molecular weight cut-off filters (Microcon Ultracel YM-
10; Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) under centrifugation
(14,000 x g, 120 min, 15°C), (2) the amount of sample in the assay
was limited to 10 L of the ultrafiltrated plasma, and (3) all mate-
rials (including microtiter plates, filters, tubs and pipette tips)
were carefully rinsed with Ultrapure Milli-Q water prior to the
assays. Following these guidelines, the assay was linear in the range
0-3.85 wmol/L nitrite, with a detection limit of 0.05 pmol/L. Nitrate
levels in plasma and urine were measured spectrophotometrically
using the Griess reaction following conversion of nitrate to nitrite
with nitrate reductase from Aspergillus spp. Conditions were essen-
tially those described by Moshage et al. [17], being the absorbance
at 540 nm recorded on a Multiskan EX microplate reader (Thermo
Lab Systems, Helsinki, Finland). The values obtained by this pro-
cedure were the sum of nitrite plus nitrate, from which nitrite
levels were subtracted to obtain those of nitrate. Values of nitrate
in urine were expressed related to those of creatinine (umol/mmol
creatinine) (UNO3/UCr). Plasma nitrotyrosine was measured by
enzyme-linked immunosorbent assay essentially as described by
Cerielloetal.[18] using acommercially available kit (HK501; Hycult
Biotech B.V., Uden, Netherlands).

Regarding markers of oxidative stress, plasma 8-
isoprostaglandin F,, was determined by a commercially available
competitive enzyme immunoassay kit (Catalog No. 516351; Cay-
man Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA). Malondialdehyde
was determined in plasma spectrophotometrically at 532 nm
following a reaction with thiobarbituric acid and reverse-phase
isocratic HPLC separation [19]. Advanced oxidation protein
products (AOPPs), a marker of protein oxidation, was measured
spectrophotometrically at 340 nm according to the method pro-
posed by Witko-Sarsat et al. [20] with a modification that adds a
delipidation step [21].

2.5. Analytical procedure for inflammatory markers

We used a multiplex immunoassay [22] with MILLIPLEX Map
Human Kits specific for interleukin 6, leptin and TNF-a (Human
Serum Adipokine Panel B, # HADK2-61K-B) from Millipore Cor-
poration (Billerica, MA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The plates were read in a cytometer (Luminex 100™
IS Analyser, Luminex Corporation, Austin, TX, USA). The stan-
dard curve was calculated using five-parametric-curve fitting, and
results were analyzed using Luminex 100 IS 2.3 software (Luminex
Corporation, Austin, TX, USA).
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Table 1
Clinical and biochemical data of the 110 children stratified according to nutritional status and the number of metabolic risk factors (MRFs).
Non-obese (n=50) Severe obesity with <4 MRFs (n=32) Severe obesity with >4 MRFs (n=28) p-value

Gender (F/M)2 27/23 11/21 12/16 0.210
Age (years)® 11(9-13) 11(8-12) 12 (10-13)t 0.036
eGFR (mL/min/1.73 m?)° 136+21 130+14 123417 0.040
Anthropometry®

BMI z-score ~04(-1.1-0.2) 3.9(2.9-5.5) 3.9(3.3-5.0)' <0.0001

Relative fat mass (%) 106 +26 199+40° 199+45 <0.0001

Relative WC (%) 100+10 143+£17 146 +£17" <0.0001

WC/height 0.45 +0.04 0.62+0.06" 0.62+0.07" <0.0001
Traditional MRFs®

Systolic BP z-score —-0.13+1.09 0.83+1.09° 1.71+0.95! <0.0001

Diastolic BP z-score 0.00 (—0.60-0.18) 0.52(0.22-1.19)" 1.06 (0.27-1.68)t <0.0001

HDL-cholesterol (mg/dL) 52 (44-61) 47 (41-53) 37 (32-41) <0.0001

Triglycerides (mg/dL) 62 (42-79) 73 (61-83) 140 (98-212)f <0.0001

Glucose (mg/dL) 93+7 95+5 98+ 7¢ 0.001

Insulin (IU/mL) 9.1+5.1 15.0+7.1" 28.0+10.8 <0.0001

HOMA-IR 2.0(1.3-2.5) 3.2(2.4-4.2) 6.1 (4.8-8.9) <0.0001

FGIR 11.2 (8.8-14.5) 7.0(5.1-9.6)" 3.9 (2.9-4.9)t <0.0001
Other cardiovascular risk factors®

Uric acid (mg/dL) 33+1.1 4.0+0.7 50+1.1% <0.0001

Homocysteine (umol/L) 6.5 (5.7-7.0) 7.2 (5.9-8.6) 7.9 (6.8-9.0) 0.003

BMI=body mass index; WC=waist circumference; BP=blood pressure; HDL = high-density lipoprotein; HOMA-IR = homeostasis model assessment of insulin resistance;

FGIR =fasting glucose-to-insulin ratio; eGFR = estimated glomerular filtration rate.

Values are expressed as means =+ SD or as medians (interquartile range) for skewed data.

2 Chi-square test.

b ANOVA test.

¢ ANCOVA test adjusted by age and gender.

" Statistically different versus non-obese subjects.

 Versus severe obese subjects with <4 MRFs.

! Versus non-obese subjects, and severe obese subjects with <4 MRFs.

2.6. Definitions

To estimate metabolic risk in children we included the follow-
ing factors for analysis based on criteria analogous to those of the
International Diabetes Federation (IDF) consensus [23]: (1) abdom-
inal adiposity (WC > 90th percentile with regard to age and gender
and WC/height>0.5), (2) impaired glucose metabolism (fasting
glucose > 100 mg/dL, or insulin resistance defined as homeostasis
model assessment >3.16 [24], or fasting glucose-to-insulin ratio
<6 [25]), (3) high-density lipoprotein cholesterol <40 mg/dL, (4)
triglycerides >110mg/dL, and (5) hypertension (systolic or dias-
tolic blood pressure>95th percentile for age and gender). We
considered that obese children had a high metabolic risk when at
least four of these factors were present (>4 MRFs).

2.7. Statistical analysis

Data analysis was performed with the SPSS 17.0 software pack-
age (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). The adjustment to normality
was verified with the Kolmogorov-Smirnov test with Lilliefors
correction. Skewed data were log transformed for analysis. All
results are expressed as mean =+ SD or median and interquartile
range (25-75th percentile) as appropriate. Differences between
groups were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) for
gender-age-standardized data. Analysis of covariance (ANCOVA)
adjusted for age and gender was used to non-standardized vari-
ables. Post hoc comparisons using the Least Significant Difference
(LSD) test were performed to determine which group significantly
differs from others. Relationships of the parameters of the NO
pathway with oxidative stress biomarkers, MRFs, leptin and param-
eters of inflammation were analyzed by Pearson partial correlation
coefficient after controlling for age and gender both in all chil-
dren included in the study and specifically in obese children. A p
value <0.05 was considered the minimum level of statistical signif-
icance.

3. Results
3.1. Study subjects

Table 1 shows the clinical characteristics, anthropometric
parameters and biochemical data of the normal weight and obese
children according to the presence of MRFs included in this study.
There were significant differences in all factors studied between
the control group and all children in the obese group (60 children).
It was notable that the obese children with high metabolic risk (>4
MRFs)were slightly older. These children also present higher values
of uric acid and homocysteine and the eGFR was lower (although
within normal limits) than normal children.

3.2. Markers of the NO metabolism, oxidative stress, and
inflammation in obese children according to metabolic risk

The results are presented in Table 2. Analysis of the NO
metabolism showed significant alterations in obese children com-
pared to normal weight children. Plasma nitrite, nitrate, and
nitrotyrosine were significantly increased in obese children, with
plasma nitrite higher in the obese children with MRFs >4 versus
MRFs <4. UNO3/UCr was also higher in obese children than con-
trols; however, patients with MRFs > 4 had lower levels compared
to obese children with MRFs < 4. This fact cannot be attributed to an
altered glomerular function, as this was normal in all cases. More-
over, UNO3/UCr was not correlated with eGFR (r=0.174, p=0.192).
Leptin values were increased in obese children and were higher
with high metabolic risk. Inflammatory markers were increased in
obese children without differences with respect to MRFs. The mark-
ers of lipid peroxidation (malondialdehyde and 8-isoprostane Fy,)
were also significantly elevated in obese children. The increase in
AOPPs was only observed in the children with higher metabolic
risk.
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Table 2

Parameters of the NO pathway, oxidative stress, and inflammation of the 110 children stratified according to nutritional status and the number of metabolic risk factors

(MRFs).

Non-obese (n=50) Severe obesity with <4 MRFs (n=32) Severe obesity with >4 MRFs (n=28) p-value?

Nitrite (pmol/L) 1.07 (0.60-1.60) 1.43 (0.80-2.0)" 2.61(1.37-3.90)¢ 0.005
Nitrate (pmol/L) 23.0(21.4-25.8) 31.1(27.3-414) 31.9(27.5-35.6)" 0.002
Nitrotyrosine (p.mol/L) 0.29 (0.14-0.47) 0.42 (0.24-0.78) 0.42 (0.27-0.72)" 0.028
UNO;/UCr (pmol/mmol creatinine) 71.8 (58.8-84.0) 99.9(71.1-128.6)' 92.1(63.6-106.7)! 0.002
8-isoprostane Fy, (pg/mL) 24.8(18.4-30.1) 33.9(23.8-54.9) 35.2(26.2-47.4) <0.001
Malondialdehyde (p.mol/L) 0.36 (0.22-0.47) 0.41(0.27-1.19)° 0.82 (0.28-1.16)' 0.008
AOOPs (pmol/L) 47.7+15.6 51.1+16.0 63.5+14.3! <0.001
Leptin (ng/mL) 21.5(8.2-50.6) 113.7 (85.5-130.8)' 168.6 (130.3-193.3)! <0.0001
TNF-« (pg/mL) 28.0+8.5 37.5+11.3" 34.1+9.9 <0.0001
Interleukin 6 (pg/mL) 9.2(7.6-12.2) 15.1 (12.2-20.7)' 13.7 (10.7-19.3)' <0.0001
hs-CRP (mg/L) 0.43 (0.21-0.96) 3.08 (0.88-4.53)" 2.40 (0.89-4.56)" <0.0001

UNO3/UCr = urinary nitrate/urinary creatinine; AOPPs =advanced oxidation protein products; TNF-a = tumor necrosis factor o; hs-CRP = high-sensitivity C-reactive protein.

Values are expressed as means =+ SD or as medians (interquartile range) for skewed data.

2 ANCOVA adjusted by age and gender.

" Statistically different versus non-obese subjects.

 Versus severe obese subjects with <4 MRFs.

* Versus non-obese subjects, and severe obese subjects with <4 MRFs.

3.3. Correlation of parameters of the NO metabolism with
oxidative stress markers in obese children

We found a significant correlation between plasma mark-
ers of NO metabolism and those indicative of oxidative stress
in obese children adjusted by age and gender. Plasma nitrite
and nitrate contents were significantly and positively associated
with 8-isoprostane F,, (r=0.386, p=0.003, and r=0.320, p=0.014,
respectively). Furthermore, plasma nitrite was also associated with
plasma malondialdehyde (r=0.275, p=0.036). However, such cor-
relations do not extend to urinary nitrate in spite of the good
correlation among nitrate levels in plasma and urine (r=0.649,
p<0.0001). In our study, nitrotyrosine levels were neither corre-
lated with nitrite or nitrate levels nor with parameters of oxidative
stress.

3.4. Correlation of parameters of the NO metabolism and
nitrosative stress with cardiometabolic risk factors and adipokines

The analysis was performed on all children enrolled in the study
and especially in the obese group (Table 3). To control for the
effects of age and gender, the partial Pearson’s coefficient corre-
lation analysis adjusted by these variables was done. There were

Table 3

positive associations of anthropometric parameters indicative of
abdominal adiposity such as the relative WC, and WC/height with
plasma nitrate in obese children. Nevertheless, there was no corre-
lation to other anthropometric parameters such as body mass index
z-score or the percentage of fat mass, nor to blood pressure. Regard-
ing serum lipid levels, only the triglyceride values were related
to plasma nitrite in obese children. Among non-traditional MRFs
analyzed, there was a positive correlation of plasma nitrate with
uric acid, and UNO3/UCr was inversely correlated with homocys-
teine levels. With respect to the inflammatory markers, only TNF-o
values correlated positively with plasma nitrate in obese children.

4. Discussion

In this study, markers of NO formation, oxidative stress, leptin
and inflammatory cytokines were assessed in normal and obese
children. The main findings are as follows: (1) compared with nor-
mal weight children, the obese children had higher concentrations
of markers of NO formation, which were associated with increased
markers of oxidative stress. (2) When the presence of >4 MRFs was
considered, the plasma levels of nitrite were higher, as well as the
AOPPs. In contrast, the urinary levels of nitrate were lower than in
the group of obese children with <4 MRFs. (3) When the parameters

Pearson correlation coefficients adjusted for age and gender in all the study children (n=110) and severely obese children (n=60).

Log nitrite Log nitrate Log UNOs/UCr Log nitrotyrosine

All subjects Obese subjects All subjects Obese subjects All subjects Obese subjects All subjects Obese subjects
Log BMI z-score 0.233" 0.125 0.3818 0.192 0.180 0.098 0.199° -0.145
Relative WC 0.2461 0.098 0.4528 0.388f 0.227 0.191 0.237 0.061
WC/height 0.292f 0.103 0.4148 0.286" 0.227" 0.205 0.250f 0.129
Systolic BP z-score 0.2771 0.236 0.128 -0.019 0.006 —-0.081 0.225 0.133
Log diastolic BP z-score 0.233" -0.072 0.080 -0.100 -0.076 -0.157 0.168 —-0.047
Log HDL-cholesterol -0.2871 —-0.245 -0.237" -0.052 0.045 0.211 -0.148 —0.031
Log triglycerides 0.3678 0.432¢ 0.076 -0.014 —0.024 0.008 —0.002 -0.029
Log HOMA-IR 0.194" 0.153 0.175 -0.185 —-0.015 -0.217 0.220° 0.100
Uric acid 0.155 0.217 0.3598 0.404! 0.068 0.109 —0.043 -0.234
Log homocysteine 0.038 0.141 -0.015 -0.233 -0.202° -0.314" -0.123 —0.103
Log leptin 0.041 0.113 0.279% -0.203 0.146 -0.215 0.150 -0.199
TNF-a 0.049 0.145 0.249f 0.302° 0.237 0.251 0.158 0.094
Log interleukin 6 0.073 0.005 0.089 -0.180 —0.056 -0.198 0.2691 0.138
Log hs-CRP 0.025 0.013 0.195 —-0.220 0.154 —-0.155 0.237 —-0.168

BMI =body mass index; WC=waist circumference; BP=blood pressure; HDL = high-density lipoprotein; HOMA-IR = homeostasis model assessment of insulin resistance;

TNF-a = tumor necrosis factor a; hs-CRP = high-sensitivity C-reactive protein.
" p<0.05.
t p<0.01.
t p<0.001.
§ p<0.0001.
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of NO metabolism were analyzed individually in obese children,
there was a positive association of plasma nitrite with triglyc-
eride levels, and of plasma nitrate with anthropometric measures
of abdominal obesity, uric acid, and TNF-«, whereas an inverse
relationship between urinary nitrate and homocysteine was found.

Although the importance of the NO pathway in the genesis
of atherosclerosis is well-recognized, contradictory data regarding
markers of NO metabolism have emerged, particularly in childhood
obesity. In obese juveniles, a significant decrease has been reported
in nitrate/nitrite combined measurements (usually termed as NOy)
that may contribute to areduced bioavailability of NO [5]. However,
recently, the concentrations of NOy have been found to be higher in
obese children and related to metabolic syndrome [7]. The exces-
sive production of NO in obese patients is also supported by the
fact of its decrease found after bariatric surgery in morbid obese
patients [26]. Measuring NO production “in vivo” is difficult because
it is rapidly oxidized, but insights regarding this process can be
obtained by indirect markers of its production. Nitrite and nitrate in
human plasma are the oxidation products of NOS-derived NO and
quantitative indicators of NO formation. Nitrite levels have been
proposed as indicator of bioactive NO synthesized by endothelial
NOS in the vascular wall. In contrast, plasma nitrate, and hence NOy,
will be indicative of total-body NO synthesis. Nitrate is excreted
through the kidney by glomerular filtration, but a significant pro-
portion is actively reabsorbed by the distal tubule accounting for
its low clearance rate. Hence, urinary nitrate, in the same way as
plasma nitrate, reflects the steady-state of the total body NO pro-
duction [15].

In our study, we found evidence of significant increases
rather than reductions in all the plasmatic parameters of the NO
metabolism in obese children, mainly in the presence of a cluster
of MRFs. This observation suggests that enhanced NO production
occurs at the earliest stages of obesity and is related to metabolic
risk in line with the data of Ghasemi et al. [7]. It is possible that
discrepancies between our results and those of Gruber et al. [5]
may be derived from differences in subjects among the studies,
mainly with respect to the age because puberty modifies metabolic
risk factors. The children included in our study are younger than
the subjects studied by Gruber et al. [5]. It is conceivable that,
in the initial state, there is a compensatory increase of NO syn-
thesis, and, after that, it could decline. Enhanced NO production
may occur by an early adaptive response through upregulation
of endothelial NOS [3]. Furthermore, adipogenic differentiation in
obesity increases the expression of inducible NOS that can lead to
an augmented generation of NO [27]. The expression of inducible
NOS may be regarded as one aspect of obesity-associated chronic
inflammation. In this sense, we have found a positive relation-
ship between plasma nitrate and the pro-inflammatory cytokine
TNF-a, which habitually precedes the increase in interleukin 6 and
high-sensitivity C-reactive protein in the inflammatory cascade [2].
Therefore, changes in NO production may arise through complex
interactions between factors that regulate NOS activity and expres-
sion and could differ throughout the course of obesity.

In the current study, correlations were found between both
plasma 8-isoprostanes F», and malondialdehyde with markers of
NO production. Increased production of reactive oxygen species
could limit NO bioavailability because they convert NO to perox-
ynitrite that in turn leads to nitrosative stress. Peroxynitrite is a
powerful pro-oxidant that can modify tyrosine residues to give
nitrotyrosine, which is considered to play a major role in the cyto-
toxic vascular process [28]. The increase in nitrotyrosine levels in
obese children irrespective of the presence of MRFs found in this
study suggests that it is an early event in the natural history of
obesity.

Because of the complex chemical reactions involved in
metabolism of NO and its interrelationship with oxidative stress it

cannot be easily discriminated whether high or low levels of indi-
rect products of NO (nitrite and nitrate) will be beneficial or not.
They are thus a measure both of the generation and elimination of
NO and have no prognostic implications.

Of note is the significant correlation of metabolic factors with
parameters of NO metabolism that points to the enhanced produc-
tion[29]. However, we did not found a relationship between insulin
resistance and markers of the NO pathway, possibly because insu-
linemia is highly age-dependent, and it could require a much larger
numbers of subjects to detect, as it occurs in the study of Ghasemi
etal. [7].

It may be surprising that, on the contrary, urinary nitrate seems
to not be affected by the MRFs studied in our patients. Nonethe-
less, an interesting and statistically significant inverse relationship
between urinary nitrate and homocysteine, an independent risk
factor for early atherosclerotic vascular disease, was observed. In
this sense, our results are in agreement with O’Kane et al. [30].
The excretion rate of nitrate in the urine assesses gradual, long-
lasting changes in whole body NO synthesis. Alternatively, minimal
renal dysfunction in obesity might explain the diminution observed
in the excretion of nitrate as the renal vascular bed is extremely
sensitive to changes in endothelial function.

In conclusion, we suggest that in obese children, the increased
NO biosynthesis is an early event associated with oxidative stress
and inflammation. These interrelations may play a role in the devel-
opment of atherosclerosis at an early age.
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protein products; mine whether the plasma level of advanced oxidation protein products, analyzed with
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Metabolic risk factors; Methods and results: The plasma levels of mAOPPs were determined by spectrophotometry in
Oxidative stress 54 severely obese and 44 healthy children. We also measured lipid peroxidation biomarkers

(thiobarbituric acid-reactive substances, malondialdehyde, and 8-isoprotane F;,) and sulfhy-
dryl groups, a marker of antioxidant defense. Protein oxidation and lipid peroxidation markers
were higher and sulfhydryl levels were lower in obese children compared with controls. Taking
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highest levels of mMAOPPs were found in the children with >3 MRFs. The level of mAOPPs
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Conclusion: The determination of mAOPPs in delipidated plasma is an easy way to evaluate
protein oxidation. It may be useful in severely obese children for better cardiovascular risk

assessment.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Obese children have elevated oxidative stress levels that
may contribute to the pathogenesis of long-term compli-
cations such as cardiovascular disorders and type 2 diabetes
[1]. Thus, determination of oxidative stress markers, in
addition to clinical and laboratory indices, has been
proposed for evaluation of obese children [2]. The most
frequently used approach is the measurement of lipid
peroxidation. In addition to lipids, proteins are also
recognized as important targets for oxidants. The oxidative
structural and functional modification of proteins could be
an important event leading to endothelial dysfunction [3].
Until recently, however, protein oxidation has not been
extensively studied in clinical settings because of a lack of
easily accessible methods for detection of protein damage.
Advanced oxidation protein products (AOPPs) are a rela-
tively novel oxidative stress marker. They have mainly been
related with impaired carbohydrate metabolism in subjects
with type 1 or 2 diabetes [4,5]. Atabeck et al. [6] found that
this marker was increased in obese children and adoles-
cents. A recent study showed that juvenile overweight/
obesity and obesity-related disorders were associated with
increased AOPPs levels [7]. Nevertheless, there is currently
insufficient data linking protein oxidative stress determined
by AOPPs levels to metabolic risk factors (MRFs) in children.
Paradoxically, despite higher AOPPs, obese children display
lower plasma advanced glycation products (involved in the
pathogenesis of diabetic complications) in comparison with
their lean counterparts [8]. In addition, current methods
might be overestimating AOPPs values because of inter-
ferences caused by lipid levels (principally triglycerides)
[9]. For these reasons, the aim of this study was to inves-
tigate the value of AOPPs, using a modified assay that
includes a delipidation step (mAOPPs), as a marker of
protein oxidation in obese children to assess their clinical
utility to identify obese children who are at risk for
complications. We also investigated the relationship of this
marker with others biomarkers of lipid oxidation in child-
hood obesity.

Methods

Study population

A total of 98 children aged 7—14 years were enrolled in this
study. Fifty-four of these children were referred to the
outpatient clinic at Dr. Peset University Hospital (Valencia,
Spain) for investigation and treatment of obesity. All these
children were affected by severe essential obesity with
a body mass index (BMI) higher than 2.5 standard deviations
from the mean for their age and gender [10]. The other 44
children constituted the control group. The children were

recruited by primary care physicians during routine clinical
check-ups and gave their consent to participate in the
study. All subjects were Caucasian and of Spanish descent.
Exclusion criteria were the presence of concomitant
diseases, genetic syndromes, endocrine disorders, and
chronic allergies. No children had an infectious and/or
inflammatory illness, which was confirmed by medical
histories and physical examinations. Pubertal stage was
assessed by inspection and palpation in each patient by the
same pediatrician according to the criteria of Marshall and
Tanner. All of the subjects were < stage 3, and female
subjects had not yet begun menstruation. Nutritional habits
were similar in all children; there were no vegetarians, and
no patients were taking supplemental vitamins. Informed
written consent was obtained from all parents, and oral
consent was obtained from all children. The Ethical
Committee of the hospital approved the research.

Measurements

On the day of entry to the study, all children underwent
a complete clinical history and examination. Weight and
height measurements were taken with the child lightly
dressed and barefoot, according to standardized methods.
Waist circumference (WC) was obtained over the unclothed
abdomen at the narrowest point between the rib cage and
the superior border of the iliac crest. Hip circumference
was measured over light clothing at the level of the widest
diameter around the buttocks using non-elastic flexible
tape, and measurements were recorded to the nearest
0.1 cm. We used the BMI z-score for age and gender as
a fatness index. The fat mass percentage was obtained via
bioelectrical impedance using the BC-418MA Tanita
Segmental Body Composition Analyzer (Tanita Europe BV,
Hoofddorp, The Netherlands) and converted to normalized
parameters using comparison to the 50th standard
percentile for age and gender for the fat mass percentage
(relative fat mass) [11]. The distribution of fat mass was
evaluated by relating the WC to the 50th percentile for age
and gender [12] as well as the WC/hip circumference and
WC/height indices.

Blood pressure (BP) was measured using an automated
sphygmomanometer (Dinamp 200; GE medical Systems
Information Technologies, Inc., Milwaukee, Wisconsin,
USA). Elevated BP (>95th percentile for height) was
determined using tables provided by the Task Force Report
[13].

Laboratory procedures

After overnight fasting, blood samples were taken from the
antecubital vein. Routine biochemical blood tests included
serum glucose, total cholesterol, high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol,
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triglycerides (TG), and uric acid [Aeroset System®, Abbott
Clinical Chemistry (Wiesbaden, Germany)]. Insulin, homo-
cysteine, and folic acid were measured using automated
electrochemiluminescence immunoassays [Architect
c800®, Abbott Clinical Chemistry (Wiesbaden, Germany)].
Nephelometry was used to measure apoproteins A1 and B
and highly sensitive C-reactive protein [Dade Behringer
Inc., (Barcelona, Spain)]. We employed the homeostasis
model assessment index (HOMA-IR) for determination of
insulin resistance, which was calculated by the following
equation: fasting insulin levels (uU/mL)xfasting glucose
(mmol/L)/22.5. We also determined the fasting glucose-to-
insulin ratio (FGIR) (i.e., fasting glucose (mg/dL)/fasting
insulin (uU/mL)).

Analyses of oxidative stress biomarkers were performed
for plasma obtained immediately by blood processing
(centrifugation at 600 g for 10 min) and stored in small
aliquots (500 plL) at —80 °C until analysis (<6 months) [14].
All assays were carried out in duplicate. AOPPs were
measured spectrophotometrically according to the method
proposed by Witko-Sarsat et al. [15]. Briefly, 1 mL of plasma
diluted 1:5 in phosphate-buffered saline (10 mmol/L, pH
7.4) or chloramine-T standard solutions (0—100 pmol/L) was
mixed with 50 pL of potassium iodide (1.16 mol/L) followed
by 100 uL of acetic acid. Absorbance at 340 nm was
determined immediately, and AOPPs concentrations were
expressed in umol/L of chloramine-T equivalents. We
delipidated plasma samples (500 uL) with a 50 uL mixture of
10 g/L dextran sulfate (Dextralipid 50; Sigma—Aldrich Qui-
mica S.A, Madrid, Spain) and 1 mol/L magnesium sulfate
(Sigma—Aldrich Quimica S.A, Madrid, Spain) and measured
AOPPs in the supernatant after centrifugation at 1000 g for
20 min [9]. These values were compared to AOPPs
measured directly in the plasma to determine lipid inter-
ferences. Unless stated otherwise, AOPPs values in this
study refer to those obtained in delipidated plasma and
marked as mAOPPs.

Plasma 8-isoprostaglandin F,, was analyzed using
a commercially available competitive enzyme immunoassay
(EIA) kit (Catalog No 516351; Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, MI). Similar to a previously described method
[16], plasma levels of malondialdehyde were determined by
spectrophotometric quantification of the diethylthio-bar-
bituric acid adduct at 532 nm after reverse-phase isocratic
HPLC separation of the complex. In addition, thiobarbituric
acid-reactive substances (malondialdehyde-like
substances) were analyzed spectrophotometrically at
532 nm following reaction with thiobarbituric acid under
acidic conditions as described by Santos et al. [17]. The
concentration of sulfhydryl groups (-SH groups) was
measured with Ellman’s reagent (5,5'-dithiobis, 2-nitro-
benzoic acid) in 0.1 mol/L sodium phosphate buffer, pH
8.0. Absorbance was read at 412 nm and calculations were
performed with a molar extinction coefficient of
13,600 M~ ' cm~" [18].

Definitions

Because universally accepted criteria to estimate meta-
bolic risks in children are lacking, we included the same risk
factor variables that are used for the adult definition.

These are based on criteria analogous to those of the
International Diabetes Federation (IDF) consensus [19].
Thus, the following variables were considered for analysis:
central adiposity (WC >90th percentile with regard to age
and gender and WC/height >0.5), impaired glucose
metabolism (fasting glucose >5.55 mmol/L [100 mg/dL] or
insulin resistance defined as HOMA-IR >3.16 [20] or FGIR <6
[21]), dyslipidemia (HDL-C <1.03 mmol/L [40 mg/dL] or TG
>1.24 mmol/L [110 mg/dL]), and hypertension (systolic or
diastolic BP >95th percentile for age and gender).

Statistical analysis

The sample size necessary to achieve 90% statistical power
with a two-sided significance level of 0.05 was calculated
from our previous data [1]. The adjustment to normality
was verified with the Kolmogorov—Smirnov test with Lil-
liefors correction. Continuous data were expressed as
mean + SD, or median (interquartile range) for skewed
data. The data that were not normally distributed were
transformed logarithmically for analysis. Differences in
continuous variables between two groups were assessed by
unpaired Student’s t-test. Categorical data are presented
as frequencies (n) and percentages (%) and are compared
by the 2 test. The cutoff value for mAOPPs was calculated
from a receiver-operating characteristic (ROC) curve.
Correlations between variables were assessed with Pear-
son’s coefficient. Multiple linear regression (stepwise) was
applied to identify the relationship between the various
parameters. Statistical analysis was performed using the G-
Stat 2.0 software package (GlaxoSmithKline S.A.). P < 0.05
was considered to be significant.

Results

The clinical and anthropometric data as well as the
biochemical characteristics of the children participating in
the study are summarized in Table 1. The differences
between obese children and controls with regard to age and
gender were not significant. All obese subjects presented
with abdominal obesity (WC >90th percentile and WC/
height >0.5), and 80% of them had a BMI z-score >3. Only
26% of the obese children had fasting glucose values greater
than 100 mg/dL. However, HOMA-IR values exceeded 3.16
in 76% of participants, and FGIR <6 was noted in 68%.

Cumulative results regarding biomarkers of oxidative stress
in both the patient and control groups are shown in Table 2,
and significant differences were documented. All biomarkers
of oxidative stress were higher in obese children compared
with controls. The levels of sulfhydryl groups were signifi-
cantly lower in obese children, which reflected the degree of
antioxidant consumption. Independent of delipidation, no
correlation was observed between AOPPs values and the
biomarkers of lipid peroxidation or antioxidant status.

As expected, plasma delipidation reduced AOPPs levels
(by 23% and 16%) and TG (by 88% and 86%) in the obese and
control groups, respectively. However, AOPPs values
remained significantly elevated in the obese group after
plasma delipidation. Thus, only the AOPPs values obtained
in delipidated plasma (mAOPPs) were used in subsequent
analysis.
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Table 1  Clinical and biochemical data for control and severely obese children enrolled in the study

Control (n = 44) Obese (n = 54) P-value
Gender (F/M) 19/25 21/33 0.667
Age (years) 11 (9—13) 12 (9—13) 0.615
BMI z-score —0.4 £ 0.9 4.1 +1.3 <0.0001
Relative fat mass (%) 105 + 28 198 + 43 <0.0001
Relative WC (%) 101 £+ 10 145 + 17 <0.0001
WC/hip circumference 0.87 + 0.06 0.93 £+ 0.06 <0.0001
WC/height 0.45 + 0.04 0.62 + 0.06 <0.0001
Systolic BP z-score —0.16 £+ 1.16 1.31 £ 1.13 <0.0001
Diastolic BP z-score —0.06 (—0.64—0.34) 0.66 (0.26—1.55) <0.0001
Total cholesterol (mmol/L) 4.04 + 0.83 4.40 + 0.90 0.040
HDL-C (mmol/L) 1.31 (1.17—1.58) 1.03 (0.93—1.22) <0.0001
LDL-C (mmol/L) 2.36 + 0.62 2.69 + 0.75 0.023
TG (mmol/L) 0.68 (0.47—0.85) 1.05 (0.79—1.62) <0.0001
Apoprotein A1 (g/L) 1.26 (1.14—1.52) 1.18 (1.05—1.30) <0.001
Apoprotein B (g/L) 0.65 + 0.17 0.79 + 0.23 0.001
Fasting glucose (mmol/L) 5.12 + 0.44 5.37 + 0.34 0.010
Fasting insulin (pmol/L) 60.4 (44.4—74.3) 135.7 (95.0—193.0) <0.0001
HOMA-IR 2.0 (1.3—2.5) 4.7 (3.2—6.6) <0.0001
FGIR 11.2 (9.2—-14.3) 4.9 (3.5—7.3) <0.0001
hs-CRP (mg/L) 0.4 (0.2—0.9) 2.7 (0.8—4.0) <0.0001
Homocysteine (umol/L) 6.6 (5.8—7.0) 7.8 (5.9-8.6) 0.024
Folic acid (nmol/L) 17.7 (13.1-24.7) 16.8 (10.6—22.6) 0.060
Uric acid (umol/L) 190 + 59 270 + 62 <0.0001

hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein.

To convert total cholesterol, HDL-C and LDL-C to mg/dL, divide by 0.0259; TG, divide by 0.0113; apoprotein A1 and B, divide by 0.01;
glucose, divide by 0.0555; insulin to uU/mL, divide by 6.945; homocysteine to mg/L, divide by 7.397; folic acid to ng/mL, divide by

2.266; uric acid to mg/dL, divide by 59.48.

Values are expressed as mean + SD or as median (interquartile range) for skewed data.

Taking metabolic risk into account, we subdivided the
obese children according to the cutoff point obtained for
their mAOPPs values from the ROC curve, with an area
under the curve (AUC) of 0.76 (Table 3). At this cutoff point
(53.2 umol/L), the degrees of sensitivity (67%) and speci-
ficity (71%) were the highest. Anthropometric measures and
the existence of hypertension did not differ between
groups. A more atherogenic lipid profile and the presence
of insulin resistance were noted in obese children with
higher mAOPPs values. Overall, the presence of >3 MRFs
was more frequently noted in the obese children, which
had higher mAOPPs levels. The severely obese children with
>3 MRFs had a mAOPPs level of 62.7 4= 14.2 pmol/L whereas
children with one or two factors had a level of
47.9 + 14.3 pmol/L (P < 0.001).

We did not observe any correlations between mAOPPs
and anthropometric measures, BMI z-score, or relative
fat mass in obese children. Nevertheless, the level of
mAOPPs was positively correlated with TG (r = 0.29,
P = 0.031) and TG/HDL-C index (r = 0.35, P = 0.009)
and negatively correlated with HDL-C (r = -0.33,
P = 0.014). No other correlations with biochemical
parameters were noted.

To investigate the independent effect of the MRFs on
mAOPPs, a multiple stepwise linear regression analysis was
performed on data obtained from obese children. The
initial model included BMI z-score, systolic BP z-score, HDL-
C, TG, and HOMA-IR as independent variables. In the
analysis of the factors influencing mAOPPs levels, only
systolic BP z-score and HDL-C yielded a model that was

Table 2 Biomarkers of oxidative stress determined in plasma of control and severely obese children

Control (n = 44) Obese (n = 54) P-value
AOPPs (umol/L) 53.2 + 14.5 72.7 + 16.6 <0.0001
mAOPPs (umol/L) 44.3 + 13.9 56.1 + 15.9 <0.001
TBARS (umol/L) 21.3 + 2.6 22.7 + 3.0 0.028
Malondialdehyde (umol/L) 0.35 (0.22—-0.44) 0.67 (0.31—1.16) <0.001
8-isoprostaglandin F,, (pg/ml) 27.0 (17.9—-34.9) 35.8 (25.0—49.5) <0.001
Sulfhydryl groups (umol/L) 428 + 43 411 + 37 0.030

TBARS, thiobarbituric acid-reactive substances.

Values are expressed as mean + SD or as median (interquartile range) for skewed data.



Elevated AOPPs indicate metabolic risk in severely obese children 241

Table 3  Metabolic risk factors according to the cutoff point for AOPPs in 54 severely obese children

AOPPs < 53.2 umol/L (n = 29) AOPPs > 53.2 umol/L (n = 25) P-value
BMI z-score 43 +1.3 3.9+14 0.275
Relative WC (%) 144 + 15 145 + 19 0.868
WC/height 0.62 + 0.05 0.62 + 0.07 0.893
Systolic BP z-score 1.01 + 1.26 1.66 + 0.85 0.033
Diastolic BP z-score 0.64 (0.18—1.19) 0.69 (0.35—1.55) 0.393
Hypertension 12 (41.4) 14 (56.0) 0.284
HDL-C (mmol/L) 1.09 (0.98—1.32) 0.96 (0.88—1.06) 0.009
<1.04 9 (31.0) 16 (64.0) 0.015
TG (mmol/L) 0.87 (0.76—1.03) 1.32 (1.06—1.93) 0.020
>1.24 7 (24.1) 15 (60.0) 0.007
TG/HDL-C 1.83 (1.39—-2.50) 3.32 (2.13-5.23) 0.002
>3.5 4 (13.8) 12 (48.0) 0.006
Fasting glucose (mmol/L) 5.36 + 0.30 5.39 + 0.38 0.738
>5.55 7 (24.1) 7 (28.0) 0.747
Fasting insulin (pmol/L) 135.1 = 74.9 171.3 £ 77.6 0.088
>96.9 16 (55.2) 23 (92) 0.003
HOMA-IR 4.21 (2.50—6.11) 5.07 (3.91-7.58) 0.045
>3.16 18 (62.1) 23 (92.0)) 0.010
FGIR 5.55 (3.90—8.44) 4.68 (3.26—5.64) 0.031
<6 15 (51.7) 22 (88.0) 0.004
MRFs >3 12 (41.4) 18 (72.0) 0.024
MRFs >4 7 (24.1) 16 (64.0) 0.003

To convert total cholesterol and HDL-C to mg/dL, divide by 0.0259; TG, divide by 0.0113; glucose, divide by 0.0555; insulin to pU/mL,
divide by 6.945. Values are expressed as mean + SD, as median (interquartile range) for skewed data, and as n (percentage) for

categorical variables.

weakly predictive; the other variables were excluded
(R* = 0.18, P = 0.007).

No correlation was found between mAOPPs and AOPPs
levels normalized to the TG values (the AOPPs/TG ratio),
but there was a positive correlation between the AOPPs
determined by the original and the modified assay
(r = 0.71, P < 0.0001).

Discussion

In this study, we investigated the protein oxidative status in
obese children based on the presence of plasma mAOPPs.
Previous studies have raised some concerns about the over-
estimation of AOPPs by the classical spectrophotometric
assay [15], which is mainly due to TG-mediated turbidity
interference [9,22]. When we included a precipitation step
to minimize plasma lipids [9], we observed a marked
reduction in AOPPs levels and a diminished correlation with
TG. Importantly, our study showed that oxidative alterations
of proteins remain evident in obese children when AOPPs are
measured in delipidated plasma. Thus, this approach might
yield a better estimation of the level of AOPPs by avoiding
the confounding effect of endogenous triglycerides. It may
also be helpful in the analysis of the real factors that
determine increases in AOPPs in childhood obesity and their
relation to metabolic risk.

Obesity in children has been related to increased
oxidative stress that favors the development of comorbid-
ities [23]. Previous studies have shown that the degree of
obesity in childhood is tightly linked to cardiovascular
morbidity in adulthood [24]. Adverse cardiovascular
outcomes are more likely when several risk factors are

present. In this sense, it is important to emphasize the
metabolic risk in our study group. First, we must highlight
the severity of obesity with an average BMI z-score of
4.1 + 1.3. Nearly 80% of the obese subjects had a BMI z-
score >3 and all presented with abdominal obesity (WC
percentile >90th with a WC/height ratio >0.5). Moreover,
MRFs such as hypertension, low HDL-C, insulin resistance,
elevated markers of inflammation (high-sensitivity C-reac-
tive protein), and homocysteine levels were present in our
group of obese children.

Recently, it has been suggested that an evaluation of
oxidative status might contribute to the identification of
patients with an increased risk of subsequent metabolic and
cardiovascular complications [2]. In contrast to oxidized
lipids, the impact of oxidized protein has not been exten-
sively studied. Oxidation of proteins at the vascular level
leads to dysfunction and altered endothelial structure.
AOPPs are oxidized plasma proteins (especially albumin)
generated by myeloperoxidase activity that are mainly
formed by chlorinated oxidants [15]. They are considered
excellent markers of advanced nitroxidative damage [25].
Increased levels of AOPPs have been described as an inde-
pendent risk factor for coronary artery disease, which
probably results from the localization of AOPPs in the
extracellular matrix of atherosclerotic plaques in humans
[26].

In agreement with previous data [7,8], we found
increases in all of the biomarkers of lipid and protein
oxidation included in our study. In addition, reduced levels
of protein -SH groups suggest an excess of free radical
generation that can lead to an alteration of the albumin
conformation via oxidation of -SH groups. This condition is
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termed “thiol stress” [27]. The decrease in —SH group
levels and the increase in mAOPPs and lipid peroxidation
markers reflects an imbalance between ROS production and
antioxidant defense that may play a key role in the path-
ogenesis of comorbidities. Moreover, the observed
increases in MAOPPs levels in our study suggest that
proteins might be an important oxidative target of accu-
mulation of MRFs in severe childhood obesity.

Clinical studies concerning the problem of protein
oxidation in childhood obesity are limited and have yielded
conflicting results. Atabek et al. [6] found that AOPPs levels
in obese children were significantly higher than those in
control children. Although AOPPs levels in subjects with
insulin resistance were higher than those in subjects
without insulin resistance, there was no significant differ-
ence between these groups. Krzystek-Korpacka et al. [7]
also reported higher levels of AOPPs in adolescents with
metabolic syndrome, although the risk factors such as HDL-
C levels, hypertension, and insulin resistance did not
influence AOPPs levels when analyzed separately. In
contrast, our data showed that obese children with low
HDL-C values and insulin resistance presented higher
mAOPPs levels. It is possible that the different age of the
children included in the present study (prepubertal) could
explain these discrepancies because puberty increases
insulin and decreases lipid values [28]. Hyperlipidemia may
enhance the in vivo process of AOPPs formation through
elevation of oxidative stress. In turn, AOPPs may act as
proinflammatory mediators [3]. Moreover, it has been
demonstrated that AOPPs interfere with plasma clearance
of HDL-C, which may antagonize the class B, type | scav-
enger receptor (SR-BI) and directly elevate cardiovascular
risk [29]. This indicates a potential role of AOPPs in the
long-term development of complications and supports the
usefulness of its determination in the assessment of risk in
obese children.

It is also important to mention that the AOPPs were
measured by the classic assay without delipidation [15] in
studies conducted in children [6—8], and the AOPPs levels
may be artificially overestimated due to triglyceride
content [9]. In fact, when AOPPs analysis was performed
using the values obtained in non-delipidated plasma (data
not shown), we also observed a correlation with insulin
resistance. Thus, it may be necessary to remove lipids from
samples to accurately interpret the results. Recently, the
relationship between AOPPs/triglycerides has been
proposed as an alternative to the modification of the assay
[9]. However, we did not find a significant correlation
between mAOPPs and the proposed ratio, which suggests
that this ratio cannot serve as an estimate of mAOPPs
concentrations.

The main novelty of the present study was the finding
that AOPPs measured by the modified assay (mAOPPs) were
elevated in obese children, mainly in the individuals with
MRFs. In fact, concentrations of mMAOPPs in obese children
were elevated even more in children with an atherogenic
lipid profile and insulin resistance, which confirmed the
results of previous studies in adults showing AOPPs to be an
independent predictor of risk factors for metabolic
syndrome [30]. However, no correlation was found between
mAOPPs and anthropometric measures indicative of general
or abdominal obesity. These findings contrast with those of

other authors who found a significant correlation with these
variables [7]. The differences may be explained by the fact
that we only studied severely obese children and had
a narrow range of WC values.

Biomarkers of lipid peroxidation were also elevated in
severely obese children. In agreement with other studies
[25], however, we found that mAOPPs concentrations did
not correlate with markers of lipid peroxidation. In fact,
several mechanisms can be responsible for the oxidation of
different classes of macromolecules.

In conclusion, we suggest that pediatricians should strive
to assess the extent of oxidative stress in obese children
and focus on mitigation of this condition at the earliest
possible stage to prevent the development of comorbid-
ities. Determination of plasma mAOPPs levels is an easy
method that can evaluate protein oxidation and provide
information related to metabolic risk and treatment
effectiveness [7]. These features could lend utility to this
technique as a marker for clinical practice.
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Vitamin D Status is Linked to Biomarkers of Oxidative Stress, Inflammation,
and Endothelial Activation in Obese Children
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Objective To examine vitamin D, parathyroid hormone, and serum calcium-phosphorus levels relationships to
biomarkers of oxidative/nitrosative stress, inflammation, and endothelial activation, potential contributors for
vascular complications in obese children.

Study design Cross-sectional clinical study of 66 obese Caucasian children aged 7 to 14 years. Cardiovas-
cular risk factors were assessed. Malondialdehyde and myeloperoxidase as measures of oxidative stress, and
plasma nitrite+nitrate, urinary nitrate, and 3-nitrotyrosine as markers of nitrosative stress were measured.
Adipocytokines, inflammatory molecules (high-sensitivity C-reactive protein, interleukin-6, and tumor necrosis
factor-a), endothelial activation molecules (soluble intercellular adhesion molecule-1, soluble vascular cell adhe-
sion molecule 1 [sVCAM-1]), E-selectin, and vascular endothelial growth factor were also investigated. Serum
25-hydroxy-cholecalciferol [25(0OH)D], intact parathormone, and calcium-phosphorus levels were determined
in these children and in a comparison group of 39 non-obese children.

Results Obese children had a significantly lower 25(0OH)D level (P = .002) and a higher intact parathormone
(P =.011) than non-obese children. Phosphorus and the calcium-phosphorus product were also significantly higher
(P <.0001). Insufficient serum concentrations of 25(0OH)D (<20 ng/mL) were detected in 5% of normal children and in
30% of the obese children. In the obese children with vitamin D insufficiency, malondialdehyde, myeloperoxidase,
3-nitrotyrosine, interleukin-6, and sVCAM-1 were substantially elevated. A partial correlation analysis showed an
inverse relationship of 25(0OH)D levels with 3-nitrotyrosine (r = —0.424, P = .001), and sVCAM-1 (r = —0.272,
P =.032).

Conclusions Insufficient 25(OH)D levels were detected in severely obese children with increased markers of
oxidative/nitrosative stress, inflammation, and endothelial activation. (J Pediatr 2012;161:848-54).

itamin D deficiency is associated with increased risk of a wide range of human disorders, including cardiovascular

disease.! Furthermore, low vitamin D status has been frequently reported in obesity (in both adults and in children),>?

a condition tightly linked to cardiometabolic risk. Previous studies in children have shown mixed results about the
relationship of vitamin D deficiency and traditional risk factors for cardiovascular disease in children either associated or in-
dependently of obesity.* The mechanism by which vitamin D deficiency affects cardiovascular health remains unclear, mainly
because it is accompanied by changes in parathyroid hormone (PTH) and calcium and phosphorus levels, which can contribute
to vascular complications even when they occur within a normal range.’

Vitamin D can also have a role in inflammation status through diverse effects on inflammatory cells.” The coexistence of
obesity and a low-grade inflammatory state is accepted. In addition, oxidative stress is recognized as an important feature
in obesity linked to the development of adverse metabolic effects, causing dysregulation of adipokines and inflaimmation.®
All these factors can contribute to the onset of endothelial dysfunction, an early phase of atherosclerosis. The progress of lesions
involves intima and medial calcification and the proliferation of vascular smooth muscle cells, which leads to plaque formation.
Although these arterial complications are usually the consequence of aging, they have also been observed in young subjects in
association with dysregulation of calcium homeostasis.” Moreover, carotid calcifications have been found in obese children and
adolescents related to PTH elevations even within a normal range, suggesting that a subclinical imbalance in calcium-
phosphorus homeostasis may be involved."’

The major circulating form of vitamin D, synthesized by hydroxylation in
the liver, is 25-hydroxy-cholecalciferol [25(OH)D], which is commonly used From the 'Department of Pediatrcs, Dr Peset University
to assess vitamin D status. The renal production of the active form, Hospital; “Department of Pediatrics, Obstetrics, and

Gynecology, “Department of Biochemistry and
Molecular Biology, University of Valencia; and

“Laboratory of Clinical Biochemistry and Molecular
25(0H)D 25-hydroxy-cholecalciferol Pathology, Clinical University Hospital, Valencia, Spain
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1,25-dihydroxycholecalciferol, is tightly regulated by serum
phosphorus and PTH levels. Thus, evaluation of the vitamin
D status should take into account the changes in PTH,
calcium, and phosphorus levels.

The overall aim of the present study is to test the hypoth-
esis that suboptimal levels of 25(OH)D are related to in-
creased cardiovascular risk in obese children. Our specific
objectives were (1) to investigate 25(OH)D and PTH status
as well as serum calcium and phosphorus levels in relation
to severe obesity; and (2) to examine their association with
selected biomarkers of oxidative/nitrosative stress, inflam-
mation, and endothelial activation molecules that can be
linked to atherosclerosis.

We recruited a group of severely obese, Caucasian children
(n = 66; 37 boys) between 7 and 14 years of age who met
the inclusion criteria of primary obesity. They were referred
by their primary care pediatrician to the outpatient Pediatric
Nutrition Unit of Dr Peset University Hospital for study and
treatment between October 2009 and March 2010. The
assessment of obesity was based on the International Obesity
Task Force definition, and the extent of obesity was quanti-
fied using Cole’s least mean square method, which normal-
izes the skewed body mass index distribution. The
SDS-body mass index (BMI) was used in the analyses; all sub-
jects selected were characterized as obese (SDS-BMI = 2),
and half were considered extremely obese (SDS-BMI > 4).
Children with secondary obesity syndromes were excluded.
None of the children had an acute infectious illness or were
taking vitamin supplements. In addition, a control group of
39 healthy children with normal BMI was studied. Study sub-
jects live on the Spanish Mediterranean coast at latitude of
39° 28’ 48" N, in a region with 2660 hours of sun per year.
Lifestyle data were obtained in all participants. None of the
children were enrolled in any weight control program ad-
dressing diet or physical activity. Dietary data were collected
by a nutritionist, and energy and nutrient intake were calcu-
lated using the nutritional database Alimentacion y Salud, Bi-
tASDE (General Médica Farmacéutica, Granada, Spain),
which is based on the composition of Spanish food. Physical
activity was estimated by a validated questionnaire completed
by the parents. The study was approved by the hospital ethics
committee. All parents gave informed written consent, and
oral assent was obtained from the children. Anthropometry,
including weight, height, and waist circumference, was per-
formed in light indoor clothing after removal of shoes.
Body composition was determined by a bioelectrical imped-
ance instrument with 8-contact electrodes (BC-418MA; Ta-
nita Europe BV, Hoofddorp, The Netherlands). The fat
mass percentage and waist circumference were converted to
normalized measurements compared with the 50th standard
percentile for age and sex'"'? (relative fat mass and relative
waist circumference). Sexual maturation was assessed during
physical examination by one of us (R.S-].) according to Mar-
shall and Tanner’s criteria.'” Resting blood pressure was mea-
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sured with a Dinamp 200 (GE Medical Systems Information
Technologies, Inc, Milwaukee, Wisconsin); an average of 3
measurements were used.

Blood samples were obtained after a 12-hour fast and then
immediately centrifuged and aliquoted. Urinary nitrate was
determined by analyzing urine samples obtained 2 hours after
full bladder evacuation. Biochemical blood measures
(glucose, lipid profile, apoproteins Al and B, uric acid,
creatinine, calcium, and phosphorus) were measured by auto-
mated techniques (Aeroset System; Abbott Clinical Chemis-
try, Wiesbaden, Germany), and insulin levels were analyzed
by an automated electrochemiluminescence immunoassay
(Architect ¢8000; Abbott Clinical Chemistry). High-
sensitivity C-reactive protein was measured by kinetic nephe-
lometry (Immage Nephelometer; Beckman Coulter Inc, Brea,
California). Insulin resistance was determined by the homeo-
stasis model assessment for insulin resistance, which was cal-
culated as fasting insulin levels (IU/L) x fasting glucose
(mmol/L)/22.5. The estimated glomerular filtration rate was
assessed by measuring serum creatinine levels using the
Léger formula [ie, estimated glomerular filtration rate (mL/
min) = [56.7 x body weight (kg) + 0.142 x height* (cm)]/
creatinine (uM)] and corrected to body surface x 1.73 m?.
The serum levels of 25(OH)D and intact PTH (iPTH) were
quantified by electrochemiluminescence immunoassays in
a Modular Analytics E170 (reagents and automatic analyzer
were from Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
Determinations were made at the Clinical Biochemistry and
Molecular Pathology Laboratory of Clinical University Hospi-
tal of Valencia, Spain. For vitamin D, the quantitative Elecsys
vitamin D total assay was used. Calibration was done with the
vitamin D total CalSet. The interassay precision (coefficient of
variation) using manufacturer’s quality control samples
(PreciControl Bone; Elecsys Systems, Roche Diagnostics
GmbH) was between 11.4% and 8.7%. Vitamin D status was
classified according to the level of 25(OH)D as vitamin D suf-
ficient (>20 ng/m) or insufficient (<20 ng/mL).'* Plasma
levels of malondialdehyde were determined by spectrophoto-
metric quantification of diethyl thiobarbituric acid adduct at
532 nm after a reverse-phase isocratic high-performance
liquid chromatography separation of the complex.'> Myelo-
peroxidase levels were determined immunoenzymatically
by the Quantikine Human Myeloperoxidase Immunoassay
# DMYEOO (R&D Systems Europe, Abingdon, United
Kingdom). Nitrate levels in plasma and urine were measured
spectrophotometrically using the Griess reaction, following
the conversion of nitrate to nitrite with nitrate reductase
from Aspergillus spp. Conditions were based on those de-
scribed by Moshage et al.'® Plasma 3-nitrotyrosine was mea-
sured by an enzyme-linked immunosorbent assay as
described by Ceriello et al'” using a commercially available
kit (HK501; Hycult Biotech BV, Uden, The Netherlands).
Manufacturer methodology was followed to carry out a multi-
plex immunoassay with MILLIPLEX Map Human Kits (Milli-
pore Corporation, Billerica, Massachusetts) in order to
measure interleukin 6, leptin, and tumor necrosis factor-
a (Human Serum Adipokine Panel B, # HADK2-61K-B);
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adiponectin, soluble E-selectin, soluble intercellular adhesion
molecule 1, and soluble vascular cell adhesion molecule 1
(sVCAM-1) (Human Cardiovascular Disease Panel 1, #
HCVD-67AK); and vascular endothelial growth factor
(Human Cardiovascular Disease Panel 3, # HCVD3-67CK)
(Millipore Corporation). The plates were read in a cytometer
Luminex 100TM IS Analyzer (Luminex Corp, Austin, Texas).

Statistical Analysis

Data are given as proportions, mean with SD or median with
IQR for skewed data that were log transformed before
analysis. Differences between the groups were analyzed using
a x” test for categorical data and a Student t-test for contin-
uous data normalized by age and sex (SDS-BMI, weight,
height, waist circumference, and fat mass). The rest of the
quantitative variables were evaluated by an ANCOVA test
adjusted for sex, age, and Tanner stage. A Pearson’s partial
correlation analysis, which was corrected for sex, age, Tanner
stage, and SDS-BMI, was used to assess associations between
variables in obese children.

The mean 25(OH)D level was significantly lower in obese
children than in children with normal BMI. Conversely,
iPTH values were higher in the obese group. Both serum
phosphorus and calcium levels were within the normal
ranges for both groups of children, but phosphorous and
the calcium-phosphorus product were significantly increased
in obese children (Table I). The obese children were
categorized into 2 groups based on their SDS-BMI: those
with an SDS-BMI between 2 and 4 (n = 33) and those with
an SDS-BMI >4 (n = 33), who were considered extremely
obese. Vitamin D status, iPTH levels, and serum calcium

a N
Table I. Clinical and biochemical data for the 66 obese
children and 39 normal children who participated in the
study

Obese Normal BMI P

(n = 66) (n=39) value
Sex (boys) 4 19 .180*
Age (v) 12 (9-13) 11 (8-13) 208"
Tanner stage 2.2 (0.8) 2.0(0.9) 326"
Energy intake (kcal/d) 1937 (517) 1880 (371) 500
Vitamin D intake (ug/d) 5.2 (1.4) 5.0 (1.5) 227
Calcium intake (mg/d) 794 (177) 787 (185) 854" )
BMI (kg/mz) 29.4 (26.8-33.5)  17.7 (16.1-19.9) <.0001*
SDS-BMI 3.9 (2.9-5.1) —0.4 (-1-0.5) <.00017
25(0H)D (ng/mL) 243 (7.7) 30.0 (8.0) .002*
iPTH (pg/mL) 29.6 (25.6-39.4)  28.3 (21.1-32.5) 011t
iPTH/25(0H)D (pg/ng) 1.32(0.97-1.84)  0.88 (0.71-1.34) .001*
Calcium (mg/dL) 9.8 (0.5) 10.0 (0.4) 223
Phosphorus (mg/dL) 4.9 (0.6) 4.3 (0.5 <.0001?
Calcium x phosphorus  48.7 (6.0) 425 (5.9) <.0001*

(mg?/dL?)
7

Values are expressed as the means (SD) or as medians (IQR) for skewed data.
*By a x? test.

1By a Student £ test.

1By an ANCOVA that was adjusted for sex, age, and Tanner stage.
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and phosphorus concentrations in normal BMI children
and in the 2 groups of obese children are shown in
the Figure. In the extremely obese group, 25(OH)D levels
were significantly lower and iPTH levels were significantly
higher than in the group with normal BMI. The serum
phosphorus levels were higher in the 2 obese groups than
in the normal group, but the calcium levels did not differ.

In the obese group, 30% of the subjects (n = 20) had serum
25(OH)D concentrations <20 ng/mL (vitamin D insuffi-
ciency), and the remaining 70% (n = 46) had 25(OH)D levels
=20 ng/mL (vitamin D sufficiency). No children in the
“severely deficient range” (<5 ng/mL) were detected in our
study. Only 5% of control children were vitamin D insuffi-
cient.

Subsequent analysis was performed only in obese children
to assess the relationships between vitamin D status and car-
diovascular risk factors. The clinical and anthropometric
characteristics of obese children were not significantly differ-
ent when stratified by the 25(OH)D status. Glomerular filtra-
tion rate was suggestive of slight hyperfiltration. Blood
pressure values were similar in both groups. Physical activity,
energy, and nutrient intake did not differ between groups.
However, the group with vitamin D insufficiency had higher
values of iPTH and lower concentrations of high-density
lipoprotein (HDL) cholesterol and apoprotein A1 compared
with the children with vitamin D sufficiency. Other individ-
ual metabolic risk factors did not differ between sufficient or
insufficient vitamin D status (Table II).

Measures of oxidative/nitrosative stress, inflammation,
and endothelial damage in obese children are shown in
Table III. Markers of oxidative stress, malondialdehyde,
myeloperoxidase, and 3-nitrotyrosine, along with levels of
interleukin 6 and sVCAM-1, were significantly increased in
the group with 25(OH)D values <20 ng/mL.

A partial correlation analysis, which was corrected by sex,
age, pubertal status, and SDS-BMI, was carried out among
the obese children. An inverse relationship of 25(OH)D
with 3-nitrotyrosine (r = —0.424, P = .001) and with
sVCAM-1 (r = —0.272, P = .032) was found. The serum
calcium levels were positively associated with tumor necrosis
factor-a (r = 0.279, P = .028). The serum phosphorus con-
centrations were correlated to levels of plasma nitrite+nitrate
(r=0.293, P=.021), and an inverse correlation was found for
the high-sensitivity C-reactive protein (r = —0.317, P=.012).
There was no significant association of 25(OH)D levels or
calcium and phosphorus concentrations with other measures
of oxidative/nitrosative stress, inflammation, adipocyto-
kines, or adhesion molecules.

A number of recent studies have revealed a high prevalence of
vitamin D insufficiency in children and adolescents in differ-
ent parts of the world,'®'? and several studies have shown its
relationship to excess body weight.”>*' However, data on
vitamin D status and cardiometabolic risk factors either in
normal or obese children are still controversial.”** The
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Data are shown as medians and IQRs.

most significant and novel finding of the present study is that
insufficient 25(OH)D levels were detected in severely obese
children with increased markers of oxidative/nitrosative
stress, inflammation, and endothelial activation, all associ-
ated with comorbidity pathogenesis.

In our study, there was an overall sufficiency of 25(OH)D,
which may reflect environmental factors. Skin exposure to
sunlight, the predominant source of vitamin D through ultra-
violet B radiation, is considerable in our region even after ac-
counting for protective measures. Thus, our findings may not
be applicable to children residing in other countries, different
climates, or in regions with different air pollution levels.

The lowest values of 25(OH)D were found in children with
extreme obesity (SDS-BMI >4), suggesting that obesity status
is associated with a lower availability of the fat-soluble
25(OH)D because of its sequestration into excess fat tissue.
The serum levels of 25(OH)D in children appear to be related
to the amount of visceral fat, which has a greater metabolic

activity and is associated with the development of comorbid-
ities.”” In our study, the HDL-cholesterol and apoprotein Al
levels were low in children with 25(OH)D levels <20 ng/mL,
indicating an unfavorable pattern of circulating lipids that
increases metabolic risk. In this sense, there is accumulating
evidence that 25(OH)D levels can influence the development
and progression of atherosclerosis®’; however, most existing
studies focus on adults with advanced lesions. In our study,
the children with insufficient values of 25(OH)D show
a significant increase in both malondialdehyde plasma levels
(an end marker of lipoperoxidation) and myeloperoxidase
activity (a major constituent of artery wall macrophages).
Both have been associated with the initiation and propaga-
tion of reactive species that represent attractive targets for
inflammatory cells. In addition, myeloperoxidase is involved
in rendering HDL dysfunctional,”* mainly by enriching
3-nitrotyrosine and 3-chlorotyrosine in apoprotein Al.
Furthermore, we found a significant correlation between
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( Table II. Clinical and biochemical data for the 66 obese children stratified according to the 25(OH)D values W
25(0H)D <20 ng/mL (n = 20) 25(0H)D >20 ng/mL (n = 46) Pvalue
Sex (boys) 14 27 .384*
Age (y) 12 (10-13) 11 (8-13) 206"
Tanner stage 2.3(0.8) 2.2(0.9) 435"
SDS-BMI 45 (3.2-5.3) 3.8 (2.9-5.0) 3517
Relative fat mass (%) 210 (30) 196 (46) 2257
Relative waist circumference (%) 148 (16) 143 (17) 285"
SDS systolic blood pressure 1.15(1.1) 1.2 (1.1) 762"
SDS diastolic blood pressure 0.73 (0.43-1.55) 0.53 (0.17-1.21) 2017
eGFR (mL per min per 1.73 m?) 125 (19) 127 (21) 643t
Energy intake (kcal/d) 1964 (460) 1913 (544) 638¢
Vitamin D intake (u.g/d) 5.0 (1.6) 52(1.3) 488t
Calcium intake (mg/d) 816 (189) 784 (176) 556
Total cholesterol (mg/dL) 162 (37) 174 (33) 279*
HDL-cholesterol (mg/dL) 35 (31-43) 44 (38-51) .004
Triglycerides (mg/dL) 94 (62-157) 83 (66-119) 779*
Apoprotein A1 (mg/dL) 103 (93-124) 121 (111-139) .009°
Apoprotein B (mg/dL) 74 (25) 81 (22) .300*
Uric acid (mg/dL) 4.4(0.9) 45(1.1) 112
HOMA-IR 3.9 (2.8-7.01) 4.2 (2.8-6.2) .978¢
25(0H)D (ng/mL) 15.7 (3.0 28.0 (5.5) <.0001*
iPTH (pg/mL) 39 (26-52) 29 (26-36) 007
Calcium (mg/dL) 9.7 (9.4-10.0) 9.8 (9.5-10.2) 0917
Phosphorus (mg/dL) 5.0 (0.5) 4.9 (0.5) 698!
\ .

eGFR, estimated glomerular filtration rate; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance.

Values are expressed as the means (SD) or as medians (IQR) for skewed data.
*By a x° test.

1By a Student ¢ test.

1By an ANCOVA that was adjusted for sex, age, and Tanner stage.

25(OH)D values and 3-nitrotyrosine levels. This modified
tyrosine residue is a product of protein nitration, which is
a reliable and stable marker of nitrosative stress related to
inflammatory reactions that occur during atherosclerosis.*”
Finally, insufficient levels of 25(OH)D were found in children
with higher levels of the pro-inflammatory cytokine interleu-
kin 6. These novel findings suggest a link between 25(OH)D
insufficiency and potential pathogenic factors involved in the
initiation and development of atherogenic damage and other
comorbid associations in obesity.

Notably, sVCAM-1 increases in obese children with
25(OH)D insufficiency. This soluble adhesion molecule is

a specific marker for endothelial dysfunction associated with
ongoing stages of atherosclerosis. Moreover, a study carried
out in older patients showed high levels of sVCAM-1 associ-
ated with calcified aortic stenosis.”® Although a variety of
risk factors are associated with vascular calcification, abnor-
malities in mineral metabolism such as elevated levels of serum
phosphorus,” calcium-phosphorus product, and iPTH' un-
doubtedly play a critical role. Thus, the main factor affecting
atherosclerotic risk may not be the low vitamin D status but
rather a disturbance in calcium-phosphorus homeostasis.
Our study also showed higher levels of serum phosphorus
and calcium phosphorus product in obese children. A higher

7

\
Table III. Adipocytokines, markers of oxidative/nitrosative stress, inflammation, and endothelial activation molecules
for the 66 obese children stratified according to the 25(OH)D values

25(0H)D <20 ng/mL (n = 20) 25(0H)D >20 ng/mL (n = 46) Pvalue*
Adiponectin (ug/mL) 0.52 (0.04) 0.51 (0.05) 526
Leptin (ng/mL) 132 (50) 133 (46) 583
Malondialdehyde (uwmol/L) 0. 91 (0.71-1.22) 0.40 (0.22-1.13) .015
Myeloperoxidase (ng/mL") 60 (40-85) 41 (26-68) .027
Urinary nitrate (wmol/mmol creatinine) 94 (61-101) 97 (65-128) .681
Nitrite-+nitrate (umol/L) 32.3 (28.2-36.6) 31.5 (27.5-38.8) 958
3-nitrotyrosine (umol/L) 0.65 (0.37-0.99) 0.42 (0.25-0.57) 037
hs-CRP (mg/L) 2.24 (0.8-5.8) 3.0 (1.1-4.3) .667
Interleukin 6 (pg/mL) 18.0 (12.2-25.7) 13.7 (10.7-19.3) 036
Tumor necrosis factor-« (pg/mL) 36.1 (12.5) 33.9(11.3) 409
sICAM (ng/mL) 118 (85-150) 98 (69-147) .983
SVCAM-1 (ng/mL) 412 (52) 372 (60) 040
Soluble E-selectin (ng(mL) 14 3 (6.2-30.0) 21.5(10.5-33.2) 275
VEGF (pg/mL) 72 (42-149) 84 (58-166) 142
\, J

hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; sICAM-1, soluble intercellular adhesion molecule-1; VEGF, vascular endothelial growth factor.
Values are expressed as the means (SD) or as medians (IQR) for skewed data.

*By an ANCOVA that was adjusted for sex, age, and Tanner stage.
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phosphorus intake in obese children may stem from nutri-
tional habits, such as dark (cola) beverages that use phospho-
rus as a preservative, and can be underestimated in the daily
dietary record. Physiologically, phosphorus excretion is
highly dependent on kidney function. Alternatively, incipient
renal damage in the obese children studied could also explain
the related increase in phosphorus values observed, in con-
trast with other studies carried out in children.*®

Higher iPTH values in obese children in our study may be
due to a response to the decreased values of 25(OH). In turn,
the PTH action can promote bone turnover and bone loss.
The link between skeletal demineralization and vascular cal-
cification with increased cardiovascular mortality has been
largely established in patients with chronic kidney disease.”
Indeed, an association between metabolic risk factors and
diminished bone mass in obese adolescents has been demon-
strated.” In this sense, our findings suggest that the oxidative
stress and inflammation can provide a link between obesity,
bone metabolism, and cardiovascular risk.

There are limits to this study. Association does not imply
causality, and our sample is small. However, the population
is very homogeneous and bias was avoided by adjusting for
age, sex, and Tanner stage. On the other hand, our findings
could have important prognostic and therapeutic clinical im-
plications. Novel biomarkers such as serum 25(OH)D can be
added to evaluate obese children, and supplementation can
be proposed with respect to improving their vascular health.
Furthermore, intestinal by-pass is increasingly being consid-
ered for treatment of morbidly obese adolescents.>® However,
this situation can worsen endothelial dysfunction and accel-
erate the progression of atherosclerotic lesions and other
comorbidities by decreasing intestinal calcium and vitamin
D uptake. Hence, vitamin D repletion could be necessary be-
fore bariatric surgery. =

Submitted for publication Jan 18, 2012; last revision received Mar 12, 2012;
accepted Apr 23, 2012.

Reprint requests: Pilar Codoner-Franch, MD, PhD, Department of Pediatrics,
Dr Peset University Hospital, Avenida Gaspar Aguilar 90, 46017 Valencia,
Spain. E-mail: pilar.codoner@uv.es

References

1. Thacher TD, Clarke BL. Vitamin D insufficiency. Mayo Clin Proc 2011;
86:50-60.

2. Earthman CP, Beckman LM, Masodkar K, Sibley SD. The link between
obesity and low circulating 25-hydroxyvitamin D concentrations: con-
siderations and implications. Int ] Obes (Lond) 2012;36:387-96.

3. Alemzadeh R, Kichler J, Babar G, Calhoun M. Hypovitaminosis D in
obese children and adolescents: relationship with adiposity, insulin
sensitivity, ethnicity, and season. Metabolism 2008;57:183-91.

4. Pacifico L, Anania C, Osborn JF, Ferraro F, Bonci E, Olivero E, et al. Low
25(OH)D3 levels are associated with total adiposity, metabolic syn-
drome, and hypertension in Caucasian children and adolescents. Eur J
Endocrinol 2011;165:603-11.

5. Sacheck J, Goodman E, Chui K, Chomitz V, Must A, Economos C.
Vitamin D deficiency, adiposity, and cardiometabolic risk in urban
schoolchildren. J Pediatr 2011;159:945-50.

6. Dhingra R, Sullivan LM, Fox CS, Wang TJ, D’Agostino RB Sr,
Gaziano JM, et al. Relations of serum phosphorus and calcium levels

Vitamin D Status is Linked to Biomarkers of Oxidative Stress, Inflammation, and Endothelial Activation in Obese Children

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25

26.

ORIGINAL ARTICLES

to the incidence of cardiovascular disease in the community. Arch Intern
Med 2007;167:879-85.

. Guillot X, Semerano L, Saidenberg-Kermanac’h N, Falgarone G,

Boissier MC. Vitamin D and inflammation. Joint Bone Spine 2010;77:
552-7.

. Codoner-Franch P, Valls-Bellés V, Arilla-Codoner A, Alonso Iglesias E.

Oxidant mechanisms in childhood obesity: the link between inflamma-
tion and oxidative stress. Transl Res 2011;158:369-84.

. Lilien MR, Groothoff JW. Cardiovascular disease in children with CKD

or ESRD. Nat Rev Nephrol 2009;5:229-35.

Gilardini L, Pasqualinotto L, Di Matteo S, Caffetto K, Croci M, Girola A,
et al. Factors associated with early atherosclerosis and arterial calcifica-
tions in young subjects with a benign phenotype of obesity. Obesity (Sil-
ver Spring) 2011;19:1684-9.

Ferndndez JR, Redden DT, Pietrobelli A, Allison DB. Waist circumfer-
ence percentiles in nationally representative samples of African-
American, European-American, and Mexican-American children and
adolescents. J Pediatr 2004;145:439-44.

McCarthy HD, Cole TJ, Fry T, Jebb SA, Prentice AM. Body fat reference
curves for children. Int J Obes (Lond) 2006;30:598-602.

Marshall WA, Tanner JM. Variations in pattern of pubertal changes in
girls. Arch Dis Child 1969;44:291-303.

Misra M, Pacaud D, Petryk A, Collett-Solberg PF, Kappy M, Drug
and Therapeutics Committee of the Lawson Wilkins Pediatric Endo-
crine Society. Vitamin D deficiency in children and its management:
review of current knowledge and recommendations. Pediatrics 2008;
122:398-417.

Mateos R, Lecumberri E, Ramos S, Goya L, Bravo L. Determination of
malondialdehyde (MDA) by high-performance liquid chromatography
in serum and liver as a biomarker for oxidative stress. Application to
a rat model for hypercholesterolemia and evaluation of the effect of diets
rich in phenolic antioxidants from fruits. ] Chromatogr B Analyt Tech-
nol Biomed Life Sci 2005;827:76-82.

Moshage H. Simple and reliable measurement of nitric oxide metabolites
in plasma. Clin Chem 2009;55:1881-2.

Ceriello A, Mercuri F, Quagliaro L, Assaloni R, Motz E, Tonutti L, et al.
Detection of nitrotyrosine in the diabetic plasma: evidence of oxidative
stress. Diabetologia 2001;44:834-8.

Houghton LA, Szymlek-Gay EA, Gray AR, Ferguson EL, Deng X,
Heath AL. Predictors of vitamin D status and its association with para-
thyroid hormone in young New Zealand children. Am J Clin Nutr 2010;
92:69-76.

Hill TR, Cotter AA, Mitchell S, Boreham CA, Dubitzky W, Murray L,
et al. Vitamin D status and its determinants in adolescents from the
Northern Ireland Young Hearts 2000 cohort. Br ] Nutr 2008;99:1061-7.
Rodriguez-Rodriguez E, Navia-Lombdn B, Lépez-Sobaler AM,
Ortega RM. Associations between abdominal fat and body mass index
on vitamin D status in a group of Spanish schoolchildren. Eur J Clin
Nutr 2010;64:461-7.

Lagunova Z, Porojnicu AC, Lindberg FA, Aksnes L, Moan J. Vitamin D
status in Norwegian children and adolescents with excess body weight.
Pediatr Diabetes 2011;12:120-6.

Reis JP, von Mithlen D, Miller ER III, Michos ED, Appel LJ. Vitamin D
status and cardiometabolic risk factors in the United States adolescent
population. Pediatrics 2009;124:371-9.

Reis JP, von Miihlen D, Michos ED, Miller ER III, Appel L], Araneta MR,
et al. Serum vitamin D, parathyroid hormone levels, and carotid athero-
sclerosis. Atherosclerosis 2009;207:585-90.

Heinecke JW. The role of myeloperoxidase in HDL oxidation and
atherogenesis. Curr Atheroscler Rep 2007;9:249-51.

. Codoner-Franch P, Tavarez-Alonso S, Murria-Estal R, Megias-Vericat J,

Tortajada-Girbés M, Alonso-Iglesias E. Nitric oxide production is in-
creased in severely obese children and related to markers of oxidative
stress and inflammation. Atherosclerosis 2011;215:475-80.

Linhartova K, Sterbakova G, Racek J, Cerbak R, Porazikova K,
Rokyta R. Linking soluble vascular adhesion molecule-1 level to calcific
aortic stenosis in patients with coronary artery disease. Exp Clin
Cardiol 2009;14:e80-3.

853



THE JOURNAL OF PEDIATRICS « www.jpeds.com Vol. 161, No. 5

27. Foley RN, Collins AJ, Herzog CA, Ishani A, Kalra PA. Serum phosphorus 29. Pollock NK, Bernard PJ, Gutin B, Davis CL, Zhu H, Dong Y. Adolescent

levels associated with coronary atherosclerosis in young adults. ] Am Soc obesity, bone mass, and cardiometabolic risk factors. ] Pediatr 2011;158:
Nephrol 2009;20:397-404. 727-34.

28. Celik N, Andiran N. The relationship between serum phosphate levels 30. Lenders CM, Wright JA, Apovian CM, Hess DT, Shukla RR, Adams WG,
with childhood obesity and insulin resistance. J Pediatr Endocrinol et al. Weight loss surgery eligibility according to various BMI criteria
Metab 2011;24:81-3. among adolescents. Obesity (Silver Spring) 2009;17:150-5.

50 Years Ago in THE JOURNAL OF PEDIATRICS

Acute Renal Failure in Infancy and Childhood

Gianantonio CA, Vitacco M, Mendilaharzu J, Mendilaharzu F, Rutty A. J Pediatr 1962;61:660-78

he contemporary reader, who is accustomed to the “least publishable unit” style of medical writing, will find this
report from the Hospital de Ninos de Buenos Aires in Argentina refreshing. This fascinating and important paper
contains a wealth of information, much of it very new in the early 1960s.

First of all, the manuscript provides epidemiologic data on 41 children with acute renal failure seen in a single center
over about 5 years. The diagnoses are similar to those that would be expected today, with the notable exception of the
frequent “acute kidney injury” seen today in the context of multisystem organ failure.

Secondly, this provides one of the first reports of a series of children treated with renal replacement therapy: 6 with
peritoneal dialysis and 2 with hemodialysis. Both technologies were just coming into use in the mid-20th century, and
this is one of the first detailed descriptions of the techniques in children.

The study provides much information regarding the supportive care of children with renal failure. For example, this is
one of the first series articles of children with detailed information on the use of cation exchange resins for hyperkalemia.

Most importantly, however, this is one of the first large, English language reports of childhood hemolytic uremic
syndrome, the diagnosis in 28 of the 41 patients. The study competently recognized the frequent diarrheal prodrome
and the “mini-epidemics” in which the disease occurred. This observation presaged by over 20 years the first reports of
toxin-producing E coli as the major cause of hemolytic uremic syndrome. The authors effectively describe the usual
time course of recovery of hemoglobin and platelet counts in hemolytic uremic syndrome. They even recognized an
“outlier,” a child in whom recurrent bouts of hemolysis occurred until death. Today, we would suspect an abnormality
of a complement regulatory protein in this child, and might entertain the use of a biological agent to block the terminal
complement pathway.

In 2012, it is likely that some authors would have reported this information in 2 or more papers. Reading this
comprehensive study, however, one realizes how much better it is for the reader to have such data available in a single,
comprehensive report.

Thomas R. Welch, MD

Department of Pediatrics

Upstate Medical University

Syracuse, New York
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpeds.2012.05.045
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Objective: To evaluate whether serum resistin levels are related to cardiovascular risk in obese children.

Design and methods: Cross-sectional study of 110 children (40 normal weight and 70 severely obese). Clin-
ical and biochemical parameters, including lipid profile, fasting glucose and insulin, and homocysteine, were de-
termined. The levels of adipokines (adiponectin, leptin, and resistin), markers of inflammation (high-sensitivity
C-reactive protein (hs-CRP)), endothelial activation (serum concentrations of soluble intercellular and vascular
cellular adhesion molecule-1 (SICAM-1, sVCAM-1)), and oxidative/nitrosative stress (malondialdehyde and uri-
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showed that resistin was significantly related to central obesity (p <0.002), insulin resistance (p <0.005), and
homocysteine (p <0.001). No association was found with other metabolic risk factors or hs-CRP levels. Malon-

Endothelial dysfunction
Homocysteine

Nitric oxide dialdehyde (p<0.043) and sVCAM-1 (p <0.002) were positively correlated whereas urinary nitrate/nitrite was
Ob‘?Sit_y negatively correlated (p <0.007). In multiple regression analysis homocysteine, sVCAM-1, and urinary nitrate/
Resistin nitrite remained independent determinants of resistin levels (R? adjusted = 0.347, p = 0.000).
Conclusions: Resistin could be considered as a promising marker for future cardiovascular disease in obese
children.
© 2013 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction proposed that resistin can act as an effector molecule that leads to

Obesity confers an increased risk of comorbidities and premature
death, mainly due to the accumulation of visceral fat. Thus, adipose tis-
sue is now considered to be an endocrine organ that produces several
bioactive molecules, most of which negatively affect the development
of cardiometabolic risk. Regarding the background of this complex dis-
order, a role for oxidative and nitrosative stress is suggested [1].

Resistin was originally described as an adipokine that was found
to induce insulin resistance or impaired liver sensitivity to insulin [2].
Thereafter, widespread research on the relationship between resistin,
obesity, and associated cardiovascular risk has been conducted, mainly
in experimental fields [3,4]. Homocysteine (Hcys), a known indepen-
dent risk factor for cardiovascular disease, induces resistin expression
and secretion from adipocytes [5]. Resistin is also associated with the
activation of inflammatory processes [6]. Thus, it has been subsequently

* Corresponding author at: Department of Pediatrics, Dr. Peset University Hospital,
Avenida Gaspar Aguilar, n® 90, 46017 Valencia, Spain. Fax: +34 963864815.
E-mail address: pilar.codoner@uv.es (P. Codofier-Franch).

an atherosclerotic state, possibly through several mechanisms. It has
been shown that resistin has direct effects on endothelial cell activation
by inducing the expression of cell adhesion molecules, thereby enhanc-
ing leukocyte adhesion [7,8]. Previous “in vitro” experimental studies on
endothelial cells and atherosclerotic plaque progression also showed
that resistin can impair endothelium-dependent relaxation, promote
angiogenesis [9], and induce vascular inflammation [10]. An increase in
resistin concentration significantly decreases endothelial nitric oxide syn-
thase expression and nitric oxide (NO) production through oxidative
stress in cultured human coronary artery endothelial cells [ 11], suggesting
that the effects of resistin can be mediated by oxidative stress. However,
the precise role of resistin in the clinical scenario remains to be fully
elucidated.

Given that cardiometabolic risk factors continue from early life to
adulthood, resistin could be considered as a link between obesity in
youth and adult cardiovascular disease. This further issue is still debated.
Very few studies have been performed on children in this setting, and
recent studies have failed to find an association between resistin levels
and obesity in children, as determined by an increase in body mass
index (BMI) [12-14]. Moreover, the levels appear to be related to pubertal

0009-9120/$ - see front matter © 2013 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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development [15]. To our knowledge, the association between the circu-
lating levels of resistin and the degree of oxidative/nitrosative stress has
not been evaluated in youths. Because children present the early stages
of the development of complications linked to obesity, we postulated
that a dysregulation of this molecule would reflect an association with
comorbidities and could have predictive value. We tested the hypothesis
that resistin can be a marker for the identification of individuals who are
“atrisk” for premature atherosclerosis. To achieve this goal, we investigat-
ed the relationship of resistin levels with circulating biomarkers of vascu-
lar endothelial function and parameters of oxidative and nitrosative stress
in a cohort of obese children.

Methods
Subjects

The participants in this cross-sectional study were 110 Spanish chil-
dren (63 boys) aged between 7 and 14 years. We enrolled 70 severely
obese children who were referred to our unit from October 2012 to
March 2013 to participate in an outpatient weight-loss program. The
definition of BMI-based obesity employed was as proposed by Cole
and colleagues for childhood [16]. BMI variability with age and sex
was adjusted using the standard deviation score for BMI (SDS-BMI),
based on WHO charts [17]. In total, 40 age-matched healthy children
from a school health program and with a normal BMI (<85th percentile
for age and gender according to reference standards) were selected as a
control group for the purpose of comparison of serum resistin levels. Pu-
bertal development (Tanner stage) was clinically assessed. All of the
children were instructed to follow a nitrate-restrictive diet (leafy vege-
tables, cured meat, and sausages) during the 3 days before blood and
urine sampling. Children were excluded if they had known genetic ab-
normalities or underlying systemic diseases or if they were within
1 month of any acute infectious process. The study followed the Helsinki
guidelines and all participants and their parents gave their written, in-
formed consent to participate. The protocol was approved by the Ethics
Committee of Dr. Peset University Hospital.

Anthropometric and clinical measurements

Weight and height were measured according to a standardized pro-
tocol. Waist circumference was determined with non-elastic tape and
was measured at the smallest circumference between the costal margin
and the iliac crest. Waist-to-height ratio was then calculated. Resting
blood pressure was measured in the dominant arm with an electronic
sphygmomanometer (Dinamp 200; GE Medical Systems Information
Technologies, Inc., Milwaukee, WI, USA), and the average of three mea-
surements was recorded.

Bioelectrical impedance was assessed using a Tanita BC-418MA in-
strument with eight-contact electrodes (Tanita Europe BV, Hoofddorp,
The Netherlands). The fat mass was normalized for height? and used
as fat mass index.

Blood sample and urine analysis

Blood and urine samples for analysis were collected simultaneously
with routine clinical investigations. Fasting blood samples were collect-
ed and centrifuged, and an aliquot of plasma and serum was deep-
frozen until experimental determinations. Routine biochemical param-
eters were measured by automated methods, and insulin and Hcys were
measured by an automated electrochemiluminescence immunoassay
(Aeroset System® and Architect c8000®; Abbott Clinical Chemistry,
Wiesbaden, Germany). Insulin resistance was assessed using a widely
validated mathematical formula for the homeostasis model assessment
index (HOMA-IR = insulin (uU/mL) x glucose (mmol/L) /22.5). A value
of 3.16 was considered as the normal limit [1]. Urine was collected in

sterile containers for a 2-hour period after voiding the bladder in the
morning.

Assays

High-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) levels were determined
by kinetic nephelometry (Immage Nephelometer®; Beckman Coulter
Inc., Brea, CA, USA). Adiponectin, leptin, and resistin were measured in
the plasma using the MILLIPLEX MAP Human Adipocyte Magnetic
Bead Panel and the HADCYMAG-61K (Millipore, Billerica, MA, USA) in
the Luminex 100 IS Analyser System (Luminex Corp, Austin, TX, USA).
The coefficients of variation for the three analytes ranged from 6.5%
to 10%. The serum concentrations of soluble intercellular adhesion
molecule-1 (sICAM-1) and vascular cell adhesion molecule-1 (sVCAM-
1) were measured with commercial ELISA kits (Bender MedSystems,
Vienna, Austria). Assays were performed according to the manufacturer's
instructions, with an interassay coefficient of variation of 8.5% for sVCAM-
1 and 9.7% for sICAM-1. The concentration of malondialdehyde-
thiobarbituric acid adduct in the plasma was measured based on
absorbance at 532 nm in a Waters HPLC System (Milford, MA, USA)
following isocratic separation in a reverse-phase C-18 column of 5 pm,
4.6 mm x 150 mm; eluted with 50 mmol/L potassium phosphate buffer
(pH6.8) and methanol (58:42, v/v) [18].

Because NO is a very labile molecule, its direct measurement in bio-
logical samples is difficult. In aqueous solution, NO reacts with molecu-
lar oxygen, accumulates in the plasma, and is excreted in the urine as
the stable oxidation end-products nitrite (NO3 ) and nitrate (NO3')
ions, also known as NOx, which can be readily measured in biological
fluids and have been used in vitro and in vivo as indicators of NO pro-
duction. The levels of NO end-products were measured using a modified
Griess assay. Briefly, the assay involves the enzymatic conversion of ni-
trate to nitrite by nitrate reductase (Aspergillus species), followed by the
measurement of nitrite through the formation of a magenta-colored azo
dye as a product of the Griess reaction with Griess reagent (1 g/L sulfa-
nilamide, 0.1 g/L N-1-naphthylethylenediamine, and 25 g/L phosphoric
acid). Absorbance was read at 540 nm using a Multiskan EX microplate
reader (Thermo Lab Systems, Helsinki, Finland). The conditions were es-
sentially those described by Moshage et al. [19]. All samples were assayed
in duplicate. Values of nitrate/nitrite in the urine were expressed relative
to levels of creatinine (umol/mmol) [20].

Statistical analysis

Comparisons of dichotomic values between groups were done by
Chi-squared test. Quantitative data are described as the median and in-
terquartile range (25th to 75th percentile). The conformity of data with
a normal distribution was controlled with the Kolmogorov-Smirnov
test, and skewed variables were log-transformed prior to using para-
metric tests. Comparisons of continuous values between groups were
done by analysis of covariance adjusted by gender and Tanner stage or
by Student's t test in the case of age. The significance of the differences
between resistin levels in the control and obese groups with or without
insulin resistance was tested by analysis of covariance, with gender,
Tanner stage, and BMI as covariates, and a post-hoc Bonferroni analysis.
A partial correlation coefficient adjusted for gender, Tanner stage, and
BMI was determined to identify variables with a statistically significant
association with serum resistin levels. Predictors identified in the bivar-
iate analysis with a significance of p<0.01 were included in a multiple
linear regression analysis. Collinear variables were not included in the
model simultaneously. Backward stepwise elimination was applied to
the initial multiple regression model to determine the contribution of
factors influencing resistin levels after adjusting for potential confound-
ing variables. A value of p<0.05 was considered to be statistically signif-
icant. The data were analyzed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS for Windows, version 17, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Results

The characteristics of the subjects included in this cross-sectional
study are summarized in Table 1. All obese children suffered from
severe obesity mainly due to central adiposity. However, their fasting
glucose and plasma lipid profiles were within the normal range. Fur-
thermore, the obese children showed increased hs-CRP and leptin
values. The mean resistin level was not significantly different in obese
children compared with control children. However, when obese chil-
dren were stratified by insulin resistance values, we found significant
difference between obese children with insulin resistance and both,
normal weight and obese children without insulin resistance (Fig. 1).
The correlation of resistin levels with clinical and analytical parameters
was investigated after correction for gender, Tanner stage, and BMI in all
children and specifically in obese children. The results are presented in
Table 2. A partial Pearson correlation analysis showed that resistin was
significantly correlated with measures of central obesity, such as rela-
tive waist circumference and the waist-to-height ratio. The fat mass
index was also consistently associated with resistin levels. There was a
positive correlation with insulin resistance, as determined by the surro-
gate HOMA-IR. Other features of metabolic syndrome (blood pressure
and lipid profile), hs-CRP, and adiponectin values did not show an
association with resistin levels. However, Hcys and leptin values were
positively related to resistin. Furthermore, significant positive correla-
tions were observed between resistin values and both sVCAM-1 and
malondialdehyde levels, whereas urinary nitrate/nitrite was negatively
correlated with plasma resistin values.

We performed a multiple regression analysis in obese subjects
that included all of the parameters in the statistical model that
were significantly correlated with plasma resistin levels. The results
presented in Table 3 showed that sVCAM-1, Hcys, and urinary
nitrate/nitrite remained significantly associated with resistin with
an R? of 0.347 (p = 0.000). Urinary nitrate/nitrite had the strongest
association with plasma resistin levels (standardized 3 coefficient
—0.316, p=0.003).

Table 1
Demographic, clinical and laboratory characteristics of the study population.
Variable Obese Normal weight p-Value
(n=70) (n=40)
Age (years) 12 (8-13) 11 (8-13) 0.686"
Gender (F/M) 27/43 20/20 0.244°
SDS body mass index 42 (2.9-5.0) —045(—1t0037) 0.000°
Relative waist circumference (%) 144 (131-151) 99 (95-107) 0.000°
Waist-to-height ratio 0.63 (0.57-0.65) 0.44 (0.42-047) 0.000¢
Fat mass index (kg/m?) 109 (92-12.7) 35(2.3-5.0) 0.000°
HDL-cholesterol (mmol/L) 1.07 (0.93-127) 1.34(1.17-1.58) 0.000¢
Triglycerides (mmol/L) 0.94 (0.76-1.55) 0.62 (0.47-0.85) 0.000°
HOMA-IR 4.1 (2.8-6.5) 19 (1.1-25) 0.000°
SDS systolic blood pressure 1.12 (0.47-2.24) —0.01 (—0.7 t0 0.56) 0.000°
SDS diastolic blood pressure 0.64 (0.18-1.38) 0.0 (—0.46 to 0.27) 0.000°
Homocysteine (umol/L) 7.8 (6.8-8.6) 6.6 (5.9-7.0) 0.014¢
hs-CRP (mg/L) 2.8 (0.9-44) 04 (02-0.7) 0.000¢
SVCAM-1 (ng/mL) 384 (353-425) 372 (332-414) 0.139¢
SICAM-1 (ng/mL) 100 (68-150) 61 (36-95) 0.006°
Urinary nitrate/nitrite 96 (65-113) 67 (55-89) 0.035¢
(umol/mmol creatinine)
Malondialdehyde (pmol/L) 0.81 (0.31-0.89) 0.32 (0.22-043) 0.000¢
Leptin (ng/mL) 130 (95-177) 14 (8-41) 0.000°
Adiponectin (pg/mL) 0.52 (0.49-0.55) 0.54 (0.51-0.57) 0.620¢
Resistin (ng/mL) 143 (13.7-147) 14.1 (11.9-146) 0.089¢

SDS: standard deviation score, HDL: high-density lipoprotein, HOMA-IR: homeostasis
model assessment of insulin resistance, hs-CRP: high-sensitivity C-reactive protein,
sVCAM-1: soluble vascular cell adhesion molecule-1, sSICAM-1: soluble intercellular
adhesion molecule-1.

2 By a Chi-squared test.

b By a Student's t-test.

¢ By an ANCOVA that was adjusted for gender and Tanner stage.
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Fig. 1. Serum resistin levels in children with normal weight (n = 40), obese children with-
out insulin resistance (HOMA-IR<3.16, n =21), and obese children with insulin resistance
(HOMA-IR > 3.16, n = 49). Data are shown as medians and interquartile range.

Discussion

The main finding of the present cross-sectional study is that resistin
can be considered as a candidate marker for cardiovascular risk due to
resistin's significant associations with Hcys levels, endothelial activation
molecules, and NO metabolites in obese children.

Increasing interest in resistin is due to its putative association with
insulin resistance. Although the link between resistin, obesity, and insu-
lin resistance appears to be strong in mice, the exact physiological rele-
vance of resistin in humans remains debatable [21]. In adults, resistin
has been positively associated with hypertension [22] and triglycerides,
whereas resistin was negatively associated with high-density lipopro-
tein cholesterol concentrations [23]. Among the studies involving chil-
dren and adolescents, several recent studies have failed to detect
increased serum resistin levels in obese, insulin-resistant subjects or in
subjects with other components of metabolic syndrome [13]. Our find-
ings confirm that resistin is associated with visceral adiposity, similar

Table 2

Partial Pearson's coefficient correlation between resistin levels and clinical and laboratory
data in all children included in the study and in the obese children, adjusted for gender,
Tanner's stage and body mass index.

All children Obese children

(n=110) (n=70)

R p-Value R p-Value
Relative waist circumference 0.235 0.015 0.376 0.002
Waist-to-height ratio 0.223 0.021 0338 0.005
Fat mass index 0.293 0.002 0.448 0.000
Log HDL cholesterol —0.244 0.011 —0.202 0.101
Log triglycerides —0.009 0.928 —0.036 0.774
Log HOMA-IR 0.260 0.007 0.339 0.005
SDS systolic blood pressure 0.147 0.136 0.026 0.835
SDS diastolic blood pressure 0.009 0.931 —0.167 0.178
Log homocysteine 0.279 0.004 0382 0.001
Log hs-CRP 0.186 0.055 0.115 0.354
sVCAM-1 0.320 0.001 0371 0.002
Log sICAM-1 0.266 0.006 0.150 0.227
Log malondialdehyde 0.249 0.010 0.248 0.043
Log urinary nitrate/nitrite —0.170 0.080 —0.329 0.007
Leptin 0.259 0.007 0338 0.005
Adiponectin 0.034 0.724 0.110 0.376

HDL: high-density lipoprotein, HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin
resistance, SDS: standard deviation score, hs-CRP: high-sensitivity C-reactive protein,
SVCAM-1: soluble vascular cell adhesion molecule-1, SICAM-1: soluble intercellular adhesion
molecule-1.



P. Codofier-Franch et al. / Clinical Biochemistry 47 (2014) 44-48 47

Table 3
Multiple regression analysis for resistin as a dependent variable in obese children.
Independent B coefficient (IC 95%) {3 coefficient t p-Value
variables
Constant 2.866 0.006
Relative waist 0.020 (0.000, 0.040) 0.200 1953 0.055
circumference
Log homocysteine 3.684 (1.014, 6.353) 0.268 2756 0.008
Urinary nitrate/ —0.015 (—0.024, —0.005) —0.316 —3.125 0.003
nitrite
sVCAM-1 0.007 (0.001, 0.013) 0.236 2454 0.017

(R? adjusted = 0347, p = 0.000).

Predictor variables included in the analysis: relative waist circumference, Tanner
stage, homeostasis model assessment of insulin resistance, soluble vascular cell adhesion
molecule-1 (sVCAM-1), homocysteine, urinary nitrate/nitrite and leptin.

to the findings of other studies [24]. In contrast to the results of other
authors [25], we found an association with insulin resistance. The
HOMA-IR values in the children participating in the current study
were more elevated than in other studies, which could account for
these different results. Furthermore, we have not found an association
between resistin and other metabolic risk factors, such as dyslipidemia
or increased blood pressure. It is possible that the relationship between
resistin and lipids or hypertension becomes evident at older ages, when
these entities are relatively more prevalent. It is noteworthy that the
association with central obesity and insulin resistance was lost after
adjusting for other parameters that influence cardiovascular risk, such
as Hcys and indicators of endothelial dysfunction, suggesting that
resistin mainly exerts control over the parameters that are directly
linked to atherosclerosis development.

It is known that the process of atherosclerosis starts at an early age,
but the exact pathophysiological mechanisms that underlie the associa-
tion between obesity and early atherosclerosis are not fully understood.
Earlier studies showed that by directly affect vascular homeostasis,
Hcys, a sulfur amino acid formed during the metabolism of methionine,
may represent an important mechanistic basis of cardiovascular disease
in patients with metabolic syndrome [26]. Research in experimental
settings documented that Hcys levels contribute to the induction of
resistin expression in mouse adipose tissue that is mediated by the reac-
tive species pathway [5]. Furthermore, Hcys promotes vascular smooth
muscle cell migration, a key factor for neointimal formation in athero-
sclerosis, throughout the effect of resistin [27].

The strength of the association between an elevated Hcys level and
cardiovascular disease has been shown to be different between adults
and children. Most of the epidemiologic studies on adults support the
link between Hcys and atherothrombosis, and subjects with raised
Hcys levels have an increased risk of cardiovascular morbidity that is
usually concentration dependent. Few data are available for children
[28]. Only a slight elevation of Hcys, lower than the threshold estab-
lished as at risk in adults, was found in the obese children in the present
study. Given the relationship between resistin and Hcys, we examined
the association of these two parameters. There was a significant correla-
tion between resistin and Hcys in nonobese and obese youths. In addi-
tion, Hcys contributed to resistin levels as an important independent
factor in a multivariate analysis.

The expression of adhesion molecules such as sVCAM-1 and sICAM-
1 on the endothelial cell surface is an initial step in atherogenesis.
Resistin activates endothelial cells (via the upregulation of adhesion
molecules, endothelial-leukocyte interaction induction, and vascular
smooth cell proliferation) and may promote the initiation or perpetua-
tion of the atherosclerotic state [7,8,27,29]. The association of resistin
with a biomarker of endothelial function (sVCAM-1) in obese youths
found in the current study implies that resistin may be directly or indi-
rectly related to future cardiovascular disease and can be considered as
a marker of preclinical atherosclerosis.

NO, a potent vasodilatory molecule, is the key to endothelial func-
tion. The reduced bioavailability of NO is involved in atherogenic

properties because it promotes vasoconstriction and increases the re-
cruitment of leukocytes to the endothelium [10]. Thus, decreased NO
is an early event involved in the pathogenesis of vascular damage.

NO is rapidly oxidized to nitrite and/or nitrate by oxygen in biologi-
cal systems, and therefore, the concentrations of nitrite and nitrate end-
products (nitrate/nitrite) are routinely used as an index of NO synthesis.
Excretory nitrate indicates systemic NO production. It has been demon-
strated that resistin affects NO bioavailability by impairing the endothe-
lial nitric oxide synthase system in human coronary artery endothelial
cells [11]. Moreover, in this setting, oxidative stress has a predominant
additive role of scavenging NO and producing peroxynitrite. Oxidative
stress is also involved in the signaling pathway of resistin induction.
We have found a negative association between resistin and urinary
nitrate/nitrite that implies diminished systemic NO bioavailability linked
to higher resistin values. The observed inverse correlation between
resistin levels and nitric oxide production may also be relevant in vascular
smooth muscle cell proliferation, another well recognized player in the
onset and progression of cardiovascular disease. Thus, decreased avail-
ability of nitric oxide might promote and trigger vascular smooth muscle
cell proliferation in our patients. The implication of resistin in this scenario
represents an important point of convergence.

Resistin was also associated with malondialdehyde, a marker of lipid
peroxidation, in the present study. In this sense, there is a link between
oxidative and nitrosative stress and resistin values. The novel finding of
the relationship between resistin values and parameters of nitrosative
stress in obese children is interesting. A growing body of scientific
research on the relationship of NO with blood pressure has emerged
in recent years, but it is unlikely that this relationship was a predomi-
nant factor in the cohort of children studied. Other involved factors
could be related. Obesity produces low-grade inflammation that could
represent a potential link between metabolic disturbances and vascular
complications. However, in contrast to previous adult studies [6], in-
flammation, as measured by hs-CRP levels, was not associated with
resistin levels in our cohort. Resistin levels are increased in children
with acute inflammation [30,31], but the effects of proinflammatory
molecules on resistin levels are not solely dependent on obesity [24].
Human resistin is indirectly regulated by the inflammatory internal mi-
lieu of obesity. Furthermore, the adipocyte is not the major cell type pro-
ducing resistin in humans, which rather is produced by infiltrating
macrophages. It has been mimicked the state of subacute inflammation
in the absence of obesity in a transgenic mouse model by selective hepa-
tocellular activation of nuclear factor-kappaB [32]. Therefore, we can
hypothesize that resistin induces an inflammatory state that is poten-
tially driven by nuclear factor-kappaB directly [33] and indirectly
though cytokines formed downstream from it. This fact constitutes an
early event which subsequently will lead to increasing C-reactive pro-
tein levels.

The current study has several strengths, including the standardized
methods of obtaining clinical and laboratory data and precise measure-
ment. A diet ensuring the accuracy of the measurements of urinary ni-
trate was used. In the present study, data were adjusted by gender
and Tanner stage because an independent association of gender with
resistin levels has been demonstrated. In addition, puberty seems to
play a role in resistin secretion, as resistin levels are correlated with
maturational development rather than with anthropometric measures
or chronologic age [14]. Because the relationship between metabolic
risk factors and adipokines has been suggested to be mediated by in-
creased adiposity [34], the data in the present study were also con-
trolled by BML

Nevertheless, certain limitations should be mentioned. First, because
of the study's cross-sectional design, we cannot draw any causal infer-
ences from the data. Continuing longitudinal analysis will evaluate the
predictive value of resistin in cardiovascular outcome. More prospective
data are needed to determine the predictive value of resistin in cardio-
vascular morbidity in children. Moreover, the sample size was limited.
However, this is a common feature in pediatrics research due to the
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specific characteristics of pediatric patients. Few data are available for
children with respect to molecules that play crucial roles in atherogen-
esis to aid early diagnosis. Future translational and clinical research in
children, with the aim of unraveling the role of adipose tissue in associ-
ated comorbidities, is highly warranted.

Conclusions

The risk factors for cardiovascular diseases begin in childhood. There-
fore, research on evaluation and prevention should be addressed at this
stage. As endothelial dysfunction and atherosclerosis begin early in life,
the identification of biomarkers of prognostic value regarding cardiovas-
cular risk would give better insight into this process, independent of the
ulterior process of aging. The present study demonstrated an independent
association of cardiovascular markers with serum resistin. In this manner,
resistin is a potential predictor of the present and future risk of cardiovas-
cular diseases.
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