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. INTRODUCCION

Dada la elevada incidencia de obesidad existente en Espana y que el exceso de peso
puede comenzar en la vida intrauterina, en la presente tesis doctoral, la problematica
en cuestion se abordard centrdndose en dos etapas criticas del crecimiento vy
desarrollo del ser humano: embarazo y adolescencia. Se enfatizard el estudio de los
lipidos, orientado especificamente al analisis de acidos grasos y vitaminas, ya que, de
acuerdo a la evidencia cientifica existente, esta informacion podria ser relevante en la

prevencion y tratamiento de la obesidad.

1. SOBREPESO Y OBESIDAD

1.1. Concepto

La obesidad es un problema de salud publica con un costo sociosanitario de gran
magnitud [1]. Es una enfermedad multifactorial, pluripatoldgica [1], que resulta de un
desequilibrio entre la ingesta calérica y el gasto energético [2]. Cuando la oscilacién es
importante, el exceso de energia se acumula en forma de grasa [3]. Asi, desde el punto
de vista fisiopatoldgico, la obesidad se considera un estado fisico de excesiva grasa

corporal [1].

Sin embargo, en la practica clinica, ésta se define de acuerdo al valor del indice de
masa corporal (IMC) [1], consistente en el cociente Peso (kg)/[Talla (m)]%, y el
perimetro de la cintura [4]. Durante el embarazo la identificacién de malnutricidon por
exceso se realiza por medio del IMC pregestacional, que permite el establecimiento de

las metas nutricionales [5].
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El uso del IMC para valorar obesidad debe realizase con cautela, ya que refleja un
exceso de masa de todo el tejido corporal, es decir de masa grasa y masa libre de grasa
(tejido muscular, huesos y agua). Por esta razdon, es conveniente evaluar la
composicion corporal y asi identificar los respectivos componentes [1]. Las técnicas
modernas para su determinacién comprenden desde la medicidon de los pliegues
cutdneos hasta la utilizacion de técnicas sofisticadas y complejas, como la
absorciometria de rayos X de energia dual, resonancia magnética, tomografia axial

computarizada, entre otras [1].

De acuerdo a la distribucidon de la grasa corporal la obesidad puede ser de tipo
androide, central o abdomino-troncular y de tipo ginoide o periférica. En el primer
caso, el exceso de grasa es almacenado principalmente en la parte superior del cuerpo,
mientras que en la obesidad de tipo ginoide la acumulacidon adiposa tiende a
localizarse en caderas y muslos. Esta ultima tiene una relacién determinante con el
sindrome metabdlico, el riesgo cardiometabdlico y las enfermedades cardiovasculares
(ECV). Por ello, la medicién del perimetro de la cintura se considera fundamental como

indicador de riesgo cardiovascular y criterio de sindrome metabdlico [1].

1.1.1. Metabolismo del tejido adiposo

Una de las funciones del tejido adiposo es el almacenamiento de energia en forma de
triacilgliceroles (TAG), lo cual ocurre en situaciones de exceso. Estos son depositados
principalmente en el citoplasma de los adipocitos, donde pueden ocupar casi todo el
volumen celular. Las células adiposas estan especializadas en la sintesis y
almacenamiento de TAG, asi como en su hidrdlisis (lipdlisis) y movilizacién para ser

transportados por la sangre a otros tejidos cuando éstos requieren energia [3].
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Tanto los acidos grasos liberados en la lipdlisis como los sintetizados de novo y los
incorporados a los adipocitos pueden ser reutilizados en el tejido adiposo mediante su
conversién a acil-Coenzima A (CoA), por accidn de la acil-CoA sintetasa, y esterificados
con el glicerol-3-fosfato para formar TAG, estableciéndose asi un continuo ciclo de
lipdlisis y reesterificacion. Por medio de la adipogénesis (proliferacién de preadipocitos
y diferenciacién en adipocitos), lipogénesis (sintesis de acidos grasos), captacion de
acidos grasos a partir de lipoproteinas circulantes y la lipdlisis (hidrélisis de TAG
almacenados), que opera en los propios depdsitos grasos, se controla el
almacenamiento de los lipidos. A su vez, la regulacién de estos procesos depende de la
interaccion entre genes y factores ambientales y, en particular, entre genes vy

nutrientes [3].

El tejido adiposo ademas de actuar como depdsito de energia también funciona como
un importante drgano enddcrino, involucrado en procesos metabdlicos como,
adipogénesis, lipogénesis, produccion de factores de crecimiento, hormonas vy
enzimas, metabolismo de la glucosa y de los lipidos, regulacién del peso corporal,
homeostasis y funcion inmune, entre otros [6,7,8]. Cuando éste se expande, en
situaciones de obesidad, la hiperplasia e hipertrofia ocurridas producen la disfuncién
de los adipocitos [9], secretando citoquinas proinflamatorias y leptina, que provocan
un estado crénico de bajo grado de inflamacién a nivel local y sistémico e inducen
insulinorresistencia [8,10]. El tejido adiposo regularmente libera dacidos grasos,
activando macrofagos residentes o reclutando nuevos. De una manera reciproca, los
macrofagos activados influyen sobre la funcién de los adipocitos, aumentando Ia

inflamacién y la insulinorresistencia [6] (Figura 1).
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Figura 1. Modulacién fenotipica del tejido adiposo.

El tejido adiposo puede ser descrito por 3 clasificaciones estructurales y funcionales: magro con funcién
metabdlica normal, obeso con disfuncion metabdlica leve y obeso con disfuncién metabdlica completa. Cuando la
obesidad se desarrolla, los adipocitos sufren hipertrofia debido al aumento del almacenamiento de
triacilgliceroles. Con una obesidad limitada es probable que el tejido mantenga una funcion metabdlica
relativamente normal y tenga una activacion de células inmunes baja y funcion vascular suficiente. Sin embargo,
los cambios cualitativos en el tejido adiposo expandido pueden promover la transicion a un fenotipo
metabdlicamente disfuncional. En el tejido adiposo magro los macréfagos expresan marcadores de M2, mientras
que la obesidad conduce al reclutamiento y acumulacion de M1, asi como células T. Las adipoquinas
antiinflamatorias, incluyendo adiponectina y proteina secretada similar a frizzle nimero 5 (SFRP5, del inglés
secreted frizzled-related protein 5) son producidas preferentemente por el tejido adiposo magro. En estados de
obesidad, dicho tejido genera grandes cantidades de factores proinflamatorios, incluyendo leptina, resistina,
proteina transportadora de retinol tipo 4 (RBP4, del inglés retinol-binding protein 4), lipocalina 2, proteina 2
similar a la angiopoietina (ANGPTL2, del inglés angiopoietin-like protein 2), factor de necrosis tumoral (TNF, del
inglés tumour necrosis factor), interleuquina-6 (IL-6), IL-18, ligando de quimioquinas CC-2 (CCL2, del inglés CC-
chemokine ligand 2), ligando de quimioquinas CXC-5 (CXCL5, del inglés CXC-chemokine ligand 5) y nicotinamida
fosforribosiltransferasa (NAMPT, del inglés nicotinamide phosphoribosyltransferase). Los individuos obesos, que
presentan un estado metabdlicamente intermedio en el tejido adiposo, tienen pardmetros metabdlicos mejores,
la expresion de marcadores inflamatorios disminuida y mejor funcidn vascular en comparacién con aquellos que
poseen un tejido metabdlicamente disfuncional. Cuando dicho tejido es metabdlicamente disfuncional puede ser
asociado con mayor necrosis de los adipocitos, y los macréfagos M1 se disponen alrededor de las células muertas
conformando una estructura tipo corona. Adaptado de Ouchi et al. [11].
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La liberacion de acidos grasos y de citocinas inflamatorias junto con la inflamacién
local, causan una amplia variedad de estrés celular y disfuncion en las células
parenquimales de multiples tejidos, incluyendo miocitos esqueléticos y cardiacos,
hepatocitos y células beta pancredticas, cada uno de los cuales contribuye a la
lipotoxicidad. El incremento de la concentracién de triglicéridos plasmaticos conduce
al depdsito de grasa ectdpica, especialmente en dichas células, intensificando la

lipotoxicidad y la apoptosis celular [12].

1.2. Prevalencia

La obesidad es considerada por la Organizacién Mundial de la Salud como la epidemia
del siglo XXI debido a las dimensiones que ha adquirido a lo largo de las ultimas
décadas, tanto en paises industrializados como en vias de desarrollo, y por su impacto
en la morbimortalidad, la calidad de vida y el gasto sanitario. Se estima que en el afio
2015 habrd aproximadamente 2.300 millones de personas adultas con sobrepeso y
mds de 700 millones con obesidad [13]. En las sociedades industrializadas es el
problema nutricional mas comun entre nifios y adolescentes, pero también ha
alcanzado cifras alarmantes en los paises en desarrollo [14]. En las ultimas décadas,
paises como Espafia, Finlandia, Grecia, Holanda, Canada y Estados Unidos han sufrido
un incremento notorio en la prevalencia de obesidad, con el subsecuente incremento

de la morbimortalidad asociada [1].

En Espana, el Estudio Delphi sobre Obesidad (1999) mostré que casi el 14% de la
poblacion de 2 a 24 afios de edad padecia obesidad y el 26.7% sobrepeso [1]. Por su
parte, el estudio enKid (1998-2000) revel6 que el exceso de peso afectaba a un 26.3%

de la poblacién infantil y juvenil, siendo superior entre los 6 y 13 afios de edad, y que
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en los ultimos tiempos la obesidad se incrementdé en un 14,6% [15]. En el estudio
Cuatro Provincias (Cadiz, Murcia, Madrid y Orense), efectuado entre los afios 1998 y
2000, se constatd una prevalencia del orden del 9.4 al 10.5%, siendo mayor en las
provincias con mayor tasa de mortalidad coronaria en adultos (Cadiz y Murcia) [16]. En
preadolescentes, las cifras de exceso de peso fueron del 30.8% [17]. Los datos mas
recientes, procedentes del estudio ALADINO (Alimentacidn, Actividad fisica, Desarrollo
Infantil y Obesidad) de la Agencia Espanola de Seguridad Alimentaria y Nutricidn
(2010-2011), donde se reclutaron 7923 nifios de 6 a 9 afios de edad, constataron un
45.2% de malnutricién por exceso, correspondiendo un 26.1% a sobrepeso y 19.1% a

obesidad [18].

A raiz del mencionado incremento de la prevalencia de exceso de peso, el entonces
denominado Ministerio de Sanidad y Consumo, lanzé en 2006 la Estrategia Nutricion,
Actividad Fisica, Prevencion de la Obesidad y Salud (NAOS), que pretende cambiar el
estilo de vida de los espanoles, fundamentalmente en lo que a ejercicio se refiere, y

controlar la alimentacién en edades tempranas [1].

1.3. Etiologia

La obesidad es una patologia multifactorial en la que intervienen factores genéticos y
ambientales, en una compleja interaccién, y donde también participan influencias
psicoldgicas y culturales, asi como mecanismos fisioldgicos de regulacién. La herencia y

el ambiente influyen tanto en el aporte como en el gasto de energia [4].

Muchos de los factores hormonales y neurales que intervienen en la regulacién del
peso corporal son de tipo genético, como las senales a largo y corto plazo que

participan en la saciedad y actividad alimentaria. Pequefios defectos en su expresién y
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en sus interacciones pueden contribuir de manera importante a la ganancia de peso. El
numero y el tamafio de los adipocitos, la distribucién regional de la grasa corporal y el
metabolismo basal también dependen de los genes [4]. Se ha propuesto que la
obesidad tipica es tan heterogénea y poligénica que no hay genes principales, sino que
son 20 o mas las variantes de genes comunes las que pueden contribuir, cada una con

una carga genética pequeiia [19].

En todos los depdsitos orgdnicos, la formacidn del tejido adiposo, durante el
desarrollo, depende del receptor nuclear denominado Receptor Activado por
Proliferadores Peroxisomales (PPAR) vy, el cual es el regulador principal de la
transcripciéon en la adipogénesis. Las diferencias en la expresidn de éste pueden

contribuir a la formacion de los depdsitos de grasa visceral o subcutanea [10].

Aunque se plantea que los genes aumentan la susceptibilidad a la obesidad, para que
ésta ocurra también deben participar otros factores. Los patrones dietéticos y la
actividad fisica son otras causas importantes de exceso de peso cuando se produce un

desajuste entre el estilo de vida y la estructura genética [4].

En las sociedades modernas existe una infinita variedad de alimentos, que estan
disponibles en todo momento y a un precio accesible, lo cual fomenta un mayor
consumo y, por ende, un incremento de la ingesta energética. Ademas, la sobreingesta

caldrica suele ser acompafiada por un gasto energético bajo [4].

La ingesta de alimentos es controlada por un complejo y heterogéneo sistema
endogeno, que incluye el aparato gastrointestinal, los nutrientes circulantes, los

depdsitos de grasa y de glucdgeno, el metabolismo celular, el sistema nervioso
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periférico, que se encarga de trasmitir las sefales, y el sistema nervioso central. Asi,
ésta puede ser regulada, a corto y largo plazo, por sustancias que estimulan el apetito
como, corticosterona, neuropéptido Y, endocannabinoides y grelina, y por las que lo

inhiben como, péptido YY, insulina, leptina, citocinas, entre otras [3].

El tipo de alimentacion, y mas concretamente la composicién en acidos grasos de la
dieta, puede influir en la respuesta lipolitica del tejido adiposo, la cual se justifica por
cambios en la conformacién de las proteinas de membrana, en la eficacia de los
sistemas de transduccion y en la composicién de triglicéridos [3]. Aparentemente, el
seguimiento de dietas hiperlipidicas produce sobrepeso y obesidad debido a que
favorecen una ingesta excesiva de energia. No obstante, se cree que el efecto que
ejerce este tipo de dietas, sobre la acumulacién de grasa, no se explica Unicamente por
este motivo, sino que también esta relacionado con la diferente utilizacién metabdlica

de la grasa y los hidratos de carbono en el organismo [3].

En adolescentes, el desarrollo de obesidad se ha relacionado con una ingesta caldrica
elevada [20]. Ademas, algunos autores han observado que el consumo de
carbohidratos en adolescentes obesos es mayor que en normopeso [20] o que el
consumo de proteinas y el porcentaje de energia aportado por éstas también es mayor
[21]. En Espafia, actualmente, se consume una dieta mediterranea modificada por
cambios alimentarios vinculados al desarrollo econdmico de las Ultimas décadas [22].
En nifios y adolescentes, se ha observado que la dieta es hipercaldrica e hiperlipidica
(47% del valor caldrico total) con un excesivo aporte de acidos grasos saturados (17%
del valor caldrico total) y de proteinas (17%), asi como baja en carbohidratos (38%)

[16].
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La energia neta obtenida a partir de los alimentos se destina a cubrir gastos
correspondientes al metabolismo basal, la actividad fisica y la accion térmica de los
alimentos. Ademas, en ciertas situaciones fisiolégicas, como el crecimiento, el gasto

energético se ve incrementado por la formacién de estructuras corporales [3].

Asi, la naturaleza sedentaria de las personas puede constituir un problema que agrave
la obesidad [4]. La practica de ejercicio fisico favorece al equilibrio entre la ingesta y el
gasto energético y, por consiguiente, puede evitar la acumulacion de grasa corporal
[3]. En nifios y adolescentes, se ha observado que, el sedentarismo contribuye al
desarrollo y mantenimiento de la obesidad [23]. En Espaia, seglin datos recabados en
el afio 2003, el 58,5% de la poblacién de 16 afios o mds no realiza actividad fisica o
deporte alguno durante el tiempo libre, el 34% pasa sentada la mayor parte de la
jornada laboral, y el 46% esta de pie sin realizar grandes esfuerzos o desplazamientos

[24].

Esta informacion pone de manifiesto que la poblacién espafiola se ve afectada por
cambios alimentarios que favorecen una ingesta energética excesiva, asi como por el
incremento del sedentarismo, tanto en la en la infancia y la adolescencia como en la

vida adulta.

1.4. Programacion del desarrollo

Como se sabe, la obesidad puede tener sus raices antes del nacimiento y perpetuarse
en la etapa adulta. La nutricién durante los primeros estadios de la vida no solo
repercute sobre el normal crecimiento y desarrollo corporal del nifio sino también en

futuras enfermedades del adulto, programando la salud a largo plazo [25].
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Existen algunos estudios que sugieren que las etapas tempranas de la vida pueden ser
tomadas como periodos criticos para el desarrollo de los adipocitos y el crecimiento
del tejido adiposo en los seres humanos [26]. El concepto de periodos criticos del
desarrollo fetal puede determinar la susceptibilidad a las enfermedades en la etapa
adulta. Estos ocurren cuando los tejidos son plasticos, es decir, cuando el feto estd
experimentando una rdpida proliferacion celular que lo hace sensible a los cambios
ambientales [27]. En células aisladas, se ha observado que los primeros depdsitos de
grasa tienen una elevada capacidad de diferenciacidn y proliferacién, lo cual puede
contribuir a definir la posterior expansion del tejido adiposo. La adquisicion de células
grasas en los primeros afios de vida parece ser un proceso irreversible [26].
Recientemente, en un estudio que utilizé técnicas isotdpicas, se confirmd que el
numero de adipocitos se establece durante la infancia y la adolescencia, y éste es el

principal determinante de la masa grasa en adultos [28].

Hasta la fecha, el desarrollo del tejido adiposo en la vida intrauterina humana ha sido
escasamente estudiado [26]. Un estudio anatémico sugiere que los primeros vestigios
de dicho tejido son detectables entre las 14 y 16 semanas de gestacion y que después
los I6bulos de grasa se desarrollan lentamente con predominio de células adiposas
multiloculares. Al comienzo del 3er trimestre, los adipocitos se encuentran en las areas
de depdsito de grasa caracteristicas pero son todavia bastante pequefios [29]. Después
del nacimiento, el nimero de |ébulos grasos permanece constante, mientras que el
tamafio esta en continuo crecimiento. Se ha establecido que los periodos sensibles del
desarrollo del tejido adiposo, comprenden el posterior al nacimiento y entre los 9y 13
afios de edad [26]. Esto justifica que se enfatice el estudio de la obesidad en etapas

tempranas de la vida como se ha realizado en la presente tesis doctoral.
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Estudios epidemiolégicos y experimentales han mostrado que el aporte de nutrientes
en el Utero y durante la infancia tiene implicaciones a largo plazo en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas, como obesidad, diabetes tipo 2, ECV e hipertension [25].
Los cambios en el desarrollo adiposo y del metabolismo son adaptaciones importantes

gue determinan un incremento en el riesgo de sindrome metabdlico [27].

El crecimiento y desarrollo funcional del feto depende de su genotipo, del medio
hormonal y fetal, y de las interacciones con el aporte de nutrientes y oxigeno [30]. Un
medio intrauterino subdptimo, que resulta del estado nutricional alterado o del
desequilibrio hormonal materno, tiene el potencial de reajustar el desarrollo
placentario y fetal para asegurar la supervivencia del feto a corto plazo. Sin embargo, a
menudo, esto también condiciona la salud a largo plazo (Figura 2) [27]. Las
adaptaciones ocurridas en la programaciéon de la obesidad y otras enfermedades
cronicas, que son gobernadas por los cambios en la expresidon génica, pueden
permanecer silenciosas hasta que se produzca un estimulo ambiental, como una dieta

elevada en grasa o un medio obesogénico [31,32].

Barker y colaboradores afianzaron el concepto del origen del desarrollo de la salud y
enfermedad, a través de estudios epidemiolédgicos que vincularon el bajo peso al nacer
con el incremento del riesgo de enfermedad coronaria, hipertensién y diabetes tipo 2
[33]. La hipdtesis de Barker [34] y la de la insulina fetal [35] han propuesto que el
deterioro de la salud cardiovascular de los adultos es programada en el Utero por una
nutricion materna inadecuada o por una reduccion, genéticamente determinada, del
crecimiento fetal mediada por la insulina, que da como resultado el nacimiento de

nifnos pequefios. Se ha establecido que el bajo y el elevado peso al nacer, la obesidad
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materna, la diabetes gestacional y la rdpida ganancia de peso postnatal,
particularmente en nifios pretérmino, estan asociados con un incremento del riesgo de
obesidad, intolerancia a la glucosa, insulinorresistencia, dislipidemia e hipertensién en

la vida adulta [25].

Labayen et al. [36] han observado una relacion inversa entre el peso al nacer y la
adiposidad abdominal en adolescentes, independientemente de la masa grasa total,
edad gestacional, sexo, duracién de la lactancia materna, estadio puberal, actividad
fisica y estatus socioecondmico. Esto hace pensar que la nutricion fetal, indicada con el
peso al nacer, puede tener un efecto de programacion sobre la adiposidad abdominal

ulteriormente en la vida.

Existen evidencias bioldgicas fuertes que indican que tanto las deficiencias como los
excesos nutricionales en la dieta materna pueden “reprogramar” la forma en que las
células se dividen, diferencian y responden a su entorno metabdlico en el hijo [25].
Estudios en animales han mostrado que la elevada ingesta de grasa, AGS vy
carbohidratos, y la deficiencia de proteinas y diversas vitaminas durante el embarazo y
la lactancia aumentan el riesgo de sindrome metabdlico en los hijos [27,30,37,38,39].
Estas adversidades nutricionales y enddcrinas convergen en alteraciones del apetito y
en respuestas metabdlico-endocrinas inapropiadas a la ingesta de nutrientes,
involucrando el cerebro, tejido adiposo, musculo, higado, pancreas y otros érganos

(Figura 2) [25,38,40].
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Ambiente nutricional materno-fetal subéptimo
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Figura 2. Contribucién del entorno materno-fetal en la programacion del desarrollo del metabolismo energético

celular a favor del almacenamiento de lipidos.

Este almacenamiento predispone a los individuos al desarrollo de sindrome metabdlico. RE, reticulo

endoplasmatico. Adaptado de Symonds et al. [27].

Estudios en animales alimentados con dietas ricas en grasa o carbohidratos durante

embarazo y lactancia han mostrado un incremento del depésito de lipidos en musculo,
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tejido adiposo e higado, asi como, modulaciéon de la expresidon de genes hepaticos,
desarrollo de células B pancreaticas, secrecién de insulina y leptina alterados en los
hijos jovenes [30,37,41]. Posteriormente, esos hijos mostraron programacién
metabdlica, involucrando multiples érganos, incluyendo tejido adiposo, musculo,
higado y pancreas, y reprogramacién de las vias del apetito hipotaldmico. Esto pone en
evidencia que un ambiente enddcrino-sustrato-nutriente inadecuado temprano tiene

consecuencias a largo plazo [25].

1.5. Obesidad en la etapa gestacional

El impacto de la obesidad sobre los resultados del embarazo y el parto es considerado
un problema obstétrico de gran importancia, ya que el exceso de peso esta implicado
en la salud materna, fetal, neonatal, asi como en el riesgo de desarrollar enfermedades

durante la vida postnatal temprana y adulta [42].

Un indice de masa corporal elevado durante el embarazo se ha relacionado con un
mayor riesgo de enfermedades en la madre (preeclampsia, hipertensién inducida por
el embarazo y diabetes gestacional) y con resultados adversos en el feto y el neonato
(elevado peso al nacer, insulinorresistencia, hipoglicemia, nacimiento pretérmino,
entre otros) [42,43,44]. Cabe destacar que cuanto mayor es el grado de obesidad el
riesgo de desarrollar complicaciones perinatales como preeclampsia, macrosomia y

parto por cesarea se ve aumentado [45].

Como se sabe, las mujeres obesas tienen una mayor predisposicidén a la lipotoxicidad,
disregulacion metabdlica, estrés oxidativo e inflamacién que las normopeso, lo cual

puede ser exacerbado por la acumulacién de grasa durante el embarazo [46,47]. El
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estrés oxidativo materno se ha relacionado en forma inversa con el peso al nacer [48],

y el IMC pregestacional positivamente con la cantidad de masa grasa del neonato [49].

La obesidad materna [50,51] y el aumento de peso excesivo durante la gestaciéon [51]
constituyen factores fetales-neonatales de riesgo de obesidad posterior. La
macrosomia [43,52] y los recién nacidos pequefios (PEG) o grandes para la edad
gestacional (GEG) [49,53] son complicaciones frecuentes de las embarazadas obesas
y/o con aumento de peso excesivo. Los neonatos que presentan dichas caracteristicas
son propensos al desarrollo de sindrome metabdlico durante la infancia y la edad

adulta [51].

Aunque el descenso de los recién nacidos GEG implica beneficios para los resultados
obstétricos, un elevado peso al nacer no siempre es observado en madres obesas o
con sobrenutricién. Asi, Rooney y Ozanne [50] consideran que se deberia tener cautela
al utilizar el peso al nacer como un indicador de la mejora de la salud de los hijos. Estos
establecen que dicho parametro antropométrico es un indice bruto de la exposicién in

Utero y no es en absoluto un predictor definitivo de resultados adversos del desarrollo.

Recientemente, se ha indicado que el peso al nacer también tiene un efecto
significativo sobre los niveles de grelina [54], que es la principal hormona orexigénica
del organismo. En ratas y ratones, se ha constatado que los hijos de gestantes obesas
desarrollan hiperfagia. También se ha documentado hipoactividad y/o una reduccién

de la masa y funcién muscular [50].

En un estudio en que se investigd la relacién del peso al nacer con las hormonas
vinculadas al apetito y otros pardmetros bioquimicos de nifios con sobrepeso de 9a 10

aflos de edad [54], se han encontrado resultados interesantes. El peso al nacer se
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correlaciondé negativamente con la insulinorresistencia y la concentracion de grelina en
la infancia, mientras que el tercil mas alto de éste se asocié con un incremento del
estrés oxidativo. Esto sugiere que la grelina puede estar implicada en el mayor

aumento de peso ocurrido en nifios con sobrepeso que tuvieron menor peso al nacer.

Otro aspecto relevante a considerar, en el estudio del efecto de la obesidad materna
sobre los hijos, es el habito tabaquico. La exposicion intrauterina directa al tabaco
hasta el final del embarazo conduce a diferentes adaptaciones en el crecimiento,
reflejadas en el peso y la talla, y a un incremento del riesgo de sobrepeso y obesidad

en la etapa preescolar [55].

Poston et al. [56] han concluido que las evidencias actuales disponibles sobre el
impacto de la obesidad gestacional en la salud de la madre y el hijo, a corto y largo
plazo, plantean la necesidad de acciones dirigidas a controlar el peso durante el
embarazo y prevenir la obesidad en mujeres en edad reproductiva. También
establecieron que, aunque ha sido sustentado por estudios en animales, el hecho que
la madre pueda transferir el riesgo de obesidad al hijo a través de mecanismos no
gendmicos requiere una investigacién mas detallada en humanos, con seguimiento de

los nifios a largo plazo [56].

1.6. Patologias asociadas

La obesidad causa y exacerba un numero importante de problemas de salud, tanto
independientemente como en asociacion con otras afecciones. Es un factor de riesgo
de ECV y estd fuertemente relacionada con otros factores de riesgo de dichas
patologias, tales como hipertension, diabetes, dislipidemia e inflamacién [57,58].

Ademas, se vincula al incremento de la incidencia de ciertas formas de cancer,
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colecistopatias, complicaciones respiratorias (apnea obstructiva del suefio) vy
osteoartritis de pequefias y grandes articulaciones, asi como al aumento de la

mortalidad [1,4].

Si bien, la informacidn disponible sobre la infancia es menor que la referente a adultos,
es evidente que el efecto del sobrepeso en dicha etapa es similar al de la vida adulta
[2]. Durante infancia y adolescencia las comorbilidades vinculadas a la obesidad
pueden ser de indole metabdlico (diabetes tipo 2, sindrome metabdlico), ortopédico,
cardiovascular (dislipidemia, hipertensién, hipertrofia ventricular izquierda,
aterosclerosis), psicolégico (depresidn, mala calidad de vida), neuroldgico (seudotumor
cerebral), hepatico (higado graso no alcohdlico, esteatohepatitis no alcohdlica),
pulmonar (apnea obstructiva del sueno, exacerbacion del asma) y renal (proteinuria).
Por otra parte, resultados del Nurses' Health Study Il han mostrado que, en mujeres,
un IMC elevado durante la adolescencia se relaciona con un aumento de muerte

prematura en la etapa adulta [59].

En la mayoria de las personas obesas se observa resistencia insulinica [60], lo que
favorece la lipogénesis y la acumulacion de grasa [3]. Las evidencias disponibles
sugieren que nifios y adolescentes obesos tienen mayor concentracién de insulina
plasmatica [21,61,62], leptina [20,21,62] e insulinorresistencia [61], mientras que la
adiponectina es menor [20]. Consecuentemente, la relacidon leptina/adiponectina,
insulina/glucosa y el indice de insulinorresistencia, HOMA (del inglés Homeostasis
Model Assessment), también resultaron mayores en este grupo [20]. La leptina es una
proteina que es liberada por el tejido adiposo junto con otras, como la resistina o la

adiponectina, cuando el acimulo de grasas es significativo [3]. Tanto leptina como
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adiponectina juegan un papel importante en la resistencia a la insulina [3]. Ademas, la
insulinorresistencia ha sido relacionada con la composicidn corporal, asi la relacion
leptina/adiponectina, HOMA vy la relacion insulina/glucosa tienen correlacién con la
masa grasa, Yy ,los dos primeros, también con el IMC [20]. Se ha mostrado una relacién
positiva entre la concentracion de leptina y el IMC [63] y el perimetro de la cintura

[64].

Otro parametro importante a considerar, en situaciones de exceso de peso, es la
inflamacidén. Se ha observado que, los adultos con obesidad mérbida presentan mayor
concentracion de proteina C reactiva (PCR) que los normopeso [60]. En nifios y
adolescentes con sobrepeso, la PCR también ha resultado mayor en comparaciéon con
aquellos de peso adecuado [20,21]. El IMC, el porcentaje de masa grasa y la relacién
cintura cadera han sido postulados como predictores de la PCR circulante, la
interleucina-6 y de la leptina, las cuales son consideradas marcadores de inflamacién

[21].

Con respecto al perfil lipidico, se ha constatado que los adultos con obesidad mérbida
tienen una concentracion elevada de triglicéridos, asi como reducida de lipoproteinas
de alta densidad (HDL, del inglés High-density lipoproteins) [60]. En nifios vy
adolescentes, se ha observado que la obesidad determina una mayor concentracién de
colesterol [61], lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés Low-density
lipoproteins) [65] y TAG [21,61,62] plasmaticos, y menor de HDL [20,21,62]. Asimismo,
se ha mostrado una relacion positiva entre el porcentaje ideal de peso corporal y la

concentracidn colesterol total y triacilgliceroles [64], mientras que la circunferencia de
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la cintura ha sido relacionada, también positivamente, con la concentracién de

colesterol total [64].

Con respecto a la tension arterial, se ha puesto de manifiesto que, tanto las personas
adultas [60], como nifios y adolescentes [21,61], con exceso de peso, presentan

mayores cifras de la misma en comparacién con los normopeso.

Un hallazgo importante en el estudio del exceso de peso infantojuvenil es la presencia
de estrés oxidativo [66]. En nifios obesos prepuberales, se ha constatado una mayor
peroxidacidn lipidica que en normopeso [65]. Diversos marcadores de estrés oxidativo
han sido relacionados en forma directa con el IMC, la adiposidad abdominal [65], la
masa grasa, asi como con el colesterol total, LDL, apolipoproteina B (apo B) circulantes
y adiponectina [20]. Adema3s, la capacidad antioxidante total es menor en adolescentes
obesos que en los normopeso [61], encontrandose correlacion entre ésta y la
adiposidad general, la masa magra, la concentracién de insulina plasmatica en ayunas
y la insulinorresistencia [61]. Se ha observado que el aumento de la resistencia a la
insulina tiene relacion con el descenso de la actividad de las enzimas antioxidantes,
superodxido dismutasa [20,64] y catalasa, mostrando menor actividad de esta ultima en
los tertiles mas altos de HOMA [64]. Asimismo, la actividad de la glutatidon peroxidasa,
otra enzima antioxidante, se relaciond negativamente con el IMC en mujeres
adolescentes, mientras que el glutatiéon oxidado se ha correlacionado positivamente

con el perimetro de la cintura [20].

Tanto estrés oxidativo como inflamacién estan presentes en nifios sin comorbilidades
al comienzo de la obesidad [66]. La disminucién de los niveles de inflamacién crénica y

de estrés oxidativo en la infancia puede prevenir la posterior alteracién metabdlica y el
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aumento de la morbilidad y la mortalidad cardiovascular en la edad adulta [66]. Por lo
tanto, las modificaciones del estilo de vida, que consisten en la reducciéon de la ingesta
de calorias, una dieta enfocada sobre la ingesta de macro y micronutrientes
particulares y el fomento de ejercicio regular programado, con un formato, tipo y

duracion personalizados, pueden reducir las consecuencias de la obesidad infantil [66].

1.7. Tratamiento

El objetivo del tratamiento de la obesidad consiste en el control del peso corporal y no
el simple adelgazamiento, definido como el logro del mejor peso posible en el marco
de una salud global. Lograr un peso corporal o una masa grasa ideales no siempre es
realista o deseable, incluso en algunos casos puede ser inadecuado. Una pérdida de
peso correspondiente al 5-10% puede mejorar la salud a corto plazo, reduciendo la

gravedad de las comorbilidades [4].

El adelgazamiento implica la pérdida de grasa pero también de proteinas, en
cantidades que dependen en cierto grado de la velocidad de la reduccién del peso.
Una disminucién drastica de las calorias que produzca una pérdida de peso rdpida
puede dar lugar a una respuesta similar a la inanicién, con la consecuente adaptacién
metabdlica a un periodo previsible de privacion. En cambio, una pérdida de peso
sostenida durante periodos mas prolongados favorece la reduccién de los depdsitos de
grasa, limita la pérdida proteica de tejidos vitales y evita la caida rapida del

metabolismo basal que acompaiia a un adelgazamiento rapido [4].

Los programas de adelgazamiento deben incluir una dieta nutricionalmente
equilibrada con ejercicio y modificacién del estilo de vida [4]. La combinacion de dieta

y ejercicio es mds efectiva en evitar recaidas a largo plazo, en la prevenciéon del
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comienzo de la sarcopenia vinculada a la obesidad y en alcanzar una mayor pérdida de

grasa, que la aplicacion de dieta o ejercicio en forma independiente [67].

La clave de la intervencién sobre la obesidad es la modificacion de la conducta.
Ademas de la nutricién y la actividad fisica, se debe reestructurar el entorno del
paciente para reducir las conductas o habitos que conducen a la obesidad [4]. El
contacto continuado del paciente con el clinico facilita el control del peso a largo plazo
[4]. Los programas de adelgazamiento que tienen éxito combinan los cambios en Ia
eleccion de los alimentos con el ejercicio y, a menudo, con modificaciones de la
conducta, educacién nutricional y apoyo psicolégico [4]. Cuando esas estrategias no
logran una reduccion de la grasa corporal deseada, puede afiadirse medicacién y, en
caso de obesidad patoldgica o extrema (IMC240 kg/m?), puede ser necesaria una

intervencién quirdrgica [4].

Como se ha mencionado, el tratamiento de la obesidad no sélo implica la pérdida de
masa grasa sino que también conduce a la mejora del perfil cardiometabdlico de los
pacientes. Asi, se ha observado reduccion del peso corporal [68,69], IMC, perimetro de
la cintura, tensién arterial sistélica y diastdlica, colesterolemia, LDL, relacién
apolipoproteina B/apolipoproteina Al, insulinemia, leptinemia [68] e inflamacion
[70,71] y cambios favorables en la composicion corporal, como aumento de la masa
magra y reduccién de la masa grasa [68]. Ademds, en pacientes con sindrome
metabdlico, la aplicacion de una dieta hipocalérica con cambios en la ingesta de acidos

grasos, reduce la incidencia de dicha afeccién [68].

21



I. INTRODUCCION

1.7.1. Control del incremento de peso en la etapa gestacional

Las evidencias existentes ponen de manifiesto la importancia del incremento de peso
durante la gestacidn, no solo en beneficio del hijo sino también para la salud materna
[72]. El tratamiento de la obesidad durante la gestaciéon debe centrarse en el control
de la ganancia de peso, asegurandose cubrir las necesidades nutricionales de la madre

y el hijo [4].

El aumento de peso durante el embarazo estd constituido por los productos de la
concepcidn, la expansion del volumen sanguineo y del fluido extracelular, y el depdsito
de grasa materna, y constituye una estimacién imprecisa de la adiposidad materna (o
fetal) [56]. A partir del comienzo del embarazo, independientemente de la existencia
de obesidad previa o del IMC, el depésito de grasa aumenta. La ganancia de tejido
adiposo en la gravidez normal (aproximadamente 4 kg) es un mecanismo de
preacondicionamiento fisiolégico en anticipacién a las demandas maternas y
fetoplacentarias asociadas con la gestacion tardia y la lactancia [42]. Al comienzo de la
gestacion, en mujeres con un IMC adecuado, el incremento de tejido adiposo se
dispone en los compartimentos subcutaneos de las mamas, tronco y muslo superior,
mientras que, hacia el final del embarazo una pequeiia cantidad de grasa es
almacenada en el compartimento visceral [73,74]. Cuando las madres presentan
obesidad, el exceso de lipidos es almacenado predominantemente en el dicho
compartimento [74,75]. El aumento de la adiposidad en esta regiéon probablemente
refleja mas los resultados maternos y fetales adversos que el incremento absoluto del

IMC per se [42].
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De todos los datos clinicos que se pueden evaluar durante el embarazo, la ganancia de
peso es el que guarda una relacion mas fuerte con el resultado del mismo, tanto en la
madre como en el neonato. Los incrementos por encima o por debajo de las
recomendaciones se asocian a procesos patoldgicos en ambos. En cada mujer, la
valoracion del peso se individualiza mediante el indice de masa corporal [76]. En el
pasado, se consideraba normal un aumento de peso de aproximadamente 12 kg en
embarazadas sanas [77]. No obstante, actualmente la forma mds correcta de
determinar el mismo es a través del IMC pregestacional. En el afio 2009 el Instituto de
Medicina (IOM, del inglés Institute of Medicine) de Estados Unidos publicd las nuevas
recomendaciones de incremento de peso para embarazadas, teniendo en cuenta tanto
la salud fetal como materna [5]. Estas se basan en el IMC pregestacional,
considerandose adecuado un incremento de peso de 12.5-18 kg para las embarazadas
desnutridas (IMC<18.5 kg/mz), de 11.5-16 kg para las gestantes normopeso
(18.5<IMC<25 kg/m?), de 7-11.5 kg para las madres con sobrepeso (25<IMC<30 kg/m?)
y de 5-9 kg para aquellas que presentan obesidad (IMC>30 kg/mz). El planteamiento de
las nuevas pautas se debe principalmente a las actuales evidencias referentes a los
efectos del aumento de peso durante la gestacion sobre la salud del hijo y la madre, al
incremento de la obesidad y de la ganancia ponderal, a la mayor diversidad étnica y al

aumento de la edad de las embarazadas en Estados Unidos.

Rooney et al. [78] evaluaron una cohorte de 540 mujeres que habian documentado su
peso en un periodo de 5 afios postparto. Dichos autores concluyeron que, un
incremento de peso excesivo y el fallo en la pérdida de éste después del embarazo son
predictores importantes e identificables de |la obesidad a largo plazo. Por otra parte, se

ha observado que en las embarazadas con ganancia de peso por encima de las nuevas
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recomendaciones IOM no disminuye el riesgo de tener hijos PEG pero aumenta el
riesgo del parto de nifios GEG o macrosémicos, y que las madres obesas con un
aumento ponderal por debajo de lo esperado presentan mayor riesgo de tener recién

nacidos PEG [79].

A medida que la obesidad se hace mas severa disminuye la ganancia y aumenta la
pérdida de peso [80]. En embarazadas con obesidad grado Il (IMC240 kg/mz), la
reduccion del peso se asocia con un elevado riesgo de tener recién nacidos PEG y
descenso de los partos de nifilos GEG, mientras que un incremento ponderal superior al
recomendado aumenta el riesgo de este ultimo sin disminuir los recién nacidos PEG

[81].

1.7.2. Tratamiento de la obesidad infantojuvenil

La adolescencia constituye un periodo critico de crecimiento y desarrollo, durante el
cual las alteraciones organicas pueden afectar la posterior vida adulta. El inicio de la
obesidad es una cuestion de especial preocupacion en nifios y adolescentes, ya que es
un factor de riesgo temprano de obesidad en la adultez [82]. Las asociaciones
observadas entre el exceso de peso en la etapa adulta, las comorbilidades
concomitantes y el sobrepeso en la adolescencia sugieren que éste puede ser un

periodo crucial para focalizar los esfuerzos de prevencion [2].

La adolescencia es un periodo de enormes cambios fisicos y cognitivos. Los
adolescentes son nutricionalmente vulnerables debido a las mayores necesidades de
nutrientes, en un momento en que los cambios de estilo de vida y de habitos

alimentarios influyen en gran medida en la ingesta de alimentos [4].
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Los objetivos del tratamiento dependeran de la edad, severidad del exceso de peso y
de la existencia de comorbilidades (Tabla 1) [2]. Se establece que, en nifios con
sobrepeso, la meta a plantearse debe ser mantener el peso corporal o disminuir la
velocidad de su ganancia y, en aquellos que lo requieran, se incluira la pérdida de peso
[4]. Para el tratamiento, se deben tener en cuenta los aspectos considerados para los
adultos, con modificacion de los habitos alimentarios de la familia. El programa debe
mantenerse a largo plazo, durante todo el periodo de crecimiento o incluso mas all3,

con apoyo a la familia. [2,4].

Tabla 1. Objetivos de tratamiento y control de peso basados en percentiles de IMC y estado de salud.

IMC Clasificacion Objetivos del tratamiento
< percentil 85 Normopeso Mantener el percentil del IMC para prevenir obesidad
Percentil 85-97 Sobrepeso Mantener IMC con la edad para reducirlo a < p85; para

IMC >25 kg/mz, mantenimiento peso

2 percentil 97 Obesidad Mantenimiento peso (nifios) o pérdida peso gradual

(adolescentes) para reducir percentil de IMC

230 kg/m2 Punto corte obesidad en Pérdida peso gradual (1-2 kg/mes) para lograr IMC
la vida adulta saludable
2 percentil 97 y Obesidad con Pérdida peso gradual (1-2 kg/mes) para lograr IMC

existencia de

. comorbilidad saludable; evaluar necesidad tratamiento adicional de
comorbilidad

patologias asociadas

Adaptado de Daniels et al. [2] y actualizado con los nuevos patrones de crecimiento infantil de la Organizacion
Mundial de la Salud de 2006 [83].

Para nifios y adolescentes con IMC >percentil 85 hay 3 posibles objetivos para el
control de peso, dependiendo de la edad y grado de exceso de peso: 1) desacelerar la
ganancia de peso para lograr el mantenimiento del IMC, 2) mantenimiento del peso
para mejorar el IMC con el aumento de la talla, y/o 3) pérdida de peso gradual a una
velocidad de 1 a 2 kg/mes para mejorar el IMC [2]. Aquellos que presentan obesidad
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(IMC >percentil 97) [83] con comorbilidades requieren un enfoque individualizado en
funcién de la severidad de éstas y considerar la inclusion de otras modalidades de
tratamiento. Cuando la pérdida de peso es necesaria, se recomienda que sea lenta,
pero si se trata de adolescentes mayores que ya han completado el crecimiento lineal
y tienen un IMC=30 kg/m2 se requerirda un tratamiento mas agresivo similar a los

adultos para reducir el riesgo a largo plazo [2].

La Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricion [84], el Comité de Nutricidn de la
Asociacion Espafiola de Pediatria [85] y la Sociedad Espafiola para el Estudio de la
Obesidad [86] han establecido que el tratamiento de sobrepeso y obesidad en la
adolescencia debe consistir en reduccién de la ingesta caldrica, aumento del gasto de
energia, a través del incremento de la actividad fisica, y modificacidon de las conductas
gue conducen a la sobrealimentacion y sedentarismo. Los programas de pérdida de
peso dirigidos a este grupo etario deben reducir la ingesta caldrica, sobre todo, a partir
de grasas totales y de grasas saturadas, y deben basarse en una dieta equilibrada, que

prevenga la deficiencia de vitaminas y minerales [84,86].

De forma similar a los adultos, la aplicacidn de programas de estilo de vida saludable,
en nifos y adolescentes con sobrepeso, produce reduccion del IMC, de la adiposidad
abdominal, del porcentaje de masa grasa [65], de las LDL [65,87], de los TAG [87], del
estrés oxidativo [65], de la insulina en ayunas, de la insulinorresistencia y de la tension
arterial [87], menor prevalencia de hipercolesterolemia, descenso de la concentracion
de homocisteina y aumento de vitaminas liposolubles antioxidantes [88]. Asimismo, se
ha logrado alcanzar valores de estado antioxidante similares a los de los nifios

normopeso del grupo control [65].
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2. ACIDOS GRASOS

2.1. Estructura quimica, clasificacion y nomenclatura

Los acidos grasos son moléculas organicas ricas en energia metabdlica, compuestas
por un esqueleto carbonado, generalmente de cadena lineal, con un grupo metilico y
otro carboxilico en sus extremos (Figura 3). En el ser humano, constituyen la estructura
basica de TAG, fosfolipidos y ésteres de colesterol, encontrandose en menor

proporcién en forma de acidos grasos libres [3].

En funcién del nimero de 4tomos de carbono, pueden clasificarse en acidos grasos de
cadena corta (4-6 atomos de carbono), media (8-14 atomos de carbono) o larga (216
atomos de carbono). De acuerdo al grado de insaturacidn, se pueden dividir en acidos
grasos saturados (AGS), cuando no contienen dobles enlaces en su cadena carbonada,
y en insaturados, cuando poseen dobles enlaces, siendo monoinsaturados (AGMI) si
sélo presentan un doble enlace en su estructura o poliinsaturados (AGPI) cuando
tienen dos o mas [4]. A su vez, los acidos grasos insaturados se pueden subdividir en
familias o series en funcion de la posicion del primer doble enlace, contando a partir
del carbono metilo terminal, pudiendo ser w-9 o n-9, w-7 o n-7, W-6 0 n-6 y w-3 0 n-3

(Figura 3) [3,4,89].
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Metilo ACIDO GRASO SATURADO

CHs\/\/\/\/\/\/\/\/\ e

COOH

ACIDO GRASO MONOINSATURADO (n-9)

ERAVAVA VAV VAVA VAV A

ACIDO GRASO POLIINSATURADO (n-6)
CHj

AVAVANIVANIVAVAVAVAN

COOH

Figura 3. Estructura quimica de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados.

Como se muestra en la Tabla 2, la nomenclatura de los acidos grasos puede basarse en
las normas de la IUPAC (IUPAC Rules for the Nomenclature of Organic Chemistry),
dando lugar a los nombres sistematicos, o pueden utilizarse otras formas mds sencillas
gue son las mas utilizadas, como el nombre comun. Asi, por ejemplo, el acido linoleico
se puede denominar dcido 9 cis, 12 cis octadecadienoico, donde el 9 y el 12 indican la
posicion de los dobles enlaces contando a partir del grupo carboxilo, o se puede
denominar C18:2 n-6 (nomenclatura fisiolégica), lo cual indica que el acido graso posee
18 atomos de carbono y dos insaturaciones, ubicandose la primera en el carbono 6

contando desde el grupo metilo terminal [3].
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Tabla 2. Nomenclatura de acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI)

comunmente analizados en muestras bioldgicas.

Acido
Grupo  Serie Nombre comin Nombre sisteméatico
graso
AGS C4:0 Butirico Butanoico
C6:0 Caproico Hexanoico
C8:0 Caprilico Octanoico
C10:0 Caprico Decanoico
C12:.0 Laurico Dodecanoico
C14:0 Miristico Tetradecanoico
C16:0 Palmitico Hexadecanoico
C18:0 Estearico Octadecanoico
C20:0 Araquico Eicosanoico
C22:0 Behénico Docosanoico
C24:0 Lignocérico Tetracosanoico
AGMI n-7 C16:1 Palmitoleico cis-9-hexadecaenoico
n-9 C18:1 Oleico cis-9-octadecaenoico
n-9 C18:1 Elaidico trans-9-octadecaenoico
n-7 C18:1 Vaccénico trans-11-octadecaenoico
n-11 C20:1 Gadoleico cis-9-eicosaenoico
n-9 C20:1 Gondoico cis-11-eicosaenoico
n-9 C22:1 Ertcico cis-13-docosaenoico
n-9 C24:1 Nervénico cis-15-tetracosenoico
AGPI n-9 C20:3 “‘Mead” cis-5,8,11-eicosatrienoico
n-6 C18:2 Linoleico cis-9,12-octadecadienoico
n-6 C18:3 y-Linolénico cis-6,9,12-octadecatrienoico
n-6 C20:3 Dihomo-y-linolénico cis-8,11,14-eicosatrienoico
n-6 C20:4 Araquidonico cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico
n-6 C22:4 Adrénico cis-7,10,13,16-docosatetraenoico
n-6 C22:5 “Osbond” cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoico
n-3 C18:3 a-Linolénico cis-9,12,15-octadecatrienoico
n-3 C18:4 Esteariddnico cis-6,9,12,15-octadecatetraenoico
n-3 C20:5 Timnodénico / EPA cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico
n-3 C22:5 Clupanodédnico /DPA cis-7,10,13,16,19-docosapentaenocico

n-3 C22:6 Clupadénico / cervénico / DHA cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico

Adaptado de Mataix Verdu [90].
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2.2. Absorcidon y metabolismo

Los acidos grasos de la dieta son aportados en forma de TAG, los cuales deben ser
hidrolizados en el lumen intestinal para ser absorbidos. En los enterocitos, se produce
la resintesis de TAG a partir de los acidos grasos procedentes de la hidrdlisis
mencionada. Estos son transportados en lipoproteinas e hidrolizados en los endotelios
vecinos a los tejidos, siendo rdpidamente eliminados de la circulacidon por la accion de
la lipoproteinlipasa (LPL) de los endotelios vasculares. Algunos de los acidos grasos
quedan en la circulacién, donde se transportaran unidos a albimina, pero la mayoria
son incorporados a los tejidos. La velocidad de eliminaciéon de los triglicéridos

plasmaticos es de menos de una hora [3].

El intestino y el higado sintetizan TAG para la exportacién a otros tejidos, mientras que
el tejido adiposo sintetiza triglicéridos como almacén. Por tanto, los TAG que se
encuentran en el plasma proceden tanto del higado como del intestino. Los acidos
grasos no consumidos son esterificados en el tejido adiposo, donde se almacenan
como TAG. Se distribuyen en un 80% en el tejido adiposo, corazén y musculo, y el 20%
restante en el higado [3]. Debido a que los acidos grasos insaturados son susceptibles a
la oxidacion, se almacenan, principalmente, en las formas saturadas, es decir, como

acidos palmitico y estearico [4].

En el higado, tiene lugar la produccién de TAG a partir de los dcidos grasos sintetizados
de novo. Muchos acidos grasos son obtenidos de la dieta, pero también pueden ser
sintetizados de novo o a partir de otros. La sintesis de novo, se efectla a partir de acetil
CoA, procedente principalmente de la degradacidn de glucosa y algunos aminoacidos,

finalizando con la formacién de acido palmitico (C16:0). Por medio de la accién de
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diversas elongasas y desaturasas, dicho acido graso puede dar lugar a la formacion de

AGS de mayor longitud de cadena e insaturados de las series n-7 y n-9 (Figura 4) [3].

Como se sabe, Unicamente las plantas, incluyendo al fitoplancton marino, pueden
sintetizar acidos grasos de las series n-6 y n-3. Teniendo en cuenta si existe o no
sintesis enddgena por el ser humano, se puede distinguir entre acidos grasos
esenciales (AGE) y no esenciales. Asi, los acidos linoleico (C18:2 n-6; LA, del inglés
linoleic acid) y a-linolénico (C18:3 n-3; ALA, del inglés a-linolenic acid) son
considerados esenciales, debiendo ser aportados por la dieta, ya que el organismo
carece de las enzimas desaturasas que insertan dobles enlaces en las posiciones n-6 y
n-3 de la cadena hidrocarbonada. No obstante, el ser humano puede desaturar y
elongar AGE para producir derivados de la misma serie, como 4ac. araquiddnico (AA,
C20:4 n-6), ac. eicosapentaenoico (C20:5 n-3; EPA, del inglés eicosapentaenoic acid) y
ac. docosahexaenoico (C22:6 n-3; DHA, del inglés docosahexaenoic acid) (Figura 5)

[3,4].

Dado que cada elongasa o desaturasa puede actuar indistintamente sobre acidos
grasos de las cuatro series, se establece una competencia entre series. La enzima
delta-6-desaturasa (D6D) tiene mayor afinidad por ALA, seguida por LA y finalmente
por los acidos oleico (C18:1 n-9) y palmitoleico (C16:1 n-7). Por esta razdn, la
conversién de LA y ALA a sus derivados de cadena larga depende de la cantidad

absoluta, pero también del ratio entre ellos [91].

El metabolismo de AGPI de 20 dtomos de carbono [dihomo-y-linolénico (20:3 n-6),
araquiddénico y EPA] puede dar lugar a la formacién de eicosanoides, los cuales son

mediadores quimicos con una gran actividad bioldgica, que actian como hormonas a
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nivel local [3,4]. Estos incluyen prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas y
tromboxanos), producidos a partir de acidos grasos de 20 carbonos, leucotrienos,
sintetizados a partir de AA o EPA, acidos hidroxieicosatetraenoicos, epéxidos,
isoprostanos, lipoxinas y epi-lipoxinas, obtenidos del AA, resolvinas, derivadas de EPA 'y

DHA, y las protectinas, producidas a partir de DHA [92].

A grandes rasgos, se puede decir que, prostaglandinas y prostaciclinas participan en la
regulacién de la presion arterial, la funciéon renal y la funcién inmunitaria. Los
tromboxanos regulan la agregaciéon plaquetaria y, por lo tanto, son clave para la
coagulacion de la sangre, mientras que los leucotrienos son importantes en el proceso
inflamatorio y en la respuesta alérgica [3]. En general, los eicosanoides derivados del
AA tienen caracter proinflamatorio y proagregante [93], mientras que los derivados del
EPA son antiinflamatorios e inhiben la agregacién plaquetaria [94]. Tanto las lipoxinas
como las epi-lipoxinas fueron descubiertas como compuestos que intervienen en la
fase de resolucién de la inflamacién, asi como las protectinas parecen tener una

actividad altamente antiinflamatoria [92].

Las diversas enzimas que participan en su sintesis carecen de especificidad, por lo que
puede existir competencia entre los diferentes sustratos para formar eicosanoides
[76]. El aumento de la ingesta de acidos grasos de la serie n-6 lleva a una gran
produccién de eicosanoides derivados del AA, disminuyendo los provenientes del EPA,

pudiendo generarse desérdenes inflamatorios, proliferacion celular, entre otros [89].
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Figura 4. Biosintesis de acidos grasos insaturados de las series n-7 y n-9.

Las vias ilustradas muestran la conversién de los acidos grasos palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0) a sus
correspondientes derivados metabdlicos. Elovl6, elongasa-6 de acidos grasos, del inglés fatty acid
elongase-6; SCD-1, estearoil CoA desaturasa-1, del inglés stearoyl CoA desaturase-1; E, elongasa; D6D,
delta-6-desaturasa; D5D, delta-5-desaturasa; *Shimano [95].
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Figura 5. Biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de las series n-3 y n-6.

Las vias metabdlicas ilustradas muestran la conversion de los acidos grasos esenciales LA (C18:2 n-6) y
ALA (C18:3 n-3) a sus productos finales, asi como la retroconversion de DHA (C22: 6 n-3) a EPA (C20:5 n-
3). E, elongasa; D6D, delta-6-desaturasa; D8D, delta-8-desaturasa; D5D, delta-5-desaturasa; D4D, delta-
4-desaturasa; *Jump et al. [96].
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2.2.1. Intercambio materno-fetal

El embarazo es un estado anabdlico en el cual la producciéon hormonal de la placenta
afecta el metabolismo de todos los nutrientes. Esto y los cambios anatdmicos y
fisioldgicos de la madre tienen por objetivo apoyar el crecimiento fetal y su desarrollo,

asi como mantener la homeostasis materna y prepararla para la lactancia [76].

Las placentas maduras estan constituidas por tres capas que separan la sangre
materna de la fetal: las células del sincitiotrofoblasto, que tienen una membrana
plasmatica microvellosa (orientacion materna) y una basal (orientacion fetal), una capa
delgada de tejido conectivo, donde fibroblastos y macréfagos estan presentes, y el

endotelio vascular fetal [97].

La placenta facilita el intercambio gaseoso, realiza funciones resortivas, catabdlicas,
metabdlicas, secretoras, de excrecidon, balance acuoso y regulacion del pH,
permitiendo el paso de nutrientes desde la circulacién materna al feto [76]. Las células
del sincitiotrofoblasto son reguladores clave del transporte de nutrientes, eliminacion
de desechos fetales, y otros procesos relacionados con el mantenimiento del

embarazo [98].

Las evidencias existentes sugieren que los cambios en el transporte placentario de
nutrientes contribuyen directamente en la alteracién del crecimiento fetal. La
membrana plasmatica del sincitiotrofoblasto expresa numerosos transportadores de
nutrientes, los cuales pueden ser regulados por sefales fetales, maternas y
placentarias [99] (Figura 6). Se ha propuesto que las alteraciones en el aporte de

nutrientes y en la concentracion de adipoquinas, citocinas y hormonas, como las
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ocurridas en las complicaciones comunes del embarazo, pueden conducir a la
modificacion de la funcion de transporte placentario, lo que consecuentemente tiene
efectos sobre el crecimiento fetal [99]. La placenta puede responder a las sefales de
demanda fetal a través de la regulacidon de la expresidon de sistemas de transporte
placentario especificos para mantener su crecimiento [100]. Algunos estudios han
mostrado que la concentracién del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF, del
inglés insulin-like growth factor)-ll esta reducida en el retardo del crecimiento

intrauterino [101] y elevada en fetos GEG [102].

Los acidos grasos son importantes para el desarrollo de érganos vy tejidos especificos.
El depdsito de grasa en el feto aumenta exponencialmente con la edad gestacional.
Asi, en el tercer trimestre del embarazo los lipidos se acumulan rdpidamente en el
tejido adiposo fetal y cerebro [103]. Para asegurar un aporte continuo de grasas
enriquecidas en AGPI de cadena larga (AGPI-CL) n-6 y n-3 al feto, los cambios
temporales en la funcidn de la placenta son sincronizados con los cambios metabdlicos

y fisiolégicos de la madre [103].

Durante el embarazo, se produce un incremento de la absorcidn intestinal y del
almacenamiento de lipidos maternos, principalmente, de AGE y AGPI-CL, en particular,
AA y DHA. Durante los primeros meses de la gestacion, los AGPI-CL se acumulan en el
tejido adiposo, quedando disponibles para el transporte transplacentario al final del
embarazo, cuando la tasa de crecimiento fetal es maxima y los requerimientos de

dichos acidos grasos son muy elevados.
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Figura 6. Factores que pueden regular la funcion de la placenta.

Es probable que la funcion de la placenta sea regulada por numerosos factores de origen fetal, materno y
placentario. Las sefales fetales que afectan la funcion de la placenta incluyen IGF-II (Factor de crecimiento similar a
la insulina Il, del inglés Insulin-like growth factor Il) y PTHrp (Proteina relacionado con la hormona paratiroidea, del
inglés Parathyroid hormone-related peptide). Los efectos de los factores maternos, que comprenden adipoquinas,
hormonas y la concentracion de nutrientes, han sido investigados en varios modelos, tales como, cultivos celulares
de trofoblastos, explantes placentarios y placenta perfundida. La placenta también expresa una amplia gama de
moléculas que estan relacionadas con la circulacion fetal y materna, que pueden impactar sobre ésta de una
manera autdcrina/paracrina. Se ha demostrado que la integracion de numerosas, y a veces divergentes, sefiales por
medio de vias regulatorias intracelulares, como mTOR (Diana de la rapamicina de mamiferos, del inglés mammalian
target of rapamycin), PPAR (Receptor Activado por Proliferadores Peroxisomales, del inglés Peroxisome proliferator-
activated receptor) y STAT (Transductor de sefial y activador de la transcripcion, Signal transducer and activator of
transcription), afecta el transporte placentario de nutrientes. Adaptado de Lager y Powell [99].
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En el tercer trimestre de gestacion, se produce un aumento de la actividad lipolitica del
tejido adiposo que contribuye al desarrollo de hiperlipidemia en la embarazada. El
aumento de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés very low-density
lipoprotein) en el plasma materno es acompafiado por un enriquecimiento
proporcional de TAG, tanto en las LDL como en las HDL, las cuales transportan acidos
grasos a la circulaciéon materna. Dado que los TAG no son transferidos en forma
directa, la difusion de acidos grasos al feto requiere de la captacién de las
lipoproteinas en el tejido placentario, por accién de receptores de lipoproteinas, y de
la activacion en la placenta de enzimas que hidrolizan los TAG. Asi, los acidos grasos

gue son liberados pueden ser metabolizados y difundidos hacia el plasma fetal [76].

La liberacion de los dacidos grasos que constituyen los TAG de las lipoproteinas
maternas requiere la acciéon de lipasas (LPL y lipasa endotelial) asociadas a la
membrana microvellosa (Figura 7). Las evidencias existentes sugieren que la actividad
de éstas aumenta con el avance de la gestacién y las complicaciones durante el
embarazo, como la obesidad combinada con diabetes gestacional, también afectan la

actividad de la lipasa endotelial [99].

Como se muestra en la Figura 7, los acidos grasos son transportados a través de la
placenta por medio de las proteinas transportadoras de acidos grasos, FATP (del inglés
fatty acid transport protein), aunque también existen otras que cumplen dicha funcion
[98,99]. Por otra parte, en el citosol del sincitiotrofoblasto la proteina de unidén a
acidos grasos (FABP, del inglés fatty acid binding protein) moviliza dichos nutrientes

dentro de la célula para su esterificacion, B-oxidacién o transferencia al feto [98,99].
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Membrana Sincitiotrofoblasto .
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Figura 7. Estructura placentaria y transferencia de macronutrientes.

El sincitiotrofoblasto constituye la primera barrera en la transferencia de nutrientes de la madre al feto. En el
espacio intervelloso, el pool de sangre materna bafia la membrana microvellosa (MVM, del inglés microvillous
membrane), mientras que la membrana plasmatica basal (BM, del inglés basal plasma membrane) del
sincitiotrofoblasto estd orientada hacia la circulacion fetal. Los transportadores que median la transferencia de
aminodcidos, glucosa (GLUT, transportador de glucosa, del inglés glucose transporter) y acidos grasos (FATP,
proteina transportadora de acidos grasos, del inglés fatty acid transport protein) son expresados en ambas
membranas del sincitiotrofoblasto. Para la transferencia de lipidos, las lipasas extracelulares liberan a los acidos
grasos de las lipoproteinas maternas y las proteinas transportadoras intracelulares (FABP, proteina de union a
acidos grasos, del inglés fatty acid binding protein) guian a los acidos grasos dentro del citosol del
sincitiotrofoblasto. Adaptado de Lager y Powell [99].

El feto puede sintetizar algunos AGS y AGMI a partir de glucosa [98]. No obstante,
debido a que los AGPI-CL son sintetizados en cantidad insuficiente por éste, v,
aparentemente, la placenta no posee la actividad D6D, ni delta-5-desaturasa (D5D)
para convertir a los AGE en éstos [76], existe un mecanismo preferencial para sintesis y
transferencia de dichos acidos grasos hacia la placenta y el feto [76,99]. Dicho
enriquecimiento selectivo con AGPI-CL en la circulacién fetal se conoce como
biomagnificacion y refleja el rol de la placenta en la transferencia preferencial de esos
compuestos al feto [98,99]. La placenta selecciona AA y DHA de la circulacidn materna,

mientras que retorna a la embarazada LA y ALA. Cuando LA cruza el tejido placentario
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pasa a formar parte de los TAG del plasma, mientras que el AA se incorpora a los

lipidos estructurales [76].

Se ha estudiado la correlaciéon de la concentracion de acidos grasos en los lipidos
totales de la placenta con respecto a su concentracion en las diferentes fracciones de
lipidos plasmaticos en embarazadas que recibieron acidos grasos marcados 12 horas
antes de la cesdrea [104]. Asi, se elucidd que, en plasma materno, los dcidos oleico y
palmitico se encuentran principalmente en TAG, mientras que LA y DHA se
encontraron principalmente en fosfolipidos plasmaticos y TAG [104]. En el tejido
placentario, los acidos grasos se encontraron principalmente en fosfolipidos, los cuales
comprenden el 80% de los lipidos de dicho tejido [104]. Ademds, se observd una
mayor concentraciéon de DHA en cordén umbilical que en plasma materno. En plasma
materno, el DHA es esterificado principalmente en fosfolipidos y TAG, lo cual puede

facilitar su captacion y transporte [104].

2.3. Acidos grasos como biomarcadores lipidicos

La evaluacion nutricional de los lipidos es importante para conocer el efecto que
tienen las diferentes fuentes lipidicas sobre la salud, asi como sus cantidades y los
cambios en la ingesta. Su uso como biomarcadores del consumo dietético se basa en el
hecho que los acidos grasos en sangre derivan principalmente de la dieta. Se pretende
proporcionar informacion objetiva sobre la ingesta de grasas, sin que ocurran sesgos
procedentes de interrogatorios, en los que resulta dificil distinguir y cuantificar todos
los lipidos existentes en la dieta, y de la subestimacidon que habitualmente ocurre por
parte de individuos que presentan sobrepeso. Actualmente, la determinacion de la

composicion de acidos grasos se utiliza para cuantificar cambios en la ingesta de lipidos
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en la circulacién y para determinar el consumo de AGE y no esenciales aportados en
forma exdgena al organismo [105]. Asi, los acidos grasos plasmaticos reflejan la
composicién de acidos grasos de la ingesta por un periodo de pocas horas hasta un dia,
pero también se plantea que es factible una correlacién con los acidos grasos

dietéticos sobre los 2 meses [106].

Durante el embarazo, los mejores marcadores de la ingesta de acidos grasos de la serie
n-3 son el porcentaje de DHA, tanto en plasma como en los fosfolipidos de los
eritrocitos y el porcentaje de EPA, especialmente en los fosfolipidos de dichas células

sanguineas [76].

2.4. Fuentes alimentarias

Los AGS se pueden encontrar en alimentos de origen animal y vegetal, tales como,
mantequilla, grasa animal, aceite de coco, aceite de palma, manteca de cacao y aceite
de cacahuete. Aceite de oliva, aceite de colza y frutos secos constituyen las principales
fuentes alimentarias de AGMI. El acido oleico, es uno de los encontrados mas
frecuentemente en la naturaleza, siendo los aceites de oliva y colza alimentos ricos en
éste [107]. En lo que respecta a los AGPI, el LA estd presente en la mayoria de los
aceites vegetales, especialmente de cartamo, maiz y soja, mientras que el ALA se
encuentra en los aceites de soja, colza, germen de trigo y de linaza, asi como en las
nueces. El dcido AA es abundante en manteca y carnes, y los acidos grasos n-3 de
cadena larga, EPA y DHA, se pueden obtener principalmente de fuentes marinas, como
aceite de higado de bacalao, caballa, salmdn y sardinas, ademas de cangrejo, gambasy

ostras [4,76].
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2.5. Etapa gestacional

Los lipidos dietéticos, incluyendo los acidos grasos, tienen efectos que van mas alla de
la fuente y almacenamiento de energia metabdlica, tales como la regulacién de la
funcién y crecimiento celular, coordinacién de la comunicacién inter e intracelular y
modulacion de la expresidon génica. Diferentes evidencias sugieren que el aporte
insuficiente, excesivo o el desequilibrio de acidos grasos especificos durante el

desarrollo temprano puede contribuir a una programacién metabdlica [25].

Al igual que para otros nutrientes, el potencial de “programacién”, debido a un
inadecuado aporte de acidos grasos, es probablemente mayor cuando ocurre en
etapas clave del crecimiento y diferenciacidn celular, o en el establecimiento del punto
de ajuste de respuesta a sefales nutricionales, metabdlicas o enddcrinas, tal como

ocurre durante la embriogénesis y desarrollo fetal e infantil [108,109].

La dieta materna incide sobre la calidad de los acidos grasos transferidos a través de la
placenta y sobre los tejidos en desarrollo. Su acumulacion en los tejidos fetales y de los
nifos, incluyendo el cerebro, esta influenciada por el aporte pre y postnatal de éstos.
Claramente, la calidad de los lipidos dietéticos tiene profundos efectos sobre las

caracteristicas de los acidos grasos almacenados en el tejido adiposo de los hijos [25].

Aungue los estudios referidos a la sobrenutricién materna y la alimentacién con dietas
ricas en grasa no han sido enfocados especificamente sobre la calidad de los acidos
grasos, se ha acumulado informacidon que sugiere que ésta es relevante para el
desarrollo de las redes de regulacion involucradas en la alimentacién y el balance
energético. Sin embargo, el efecto de los dcidos grasos es complejo y probablemente

involucra multiples tejidos y vias metabdlicas (Figura 8).
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APORTE PRE Y POSTNATAL DESFAVORABLE DE ACIDOS GRASOS

Adaptacion Divisidn/diferenciacion celular
metabdlica/neuroendocrina alterada

Expresidn génica
erada/cambios epigenéticos

PROGRAMACION DEL DESARROLLO

Composicién corporal Cardiovascular Metabdlico Neuroendocrino

Figura 8. Efectos adversos del aporte deficiente, excesivo o del desequilibrio de acidos grasos sobre la
programacion del desarrollo.

El esquema ilustra el concepto de que la deficiencia, el exceso o el desequilibrio en los acidos grasos en etapas clave
del desarrollo pueden tener consecuencias a largo plazo debido a la alteracion en el desarrollo celular, la expresion
génica o en las respuestas metabdlica y neuroendocrina. Es esperado que estos efectos involucren

multiples mecanismos y 6rganos y la interrelacién entre ellos. Adaptado de Innis [25].
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En cuanto a los AGPI n-3, el DHA ha despertado interés debido a su implicacién en el
desarrollo infantil, particularmente del cerebro y la retina [110]. No obstante, otros
acidos grasos de la dieta materna como AGMI, AGPI n-6 y otros n-3 transferidos a
través de la placenta, también son importantes. En general, una mayor transferencia
de LA, de la madre al feto, es acompafiada por un menor aporte de acido oleico y de
AGPI n-3, incluyendo DHA, lo cual refleja los cambios ocurridos en la composicién de la

ingesta de acidos grasos dietéticos de la poblacion en los ultimos 50 afios [25].

Inicialmente se planteaba que la ingesta excesiva de grasa saturada era el factor clave
vinculado a la actual epidemia de obesidad. Sin embargo, ahora esta claro que dicha
epidemia, en Estados Unidos, Australia y otros paises occidentales, ha coincidido con
un significativo descenso de la ingesta per cépita de grasas saturadas, generando un
problema con la hipdtesis mencionada. Esta caida en el consumo de los mismos ha
sido acompafiada por el incremento en la ingesta de AGPI de la familia n-6 [111]. El
cambio sufrido en la alimentacién humana en los ultimos 50 afios ha determinado un
aumento en el consumo de estos ultimos, especialmente en forma de LA, acompaiiado
por una menor ingesta de AGPI n-3, principalmente EPA y DHA [25]. Por esta razdn, se
ha sugerido que el aumento de AGPI n-6, ocurrido durante las ultimas décadas, puede

ser un importante factor que contribuye a la actual epidemia de obesidad [112].

Existe una creciente preocupacién por el incremento de la ingesta de dichos acidos
grasos, ya que puede tener consecuencias negativas para la salud metabdlica, debido a
las funciones proinflamatorias, protrombdticas y proadipogénicas que poseen el LAy
sus derivados. En particular, hay evidencias de que la exposicidn al exceso de AGPI n-6

antes del nacimiento o en la primera infancia puede ser responsable de promover la

44



I. INTRODUCCION

formacién de células adiposas a edades tempranas y, asi, de predisponer a los
individuos, como nifios y adolescentes, a la acumulacién excesiva de grasa corporal

[113].

Los eicosanoides derivados del AA juegan un papel clave en la diferenciacién de los
adipocitos a través de la interaccion con PPARy [114], aumentando la posibilidad de
que los AGPI n-6 del tejido adiposo neonatal y/o fetal fomenten el aumento de la
sefializacion de la leptina y diferenciacién de este tejido [25]. En este sentido, estudios
recientes demostraron que una dieta con 35% de la energia en forma de grasa,
proviniendo el 18% de la energia de LA y 0.6% de ALA, aportada por cuatro
generaciones, conduce a un incremento gradual de la masa grasa debido a la
combinaciéon de la hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo [115]. También se
produjeron alteraciones transgeneracionales en la concentracidon de adipoquinas, que

fueron acompaiadas por hiperinsulinemia [115].

Otros estudios sugieren que los AGPI n-3 y n-6 alteran los péptidos hipotalamicos. Las
desviaciones del aporte correcto de leptina y/o insulina durante los periodos criticos
de la vida alteran el desarrollo del circuito neuromodulador que controla la
alimentacién, lo cual contribuye a la posterior hiperfagia y al exceso de peso corporal
[25]. Se han publicado trabajos en que las dietas maternas ricas en grasa también
alteran los péptidos hipotalamicos en el cerebro fetal [116,117]. En ratas susceptibles a
sindrome metabdlico, una dieta isoenergética con EPA y DHA elevados y LA bajo
aumenta la concentracién del neuropéptido hipotalamico anorexigénico denominado
transcripto regulado por cocaina y anfetamina (CART, del inglés cocaine and

amphetamine regulated transcript) [118]. Consistente con esto, la deficiencia
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temprana de AGPI n-3 dietéticos con elevado aporte de LA durante la gestacidn juega
un papel importante en el desarrollo de las sefalizacién del apetito, causando exceso

en la ingesta de alimentos [119].

Los acidos grasos son parte de las vias regulatorias a través de las cuales higado,
musculo esquelético y tejido adiposo, perciben y responden al aporte de energia para
coordinar la oxidacién y almacenamiento de acidos grasos. El higado juega un papel
adicional por medio de su capacidad para convertir el exceso de energia metabdlica en
acidos grasos y en gluconeogénesis. Continua sin aclararse si ciertos acidos grasos o
sus metabolitos pueden ser sefiales metabdlicas que contribuyan a la regulacion
epigenética de la transcripcion génica, culminando en un fenotipo que favorezca la

retencidn de energia en depdsitos grasos o incremente la oxidacion [25].

2.5.1. Resultados a corto y largo plazo

En un estudio en que las madres tomaron aceite de higado de bacalao como fuente de
EPA y DHA o aceite de maiz durante embarazo y lactancia, en los hijos no se encontré
relacion entre los acidos grasos al nacer o durante los primeros 3 meses de vida y el
IMC a los 7 afos de edad [120]. En otro trabajo, se ha indicado que en el grupo de
madres que tomaron diariamente 4.5 mL de aceite de pescado, durante los primeros 4
meses de lactancia, los nifios (2.5 afios de edad) tuvieron mayor perimetro de la
cintura que los hijos de las mujeres a las que se le proporciond aceite de oliva, aunque
no se encontraron diferencias en el crecimiento a los 7 anos de edad [121]. En
contraste, en nifios nacidos pretérmino se observd que las nifias alimentadas con

formula suplementada con AGPI-CL mostraron un mayor aumento de la adiposidad a
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los 10 afos de edad al compararlas con aquellas que recibieron una férmula sin

suplementacién [122].

Se ha observado que la relacion entre la concentracion de AGPI n-3 y n-6 en
fosfolipidos maternos y en plasma de corddén umbilical es positiva. Por otra parte, en
embarazadas obesas, se ha descrito que presentan mayor ingesta de AGPI n-3 y n-6

totales en comparacién con las normopeso [123].

En fosfolipidos plasmaticos se ha mostrado que una concentracién baja de los acidos
grasos maternos C20:4 n-3, EPA y C22:5 n-3, y C20:3 n-6, asi como una concentracién
elevada de AA se relacionan con un menor peso al nacer y con un incremento del

riesgo de tener un recién nacido PEG [124].

Muhlhausler y Ailhaud [112] han establecido que, a pesar de los diversos estudios
existentes al respecto, contindan sin aclararse cuestiones referentes a los
componentes especificos de la dieta que son responsables del mencionado efecto de
programacion. También plantean que han aumentado las incdgnitas sobre Ia
relevancia del modelo comun de la alimentacién tipica de los seres humanos, es decir,
el consumo elevado de grasa y azucar. En particular, las dietas ricas en grasa son
usadas habitualmente en ensayos con animales para inducir la obesidad materna, las
cuales son elevadas en diversos acidos grasos. No obstante, existen dificultades para
determinar cual de los acidos grasos es el responsable de dicho efecto. En general,
estas dietas son ricas en AGS, siendo acompafiadas por un incremento de éstos en la
leche materna y en el plasma de los hijos, pero también ocurre un aumento de los

AGPI n-6 [112]. Por ello, los autores consideran que estos ultimos pueden estar
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jugando un papel importante en los resultados adversos de los hijos nacidos de madres

gue consumen dietas elevadas en grasa durante embarazo y lactancia.

En este sentido, se ha demostrado la capacidad del AA de promover la diferenciaciéon
de preadipocitos in vitro [125], sugiriendo que la exposicién a AGPIl n-6 durante los
periodos criticos del desarrollo de las células adiposas podria resultar en un aumento
permanente de su numero, asi como en el incremento de la propensién a la
acumulacién de masa grasa [112]. En ratas, a las cuales se les proporciond una dieta
rica en LA y/o con una elevada relacion LA/ALA, se ha observado un aumento en la
expresion de genes lipogénicos, de la masa grasa y mayor tamafio y nimero en los
adipocitos en comparacién con las que fueron alimentadas con una menor cantidad de

dicho acido graso [126,127].

La ingesta materna y la concentracién plasmdtica en cordén umbilical de DHA+EPA se
han asociado con menor adiposidad y riesgo de obesidad en los hijos a los 3 anos de
edad, pero no se ha encontrado relacién con la concentracidon en plasma materno. En
los AGPI n-6 totales y AA, de la ingesta y cordén umbilical, no se constatd asociacidn
significativa con la adiposidad de los nifios, mientras que, en plasma materno, una
mayor concentracién de AA se asocidé con una mayor adiposidad en los hijos [128]. No
obstante, en un estudio de intervencion en que las embarazadas fueron
suplementadas con AGPI n-3 o AGMI, no se observaron diferencias en el IMC o
perimetro de la cintura entre los hijos a los 19 afios de edad [129]. Krauss-Etschmann
et al. [130] observaron que la suplementacién con DHA y EPA, a través de la ingesta de
aceite de pescado, aumenta el contenido de ambos en plasma materno y de DHA en

corddon umbilical. Ademas, constataron una relacion positiva entre la proporcién de
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DHA en sangre materna y corddn umbilical, pero los resultados del embarazo y el

desarrollo fetal no difirieron entre los grupos de intervencién.

Por otra parte, se ha sugerido que los cambios metabdlicos tempranos, como
resultado de las influencias del ambiente prenatal, podrian afectar el metabolismo de
AGPI-CL en la vida futura [131]. Dicha hipdtesis se debe a que el peso al nacer se asocid

con la concentracidn sérica de DHA y EPA, no asi con AA, en la adolescencia [131].

En embarazadas sanas suplementadas con AGPI-CL n-3, que recibieron consejo para
reducir la ingesta de AA, se ha mostrado una reduccién de la relacion de AGPI n-6/n-3
en plasma materno y en cordén umbilical tanto en fosfolipidos como en gldbulos rojos.
En eritrocitos, DHA, AGPI-CL n-3 y AGPI-CL n-6 se relacionaron positivamente con el
peso al nacer. AGPI-CL n-3, AGPI-CL n-6 y AA de la madre se asociaron positivamente
con la longitud al nacer. Ademas, la concentracién de AA y AGPI-CL n-6 de los
eritrocitos maternos se relacionaron negativamente con el IMC y el indice ponderal de

los hijos al afio de edad, no asi con la masa grasa [132].

En una revisidon efectuada en el presente afio por Muhlhausler et al. [112], los autores
han concluido que la mayoria de los estudios realizados en humanos han sido
enfocados en el andlisis de los efectos del incremento de la ingesta de AGPI n-3, y
actualmente no hay estudios clinicos que hayan investigado directamente los efectos
del aumento de la ingesta de AGPI n-6 en ensayos aleatorizados controlados. Hauner
et al. [26] han establecido que los resultados presentados hasta ahora son
inconsistentes para poder sefialar conclusiones definitivas sobre el papel de los AGPI-
CL n-3 durante embarazo o lactancia en la determinacién del desarrollo de la

adiposidad del hijo.
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2.6. Relacion con sobrepeso, obesidad y patologias asociadas
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Figura 9. Mecanismos de accion de los acidos grasos alimentarios sobre el metabolismo de los adipocitos.

Las flechas indican la actividad especifica de los acidos grasos, mostrando el efecto de descenso y aumento sobre
los parametros correspondientes. Las dietas ricas en grasa incrementan la expresion y actividad de FABP, que
cuando se sobreexpresa conduce al estrés del reticulo endoplasmatico. AGMI y AGPI aumentan la fluidez de la
membrana. Los AGS estimulan las vias inflamatorias y la infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo e
incrementan la produccién de adipoquinas proinflamatorias y de las vias MCP-1 y NFkB, mientras que los AGPI
inhiben NFkB. Una accién similar sobre la activacion enzimdatica de glucocorticoides es observada para AGS y AGPI,
qgue se relaciona con la senalizacion intracelular de la insulina. AGPI aumentan la expresion de PPARy y
adiponectina, y disminuyen la expresidon de resistina, mientras AGS tiene una accidén opuesta, excepto para PPARy,
ya que no modifican su expresién. AGMI activan a la adiponectina e inhiben a la resistina y mejoran la sensibilidad a
la insulina en adipocitos. Con respecto a la enzima lipogénica SCD-1, AGPI suprimen su expresion, mientras que AGS
la sobreexpresan y AGMI no interfieren. Los AGS aumentan la expresion de LPL, aumentando los acidos grasos libres
en sangre, lo que lleva a insulinorresistencia. MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos 1, del inglés monocyte
chemotactic protein 1; TLR4, receptores tipo toll 4, del inglés toll-like receptor 4 ; NFkB, factor nuclear-kappa B, del
inglés nuclear factor-kB; TNFa, factor de necrosis tumoral a, del inglés tumor necrosis factor-a; IL, interleuquinas;
FABP4, proteina de unién a acidos grasos 4, del inglés Fatty acid binding protein; RE, reticulo endoplasmatico;
GLUT4, transportador de glucosa 4, del inglés glucose transporter 4; IRS1/2, sustratos del receptor de insulina 1/2,
del inglés insulin receptor substrates 1/2; PPARy, receptor activado por proliferadores peroxisomales y, del inglés
peroxisome proliferator activated receptor y; LPL, lipoproteinlipasa; SCD-1, estearoil-CoA desaturasa-1, del inglés
stearoyl-CoA desaturase-1; TG, triacilglicerol; 113-HSD1, 11B-hidroxiesteroide desidrogenasa tipo 1, del inglés 118-
Hydroxysteroid dehydrogenase 1. Adaptado de Lottenberg et al. [107].
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Los lipidos dietéticos participan en la composicién de los fosfolipidos de la membrana
celular del tejido adiposo, en la modulacidon de la transcripcidon de diferentes genes
involucrados en los procesos de lipdlisis y lipogénesis, asi como en la regulacién de
adipocitos y vias metabdlicas e inflamatorias (Figura 9). La composicion de acidos
grasos de la membrana celular de adipocitos y miocitos incide sobre los mecanismos

fisiolégicos involucrados en la respuesta a la insulina y el consumo de glucosa [107].

2.6.1. Acidos grasos saturados

La ingesta de dietas ricas en AGS puede desencadenar lipogénesis de novo y generar
insulinorresistencia e incremento en la expresidn de citocinas inflamatorias en el tejido
adiposo [107]. El exceso de AGS produce hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos y la
subsecuente apoptosis, lo cual aumenta la inflamacién, empeora la sefializacién de la
insulina y causa insulinorresistencia en multiples tejidos, especialmente en tejido
adiposo y musculo, debido al aumento de la sefializacion inflamatoria, asi como del
reclutamiento y activacidon de macrdéfagos y neutréfilos. Los AGS tienen la capacidad de
aumentar la expresién de genes inflamatorios, tanto en adipocitos como en
macrofagos, y, aparentemente, disminuyen la oxidacidon de acidos grasos y glucosa,
aumentando su acumulacién en tejidos y sangre [6] (Figura 9). No obstante, la
aplicacion de una dieta isoenergética reducida en AGS en personas adultas no tuvo
efecto sobre diversos biomarcadores de inflamacién, como PCR, resistina,

adiponectina y leptina [133].

En adolescentes, los AGS representan casi el 50% del total en fosfolipidos plasmaticos
[134]. Se ha mostrado que, aquellos que poseen sobrepeso exhiben mayor
concentracion de AGS plasmaticos que los normopeso [134], con mayor contenido de
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acidos miristico y palmitico [62]. Sin embargo, en tejido adiposo de adultos obesos, la
concentracidn de acido palmitico y acido estearico es menor que en el grupo control

[135].

En un estudio reciente efectuado por nuestro grupo de investigacidon en adultos con
riesgo elevado de desarrollar ECV, los d4cidos miristico y palmitico han sido
relacionados positivamente con el perimetro de la cintura e IMC [136]. Sin embargo,
en sujetos con sindrome metabdlico sometidos a una intervencion dietética
isoenergética, la reduccién de la ingesta de AGS, no produjo cambios en IMC,

perimetro cintura ni tension arterial [133].

La ingesta de dietas ricas en AGS se ha relacionado con el desarrollo de sindrome
metabdlico [6], debido a los efectos inflamatorios [6,107] y antagdnicos con la insulina
[6]. Se ha observado que el contenido plasmatico de AGS totales, dcido miristico y
acido palmitico, es mayor en los individuos que presentan sindrome metabdlico.
Ademas, los cuartiles mas altos de éstos se han asociado a un incremento de la

probabilidad de desarrollar sindrome metabdlico [136].

Los AGS han sido vinculados a efectos deletéreos para la salud referentes a diferentes
parametros ligados al sindrome metabdlico, especialmente debido a su influencia
sobre TAG, colesterol total y LDL [107]. Se ha constatado que los acidos miristico y
palmitico se relacionan positivamente con TAG y que el acido palmitico también lo
hace con el colesterol total [136]. Con respecto a las HDL, se ha descrito que los AGS
totales de la dieta [137] y la concentracidn de acido palmitico en ésteres de colesterol
[138] se relacionan en forma inversa con éstas, mientras que en fosfolipidos séricos no
se ha encontrado tal asociacién [138]. No obstante, en sujetos con sindrome
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metabdlico, la concentracion de TAG fue menor y la de HDL mayor, luego de la
aplicacion de una dieta rica en AGS, mientras que apolipoproteina Al (apo Al) y apo B
no fueron alteradas significativamente [133]. Cabe destacar que, el incremento de la
colesterolemia y LDL atribuido al efecto de dichos acidos grasos, no es observado con
el acido estedrico, ya que es particularmente sensible a la estearoil-CoA desaturasa
(SCD, del inglés stearoyl-CoA desaturase)-1 del higado, la cual desatura AGS a AGMI

[107].

In vivo e in vitro, el acido palmitico causa insulinorresistencia, lo que, aparentemente,
estd vinculado a la reducida expresidon de adiponectina (proteina insulinosensibilizante
producida por adipocitos) y a su accion sobre las vias de sefializacion de la insulina
requeridas para el almacenamiento de la glucosa [6]. Sin embargo, en adolescentes
con sobrepeso, no se ha encontrado relacién entre la insulinorresistencia y la
composicién de acidos grasos [134]. En adultos con sindrome metabdlico, la aplicaciéon
de una dieta isoenergética reducida en AGS no tuvo efecto sobre la sensibilidad a la
insulina, la insulina en ayunas, la concentracién de glucosa o la insulinorresistencia
[133]. En contrapartida, en adultos con riesgo elevado de desarrollar ECV, los acidos

miristico y palmitico han sido relacionados positivamente con la glicemia [136].

Por otra parte, en adultos con sobrepeso y/o obesidad central, la ingesta de una dieta
rica en AGS ha resultado en el incremento de la expresidn de genes involucrados en los
procesos inflamatorios en tejido adiposo, sin cambios en la morfologia o sensibilidad a

la insulina [139].
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Cabe destacar que, la sustitucion de AGS por acidos grasos insaturados,

particularmente oleico y DHA, aminora muchos de los efectos adversos mencionados

[6].

2.6.2. Acidos grasos monoinsaturados

Las evidencias indican que, las poblaciones con elevado consumo de acido oleico,
como las mediterraneas, presentan menor prevalencia de obesidad, diabetes tipo 2 y

eventos cardiovasculares [140].

Tanto en tejido adiposo de adultos obesos [135] como en fosfolipidos plasmaticos de
nifos con sobrepeso [62], se ha observado una mayor concentracién de dcidos
palmitoleico y oleico en comparacién con el grupo control. Ademads, en los nifios, el

perfil de AGMI plasmatico ha mostrado un contenido mas elevado de C20:1 n-9 [62].

La ingesta de AGMI reduce la lipogénesis a través del aumento de la oxidacion de
acidos grasos [107]. Al comparar los efectos de diferentes dietas sobre la composicién
corporal, se ha observado una pérdida de peso mayor en las personas que siguieron un
régimen rico en AGMI que en aquellas que recibieron una alimentacién reducida en
grasas totales y AGS [141]. Asimismo, a dichos acidos grasos se le ha atribuido un
descenso de masa grasa mds pronunciado en comparacién con el grupo de menor
ingesta, sin poder establecerse asociacién con el perimetro de la cintura [141]. En
sujetos con sindrome metabdlico suplementados con aceite de girasol alto oleico,
también se ha producido disminucién del peso corporal, pero no se ha encontrado

cambios significativos en IMC o perimetro de la cintura [133].
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Por otra parte, se ha demostrado que, el acido palmitoleico es una hormona lipidica
importante, recientemente designada como una “lipoquina” [142], que estimula la
actividad de la insulina sobre los musculos e influye sobre el depdsito de grasa en el
higado [95,142]. No obstante, no se han encontrado diferencias significativas entre la

concentracion de PCR en personas sometidas a dietas ricas o pobres en AGMI [141].

Se ha mostrado que, el incremento de la prevalencia de obesidad esta relacionado con
el aumento de la concentraciéon de acido palmitoleico en tejido adiposo [135]. En
nifos, el contenido plasmatico este acido graso ha sido asociado con el porcentaje de
masa grasa y la circunferencia de la cintura [62], mientras que en adultos, ademas de
una asociacion positiva con la adiposidad abdominal, se ha encontrado relacién con el

IMC [136].

En adultos con riesgo elevado de desarrollar ECV, se ha observado que el contenido
plasmatico de AGMI totales y de acido palmitoleico es mayor en los individuos que
presentan sindrome metabdlico [136]. Ademas, una concentracién plasmatica elevada
de dicho acido graso ha sido relacionada con el riesgo de desarrollar sindrome

metabdlico, tanto en adultos [136] como en adolescentes [134].

La sustitucion de AGS por AGMI mejora la sensibilidad a la insulina [143] vy la
suplementacién con acido oleico bloquea la supresidn de la B-oxidacion y de la
sensibilidad a la insulina, asi como la acumulaciéon de diacilglicerol, mediada por el
acido palmitico [6]. Ademas, se ha constatado una asociacidon positiva entre acido
palmitoleico y glicemia [136]. Sin embargo, en adolescentes con sobrepeso, la

insulinorresistencia no ha sido relacionada con la composicion de acidos grasos [134].
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Se ha mostrado que, las personas que reciben una dieta rica en AGMI sufren una
mayor reduccién de la tensidn arterial sistélica y diastdlica que aquellas alimentadas
con un régimen bajo en AGMI [141]. A pesar de ello, en sujetos con sindrome
metabdlico, suplementados con aceite de girasol alto oleico, no se ha encontrado
cambios significativos en las cifras de tension arterial [133]. Ademas, se ha constatado

una asociacion positiva entre el acido palmitoleico y tension arterial diastélica [136].

Las evidencias actuales referentes al perfil lipidico son controvertidas. Mientras que en
ciertos estudios no se ha constatado efecto alguno de los AGMI sobre colesterolemia,
LDL, HDL o TAG [141], otros muestran asociacion con el descenso de la concentracion
de las LDL y su menor susceptibilidad a la oxidacidn [143]. En sujetos suplementados
con aceite de girasol alto oleico o alimentados con una dieta rica en AGMI, no se
produjo alteraciones significativas de apo Al ni apo B [133]. No obstante, el aumento
de la ingesta de AGMI se relaciond con el incremento de la concentracién de HDL [133]
y descenso de LDL [139]. Ademads, se ha constatado una asociacion positiva entre el

acido palmitoleico y colesterol total y TAG [136].

En lo que respecta a la inflamacién, van Dijk et al. han constatado que el incremento
de la ingesta de AGMI resulta en el descenso de la expresiéon de genes inflamatorios en
tejido adiposo de sujetos con obesidad abdominal [139]. Sin embargo, en un
metaanalisis en el que se evalla el efecto de los AGMI sobre los factores de riesgo de
ECV, no se han encontrado diferencias significativas en la concentracion de PCR entre

dietas ricas o pobres en dichos acidos grasos [141].
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2.6.3. Acidos grasos poliinsaturados

En adolescentes, el 37% de los acidos grasos en los fosfolipidos plasmaticos esta
constituido por AGPI [134]. Se ha mostrado que aquellos que presentan sobrepeso
poseen menor concentracion plasmatica de DHA y AGPI n-3 totales que los normopeso
[134]. En tejido adiposo, se ha observado mayor concentracion de DHA y AA en adultos
obesos en comparacién con el grupo control [135]. El contenido de acido a-linolénico
plasmdtico es mayor en nifios obesos que en normopeso [62], mientras que en el
tejido adiposo de adultos resulta menor [135]. Ademads, los nifios con obesidad
presentan un menor contenido de acido linoleico y mayor de dihomo-y-linolénico

(C20:3 n-6), mientras que el AA no difirié significativamente entre grupos [62].

Estudios en animales han mostrado que, AGPI n-3 afectan la composicion corporal y
reducen la acumulacion de masa grasa, pero en ensayos clinicos de intervencion los
resultados son controvertidos [144]. En sujetos con sindrome metabdlico
suplementados con acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3, se produjo una
reduccion significativa del peso corporal [133]. Sin embargo, en una revisién efectuada
por Martinez-Victoria et al. [144], los autores plantean que se carece de datos
concluyentes para evaluar el efecto de los AGPlI n-3 sobre dicho parametro
antropométrico. Mientras que unos estudios reportan la accién beneficiosa de éstos,
otros no manifiestan dichos hallazgos sobre la composicién corporal [144]. Un ejemplo
de ello son los resultados de Tierney et al., donde la suplementacion con AGPI-CL n-3

no ha producido cambios significativos en IMC o perimetro de la cintura [133].

En ratones alimentados con dietas que simulan los cambios ocurridos en los Ultimos 20
afios en la ingesta de LA en la alimentacidon humana, se ha observado que este acido
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graso aumenta el contenido de AA en los tejidos y subsecuentemente incrementa los
endocannabinoides, con el consecuente desarrollo de obesidad [145]. Adem3s, se ha
constatado que el efecto adipogénico del LA puede ser prevenido con el consumo
suficiente de EPA y DHA, ya que reduce el AA en fosfolipidos y normaliza el tono

endocannabinoide [145].

Se ha observado que los AGPI participan en la regulacién de diversas vias involucradas
en el metabolismo de lipoproteinas, disminuyendo la colesterolemia [107].
Especificamente, los AGPI-CL n-3 han sido relacionados con la reduccién de TAG
[107,133] y lipoproteinas ricas en este lipido [133]. Sin embargo, apo Al y apo B no
fueron alteradas significativamente por el incremento de éstos en la alimentacién
[133]. En pacientes adultos con sindrome metabdlico que recibieron una dieta
isocaldrica durante 12 semanas, se ha observado que la suplementacién con AGPI-CL
n-3 modifica la densidad y el fenotipo proaterogénico de las LDL a uno menos
aterogénico [146]. Por otra parte, se ha constatado una relacién directa entre LA y HDL
y LDL e inversa con TAG y glicemia, mientras que dihomo-y-linolénico se ha asociado
positivamente con colesterolemia, HDL y LDL [136]. En pacientes con sindrome
metabdlico sometidos a una dieta hipocaldrica, se ha observado que el grupo

enriquecido en ALA ha sufrido un descenso de TAG [68].

A través de la modulacion de genes involucrados en la lipogénesis, los AGPI reducen la
sintesis de acidos grasos y previenen el desarrollo de insulinorresistencia [107]. Los
resultados actuales referentes al efecto de los AGPI n-3 sobre la sensibilidad a la
insulina y control de la glicemia son controvertidos, mientras que unos estudios

muestran una mejora de ambos, otros no han corroborado tales hallazgos [107].
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También hay discrepancias, en este sentido, con respecto a los AGPI n-6,
especificamente sobre el AA [107]. Asi, en adolescentes con sobrepeso, la

insulinorresistencia no ha sido relacionada con la composicion de acidos grasos [134].

En adolescentes con sobrepeso, la composicion plasmatica de acidos grasos,
especificamente la reduccién de acido linoleico, se relacioné con el desarrollo de
sindrome metabdlico, independientemente de la masa grasa [134]. En adultos con
riesgo elevado de desarrollar ECV, se ha observado que el contenido de AGPI totales y
LA es menor en los sujetos que poseen dicho sindrome [136]. Ademas, el estudio por
cuartiles, ha permitido establecer que el bajo contenido en plasma de éstos

incrementa el riesgo de desarrollar sindrome metabdlico [136].

En adultos obesos sometidos a un tratamiento de pérdida de peso con restriccidn
calérica, se ha mostrado que la suplementacion con EPA y DHA mejora la elasticidad
de las arterias [147]. Por otra parte, en pacientes con sindrome metabdlico, se ha
observado que el grupo enriquecido en ALA ha mostrado una reduccién mas
pronunciada de la tensién arterial diastdlica [68]. Sin embargo, la suplementacién con

AGPI-CL n-3 no ha producido cambios significativos en la tensién arterial [133].

En adolescentes, una relacién AGPI/AGS baja se ha vinculado al riesgo de desarrollar
sindrome metabdlico, ademas, dicho indice experimentd una asociacién positiva con la
concentracion de HDL y negativa con la interleucina-6 [134]. La suplementacién con LA
previene la expresion y secrecién de interleucinas inducida por el acido palmitico [6].
En adolescentes con sobrepeso, la concentracién de PCR se ha relacionado
inversamente con el acido a-linolénico y EPA en ésteres de colesterol plasmaticos
[134]. No obstante, Devaraj et al. [70] y Rangel-Huerta et al. [148] han revisado el
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efecto de los AGPI n-3 sobre biomarcadores de inflamacién encontrando que, si bien
algunos estudios muestran una relacién inversa, otros no han confirmado esos
resultados. Por esta razdn, resulta crucial recabar mayores evidencias que permitan

establecer conclusiones al respecto.

2.6.4. Actividad enzimatica

La composicidn plasmatica de acidos grasos también es influenciada por las enzimas
desaturasas y elongasas, como SCD-1, delta-5-desaturasa (D5D), D6D y elongasa-6 de
acidos grasos (Elovl6, del inglés Fatty acid elongase-6). La expresion de esas enzimas es
modulada por nutrientes de la dieta, como los lipidos, que controlan factores de
transcripcidon clave. Estudios en ratones modificados genéticamente, han establecido
gue las enzimas involucradas en la lipogénesis de novo y la sintesis de AGMI juegan un
papel importante en el control del metabolismo, expresién génica y en el desarrollo y

progresion de la obesidad [149].

SCD-1 es la enzima limitante de la velocidad en la biosintesis de AGMI, y los productos
de su actividad son los acidos palmitoleico y oleico (Figura 4). D5D y D6D son enzimas
fundamentales en el metabolismo de los AGPI, las cuales producen la conversion de LA
a AA y de ALA a EPA (Figura 5). Elovl6 es una enzima lipogénica clave, que cataliza la

elongacion de AGS y AGMI con 12, 14 y 16 carbonos (Figura 4). [95].

Estudios previos han establecido la actividad de las enzimas desaturasas [136] vy
elongasas [150] a través de la relacion producto/sustrato de acidos grasos. De esta

manera, los indices C16:1n-7/C16:0 (SCD-16), C18:1n-9/C18:0 (SCD-18); C18:3n-
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6/C18:2n-6; C20:4n-6/C20:3n-6 y C18:0/C16:0 permiten estimar la actividad de SCD-1,

D6D, D5D y Elovl6, respectivamente.

Investigaciones en ratones muestran que la inhibicién de SCD-1 protege contra las
dietas que inducen obesidad [151]. En plasma y tejido adiposo de nifios y adultos, la
actividad de SCD-16 [62] y SCD-18 [135] es mayor en los que presentan obesidad que
en los normopeso. Se ha observado que el aumento de la prevalencia de obesidad esta
relacionado con el incremento de la actividad estimada de SCD-16 y SCD-18 en tejido
adiposo [135]. Ademas, la actividad de SCD-16 [136,152,153] y SCD-18 [152] se ha
asociado positivamente con el IMC, asi como SCD-16 se ha relacionado en forma
directa con la adiposidad abdominal [136]. Sin embargo, Warensjo et al. [153] han

observado una relacion inversa entre SCD-18 e IMC.

Se ha observado que la actividad estimada de SCD-18 es mayor en sujetos que
presentan sindrome metabdlico [136]. Asimismo, estudios en ratones han mostrado
gue la inhibicion de SCD-1 protege contra insulinorresistencia y hepatoesteatosis
[151]. En personas adultas, SCD-18 se ha asociado en forma inversa con HOMA [153] y
positivamente con la glicemia [136]. Por otra parte, el indice SCD-16 se ha relacionado

directamente con leptina, no asi con insulina o insulinorresistencia [62].

La inhibicién de SCD-1 en ratones promueve, fuertemente, la aterosclerosis adrtica
(lesion adrtica rica en AGS y colesterol), incluso recibiendo una dieta rica en AGMI
[151]. Analisis adicionales han revelado que, también se produce la acumulacién de
AGS en plasma vy tejidos, y reduccién de TAG plasmaticos, HDL y apo Al, aunque no
tuvo impacto sobre LDL ni apo B [151]. En humanos, la actividad de SCD-16 se ha
relacionado positivamente con colesterol total, TAG y tension arterial diastdlica,

61



I. INTRODUCCION

mientras que SCD-18 se ha asociado negativamente con HDL y positivamente con TAG

[136,152].

Las evidencias sugieren que, la sintesis endégena de acidos grasos puede involucrar
sefiales que inciden sobre la sensibilidad a la insulina, siendo crucial la conversién de
acido palmitico a estedrico, mds que la simple acumulacién del primero. En ratones, se
ha constatado que la deficiencia de Elovl6 protege de la insulinorresistencia, a pesar de
no haber mejorado la obesidad o la hepatoesteatosis existentes, lo cual esta
relacionado con la supresidon tanto de la sintesis como de la oxidacidn de acidos grasos
[95]. Por otra parte, el indice de actividad de Elovl6 ha sido menor en nifios obesos en

comparacion con los normopeso [62].

En adultos, la actividad estimada de D5D se ha relacionado indirectamente con IMC
[136,153] y el indicador de insulinorresistencia HOMA [153], mientras que en
adolescentes obesos, no se ha encontrado asociacidon con el IMC [152]. Adema3s, el
indice de D5D se ha correlacionado positivamente con HDL e inversamente con TAG

[136,152] y colesterol total [136].

Se ha observado que la actividad estimada de D6D es mas elevada en sujetos que
presentan sindrome metabdlico y que una mayor actividad de ésta se asocia al riesgo
de desarrollar dicho sindrome [136]. En adultos, el indice de D6D se ha relacionado en
forma directa con IMC, HOMA [153] y TAG [136]. No obstante, en adolescentes

obesos, no se ha encontrado relacidon entre IMC y dicha actividad enzimatica [152].
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3. VITAMINAS LIPOSOLUBLES ANTIOXIDANTES Y CAROTENOIDES

3.1. Vitamina E

3.1.1. Estructura quimica, clasificacion y nomenclatura

El término “vitamina E” se utiliza para describir, en forma general, a un grupo de
sustancias liposolubles biolégicamente activas (tocoles) que incluye tocoferoles y

tocotrienoles [154].

La vitamina E esta formada por 8 isémeros, de los cuales cuatro son tocoferoles (a-, B-,
v- o 6-tocoferol) y los demds tocotrienoles (a-, B-, y- o 6- tocotrienol). Su estructura
consta de 2 partes primarias: un anillo complejo cromanol y una larga cadena lateral.
Los isomeros se diferencian en la saturacion de la cadena lateral, teniendo los
tocoferoles una cadena saturada y los tocotrienoles una insaturada con 3 dobles
enlaces en los carbonos 3, 7 y 11. La posicidon que ocupa el grupo metilo en el anillo
cromanol determina la letra griega utilizada como prefijo, designandose como formas

a, B, y o 6 [154,155] (Figura 10).

El RRR-a-tocoferol es la forma mas abundante en la naturaleza y la de mayor actividad
bioldgica [3], mientras que el isdmero sintético consiste en una mezcla de ocho
estereoisdmeros (RRR, RSR, RRS, RSS, SRR, SSR, SRS, SSS) [154]. La nomenclatura RRR-
indica que los carbonos quirales se encuentran en la configuracion R en las posiciones

2,4y 8 [156].
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R1

Cadena fitilo

Rl R2 R3
CH; CH; CH; a-tocoferol

CH; H CH; PB-tocoferol
TOCOFEROLES m y-tocoferol

R3

H H CH; &-tocoferol

R1

Cadena isoprenoide Rl R2 R3
HO | CH H CH [ CH; CH; CH; a-tocotrienol
3 3 3 CH; H CH; B-tocotrienol
R? 0 Z 7 % CHS H CH; CH; y-tocotrienol
CH _—
R3 3 TOCOTRIENOLES H H CH; 6-tocotrienol

Figura 10. Estructura quimica y nomenclatura de la vitamina E.

Las diferentes formas de la vitamina E difieren en su actividad bioldgica. El a-tocoferol
es la forma mdas comin que se encuentra en sangre y tejidos humanos, y posee la
mayor actividad bioldgica entre los tocoferoles y tocotrienoles [154]. En el B-tocoferol,
el y-tocoferol y el 6-tocoferol ésta se considera en funcién del a-tocoferol (100%),
siendo del 30%, 15% y 1%, respectivamente [3]. Esto hace que el a-tocoferol sea el

isdmero mas importante de la vitamina E [3].

3.1.2. Absorcion y metabolismo

La vitamina E es absorbida en la porcién media del intestino delgado en presencia de
sales biliares y lipasa pancredtica. Debido a su hidrofobicidad, la vitamina E es poco
soluble en el medio hidrofilico del plasma, fluido extracelular y citosol, por lo que, al
igual que otras vitaminas liposolubles, requiere la uniéon a proteinas especificas o

lipoproteinas para ser transportada y distribuida [157]. Tanto el a-tocoferol como los
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demas isémeros de la vitamina E, son absorbidos en el intestino delgado junto con la
grasa dietética, en presencia de sales biliares y lipasa, e incorporados en
quilomicrones, para posteriormente ser transportados desde el sistema linfatico a la
circulacion sistémica [3,154]. Parte de la vitamina E es captada por los tejidos
extrahepaticos, por accidon de la LPL, y los remanentes de quilomicrones llevan la
vitamina restante hacia el higado [3,154]. La distribucion a la circulacion es regulada
por la proteina transportadora de a-tocoferol (a-TTP, del inglés a-tocopherol transfer
protein), la cual se localiza en el higado y tiene mayor afinidad por el a-tocoferol
[154,158]. Esta proteina es crucial en el mantenimiento de las concentraciones
plasmaticas de la vitamina [154], asi como, en la distribucién del a-tocoferol a los
tejidos y en la distribucién intracelular [158]. En el higado, por accién de la proteina
gue transfiere a-tocoferol, la mayor parte es incorporada a las VLDL nacientes y
liberada a la circulacién, mientras que el exceso de a-tocoferol y las demas formas de
vitamina E es metabolizado o excretado en la bilis [3,154]. Una vez secretadas a la
circulacién, las VLDL son convertidas en lipoproteinas de densidad intermedia y LDL
por accién de la LPL [3]. El exceso de componentes superficiales, incluyendo el a-
tocoferol, es transferido a HDL [3,154]. Las LDL entregan el a-tocoferol a los tejidos
periféricos por medio de la union con receptores de LDL [154], siendo almacenada

principalmente en tejido adiposo e higado [3].

3.1.3. Fuentes alimentarias

La vitamina E esta ampliamente distribuida en la naturaleza. Las principales fuentes
alimentarias son los aceites vegetales, como los de germen de trigo, girasol y oliva, y

los productos de origen vegetal ricos en lipidos, como almendras, nueces, semillas y
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granos de cereales [3,154]. También se encuentra en las hojas y otras partes verdes de
las plantas y en el tejido adiposo de los animales. En las dietas occidentales, la ingesta
de vitamina E deriva de grasas y aceites comestibles, siendo cada vez mayor la
procedencia de alimentos fortificados (cereales de desayuno, leche, zumo de frutas).
Cabe destacar que, el contenido de vitamina E de los alimentos depende de la cosecha,
procesamiento, almacenamiento y coccién, ya que ésta es muy susceptible a la

destruccién por el oxigeno, metales, luz y calor [154].

3.1.4. Relacion con sobrepeso, obesidad y patologias asociadas

Existen evidencias de que nifios y adolescentes obesos poseen mayor estrés oxidativo
[65] y menor concentracidon de a-tocoferol, ajustado por la concentracién de lipidos
plasmaticos [20,61] y sin ajustar [65], que los normopeso, constatandose una relacion
inversa entre ambos [65]. In vitro, se ha demostrado que la vitamina E es un potente
antioxidante, que interfiere con la propagacion de los radicales libres, inhibiendo la
peroxidacién lipidica en membranas vy lipoproteinas [156,158]. Ademas,
recientemente, se ha descubierto que ésta, en especial el a-tocoferol, actia como
reguladora de multiples enzimas y que estd involucrada en la expresién de genes
vinculados a las vias inflamatorias y al metabolismo de la glucosa y de los lipidos
[158,159]. Esto lleva a pensar que, el aumento de la ingesta de dicha vitamina puede
ejercer un rol importante en la prevencién y tratamiento de sobrepeso, obesidad y

patologias asociadas.

En adultos con obesidad mérbida, también se ha observado menor concentracion
sérica de a-tocoferol, estandarizado por lipidos plasmaticos, en comparacién con el

grupo control, asi como, se ha constatado déficit de esta y otras vitaminas en el 11-
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38% de los pacientes [60]. Cabe destacar que, en los individuos con mayor grado de
obesidad, ha ocurrido una reduccion mas pronunciada de la concentracion de
vitaminas [60]. Por otra parte, la concentracion de a-tocoferol se ha asociado
directamente con el IMC, el porcentaje de masa grasa y la adiposidad central [160],
mientras que, otros autores han encontrado que la relacién con la masa grasa es
inversa [20]. Después de ser ajustado por los lipidos plasmaticos, el isémero fue
correlacionado negativamente con el peso [61], la circunferencia de la cintura [20,64] y

la masa grasa absoluta (kg) [61].

Con respecto a la regulacién de la actividad génica, se ha observado un aumento de la
expresion de PPARa, principal regulador del metabolismo de los lipidos, por acciéon
tanto de a- como de y-tocoferol [158]. Ademas, la ingesta de vitamina E modula la
relacion de las variantes genéticas del gen sirtuin (SIRT1) con el IMC, el cual esta

vinculado con el riesgo de obesidad [159].

La insulinorresistencia, estimada a través del indice HOMA, ha sido relacionada en
forma inversa con la concentracién de a-tocoferol corregida por lipidos [61,64],
encontrdndose que los tertiles mas altos mostraban menor concentracion del
tocoferol [64]. También se ha observado que el a-tocoferol se correlaciona en forma
negativa con la concentracién plasmatica de insulina en ayunas [61]. Asimismo, en
nifos y adolescentes, la ingesta de vitamina E ha sido establecida como predictor

negativo de la concentraciéon de leptina [21].

Duncan et al. han estudiado la magnitud del efecto de la inflamaciéon sobre Ia
concentracion de micronutrientes, encontrando que la vitamina E no disminuye con el

aumento de la severidad de la respuesta inflamatoria aguda [161]. Sun et al. [162] han
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revisado el efecto de la suplementacidn con micronutrientes antioxidantes sobre la
inflamacién, sin encontrar diferencias en los cambios de las concentraciones de PCR o
interleucina-6 entre el grupo suplementado con vitaminas-minerales y el grupo control

de placebo.

En relacion a la etiologia de las enfermedades cardiovasculares, se plantea que la
modificacion oxidativa de las LDL es un factor clave en el inicio y progresion de la
patologia [157]. La habilidad del a-tocoferol de inhibir la oxidacidn de dichas
lipoproteinas in vitro a llevado a asumir que la vitamina E también puede prevenir la
aterosclerosis. No obstante, los resultados encontrados, hasta el momento, son
inconsistentes [156,157]. Algunos autores han observado una menor incidencia de
enfermedades crdnicas y de eventos cardiovasculares cuando la ingesta de vitamina E
es aumentada [156,157,163], mientras que otros no han hecho tales hallazgos
[156,157]. Un ejemplo de ello son los resultados de Dwyer et al., que no encontraron
relacion entre las concentraciones plasmaticas de a- y y-tocoferol y la progresion del
espesor intima media carotideo (marcador suceddneo de aterosclerosis y de eventos
cardiovasculares o cerebrovasculares) [164]. En adolescentes, la vitamina E no se ha
asociado al sindrome metabdlico [165] y en adultos mayores, no se ha encontrado
asociacién con el riesgo de mortalidad por todas las causas o por enfermedades
cardiovasculares o cancer [166]. Sin embargo, otros autores han descrito menos
muertes de causa cardiovascular e infarto de miocardio no fatal en las personas
suplementadas con a-tocoferol [157]. Aparentemente, la suplementaciéon con a-
tocoferol es beneficiosa sélo cuando las enfermedades crénicas resultan, al menos en

parte, de una proteccién antioxidante subdptima [156].
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Por otra parte, se plantea que, los beneficios de la vitamina E sobre las enfermedades
cardiacas podrian deberse a su habilidad de interferir con la formacion de coagulos, al
incidir en el estado de vitamina K. Asi, se logra prevenir la trombosis y, por lo tanto, los
ataques del corazén vy los accidentes cerebrovasculares [156]. Teniendo en cuenta
otras funciones de Ila vitamina E, se ha propuesto como mecanismos
antiaterosclerdticos del a-tocoferol, la modulacién de la sefializacién celular, vinculada
a su accién sobre la proteina quinasa C, que determina la inhibicion de varios eventos

clave en la inflamacidn, y la regulacién transcripcional de la expresion génica [157].

3.2. Vitamina A

3.2.1. Estructura quimica, clasificacion y nomenclatura

El término vitamina A es empleado para describir a los compuestos con la actividad
bioldgica del retinol, es decir, retinoides y carotenoides con actividad provitaminica A
[3,167] (los carotenoides serdn presentados posteriormente en el apartado 3.3

Carotenoides: B-caroteno y licopeno).

Los compuestos vitaminicos A pertenecen al grupo de los isoprenoides, estando
formados por cuatro unidades de isopreno que contienen cinco dobles enlaces
conjugados [3,167]. Los retinoides con actividad vitaminica A se encuentran en la
naturaleza en tres formas: alcohol (retinol), aldehido (retinal o retinaldehido) y acido
(acido retinoico) (ver Figura 11) [3,167]. Ademas del todo-trans-retinol, otros cinco
isomeros (7-cis, 9-cis, 11-cis, 13-cis y 9,13-cis) tienen actividad de vitamina A [3]. Las
formas con mayor actividad fisioldgica son el retinol y el acido retinoico, siendo el
palmitato de retinol la forma de depdsito mas importante [3,167]. Cabe destacar que,

los retinoides tienden a ser mads estables en la configuracién todo-trans [167].
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CH, CH, CH, CHy o
c<\0
CH3
Todo-trans-acido retinoico
ESTRUCTURA QUI'MICA DE LOS
RETINOIDES GH; CH, CH, CHs
~ \ ~ CH2OH
CH; CH4 CH, CH, CH,
R
NN Todo-trans-retinol
CH,
= CH; CH, CH, CHy H
N o
CH,4
Todo-trans-retinal

Figura 11. Estructura quimica general de los retinoides con ejemplos de las formas acido, alcohol y aldehido.

Esta vitamina es muy sensible a la luz, oxidacidn, isomerizacidon y polimerizacion
debido a su estructura de dobles enlaces conjugados. En general, los ésteres son mas
estables que las formas alcohdlicas y los carotenoides son algo menos estables que los

retinoides [3].

3.2.2. Absorcién y metabolismo

La absorcién de la vitamina A requiere de la accidn previa de enzimas proteoliticas
gastrointestinales, estearasas pancredticas y lipasas intestinales. Después de su
absorcion en el intestino delgado, los quilomicrones recién formados contienen
ésteres de retinol, retinol en forma libre y algunos carotenoides que no han sido
hidrolizados previamente, ademas de ésteres de colesterol, fosfolipidos, triglicéridos y

apolipoproteinas. Dichos quilomicrones son liberados al torrente linfatico alcanzando
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asi la via sanguinea. Se debe sefialar que parte del retinol no esterificado y de los

acidos retinoicos pueden ser transportados al higado via circulacion portal [3,167].

Durante el transporte y distribucién de los quilomicrones desde la linfa a los tejidos
periféricos, se produce una metabolizacidn inicial de los mismos, dando lugar a la
formacién de los quilomicrones remanentes. Estas particulas vehiculizan los ésteres de
retinol hacia el higado y otros drganos como pulmones y rifiones y al tejido adiposo,

aungue a nivel hepatico es donde se produce el mayor almacenamiento [3].

En el higado, antes de la secrecién de la vitamina A a la circulacién general, el todo-
trans-retinol se une a la proteina transportadora de retinol (RBP, del inglés retinol-
binding protein, también denominada apo-RBP), la cual le confiere solubilidad en el
medio acuoso, formando el complejo holo-RBP (retinol-RBP) que es liberado al plasma.
Este, a su vez, se ensambla con la transtirretina plasmatica (prealbimina), lo que
minimiza las pérdidas renales y aumenta la estabilidad del retinol. Por su parte, el
acido retinoico no es transportado por la RBP, sino que lo hace unido a la albuminay a

otras proteinas [3,167].

El complejo holo-RBP interacciona con los receptores superficiales, de las células de los
tejidos diana, siendo internalizado por endocitosis. Dentro de la célula el retinol es
liberado y se une a proteinas transportadoras especificas como la proteina celular
fijadora de retinol, la proteina celular fijadora de acido retinoico, la proteina celular
fijadora de retinal y la proteina fijadora de retinol interfotorreceptor, a nivel ocular

3,167].

La vitamina A es ampliamente metabolizada en diversos lugares del organismo, siendo

las principales reacciones ocurridas, esterificacidon, oxidaciéon a C-15, oxidacién a C-4,
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conjugacién, fosforilacién, isomerizacion y escisiéon de las cadenas. Cabe enfatizar que,

estos cambios en la estructura molecular pueden afectar su actividad bioldgica [3,167].

La excrecion se produce fundamentalmente por medio de la bilis, si bien una pequefia
proporcién es eliminada a través de la orina, aunque las pérdidas son minimas debido

a que el higado puede reciclar vitamina A [3].

3.2.3. Fuentes alimentarias

La vitamina A preformada se encuentra en alimentos de origen animal, principalmente
en higado, carnes, aceite de pescado, mantequilla, productos lacteos y yema de huevo,
en forma de ésteres de Aacidos grasos de cadena larga, siendo uno de los

predominantes el palmitato de retinol [3,167].

Ademads del aporte de vitamina A a partir del contenido de forma natural en los
alimentos, en numerosos paises se enriquecen los productos lacteos y las margarinas
con ésteres de retinol, constituyendo de este modo una fuente importante de Ia

vitamina [3].

3.2.4. Relacion con sobrepeso, obesidad y patologias asociadas

La cantidad abundante de vitamina A encontrada en el tejido adiposo y los numerosos
estudios que documentan su significativo rol en el metabolismo de éste, justifican el

persistente interés en la accién de esta vitamina sobre la adipogénesis.

In vitro e in vivo, se ha mostrado que el tratamiento con 4acido retinoico (RA) y la
produccién autécrina de RA vy retinaldehido, en el tejido adiposo a partir de retinol,

pueden regular la sintesis de grasa corporal [10,168]. Interesantemente, el RA también
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ha sido descrito como potente supresor de las adipoquinas, lo que probablemente esté
vinculado a insulinorresistencia e inflamacion [168]. Estudios en animales, sustentan el
impacto del estado nutricional de vitamina A sobre la composicion corporal [168], asi
como, la importancia de ésta en la reduccidn de la peroxidacién lipidica, aumento de
las enzimas antioxidantes y disminucién de la inflamacién [169]. Asimismo, estudios
observacionales en humanos, indican asociacion entre déficit de vitamina A vy

obesidad, higado graso y resistencia a la insulina [168].

El RA puede afectar el metabolismo energético y lipidico, a través de multiples
mecanismos gendmicos y no gendmicos, que impactan sobre la sefializacién del
receptor de acido retinoico (RAR), del PPAR y del receptor hepatico X (LXR), asi como
sobre proteinas quinasas en tejidos clave [168,170]. El RA actua principalmente a
través de RAR y PPARS [10,171,172]. La activacion de PPARS induce la expresion de
genes involucrados en la homeostasis de lipidos y glucosa y aumenta la sensibilidad a
la insulina [171,172], lo cual es mejorado alin mas por la activacidon de RAR [172]. Asi,
el RA estimula la lipdlisis, la oxidacién de acidos grasos y reduce el contenido de
triglicéridos de los adipocitos, con la consecuente pérdida de peso [171,172]. En
contraste, el retinaldehido es un débil agonista de RAR pero puede inhibir la activacion
del receptor X retinoide (RXR) y del PPARy en adipocitos, lo que podria disminuir la

adipogénesis [10].

En lo que respecta a estudios en humanos, en adultos con obesidad mdrbida, se ha
observado una menor concentracion sérica de vitamina A en comparacidn con el grupo
control [60]. No obstante, en adolescentes obesos, con y sin sindrome metabdlico, no

ha sido confirmado tal hallazgo [61].
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Al evaluarse la asociacion del retinol plasmatico con indicadores antropométricos de
adiposidad general y central, no se confirmd correlacién alguna [61]. En relacidén a la
pérdida de peso, se observé que en adultos con exceso de peso sometidos a un
tratamiento de adelgazamiento sin ejercicio, el retinol plasmatico disminuyd a los 3
meses de tratamiento, en relacion con las condiciones iniciales, y se mantuvo

disminuido hasta los 6 meses de intervencién [69].

Un aspecto muy relevante en el estudio de la obesidad, es la relacion de la vitamina A
con la inflamacidon. Duncan et al. [161] han evaluado la magnitud del efecto de la
inflamacién sobre la concentracién de micronutrientes, encontrando que la vitamina A
disminuye con el aumento de la severidad de la respuesta inflamatoria aguda. Asi, en
pacientes obesos, se ha constatado que aquellos que poseen de 8 a 69 mg/L de PCR,
tienen una concentracién de vitamina A mas baja que los individuos con menor grado
de inflamacién [60]. En adolescentes, la concentracidon de retinol+ésteres de retinol ha
mostrado una relacién inversa con la PCR [165]. Sin embargo, Sun et al. [162] han
revisado el efecto de la suplementacidon con micronutrientes antioxidantes sobre la
inflamacidn, sin encontrar diferencias en los cambios de las concentraciones de PCR o
interleucina-6 entre el grupo suplementado con vitaminas-minerales y el grupo control

de placebo.

En relacidn a las ECV, un estudio efectuado en adultos, que pretendia elucidar el rol de
la vitamina A, ha mostrado que la concentracién plasmatica de retinol es menor en
pacientes con ECV que en el grupo control y que las cantidades bajas de retinol

aumentan el riesgo de desarrollar dichas patologias [173]. Cabe destacar que el riesgo
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asociado a dicha vitamina es comparable con factores de riesgo como HDL e

interleucina-6 y se comporta aditivamente [173].

Las evidencias enunciadas, plantean un posible efecto antiobesidad de la vitamina A,
aunque gran parte de éstas derivan de estudios in vitro o en animales, lo cual incentiva
a continuar profundizando en el tema, en especial en grupos de riesgo como los

adolescentes.

3.3. Carotenoides: B-caroteno y licopeno

3.3.1. Estructura quimica, clasificacion y nomenclatura

Los carotenoides son hidrocarburos poliénicos, sintetizados por plantas vy
microorganismos a partir de ocho unidades de isopreno. En base a su estructura,
pueden ser clasificados en: carotenoides hidrocarbonados o carotenos, como PB-
caroteno y licopeno, los cuales no contienen oxigeno, y xantofilas u oxicarotenoides,
como la luteina, que contienen carboxilos y/o hidroxilos en sus grupos constituyentes
[3]. Esencialmente, todos los nombres especificos de los carotenos se basan en la
estructura patron de 40 carbonos caroteno, precedido por prefijos (letras griegas) que
designan los dos grupos terminales [174] (ver Figura 12). Debido a la presencia de
dobles enlaces conjugados, los carotenoides pueden experimentar isomerizacion a las

formas cis-trans [174,175].

Todos los carotenoides con un anillo B no sustituido y una cadena polieno con 11
atomos de carbono, presentan actividad de vitamina A, debido a que pueden ser
convertidos a retinol [174]. Al metabolizarse, los carotenoides generan retinoides, de

los cuales alrededor de 50 producen retinol. Los que poseen actividad provitaminica A
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son B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno y B-criptoxantina [3,174]. Entre ellos, el B-
caroteno tiene la mayor actividad de provitamina A [174]. Al igual que los demas
carotenoides, el licopeno es un pigmento liposoluble. Tiene una estructura altamente
insaturada que consta de 11 dobles enlaces conjugados y 2 no conjugados (Figura 12) y
no posee actividad de provitamina A. En la naturaleza, se encuentra en la forma

isomérica todo-trans [175,176].

CH, CH, CH, CH,

LICOPENO (y,{-caroteno)

Figura 12. Estructura quimica y nomenclatura de B-caroteno y licopeno.

Los carotenoides son algo menos estables que los retinoides [3]. Su naturaleza
insaturada los hace susceptibles a la degradacion por oxidacién, aunque también son
vulnerables a la temperatura, luz y pH [175]. En general, el contenido de carotenoides
de los alimentos no es alterado en gran medida por los métodos culinarios habituales

[175].
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3.3.2. Absorcion y metabolismo

Diversos factores influyen sobre la absorcién de los carotenoides. El procesamiento y
coccion de los alimentos causa la ruptura de los tejidos, liberando los carotenoides, lo
gue consecuentemente mejora su absorcién [175]. En el intestino delgado, estos
compuestos pueden ser absorbidos en forma intacta, o bien son desdoblados
enzimaticamente en moléculas de retinol dentro de los enterocitos [3]. Los que no son
metabolizados en la mucosa intestinal, son transportados al higado en quilomicrones
por via linfatica. Los carotenoides de los quilomicrones remanentes son internalizados
en el higado y secretados posteriormente al torrente sanguineo en VLDL, las cuales son
metabolizadas a LDL, lipoproteinas de densidad intermedia y HDL, siendo las LDL el
principal portador de licopeno [3,167,177,178]. Los carotenoides mds hidrocarbonados
son transportados principalmente por las LDL, mientras que los mas polares lo hacen

tanto en las LDL como en las HDL [3,167].

El licopeno es el carotenoide mds abundante en el plasma humano con una vida media
de 2-3 dias [175]. Los érganos en que se ha encontrado mayor cantidad son: glandulas
suprarrenales, higado, tejido adiposo y prostata [175,179]. La mayor parte del B-
caroteno es almacenado en los adipocitos, lo cual hace que en los seres humanos las

capas del tejido graso presenten una coloracién amarillenta [3].

3.3.3. Fuentes alimentarias

Aunque los carotenoides estdn presentes en muchos alimentos, las frutas muy
pigmentadas, zumos y vegetales, constituyen las principales fuentes alimentarias en la
dieta humana [175]. Los vegetales y frutas de color amarillo-naranja, como zanahoriay

calabaza, aportan la mayoria del B-caroteno, mientras que los tomates y productos
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derivados de éste proporcionan la mayor parte del licopeno [3,174,175]. Otros

alimentos ricos en licopeno son guayaba, papaya, sandia y pomelo [176].

3.3.4. Relacion con sobrepeso, obesidad y patologias asociadas

Como se sabe, las personas obesas tienen menor concentracion de B-caroteno que las
normopeso [63,180]. Estos hallazgos han podido ser verificados en adolescentes, tanto
para el B-caroteno ajustado por lipidos plasmaticos como sin ajustar [61]. Dichas
evidencias y las funciones constadas en estudios in vitro y en modelos animales, han
despertado interés en el estudio de la vinculacién del B-caroteno y el licopeno con las

enfermedades crénicas no transmisibles.

En cultivos celulares y modelos de ratones, se ha mostrado que el B-caroteno es un
precursor fisioldgico para la sintesis de acido retinoico en adipocitos y que, a través de
este metabolito, puede reducir la expresién de PPARy vy el contenido lipidico de células
adiposas maduras [181]. En personas adultas, la ingesta elevada de B-caroteno y
licopeno se ha relacionado con menor IMC [63,182], circunferencia de la cintura y
masa grasa visceral y subcutdnea [182]. En adolescentes, la concentracion de PB-
caroteno, corregida por lipidos, ha mostrado una correlaciéon inversa con el peso
corporal, el IMC, el porcentaje de masa grasa, la masa grasa absoluta (kg), la masa
magra (kg) y la relacion cintura/cadera [61], asi como con la circunferencia de la
cintura [64]. Al emplear la concentracidon absoluta, se ha constatado asociacién
negativa con IMC [160,183], porcentaje de masa grasa, relacién cintura/cadera y la
circunferencia de la cintura [160]. En contrapartida, en adultos del sexo masculino, no

se ha encontrado asociacién para el B-caroteno y la adiposidad central [160].
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En lo que respecta al tratamiento de la obesidad, adultos con exceso de peso
sometidos a un régimen hipocalérico con [184] y sin [69] aumento de la actividad
fisica, han experimentado un incremento de la concentracion de B-carotenoalos3 06
meses de intervencidon, en comparacion con las condiciones iniciales; pero en el

licopeno no se produjeron cambios significativos [69].

La actividad antioxidante de B-caroteno y licopeno es una de las principales funciones
de interés en el presente estudio. En comparacién con el a-tocoferol y el B-caroteno, el
licopeno posee la mayor capacidad antioxidante, mostrando el siguiente orden:
licopeno > a-tocoferol > B-caroteno [179]. Se ha constatado que el licopeno puede
actuar sobre el acido hipocloroso, el cual estd ligado a la oxidacién de los tejidos en las
enfermedades cardiovasculares y otras patologias inflamatorias [185]. Karppi et al.
[186] han mostrado que la concentracidon plasmatica de licopeno es el principal
determinante de los dienos conjugados de las LDL en mujeres, los cuales son
marcadores de peroxidacion en dichas lipoproteinas; mientras que el B-caroteno es el

factor mas importante en hombres.

In vitro e in vivo, se ha mostrado que el licopeno tiene actividad antiinflamatoria, lo
qgue se debe a su capacidad antioxidante y a que inhibe enzimas generadoras de
eicosanoides y la expresion de citocinas proinflamatorias, a través de la reduccion de la
activacidon de proteinas quinasas y de factores de transcripcién [177]. En el tejido
adiposo, se ha observado que dicho carotenoide disminuye la expresion de citocinas y
quimiocinas proinflamatorias [187]. En personas adultas, tanto p-caroteno
[164,180,183] como licopeno [164,183], han sido inversamente relacionados con

marcadores de inflamacion crénica. En adolescentes, la concentracion de carotenoides
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totales también ha mostrado dicha asociacion con la PCR [165]. Sin embargo, al
revisarse el efecto de la suplementacidon con micronutrientes antioxidantes sobre la
inflamacién, no se han encontrado diferencias en los cambios de las concentraciones
de PCR o interleucina-6 entre el grupo suplementado con vitaminas-minerales y el

grupo control con placebo [162].

Con respecto a los lipidos, B-caroteno y licopeno plasmaticos han sido inversamente
asociados con la concentracidn sérica de colesterol total [164]. Sin embargo, otros
autores han observado una asociacion positiva [160,183]. Se ha encontrado que ambos
carotenoides en plasma se relacionan directamente con la concentracién de LDL [180]
y que el licopeno también estd vinculado, pero en forma inversa, con las HDL [180]. Por
el contrario, el B-caroteno ha sido asociado positivamente con las HDL [183]. Al igual
gue una mayor ingesta de licopeno se ha relacionado a una menor concentracion
sérica de triglicéridos [182], se ha encontrado una asociacion indirecta entre el B-
caroteno y estos lipidos [183]. Se ha demostrado que el licopeno puede disminuir la
sintesis de colesterol a través de la inhibicidn de la hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A

(HMG-CoA) reductasa [176].

El B-caroteno, corregido por lipidos, ha mostrado una correlacién inversa con la
concentracion de insulina en ayunas [61,188] y la insulinorresistencia [61],
encontrdndose que los tertiles mas altos del indice de insulinorresistencia HOMA,
presentan menor concentracién del carotenoide [64]. En adolescentes, la
concentracion de carotenoides totales ha sido inversamente relacionada con el indice
HOMA [165]. El B-caroteno y el licopeno han sido relacionados en forma negativa con

la diabetes tipo 2 y con el deterioro del metabolismo de la glucosa [188]. Asimismo, la
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ingesta de B-caroteno ha sido postulada como predictora de la concentracion de

leptina en nifios y adolescentes [21].

Estudios epidemiolégicos y de intervencién, han mostrado que la concentracion
plasmatica o tisular de licopeno se asocia en forma negativa con la incidencia de
enfermedades cardiovasculares o con los factores de riesgo de estas patologias
(aterosclerosis, hipertensién, diabetes, sindrome metabdlico, inflamacién y estrés
oxidativo). Sin embargo, dichos hallazgos no han podido ser verificados por otros
autores. Se requieren mas estudios e intervenciones a largo plazo para poder

establecer los beneficios del licopeno sobre la salud cardiovascular [176].

En adultos con edad avanzada, una mayor concentracién plasmatica de B-caroteno se
ha asociado a un menor riesgo de mortalidad por todas las causas y por enfermedades
cardiovasculares o cancer [166]. Adultos diabéticos con enfermedades
cardiovasculares tienen menor concentracién de licopeno y B-caroteno, sin corregir y
corregida por lipidos, que los individuos sanos [189]. En contrapartida, la
concentracion plasmdatica de licopeno no se ha relacionado con la progresién del
espesor intima media carotideo (marcador suceddneo de aterosclerosis y de eventos
cardiovasculares o cerebrovasculares) [164]. Sin embargo, se ha observado que dicho
carotenoide protege contra la progresion de dicho marcador en personas fumadoras
[164], vy que disminuye el riesgo de desarrollar ECV en mujeres [190] y sindrome

metabdlico en hombres [182].

3.4. Determinacion analitica

Actualmente, las técnicas instrumentales cromatograficas constituyen el método de

eleccién para la determinacion de vitaminas liposolubles y carotenoides, dandose la
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separacion y la deteccién en forma simultanea. Entre ellas, destacan la cromatografia
de gases y la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, del inglés High Performance
Liquid Chromatography). El analisis por HPLC es el que, a dia de hoy, predomina, ya
gue la primera es inadecuada para la cuantificacion de dichos analitos, debido a la

inherente inestabilidad y baja volatilidad de esas moléculas [191].

3.4.1. Preparacion de la muestra

Antes del analisis cromatografico, es necesario preparar la muestra para eliminar la
mayor parte de los lipidos y romper las interacciones de las lipoproteinas, liberando los
analitos [192]. El proceso de preparacién de muestras de plasma y suero incluye una
etapa de precipitacion de proteinas, con un solvente que contenga patrones internos,

y la extraccién de las vitaminas liposolubles y carotenoides [193].

Los métodos de extraccién incluyen desde la saponificacion e hidrélisis enzimatica
hasta la extraccidn directa por solventes [192]. Cuando es posible su aplicacidn, esta
ultima es preferible a la saponificacion debido a que se pueden generar pérdidas
considerables de analitos [194], al ahorro de tiempo, al menor costo de los solventes y

a que evita la formacion de artefactos [192].

En la extraccién directa, se debe utilizar un disolvente capdz de penetrar en la matriz
de la muestra y romper los enlaces de las lipoproteinas para liberar los analitos,
pudiendo ser acetona, etanol y metanol, entre otros. Posteriormente, para la
extraccién y purificacién, se debe emplear un disolvente hidréfobo con un bajo punto
de ebullicién para que pueda ser eliminado (hexano, éter dietilico, acetato de etilo,
benceno, etc.) [194]. Hexano, solo o combinado con otros solventes, parece ser el mas

usado para la extraccién de retinol, a-tocoferol y carotenoides de fluidos bioldgicos
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[193,195]. Con el objetivo de evitar la oxidacion de vitaminas y carotenoides, por
accién del oxigeno y/o luz, la evaporacion de los solventes de extraccidon debe
realizarse bajo atmdsfera de nitrégeno y en la oscuridad [194]. Para la redisolucién, en
un volumen menor, se puede escoger un disolvente compatible con la fase moévil a

utilizar, siempre y cuando sea capaz de disolver por completo el residuo seco obtenido.

3.4.2. Analisis cromatografico

3.4.2.1. Sistema HPLC

Numerosos métodos de HPLC han sido utilizados para el andlisis de retinol, a-tocoferol
y carotenoides, los cuales emplean columnas de fase normal y reversa, en modos de
elucidén isocratica o con gradiente [191,196]. En la primera, los analitos son adsorbidos
en la fase estacionaria polar y los compuestos de menor polaridad eluyen antes que los
mas polares. En cambio, los métodos de fase reversa son de naturaleza hidrofébica y
se emplean solventes mds polares (metanol o acetonitrilo con o sin pequefias
cantidades de agua), por lo que los analitos mas hidrofilicos eluyen antes que aquellos

mas hidrofdbicos [197].

La cromatografia en fase reversa es la mds popular y practica en el analisis de
vitaminas liposolubles y carotenoides, destacandose el uso de columnas con fases
estacionarias C18 y C30 [191,198,199]). Estas ultimas fueron desarrolladas
especificamente para la separacidon de los isémeros cis y trans de los carotenoides
[191], pero tienen la desventaja de que los tiempos de retencion aumentan
considerablemente [194]. Varias mezclas de solventes han sido utilizadas en dicho
sistema, incluyendo agua, metanol, acetonitrilo, 2-propanol, acetona, acetato de etilo,

tetrahidrofurano, t-butil metil éter, diclorometano y cloroformo [191]. Se ha
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observado que los solventes basados en metanol producen mayor recuperacion de
carotenoides que aquellos basados en acetonitrilo [194]. Por otra parte, la separacion
cromatografica completa de todas las especies relevantes de carotenoides, descritas
en la literatura, requiere el uso de una elucidn con gradiente mds que isocratica [191].
Esta necesidad conlleva un mayor tiempo de analisis en comparacién con el método
isocratico, ya que la elucion por gradiente implica el reequilibrio de la columna entre

inyecciones, lo cual puede modificar el tiempo de retencion de los analitos.

Dependiendo del analito de interés, se pueden utilizar detectores
espectrofotométricos UV-visible y de fotodiodos (PDA, del inglés photodiode array
detector) [196,198,199], de fluorescencia [196,199], electroquimicos [196] y de
espectrometria de masas [196,200] para analizar retinol, tocoferoles, carotenoides y
sus isdmeros. Se ha constatado que, carotenoides, tocoferoles y retinoides pueden ser
identificados y cuantificados empleando detectores UV/PDA [196,198], mientras que
retinoides y tocoferoles por fluorescencia [201], y carotenoides, retinoides y

tocoferoles por deteccién electroquimica [196].

La principal limitacién de la cromatografia HPLC es la falta de alta eficacia,
especialmente cuando se compara con cromatografia de gases y electroforesis capilar.
Esto se debe a los pequefios coeficientes de difusidén de los analitos en la fase liquida,
lo que deriva en una velocidad de difusidn lenta en la fase estacionaria [202]. El uso de
particulas mas pequeiias, para acortar la trayectoria de difusion de los analitos, es un
enfoque bien conocido para mejorar la eficiencia de separacidon. No obstante, en la
practica, el uso de particulas de menor tamafio es limitado por el incremento rapido de

la presion. Los sistemas HPLC comerciales toleran una presién maxima de 400 bares,
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impidiendo el uso de columnas cortas llenas de particulas de didmetro inferior a 2 um

[203].

Con la introduccion de la cromatografia liquida rapida de alta eficacia (UHPLC, del
inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography), proporcionando el flujo de
eluyente a presiones de hasta 1000 bares, y la disponibilidad de columnas con
particulas de 1.7-1.8 um, capaces de tener una eficacia de hasta 80000 platos teéricos,

se superan los limites de la tecnologia HPLC [204].

3.4.2.2. Sistema UHPLC

Las mejoras en el rendimiento usando UHPLC han sido reportadas recientemente. Los
componentes de este sistema incluyen médulos de fluidos de alta presiéon (bomba
binaria), inyectores automaticos eficientes, caracterizados por ciclos de inyeccion
rapida, bajos voliumenes de inyeccidn, control de temperatura y detectores de alta

velocidad, que han sido disefiados para lograr un mayor rendimiento [205,206].

Dicho sistema constituye un nuevo avance en rapidez, sensibilidad y alta resolucion.
Utiliza columnas de pequeio didametro con fases estacionarias constituidas por
estructuras especiales y con menor tamafio de particula (1.7-1.8 um). Estas particulas
estan disefiadas para resistir presiones elevadas de hasta 1000 bares, en contraste con
la cromatografia liquida convencional que tolera un maximo de aproximadamente 400
bares [205,206]. Recientemente, se han disefiado fases estacionarias C18 para UHPLC
gue permiten separar diversos carotenoides, tocoferoles y retinol [191,195,207]. El uso

de estas columnas produce una mayor velocidad de analisis sin perder eficiencia [204].
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Los sistemas UHPLC ofrecen diversos avances en relacion a los HPLC convencionales,
tales como analisis mas rdpidos (menores tiempos de retencion), picos mas estrechos
(dando mayor relacién de sefial-ruido) y mayor sensibilidad [191]. Se ha descrito que,
en comparacion con los métodos por HPLC, la determinacion simultanea de
tocoferoles, retinol y carotenoides en suero, mediante el uso de UHPLC, permite la
reduccion de los volumenes de muestra (a la mitad), de solventes de extraccion (a la
mitad) y de inyeccién (10 veces), asi como de la tasa de flujo (3 veces), del tiempo de
inyeccion (6 veces), del consumo de fase maovil (22 veces) y del tiempo total de analisis
(casi 7 veces), con los consecuentes aumento del nimero de muestras inyectadas por
dia (6 veces) y descenso del costo (a la mitad) [208]. Asi, se logra obtener mejor

resolucién, velocidad y sensibilidad [195].

En virtud de las propiedades enunciadas, se puede concluir que, la cromatografia
liquida rapida de alta eficacia constituye una herramienta prometedora para el analisis

simultaneo de vitaminas liposolubles antioxidantes y carotenoides.
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[1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento sobre la relacion de los acidos grasos y de las vitaminas
liposolubles antioxidantes y carotenoides plasmaticos con la obesidad en la etapa

gestacional y la adolescencia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Desarrollar un método adecuado para la determinacidn simultdnea de
vitaminas A y E, licopeno y B-caroteno en plasma por cromatografia liquida

rapida de alta eficacia.

Etapa gestacional

2) Determinar la composicion de dacidos grasos de fosfolipidos plasmaticos de
embarazadas con sobrepeso u obesidad durante el segundo y tercer trimestre

de gestacidn y de los hijos al nacer.

3) Establecer la relacién de la composiciéon de &cidos grasos de fosfolipidos
plasmaticos, de las madres y los hijos, con el estado nutricional y el incremento

de peso total de las embarazadas.

4) Estudiar la asociacién entre la composicién de acidos grasos de fosfolipidos
plasmaticos, de madres e hijos, y los indicadores antropométricos de

crecimiento fetal.
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Adolescencia

5)

6)

7)

Analizar los cambios en la concentracién plasmatica de vitaminas liposolubles y
carotenoides y en la composicion plasmatica de acidos grasos de adolescentes
con sobrepeso u obesidad sometidos a un tratamiento integral de

adelgazamiento durante 6 meses.

Evaluar la relaciéon de los cambios plasmaticos de la concentracion de a-
tocoferol, retinol, B-caroteno y licopeno, y de la composicién de acidos grasos
con el perfil cardiometabdlico y la adiposidad de los adolescentes durante la

intervencion.

Estudiar los cambios de la concentracion de vitaminas liposolubles
antioxidantes y carotenoides y de la composicion de dcidos grasos en funcién
del grado de pérdida de peso de los adolescentes, a los 6 meses de

tratamiento.
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[1I. MATERIAL Y METODOS

1. PROYECTO PREOBE

1.1. Participantes y disefio del estudio

Este estudio comprendié un total de 165 mujeres embarazadas, de 18 a 44 afios de
edad, y 162 recién nacidos, participantes en el proyecto PREOBE (Papel de la nutricién
y la genética materna sobre la programacion del desarrollo del tejido adiposo fetal.
Busqueda de marcadores de riesgo de obesidad en etapas precoces de la vida.
Programacion Precoz de la Obesidad). Dicho proyecto es un estudio observacional que
examina prospectivamente los efectos de la nutricién y la genética maternas sobre la
programacion del desarrollo del tejido adiposo. La metodologia completa y detallada

del estudio PREOBE ha sido descrita anteriormente [209,210].

El reclutamiento y el seguimiento de las embarazadas fue realizado en el Hospital
Clinico Universitario San Cecilio de Granada, en el Hospital Materno Infantil de
Granada y en los Centros de Salud adscritos a los mismos. Las mujeres fueron captadas
a las 20 semanas de gestacion y clasificadas de acuerdo a su estado nutricional
pregestacional en tres grupos: obesas (IMC>30 kg/mz), sobrepeso (25<IMC<30 kg/mz)
y normopeso (grupo control, 18.5<IMC<25 kg/mz). Las gestantes que presentaron un
embarazo simple y sin complicaciones, sin otra patologia mas que el exceso de peso,
fueron incluidas en el estudio, siendo excluidas aquellas que participaron en otras
investigaciones, que recibian tratamiento farmacoldgico o que consumian drogas. El

disefio del estudio se muestra en la Figura 13. Las revisiones y la toma de muestras, en
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las madres, se realizaron a las 20, 24 y 34 semanas de gestacién, en el parto y
postparto (1 semana; 1, 3 y 6 meses), mientras que en los hijos fue al nacer, a la

semanayalos3,6,9, 12y 18 meses de edad.

Embarazadas A
n=345
x
Cribado ol
20 semanas P
gestacion =
=
m
Criterios de 2
inclusion de o
PREOBE
|
| |
No Si
n=43 n=302 V
_________________________________ .I__________________________________
| I 1
24 semanas Grupo control Sobrepeso Obesidad
gestacion n=138 ‘ ‘ n=63 n=71
34 semanas Grupo control Sobrepeso Obesidad
gestacion n=129 ‘ ‘ n=56 n=57
Parto Grupo control Sobrepeso Obesidad
(madre-hijo) n=129 ‘ ‘ n=56 n=57

Figura 13. Diseiio del proyecto PREOBE.

94



lll. MATERIAL Y METODOS

1.2. Metodologia

Historia clinica

Se realizé una revision médica general y una anamnesis de las pacientes, incluyendo
los antecedentes médicos, intervenciones quirdrgicas anteriores, antecedentes

familiares de enfermedad o fallecimiento, embarazos o abortos previos.

Ingesta dietética

La ingesta dietética fue evaluada por medio de encuestas dietéticas especialmente
adaptadas para embarazadas, asi como para las distintas etapas del primer afio y
medio de vida de sus hijos, que son elaboradas y supervisadas por especialistas en
nutricion. A las 24 semanas de gestacion, el registro diario de comidas fue efectuado
durante 72 horas (2 dias de la semana y 1 fin de semana). A las madres se les
proporciond informacién detallada sobre la forma de registrar los alimentos y bebidas
consumidos. Con los datos recabados se analizaron el contenido de energia, agua y
nutrientes en base a las tablas de composicion de alimentos espafolas del Centro de

Ensefianza Superior de Nutricién y Dietética [211]

Actividad fisica y habitos de vida

Se aplicaron diversos cuestionarios para conocer el nivel de actividad fisica y los

habitos de vida que presentan las voluntarias, antes y durante el embarazo.

Antropometria y composicion corporal

Al inicio del estudio se procedio a la medicién de la talla de la madre, mientras que el
control del peso se realizd en cada una de las revisiones. Con éstos se calculé el IMC,

gue fue corregido mediante estudio ecografico de la composicion corporal. Ademas, se
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realizd un seguimiento de la evolucién de la somatometria fetal siguiendo los
estandares y patrones establecidos por la Sociedad Espafiola de Ginecologia y
Obstetricia, de acuerdo a la metodologia de Fanelli [212] y Perin [213]. Después del
nacimiento, se obtuvieron los pardmetros antropométricos de los nifios: peso, talla y

perimetro cefalico.

Muestras bioldgicas

En las madres se recogieron muestras de heces, orina, cordén umbilical, placenta,
sangre, calostro y leche materna. Asimismo, se obtuvieron muestras de heces, saliva y
mucosa oral de los hijos. Todas las determinaciones fueron sometidas a control interno
y externo de calidad, de acuerdo a la normativa de cada uno de los centros

participantes.

La sangre fue extraida por venopuncién. Para la obtencion de plasma y suero, ésta fue
centrifugada (1750 g durante 15 minutos a 22-24 2C) y las alicuotas se conservaron a -

80 oC hasta su analisis.

1.3. Aspectos éticos

El estudio fue dirigido de acuerdo con las normas éticas de la Declaracién de Helsinki
(revision de Hong Kong, septiembre de 1989, en Edimburgo en el afio 2000 y en Corea
en 2008), siguiendo las pautas de Buenas Practicas Clinicas de la Comunidad
Econdmica Europea (documento 111/3976/88 de julio de 1990) y la actual ley
espafiola que regula la investigacion clinica en humanos (Real Decreto 561/1993
referente a ensayos clinicos). También ha sido aprobado por los Comités de Etica del

Hospital San Cecilio y la Facultad de Medicina de la Universidad de Granada. Cabe
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destacar que, antes de la inclusién en el estudio, se obtuvo un consentimiento

informado escrito de todas las embarazadas.

2. PROGRAMA EVASYON

2.1. Participantes y diseio del estudio

El presente proyecto incluyd 127 adolescentes de 12 a 17 afios de edad,
diagnosticados con sobrepeso u obesidad. El reclutamiento y seguimiento de los
mismos fue llevado a cabo en cuatro hospitales de diferentes ciudades de Espafia
(Granada, Madrid, Pamplona y Zaragoza). Los criterios de inclusion fueron: poseer
sobrepeso u obesidad de acuerdo con los valores de IMC especificos para edad y sexo
del International Obesity Task Force [214], ser espafol o haber sido educado en
Espafia, y estar libre de otras enfermedades. Los adolescentes con tratamiento
farmacoldgico o diagnosticados con anorexia, bulimia u otros desérdenes alimentarios,

excepto trastorno por atracon, fueron excluidos.

Todos los individuos seleccionados fueron tratados con el programa EVASYON
(Desarrollo, aplicacion y evaluacidon de la eficacia de un programa terapéutico para
adolescentes con sobrepeso y obesidad: educacidn integral nutricional y de actividad
fisica), el cual es un estudio de intervencion en una cohorte de adolescentes con
sobrepeso y obesidad. El mismo comprende un programa multidisciplinario a largo
plazo, en el que participaron investigadores, pediatras, nutricionistas, psicélogos y
educadores de actividad fisica, para tratar el exceso de peso de los adolescentes, de
acuerdo con la estrategia NAOS liderada por el Ministerio de Sanidad y Consumo. La

intervencion comprendido dos etapas, una fase intensiva con controles semanales
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durante los 2 primeros meses y otra extensiva, donde los adolescentes fueron
monitoreados mensualmente hasta el final del programa. Para dicho fin se
establecieron grupos de trabajo que estuvieron constituidos por 10 individuos. Las
muestras y las mediciones correspondientes fueron efectuadas en diferentes
momentos del tratamiento: antes del comienzo, a los 2 meses, a los 6 meses y al

finalizar el mismo. El disefio del estudio se muestra en la Figura 14.

Adolescentes con A
sobrepesou
ohesidad
Cribado
RECLUTAMIENTO
EN HOSPITALES
Criterios de
inclusion de
EVASYON
Unidad '
pediatrica o V
| N A
Estudio piloto en . EStUdm. ,de
G intervencidn en
cadla hospital
Etapa 1: FASEINTENSIVA
Controles semanales
| | | 1
{2 meses) .
Grupa piloto Grupol Grupoll Grupo il Grupo IV PROGRAMA DE
{n=6)x 4 (n=10)x4 {n=10}x4 (n=10)x4 ‘ (n=10)x4 TRATAMIENTO
- I l | I I (13 MESES)
g - M Grupo piloto Grupol Grupo I Grupollll Grupo IV
Controles mensuales
(11 meses) (ng6)xd (n210)x 4 (nz10)x 4 ‘ (nz10)x4 (n210yx 4 V

Figura 14. Diseiio del estudio EVASYON.
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El plan terapéutico consistié en una dieta con restriccion caldrica del orden del 10 al
40% de energia, aumento de la actividad fisica (al menos 60 minutos/dia, 5 veces a la
semana), que correspondid a 15-23 Kcal/kg de peso corporal/semana, terapia
psicoldgica y educacién nutricional durante aproximadamente 13 meses. La ingesta
maxima de energia de las chicas fue de 1800 Kcal/dia y de los chicos 2200 Kcal/dia. La
distribucién de macronutrientes, con respecto al valor calérico total, fue la siguiente:
50% de carbohidratos, 30% de lipidos y 20% de proteinas [215]. La metodologia

completa y detallada del estudio EVASYON ha sido descrita anteriormente [216,217].

2.2. Metodologia

Ingesta dietética

La ingesta dietética fue evaluada antes de iniciar el tratamiento, al comienzo, a los 2
meses y al final del mismo, utilizando registro diario de comidas durante 72 horas (2
dias de la semana y 1 fin de semana), asi como un cuestionario de frecuencia de
consumo semicuantitativo, previamente validado. Con la informacién recabada, a
través de éstos, se determinaron el contenido de energia, agua y nutrientes en base a
las tablas de composicidn de alimentos espaiiolas del Centro de Ensefianza Superior de
Nutricion y Dietética [211]. Los resultados de la ingesta de nutrientes fueron
procesados con un programa de ordenador desarrollado especificamente para este

objetivo.

Actividad fisica

La actividad fisica fue evaluada empleando diferentes métodos. Los participantes en el

estudio llevaron un monitor de actividad ActiGraph GT1M (ActiGraphTM, LLC, Fort
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Walton Beach, FL, EEUU), que es un acelerémetro uniaxial validado con nifios y
adolescentes [218]. También se utilizéd la versidn espafiola adaptada del Physical
Activity Questionnaire for Adolescents (PAQ-A) [219], asi como otros cuestionarios para
poder evaluar patrones y determinantes relacionados con la actividad fisica:
comportamiento sedentario, grado de actividad fisica, influencia familiar, cambios de

estrategia, autoeficacia y factores ambientales.

Composicion corporal, desarrollo puberal y tensidn arterial

El protocolo de antropometria usado en el estudio EVASYON fue idéntico al usado en
el estudio AVENA, que fue estandarizado con mdas de 2000 adolescentes espaioles
[220]. Cada medida fue tomada tres veces. El peso corporal fue determinado sin
zapatos y con ropa ligera usando una balanza de brazo estdndar, y la talla con un
tallimetro SECA 714 (60-200 cm). Los pliegues cutaneos (tricipital, bicipital,
subescapular, suprailiaco, muslo y pantorrilla) fueron medidos del lado izquierdo del
cuerpo con una precisiéon de 0.1 mm, usando un plicometro (Caliper Holtain, Holtain
Ltd., Walles, Reino Unido). Las circunferencias (brazo relajado y flexionado, cintura y
cadera) fueron determinadas en centimetros con una cinta inextensible, estando de
pie los adolescentes. La suma de los 6 pliegues cutdneos y la circunferencia de la
cintura fueron empleados como indicadores de grasa corporal total y central,

respectivamente.

El desarrollo puberal se evalué de acuerdo a los 5 estadios de Tanner establecidos
[221]. En el sexo femenino, cada estadio describe el desarrollo mamario y del vello

pubico, y en los chicos el desarrollo del vello pubico y de los genitales.
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La tensidon arterial fue evaluada mediante el uso de un monitor digital automatico
(Omron M6, Omron Health Care Co., Ltd., Kyoto, Japdn) validado de acuerdo con el

Protocolo Internacional de la Sociedad Europea de Hipertension [222].

Evaluacion psicoldgica y comportamiento alimentario

Esta se efectud por medio de la aplicacién de diferentes cuestionarios. Para evaluar la
autoestima se utilizé el AF-5 Self-Concept Questionnaire, que valora cinco aspectos
personales: académico, social, emocional, familia y dimensiones fisicas [223]. El
Anorectic Behaviour Observation Scale (ABOS), en el entorno clinico, es util para la
evaluacién de pacientes con desdrdenes alimentarios [224]. Otro instrumento
empleado fue el Eating Disorder Inventory (EDI-2), el cual se centra en las
caracteristicas cognitivas y conductuales encontradas en individuos con desdrdenes

alimentarios [225].

Muestras bioldgicas

Se recogieron muestras de sangre, orina y heces antes de comenzar el tratamiento, a

los 2 meses, a los 6 y al final del mismo.

Analisis bioquimicos y metabdlicos

La sangre fue extraida por venopuncion después de un ayuno nocturno de
aproximadamente 10 horas. Para la obtencién de plasma y suero, ésta fue
centrifugada (1750 g durante 15 minutos a 22-24 2C) y las alicuotas se conservaron a

-80 2C hasta su analisis.

Colesterol total, HDL, TAG y glucosa fueron analizados usando un autoanalizador

bioquimico Olympus AU2700 (Olympus, Melville, NY, EEUU). VLDL y LDL fueron
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calculados a partir de la concentracion existente de colesterol total, HDL y TAG [226].
Apolipoproteina B y A1 y PCR se determinaron por nefelometria, mediante el uso de
un sistema Turbox (Orion Diagnostica, Espoo, Finlandia), mientras que la insulina fue
evaluada por inmunoensayo enzimatico, utilizando un sistema Luminex-100 IS (sistema
integrado: Luminex Corporation, Austin, TX, EEUU). También se estudiaron otros
parametros bioquimicos y metabdlicos: LDL oxidadas, prealbimina, homocisteina,
hormona del crecimiento, grelina, leptina, adiponectina, interleucinas e

inmunoglobulinas, entre otros.

2.3. Aspectos éticos

El estudio fue dirigido de acuerdo con las normas éticas de la Declaracién de Helsinki
(revision de Hong Kong, septiembre de 1989, en Edimburgo en el afio 2000 y en Corea
en 2008), siguiendo las pautas de Buenas Prdcticas Clinicas de la Comunidad
Econdmica Europea (documento 111/3976/88 de julio de 1990) y la actual ley
espafiola que regula la investigacion clinica en humanos (Real Decreto 561/1993
referente a ensayos clinicos). De todos los adolescentes y sus padres, se obtuvo
consentimiento informado escrito, y el estudio fue aprobado por los comités de ética

de cada hospital.
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3. MUESTRAS

En el presente trabajo, se utilizaron muestras de plasma de cordén umbilical y de
embarazadas con sobrepeso y obesidad, asi como del grupo control de gestantes
normopeso, correspondientes al proyecto PREOBE. Con éstas, se determind la
composicion de acidos grasos de los fosfolipidos plasmaticos a las 24 y 34 semanas de

gestacion y al final del embarazo (parto), y de los hijos al nacer.

Por otra parte, se efectud el andlisis de muestras de plasma de adolescentes con
sobrepeso y obesidad, sometidos a un tratamiento integral de adelgazamiento,
pertenecientes al programa EVASYON. La concentracion de vitaminas antioxidantes
liposolubles y carotenoides, asi como la proporcidn de acidos grasos plasmaticos de los
adolescentes, fueron determinadas en tres periodos diferentes: antes de comenzar el
tratamiento (condiciones basales), a los 2 meses de intervencién (fase intensiva) y a los

6 meses (fase extensiva).
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4. DETERMINACIONES ANALITICAS

4.1. Determinacion de acidos grasos de fosfolipidos plasmaticos por
cromatografia de gases
La determinacion de acidos grasos de fosfolipidos plasmaticos se basa en el método

puesto a punto por nuestro grupo de investigacién [227].

El procedimiento esta constituido, basicamente, por una etapa de extraccién de lipidos
con diclorometano:metanol 2:1, seguida por la extraccion en fase sélida de la fraccion
de fosfolipidos. Finalmente, se procede a la metilacién de los acidos grasos, en la cual
se suceden la saponificacién con metilato sédico y la esterificacion con trifloruro de
boro. Los ésteres metilicos de los acidos grasos, que se han formado, son extraidos con

hexano y analizados por cromatografia de gases (GC, del inglés gas chromatography).
4.1.1. Reactivos y patrones

Metanol HPLC y sulfato de sodio anhidro fueron comprados de Scharlab (Sentmenat,
Espafia). Cloruro de sodio, dietil éter, 2-propanol, acido acético, diclorometano vy
cloroformo de Panreac (Barcelona, Espafia). n-Hexano de Merck (Darmstadt,
Alemania). Solucién de trifloruro de boro en metanol (14% p/v) y metilato sédico en
metanol (0.5 M) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). Mezcla patrén de ésteres
metilicos de acidos grasos (FAME, del inglés fatty acids methyl esters), FAME-37, y
mezcla patrén de ésteres metilicos de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA, del inglés
polyunsaturated fatty acid), PUFA-2 animal y 1,2 dipentadecanoil-sn-glicero-3-

fosfocolina (PC-C15:0, patrén interno) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU).
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Las soluciones estandar fueron preparadas disolviendo los patrones FAME-37 y PUFA-2
en n-hexano a una concentracion de 1000 pg/mL. El patréon interno PC-C15:0 se
preparé con el mismo disolvente, siendo la concentracion de 400 pg/mL. Las

soluciones fueron conservadas a -20 2C hasta su utilizacién.

4.1.2. Procedimiento experimental

Descongelar las muestras, conservadas en ultracongelador (-802C), a temperatura
ambiente y proceder a su homogeneizacién agitando en vértex durante 30 segundos.
Agregar 40 pL de una solucién de patrén interno PC-C15:0 (0.4 pg/uL) y 300 pL de
plasma a un tubo de ensayo. Extraer los lipidos con 3 mL de diclorometano:metanol
(DCM:MeOH) 2:1 (v/v). Después de agitar durante 5 minutos, afiadir 500 puL de una
solucién saturada de cloruro de sodio en agua, agitar y centrifugar durante 7 minutos a
3000 rpm y 25 2C. Trasvasar la fase organica a un tubo cdnico y evaporar bajo

atmdsfera de nitrégeno hasta sequedad.

Reconstituir el residuo con 400 pL de cloroformo, agitar y trasvasar a una placa SPE
DSC-NH, de extraccién en fase sélida de 96 pocillos (NH,, 100 mg por pocillo), activada
previamente con 2 x 1 mL de hexano, después, con 2 mL de cloroformo/2-propanol 2:1
para eliminar los lipidos neutros, seguido por 1 ml de acido acético 2% en éter etilico
para eliminar los acidos grasos libres, y finalmente con 1.5 mL de metanol para recoger

la fraccion de fosfolipidos.

Posteriormente, se procede a la metilacion. Agregar 2 mL de metilato sédico (0.5 M) al
tubo, agitar 30 segundos y calentar a 80 2C durante 10 minutos. Enfriar en bano de
hielo, anadir 2 mL de trifloruro de boro al 14%, agitar durante 10 segundos y calentar a

80 2C durante 3 minutos. Enfriar nuevamente y extraer los FAME agregando 500 uL de
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n-hexano, agitando durante 1 minuto, afnadiendo 2 mL de una solucién saturada de
cloruro de sodio y centrifugando 10 minutos a 3000 rpm. Transferir la capa hexanica
superior a un eppendorf, al que previamente se ha agregado sulfato sddico anhidro, y
dejar reposar. Finalmente, trasvasar 300 puL de la fase hexanica a un vial para inyector
automatico, evaporar hasta la sequedad bajo atmdsfera de nitrégeno y redisolver con
50 pL de n-hexano. Conservar los viales en un congelador a -32 2C hasta el momento

de la inyeccién en cromatdgrafo de gases.

4.1.3. Instrumentacion y condiciones cromatograficas

= Equipo: Shimadzu GC-2010 (Kyoto, Japdn) / detector de ionizacidon de llama
(FID, del inglés flame ionization detector)/ inyector split-splitless
= Columna Capilar SP-2560 de 75 m x 0.18 mm x 0.14 um
= Relacion split: 1/50
= Volumen de inyeccién: 1 pL
=  Temperatura del inyector: 250 2C
=  Temperatura del detector: 300 eC
" Presion inicial: 53 psi
=  Gas portador: helio a velocidad lineal constante de 18.3 cm/s
= Programa de temperatura:
- Temperatura inicial: 120 2C (0 min)
- Rate de 15 2C/min hasta 180 2C (10 min)
- Rate de 15 2C/min hasta la temperatura final de 240 2C (15 min)

=  Tiempo de andlisis: 33 minutos
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4.1.4. Identificacion y cuantificacion

La identificacidn de los ésteres metilicos de los acidos grasos de los fosfolipidos se
realizd por comparacion de sus tiempos de retencion con aquellos de los estandares
FAME-37 y PUFA-2. La cuantificacién se realizd6 por normalizacién, expresando los

resultados en cantidades relativas, es decir, porcentajes (% del total de acidos grasos).

4.2. Determinacion de acidos grasos totales en plasma por
cromatografia de gases
La determinacién de acidos grasos totales en plasma se basa en el método puesto a

punto por nuestro grupo de investigacion [228].

El proceso de metilacién de los acidos grasos plasmaticos comprende una etapa de
saponificacion con metilato sédico/metanol anhidro, en la cual los acidos grasos del
plasma pasan a estar en forma libre, seguida por la esterificaciéon de los mismos con
trifluoruro de boro/metanol. Asi, se forman los esteres metilicos de los acidos grasos,

que son extraidos con hexano y finalmente inyectados por GC.

4.2.1. Reactivos y patrones

Ester metilico del acido tridecanoico (C13:0, usado como patrén interno), metilato
sédico en metanol (0.5 M), solucién de trifluoruro de boro en metanol (14% p/v) y
sulfato de sodio anhidro fueron comprados de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU).
Mezcla patrén de ésteres metilicos FAME-37 y mezcla patron de ésteres metilicos
PUFA-2 animal fueron de Supelco (Bellefonte, EEUU). n-Hexano de Merck (Darmstadt,

Alemania) y cloruro de sodio de Panreac (Barcelona, Espaiia).
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Las soluciones estandar fueron preparadas disolviendo los patrones FAME-37 y PUFA-2
en n-hexano, obteniendo una concentracién de 1000 pg/mL. El patrén interno C13:0
también fue disuelto en n-hexano, siendo la concentracion de 400 pg/mL. Las

soluciones fueron almacenadas a -20 2C hasta su utilizacion.

4.2.2. Procedimiento experimental

Descongelar las muestras, conservadas en ultracongelador (-802C), a temperatura
ambiente y proceder a su homogeneizacion. Anadir 100 pL de plasma a un tubo de
ensayo que contiene 20 puL de una solucién de patrén interno C13:0 (0.4 ug/uL).
Adicionar 1mL de metilato sédico 0.5 M, tapar el tubo y agitarlo durante 30 segundos,
y calentar a una temperatura de 100 2C durante 10 minutos. Después de enfriar el
tubo, las muestras son esterificadas con 1 mL de trifluoruro de boro al 14%. Agitar
durante 30 segundos, cerrar el tubo y calentar a 100 2C durante 10 minutos. Cuando el
tubo esté frio, extraer los esteres metilicos con 500 pL de n-hexano y agitar.
Posteriormente, afiadir 1 mL de solucidon saturada de NaCl y agitar durante 30
segundos. Centrifugar a 3000 rpm durante 7 minutos a temperatura ambiente.
Trasvasar la fase hexanica a un eppendorf, al que previamente se ha afadido sulfato

sédico anhidro y dejar reposar.

Finalmente, trasvasar la fase hexdnica a un vial de inyeccién con inserto y encapsular.
Conservar los viales en un congelador a -32 2C hasta el momento de la inyeccion en

cromatdgrafo de gases.
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4.2.3. Instrumentacion y condiciones cromatograficas

= Equipo: Shimadzu GC-2010 (Kyoto, Japdn)/ detector de ionizacion de llama
(FID, del inglés flame ionization detector)/ inyector split-splitless
®  Columna Capilar Varian VF-23 ms de 10 m x 0.10 mm x 0.10 um
= Relacion split: 1/100
= Volumen de inyeccién: 1 pL
= Temperatura del inyector: 250 2C
=  Temperatura del detector: 300 2C
®  Presion inicial: 81.3 psi
=  Gas portador: helio a velocidad lineal constante de 59.4 cm/s
= Programa de temperatura:
- Temperatura inicial: 120 2C (0 min)
- Rate de 35 2C/min hasta 175 2C (0.5 min)
- Rate de 20 2C/min hasta la temperatura final de 250 2C (0 min)

= Tiempo de analisis: 6 minutos

4.2.4. Identificacion y cuantificacion

La identificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos de los fosfolipidos se
realizd por comparacién de sus tiempos de retencidon con aquellos de los estandares
FAME-37 y PUFA-2. La cuantificacidon se realizé por normalizacion, expresando los

resultados en cantidades relativas, es decir, porcentajes (% del total de acidos grasos).
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4.3. Determinacion de vitaminas A y E, B-caroteno y licopeno en
plasma por UHPLC
La determinacién de retinol, a-tocoferol, B-caroteno y licopeno en plasma se basa en

el método puesto a punto por nuestro grupo de investigacién [229].

Una alicuota de plasma se desproteiniza con etanol, que contiene acetato de
a- tocoferol y acetato de retinol como estdndares internos, y, a continuacién, los
analitos se extraen con hexano. La fase organica se evapora a sequedad bajo una
corriente de nitrégeno y el residuo se redisuelve en una solucién de DCM:MeOH 2:1

para ser analizado en UHPLC.

4.3.1. Reactivos y patrones

Retinol, acetato de retinol (usado como patrén interno), a-tocoferol, y-tocoferol,
acetato de a-tocoferol (empleado como patron interno), B-caroteno y licopeno fueron
comprados de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). Sueros patrones de calibraciéon y
sueros control de dos niveles para vitaminas A y E y B-caroteno de Chromsystems
(Munich, Alemania). Metanol HPLC y n-hexano HPLC de Scharlab (Sentmenat, Espaia).
Etanol absoluto HPLC y diclorometano estabilizado con 20 ppm de amileno HPLC de

Panreac (Barcelona, Espana).

Las soluciones madre estandar de retinol, acetato de retinol, a-tocoferol, y-tocoferol y
acetato de a-tocoferol fueron preparadas en etanol, mientras que las soluciones de B-
caroteno y licopeno lo fueron en DCM:MeOH 2:1. Los rangos de concentracién

empleados en la calibracién fueron 5-150 pug/mL para a-tocoferol y 0.1-5 ug/mL para
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retinol, y-tocoferol, B-caroteno y licopeno. Las soluciones fueron conservadas a -32 2C

en viales topacio hasta su utilizacion.

4.3.2. Procedimiento experimental

La determinacién de las vitaminas liposolubles y carotenoides se debe llevar a cabo en
ausencia de luz ultravioleta, por lo que, la manipulacidon de las muestras se realiza en

una habitacién oscura.

Descongelar las muestras de plasma, conservadas en ultracongelador (-80 29C), a
temperatura ambiente y homogeneizar agitando en vértex durante 30 segundos.
Afiadir 300 pL de plasma y 500 uL de etanol conteniendo una mezcla de patrones
internos (acetato de retinol 0.6 pg/mL y acetato de a-tocoferol 17 ug/mL) a cada tubo
de polipropileno y agitar durante 30 segundos. A continuacién, extraer 2 veces con 1
mL de n-hexano, agitando 1 minuto y centrifugando a 4000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Pasar la fase organica obtenida por un filtro Acrodisc de 13
mm con membrana GHP de 0.2 um sobre tubos cdnicos de vidrio. Evaporar hasta
sequedad bajo atmdsfera de nitrégeno a 35 2C. Reconstituir el residuo con 50 ulL de
una solucién de DCM:MeOH 2:1 y agitar durante 15 segundos. Trasvasar a viales

topacio e inyectar en UHPLC o conservar a -32 2C hasta su inyeccion.

4.3.3. Instrumentacion y condiciones cromatograficas

= Equipo UPLC ACQUITY WATERS formado por:
- 2 bombas binarias de alta presion (Binary Solvent Manager, BSM).
- Detector de fotodiodos (PDA-2996).

- Inyector automdtico (Sampler Manager, SM).
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- Columna Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2.1 mm I.D., 1.7 um tamafo de
particula) con precolumna Van Guard Pre-Column 5 X 2.1 mm ACQUITY

UPLC BEH C18, 1.7 um vy prefiltro online de 0.20 um de poro.

= Volumen de inyeccién: 3 ul

= Duracién de la inyeccién: 3 min

= Temperatura de la columna: 30 2C

= Temperatura del inyector automatico: 10 2C

= Flujo: 0.6 ml/min

= Fase mdvil isocratica: metanol HPLC 100%, filtrado con filtro 0.20 um

= Deteccion:

Retinol: A= 325 nm (Bandwidth 20.0, Sampling Rate 20.0.)

- Acetato de retinol: A= 325 nm (Bandwidth 20.0, Sampling Rate 20.0.)

- a-tocoferol: A= 292 nm (Bandwidth 20.0, Sampling Rate 20.0.)

- y-tocoferol: A=292 nm (Bandwidth 20.0, Sampling Rate 20.0.)

- Acetato de a-tocoferol: A= 292 nm (Bandwidth 20.0, Sampling Rate
20.0.)

- B- caroteno: A= 450 nm (Bandwidth 20.0, Sampling Rate 20.0.)

- Licopeno: A= 450 nm (Bandwidth 20.0, Sampling Rate 20.0.)

4.3.4. Identificacion y cuantificacion

Una vez inyectadas las muestras en el UPLC, se procede a la identificacion de a-
tocoferol, y-tocoferol, retinol, licopeno y B-caroteno, utilizando los tiempos de

retencién de los patrones. Para la cuantificacidén, por el método de patrén interno, se
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elaboraron curvas de calibrado empleando la relacidn de areas de los picos

(analito/patrén interno) en funcién de la concentracion del analito correspondiente.

5. ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

En la presente tesis, se ha empleado la relacidon producto/sustrato de acidos grasos
para estimar la actividad de ciertas enzimas involucradas en el metabolismo de éstos.
Estudios previos han determinado la actividad de elongasas [150] y desaturasas
[136,150], empleando dicha relacién. De esta manera, los siguientes indices
permitieron estimar la actividad de SCD-1, D6D, D5D y Elovl6: SCD-16=16:1n-7/16:0,
SCD-18=C18:1n-9/C18:0, D6D=C18:3n-6/C18:2n-6,  D5D=C20:4n-6/C20:3n-6 vy

Elovl6=C18:0/C16:0.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron procesados con el paquete estadistico SPSS, versién 20.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA, 2011). Los resultados han sido expresados como medias +
desviacidn estandar (DE) o error estdndar de la media (SEM, del inglés standard error
of the mean) para las variables cuantitativas, en porcentajes para las variables
cualitativas, y, en el caso de las asociaciones entre variables, como coeficientes de
regresion estandarizados. Para todos los andlisis, |a significacién bilateral se determind

enuna P < 0.05.

La normalidad de las variables fue establecida a través de la prueba no paramétrica de
Kolmogorov-Smirnov. En la poblacidn de embarazadas, las variables que no tuvieron
distribucién normal fueron transformadas mediante la aplicacion de logaritmo natural.
En los adolescentes esto no fue posible debido a la existencia de valores negativos en
los resultados. En este caso, los test empleados fueron cotejados con las pruebas no

paramétricas andlogas.

Las caracteristicas de las gestantes y los hijos fueron analizadas aplicando la prueba Chi
cuadrado a las variables cualitativas y ANOVA, ajustado por Bonferroni, a las
cuantitativas. Las diferencias entre los grupos (normal, sobrepeso y obesidad) de
madres y entre los grupos de hijos se determinaron utilizando este ultimo, mientras
gue la comparacién madre-hijo se efectué empleando modelos lineales generales

también ajustados por Bonferroni.

La evolucion de los parametros clinicos y bioguimicos, de a-tocoferol, retinol, licopeno,

B-caroteno y de los acidos grasos plasmaticos, asi como de la actividad enzimatica

114



lll. MATERIAL Y METODOS

estimada, a lo largo del tratamiento de los adolescentes o del embarazo, fue analizada
empleando modelos lineales generales para medidas repetidas, aplicando Ia
correccion post hoc de Bonferroni. En las variables sin distribucién normal, los

resultados fueron verificados con el test no paramétrico de Wilcoxon.

A fin de establecer la relacion entre los cambios de vitaminas, carotenoides, acidos
grasos y actividad enzimatica estimada (variables independientes), y los cambios de los
indicadores antropométricos de adiposidad, tension arterial y pardmetros bioquimicos
(variables dependientes), a los 2 y 6 meses de intervencion, se utilizaron modelos de
regresion lineal. Dicho andlisis fue llevado a cabo sin ajustar y ajustado por edad, sexo,
puntuacion de desviacion estandar del IMC (PDE-IMC) y estadios de Tanner en
condiciones basales, grado de actividad fisica e ingesta energética en los tiempos
correspondientes. De igual manera, en las gestantes, se empled la citada prueba
estadistica para establecer las asociaciones entre la proporcién de los acidos grasos
plasmaticos de madres e hijos y el IMC, el incremento de peso y los indicadores

antropométricos de crecimiento fetal.

También se aplicaron modelos lineales generales, corregidos por Bonferroni, para
examinar la asociacion del grado de pérdida de peso con los cambios de adiposidad y
del perfil cardiometabdlico de los adolescentes. Asi, se determinaron las diferencias
entre los tres grupos de pérdida de peso, en lo que respecta a los cambios en los
parametros clinicos y bioquimicos, en las vitaminas, carotenoides y 4acidos grasos
plasmaticos y en la actividad estimada de elongasas y desaturasas. Este analisis fue
llevado a cabo con los datos en crudo y controlando por factores confusores

potenciales (edad, sexo, PDE-IMC, estadios de Tanner y las variables correspondientes
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en condiciones basales, grado de actividad fisica e ingesta energética). Ademas, se
verificd si los cambios ocurridos en los parametros estudiados, entre las condiciones
basales y los 6 meses de tratamiento, fueron significativos dentro de cada grupo de
pérdida de peso. Para dicho fin, se utilizaron las medias marginales estimadas. Los
modelos lineales generales también fueron aplicados en la poblacién de embarazadas
para identificar las diferencias en la proporcion de acidos grasos de madres e hijos
entre los distintos grupos de incremento de peso y entre recién nacidos macrosémicos

y normales.
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IV. RESULTADOS

1. METODO UHPLC PARA LA DETERMINACION DE VITAMINAS
LIPOSOLUBLES Y CAROTENOIDES

En la Figura 15 se presentan los cromatogramas de la mezcla de los patrones (A) y de
una muestra de plasma humano (B) obtenidos con el método puesto a punto. Bajo las
condiciones optimizadas de UHPLC, se observa la determinacion simultdneamente, a
tres longitudes de onda, de cada una de las vitaminas, retinol (tiempo de
retencién=0.37 min, A=320 nm) y a-tocoferol (TR=0.70 min, A=292 nm), y de los
carotenoides, licopeno (TR=1.85 min, A=450 nm) y B-caroteno (TR=2.30 min, A=450
nm), con los patrones internos, acetato de retinol (TR=0.44 min, A=320 nm) y acetato
de a-tocoferol (TR=0.83 min, A=292 nm). El tiempo total de andlisis fue de tan sdlo 3

minutos.

Para la validacion de dicho método, se determinaron la linealidad, los limites de

deteccion y cuantificacidn, la precisién y la exactitud.

Linealidad

La linealidad de un método analitico consiste en la preparacidon e inyeccion de
soluciones patrdn de concentracién creciente dentro de un intervalo amplio, que cubra
del 50 al 150% del rango de trabajo esperado del ensayo. La respuesta, en este caso,
las dreas, debe ser lineal en relacién a las concentraciones de patrones, es decir, que el

coeficiente de determinacién sea préximo a 1.
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Figura 15. Cromatogramas de patrones (A) y de muestra de plasma (B) de vitaminas A, E y carotenoides.

Pico 1: retinol (tiempo de retencidon: 0.37 minutos), pico 2: acetato de retinol (0.44 min), pico 3: y-tocoferol
(0.63 min), pico 4: a-tocoferol (0.70 min), pico 5: acetato de a-tocoferol (0.83 min), pico 6: licopeno (1.85 min)y

pico 7: B-caroteno (2.30 min).
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Los rangos de concentracién empleados fueron 5-150 pug/mL para a-tocoferol y 0.1-5
pug/mL para retinol, y-tocoferol y carotenoides. La concentracidon de las soluciones
madre se determinaron por espectrofotometria, empleando el valor de absorbancia
obtenido y el coeficiente de extincion especifico, correspondiente al disolvente
utilizado en la medicion. Como se observa en la Tabla 3, los coeficientes de correlacion,

para todas las rectas de calibrado, oscilaron entre 0.9994 y 1.

Sensibilidad

El limite de deteccion (LOD, del inglés limits of detection) expresa la menor
concentracidn de analito que puede ser detectada en una muestra, pero sin que sea
posible cuantificarla, es decir, que la sefial debe ser significativamente distinta del
ruido de fondo. En la prdctica, es habitual aceptar como limite de deteccion en las
medidas instrumentales la concentracion de analito que proporciona una sefial

superior a tres veces la DE del ruido de fondo.

El limite de cuantificacion (LOQ, del inglés limits of quantification) indica la
concentracion minima de analito que se puede determinar con un nivel de precision y
de exactitud aceptable, por lo general, la concentraciéon que proporciona una sefial 10

veces superior a la DE del ruido de fondo.

LOD y LOQ fueron calculados de acuerdo al criterio de The United States Pharmacopeia
(USP) [230]. Asi, se analizaron 10 blancos y se calculé la desviacién estandar de la
respuesta de fondo, la cual fue multiplicada por 3 y por 10, proporcionando una

estimacion de LOD y LOQ, respectivamente.
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Como puede observarse en la Tabla 3, los limites de detecciéon y cuantificacidon
encontrados fueron: 29 ng/mL y 99 ng/mL, respectivamente, para el a-tocoferol, 45
ng/mLy 152 ng/mL para y-tocoferol, 1.6 ng/mLy 5.2 ng/mL para el retinol, 1.8 ng/mLYy

6.1 ng/mL para el B-caroteno, y 2.2 ng/mLy 7.3 ng/mL para el licopeno.

Precision

La precisidon expresa el grado de concordancia que existe entre un conjunto de
resultados, obtenidos al llevar a cabo la determinacion de un analito de una
determinada forma, varias veces, mediante la aplicacién del mismo método. Suele

expresarse en términos de desviacidn estandar relativa o coeficiente de variacién.

Para dicho fin, se prepararon y extrajeron 20 muestras de plasma (10 en el primer dia y
10 al dia siguiente), provenientes del mismo pool, y se determinaron con el método
cromatografico establecido, inyectdndolas consecutivamente. Los resultados de la
repetitividad (muestras analizadas bajo idénticas condiciones operativas) oscilaron
entre 1.04 y 4.62%, mientras que la reproducibilidad (muestras analizadas bajo
diferentes condiciones operativas, en este caso, en dias distintos) comprendié valores

de 1.89 a 6.96% (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Parametros de la validacion del método de cromatografia liquida rapida de alta eficacia (UHPLC) para la determinacién de vitaminas antioxidantes liposolubles y carotenoides.

Repetitividad Reproducibilidad Linealidad LOD LoQ Recuperacion

Metabolitos

Medias + DE CV (%) Medias + DE CV (%) Ecuacion r’ (ng/mL) (ng/mL) (%)
y-tocoferol 1.76 £ 0.03 1.78 1.69 £ 0.07 3.95 y =0,0154x - 0,0008 0.9994 45 152 92
a-tocoferol 18.87+0.20 1.04 18.98 + 0.36 1.89 y = 0.0196x+0.0166 0.9999 29 99 103
Retinol 0.62 +£0.01 1.89 0.61+0.03 4.28 y = 0.2559x-0.0105 1 1.6 5.2 97
Licopeno 0.15+0.01 4.22 0.15+ 0.01 6.96 y = 0.4508x+0.006 0.9998 2.2 73 92
B-caroteno 0.09 £ 0.00 4.62 0.08+ 0.01 6.12 y = 0.5581x+0.007 0.9999 1.8 6.1 91

CV, coeficientes de variacion; LOD, limites de deteccion; LOQ, limites de cuantificacidon. Repetitividad, ug/mL, n=10; reproducibilidad, pg/mL, n=20.
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Exactitud

La exactitud del método fue determinada tanto en términos de recuperacién en
muestras de plasma adicionadas con una cantidad conocida del analito,
correspondientes al 25, 50 y 75% de las concentraciones normales descritas en la
bibliografia, como con sueros de referencia (Vitamin A and E Serum Control Bi-level |
+II, Vitamins A/E Serum Calibration Standard, B-Carotene Serum Control Bi-level | +lI,
B-Carotene Serum Calibration Standard) obtenidos de Chromsystems (Munich,
Alemania). Asi, los resultados obtenidos, correspondieron a 103% de recuperacion
para el a-tocoferol, 92% para y-tocoferol, 97% para el retinol, mientras que para B-

caroteno y licopeno fueron 91y 92%, respectivamente (Tabla 3).
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2. ETAPA GESTACIONAL

2.1. Caracteristicas de las gestantes y de los recién nacidos

Las caracteristicas de las embarazadas son presentadas en la Tabla 4, clasificadas de
acuerdo al estado nutricional pregestacional (normal, sobrepeso y obesidad). La media
de edad fue de 30.61 + 4.44 afos, siendo mayores las madres del grupo control y las
que presentaron sobrepeso (P=0.007). No se observaron diferencias significativas
entre las embarazadas en lo que respecta a paridad, talla, antecedentes de
macrosomia o habito tabaquico. Sin embargo, el nivel educativo de las madres con un
estado nutricional normal fue mayor que el de las madres con sobrepeso u obesas y el
de las embarazadas con sobrepeso fue mayor que el de las obesas (P=0.023). Las
medias de peso e IMC pregestacional fueron 68.22 + 13.35 kg y 25.60 £ 4.85 kg/mz,
respectivamente. Al comparar los grupos, se observé que ambos resultaron menores
en las madres normopeso que en las embarazadas obesas o con sobrepeso (P<0.001).
El incremento de peso durante el embarazo fue de 11.22 + 6.31 kg, siendo mayor en
las gestantes normopeso que en las obesas (P=0.001). Por otra parte, el peso de la
placenta de las madres con un estado nutricional normal fue de 477.04 + 115.88 g,
siendo 524.24 + 126.74 g para las que presentaron sobrepeso y 563.93 + 125.80 g para
las que eran obesas. Asi, dicho pardmetro fue mayor en las mujeres con obesidad que

en el grupo control (P=0.003).
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Tabla 4. Caracteristicas de las embarazadas segtin el estado nutricional pregestacional.

91

PARAMETROS N Poblacion global (n = 166) N Normal (n = 90) N Sobrepeso (n = 40) N Obesidad (n = 36) P
Edad (afios) 165 30.61+4.44 89 30.84 + 4.28° 40 31.80 + 4.40° 36 28.72+4.39" 0.007*
Paridad (%) 164 88 40 36 0.182°

0 47.60 52.30 50.00 33.30

1 44.50 42.00 37.50 58.30

2 6.10 3.40 12.50 5.60

3 1.80 2.30 2.80
Nivel educativo (%) 163 87 @ 40 b 36 ¢ 0.023°

Primaria 14.70 12.60 20.00 13.90

Secundaria 18.40 18.40 20.00 16.70

Técnico 23.90 17.20 17.50 47.20

Universidad 39.30 46.00 40.00 22.20

Doctorado 3.70 5.70 2.50 0.00
Talla (m) 166 1.63+0.06 90 1.64 £0.06 40 1.63+0.06 36 1.63+0.06 0.502"
Peso pregestacional (kg) 166 68.22 + 13.35 90 58.76 + 6.01° 40 72.22 £5.99" 36 87.40+9.01° 0.000*
IMC pregestacional (kg/m?) 166 25.60 + 4.85 90 21.91+1.79° 40 27.33+1.38° 36 32.93 + 2.63° 0.000"
Incremento de peso (kg) 117 11.22 +6.31 67 12.94 + 5.98° 29 10.04 + 4.96™" 21 7.34+7.14° 0.001
Peso placenta (g) 142 505.14 +124.58 81 477.04 + 115.88° 33 524.24 + 126.74*° 28 563.93 + 125.80° 0.003"
Antecedente macrosomia(%) 150 2.00 84 1.20 36 2.80 30 3.30 0.717
Fuma durante embarazo (%) 148 14.20 82 12.20 36 22.20 30 10.00 0.271°

Valores expresados en medias + DE (variables cuantitativas) y % (variables cualitativas). Diferencia estadisticamente significativa: las medias con distinta letra superindice son
significativamente diferentes (lANOVA ajustado por Bonferroni y 2Chi cuadrado), P<0.05. IMC, indice de masa corporal; RN, recién nacido; PN, peso al nacer; EG, edad gestacional; PEG,
pequeio para la edad gestacional; AEG, adecuado para la edad gestacional; GEG, grande para la edad gestacional.
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Con respecto a los hijos, en la Tabla 5 se presentan las caracteristicas de los recién
nacidos en funcién del estado nutricional pregestacional de las madres. El 53.7% de los
neonatos eran de sexo masculino, siendo la proporcion similar, tanto para los hijos de
embarazadas normopeso como para los nacidos de madres con sobrepeso u obesidad.
Las medias de edad gestacional, peso, longitud y perimetro cefalico fueron 39.55 +
1.26 semanas, 3340.00 + 444,89 g, 50.62 + 192 cm y 3450 + 1.36 cm,
respectivamente, sin haber observado diferencias estadisticamente significativas entre
grupos. De acuerdo a la edad gestacional, los recién nacidos fueron clasificados como
pretérmino (<37 semanas), término (37-42 semanas) y postérmino (>42 semanas), sin
observar diferencias significativas entre grupos. Tampoco se observd diferencias
significativas en la cantidad de nifios nacidos con bajo peso (<2500 g), PEG o GEG
(clasificacion de Lubchenco [231]). No obstante, las embarazadas con exceso de peso
tuvieron un porcentaje mayor de hijos macrosdémicos (>4000 g) que las gestantes con

un estado nutricional normal (P=0.041).
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Tabla 5. Caracteristicas de los recién nacidos segun el estado nutricional pregestacional de las madres.

8¢1

PARAMETROS N Poblacion global (n = 163) N Normal (n = 90) N Sobrepeso (n = 40) N Obesidad (n = 33) P
Sexo (masculino, %) 162 53.70 89 53.90 40 47.50 33 60.60 0.534
Edad gestacional (semanas) 159 39.55+1.26 89 39.46£1.23 38 39.74+1.00 32 39.56 + 1.58 0.527
Peso (g) 163 3340.00 + 444.89 90 3275.22 +393.14 40 3371.25 £ 440.08 33 3478.79 + 550.64 0.069°
Longitud (cm) 135 50.62 £ 1.92 73 50.42 +£1.83 36 50.67 £ 1.45 26 51.10 £ 2.63 0.303?
Perimetro cefalico (cm) 113 34.50+1.36 61 34.54+1.28 29 34.57+1.19 23 34.30+1.73 0.742°
Tipo de RN seguin EG (%) 159 89 38 32 0.247

Pretérmino 1.90 1.10 0.00 6.30

Término 96.20 96.60 100.00 90.60

Postérmino 1.90 2.20 0.00 3.10
Clasificacion del PN (%) 163 90 40 33 0.064"

Bajo peso 1.80 3.30 0.00 0.00

Normal 88.30 92.20 85.00 81.80

Macrosémico 9.80 4.40° 15.00° 18.20° 0.041'
Peso/EG (%) 159 89 38 32 0.272

PEG 1.30 1.10 2.60 0.00

AEG 81.80 86.50 78.90 71.90

GEG 17.00 12.20 18.40 28.10

Valores expresados en medias + DE (variables cuantitativas) y % (variables cualitativas). Diferencia estadisticamente significativa: las medias con distinta letra superindice son
significativamente diferentes (1Chi cuadrado y 2ANOVA ajustado por Bonferroni), P<0.05. IMC, indice de masa corporal; RN, recién nacido; PN, peso al nacer; EG, edad gestacional; PEG,
pequeiio para la edad gestacional; AEG, adecuado para la edad gestacional; GEG, grande para la edad gestacional.
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IV. RESULTADOS

2.2. Acidos grasos en la etapa gestacional

En la Tabla 6 se muestran los cambios ocurridos en la composicidon plasmatica de
acidos grasos de las madres a las 24 y 34 semanas de gestacién y el parto. En los AGS
se observd que la proporcion de dacido palmitico aumentd (P<0.001) y el C20:0
descendid (P<0.001) a las 34 semanas, manteniendo los valores hasta el final de la
gestacién. Los dacidos C17:0 (P<0.05) y estedrico (P<0.01) disminuyeron

significativamente a lo largo del embarazo.

En los AGMI se observé un aumento significativo del acido oleico (P=0.012) y una
reduccion significativa del C20:1 n-9 a las 34 semanas (P=0.001), permaneciendo
constantes hasta el parto. En cambio, el acido palmitoleico experimentd un

incremento significativo al final del embarazo (P<0.001).

Con respecto a los AGPI, LA experimenté un descenso significativo al final de la
gestacion (P=0.001). Los acidos C20:2 n-6 (P<0.001), C20:3 n-6 (P=0.005) y C22:4 n-6
(P=0.001) disminuyeron significativamente a las 34 semanas de gestacion,
manteniéndose el primero igual hasta el parto, mientras que C20:3 n-6 y C22:4 n-6
recuperaron los valores iniciales. El acido araquiddnico descendio significativamente a
las 34 semanas (P<0.001). Por su parte, C20:3 n-9 (P=0.009) y C22:5 n-6 (P<0.001)
sufrieron un incremento al final del embarazo. En lo que respecta a los AGPI n-3 se ha
constatado una reduccion significativa de ALA al momento del parto (P<0.05), sin

haber detectado cambios en EPA, C22:5 o DHA.
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Tabla 6. Evolucion en la composicion plasmatica de acidos grasos de las madres durante el embarazo.

| 24 semanas 34 semanas Parto
ACIDOS GRASOS (%)

(n=111) (n=108) (n=102)
AGS
C14:0 0.30+0.07° 0.28+0.07° 0.28 +0.07°
C16:0 31.56 + 1.70° 32.65+1.95 33.11+1.82°
C17:0 0.34+0.07° 0.31+0.07° 0.30 +0.05°
C18:0 10.66 + 1.09° 10.10 + 1.09° 9.76 +1.29°
€20:0 0.06 +0.02° 0.05 +0.02° 0.05 +0.02"
AGMI
C16:1 n-7 0.51+0.16° 0.52+0.14° 0.62 +0.20°
C18:1n9 11.82 % 1.86° 12.36 +2.12° 12.67 +2.09°
€20:1 n-9 0.21+0.06° 0.19 +0.05° 0.19 +0.05"
AGPI n-9
C20:3 n-9 0.23 £0.05° 0.23+0.06° 0.24 +0.06"
AGPI n-6
C18:2 n-6 23.71+2.37° 23.75+2.69° 22.83 +3.08"
€20:2 n-6 0.48 +0.10° 0.43 +0.10° 0.42 +0.09°
C20:3 n-6 3.79+0.88° 3.58+0.75° 3.82+0.77°
€20:4 n-6 9.79 +1.64° 9.16 + 1.58" 9.48 +2.06°"
C22:4 n-6 0.40+0.11° 0.35+0.08" 0.41+0.14°
C22:5 n-6 0.48 +0.16° 0.48 +0.15° 0.55+0.18°
AGPI n-3
C18:3 n-3 0.13 +0.05° 0.12 +0.04°° 0.12 +0.05"
C20:5 n-3 0.31+0.18° 0.30+0.20° 0.27 +0.13°
C22:5n-3 0.40 £ 0.10° 0.38+0.10° 0.39+0.11°
C22:6 n3 4.38+1.08° 4.32+1.03° 4.21+0.98°

Resultados expresados en medias + DE. Las medias en una fila con diferente letra superindice son significativamente
diferentes, P <0.05 (Modelo lineal general corregido por Bonferroni). AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos
grasos monoinsaturados; AGPI, acidos grasos poliinsaturados.

En la Figura 16 se presenta la composicion plasmatica de acidos grasos de las madres a
las 24 semanas de gestacidon segun el estado nutricional pregestacional (normal,
sobrepeso, obesidad). Como se puede observar, los acidos grasos miristico (P=0.036),
C17:0 (P<0.001), C20:1 n-9 (P<0.001), C20:2 n-6 (P=0.007), ALA (P=0.013), EPA

(P=0.016) y C(C22:5 n-3 (P<0.016) fueron significativamente menores en las
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embarazadas obesas en comparacidn con las normopeso. En contrapartida, tanto
C20:3 n-6 (P=0.049) como AA (P=0.003) resultaron mayores en las gestantes que
presentaban obesidad que en las normopeso. Las madres con un estado nutricional
normal o con sobrepeso tuvieron menor proporcion de acido palmitico (P=0.001) y

mayor de acido oleico (P<0.001) que las embarazadas obesas.

La composicidon plasmatica de acidos grasos de las embarazadas a las 34 semanas de
gestacién, ya sean normopeso, obesas o posean sobrepeso, es presentada en la
Figura 17. Al igual que a las 24 semanas, el acido palmitico (P=0.044) fue mayor en las
madres obesas que en las normopeso, y el C17:0 (P=0.034), acido palmitoleico
(P=0.042) y ALA (P=0.004) resultaron menores. Las embarazadas normopeso tuvieron
una mayor proporciéon de los AGMI oleico (P<0.001) y C20:1 n-9 (P=0.006) en
comparacion con las que tenian sobrepeso u obesidad. El C20:0 (P=0.022) fue mayor
en el grupo control que en el de gestantes con sobrepeso, mientras que el AA

(P=0.005) lo fue en ambos grupos de exceso de peso.

En las Figura 18 y Figura 19 se muestra la composicion plasmatica de acidos grasos de
las embarazadas al final de la gestacién y de los hijos al nacer, de acuerdo al estado
nutricional pregestacional de las madres. Se efectué el andlisis comparativo de los
acidos grasos entre los grupos de madres, los grupos de hijos y entre madres e hijos.
En las madres obesas se observé una menor proporcién de C17:0 (P=0.016) y 4acido
oleico (P=0.003) que en los otros grupos de embarazadas (Figura 18) mientras que la

proporcion de ALA fue menor que en las normopeso (P=0.007) (Figura 19).
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Figura 16. Composicion plasmatica de acidos grasos de las madres a las 24 semanas de gestacion segun el estado nutricional pregestacional.

Resultados expresados en medias + DE. Las medias con diferente letra superindice son significativamente diferentes, P<0.05 (ANOVA corregido por Bonferroni). Las medias de C14:0,
C17:0, C20:0, C16:1 n-7, C20:1 n-9, C20:3 n-9, C20:2 n-6, C22:4 n-6, C22:5 n-6, C18:3 n-3, C20:5 n-3 y C22:5 n-3 fueron multiplicadas por 10. Grupo control (normal), n=76; madres con
sobrepeso, n=29; madres obesas, n=30.
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Figura 17. Composicion plasmatica de acidos grasos de las madres a las 34 semanas de gestacion segun el estado nutricional pregestacional.

Resultados expresados en medias + DE. Las medias con diferente letra superindice son significativamente diferentes, P<0.05 (ANOVA corregido por Bonferroni). Las medias de C14:0,
C17:0, C20:0, C16:1 n-7, C20:1 n-9, C20:3 n-9, C20:2 n-6, C22:4 n-6, C22:5 n-6, C18:3 n-3, C20:5 n-3 y C22:5 n-3 fueron multiplicadas por 10. Grupo control (normal), n=72; madres con
sobrepeso, n=28; madres obesas, n=21.
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En los hijos, no se observaron diferencias significativas en la proporcién de AGS o
AGMI. Sin embargo, los acidos C22:4 n-6 (P=0.037) y C22:5 n-6 (P=0.036) fueron
mayores en los recién nacidos de madres con sobrepeso en comparacién con el grupo
control, y EPA resultd menor en los hijos de madres obesas que en aquellos de

embarazadas con un estado nutricional normal (P=0.015).

Por otra parte, al comparar la composicién de AGS y AGMI (Figura 18) y de AGPI
(Figura 19) de las madres con los hijos del mismo grupo de estado nutricional, se
encontrd que los recién nacidos de los tres grupos poseen una menor proporcion de
acido palmitico (P<0.001), C20:1 n-9 (P<0.001), LA (P<0.001), ALA (P<0.001) y EPA
(P<0.001) que las madres, mientras que los dacidos estedrico (P<0.001), C20:0
(P<0.001), palmitoleico (P<0.01), C20:3 n-6 (P<0.001), AA (P<0.001), C22:4 n-6
(P<0.001), C22:5 n-6 (P<0.001) y DHA (P<0.001) fueron mayores. La proporcion de los
acidos C17:0 (P<0.05) y oleico (P<0.01) sdlo resultaron diferentes entre gestantes e
hijos en los grupos normopeso y sobrepeso, siendo el primero mayor y el segundo

menor en los nifios que en las madres.

En la Tabla 7 se muestra la asociacién entre la composicidén plasmatica de acidos grasos
de las madres al final de la gestacion y de los hijos al nacer. La proporcién de los AGS
(P<0.01), AGMI (P<0.01), AGPI n-6 (P<0.001) y AGPI n-3 (P<0.05) de las madres,
excepto C20:0, acido palmitoleico y y-linolénico, se relaciond positivamente con los

respectivos acidos grasos de los hijos.
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Figura 18. Composicion plasmatica de acidos grasos saturados y monoinsaturados de las madres al final de gestacion y de los hijos al nacer segun el estado nutricional
pregestacional.

Resultados expresados en medias + DE. Diferencia estadisticamente significativa: lentre madre-hijo del grupo normopeso, %entre madre-hijo del grupo sobrepeso, *entre madre-hijo del
grupo obesidad (Modelo lineal general corregido por Bonferroni); las medias con diferente letra superindice son significativamente diferentes (ANOVA corregido por Bonferroni);
P<0.05. Las medias de C14:0, C17:0, C20:0, C16:1 n-7 y C20:1 n-9 fueron multiplicadas por 10. Madres: grupo control (normal, NP), n=78; sobrepeso (SP), n=23; obesidad (OB), n=23;
hijos: grupo normal (NP), n=59; sobrepeso (SP), n=18; obesidad (OB), n=15.
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Tabla 7. Correlacion entre la composicion plasmatica de acidos grasos de las madres al final de la gestacion y de

los hijos al nacer.

) Madres" Hijos' R P
ACIDOS GRASOS (%)

(n=87) (n=29)
AGS
C14:0 0.29 +0.08 0.31+£0.09 0.314 0.003
C16:0 3290+ 2.17 3044+ 1381 0.425 0.000
C17:0 0.31+0.05 0.34 £0.07 0.394 0.000
C18:0 9.86+1.10 14.15+1.78 0.447 0.000
C20:0 0.05+0.01 0.08 +0.04 0.129 0.234
AGMI
C16:1 n-7 0.62 +£0.19 0.95+0.28 0.174 0.107
C18:1n9 12.82£2.16 10.98 £ 1.63 0.510 0.000
C20:1 n-9 0.20+0.05 0.11+0.04 0.365 0.001
AGPI n-9
C20:3 n-9 0.25+0.07 0.23 +£0.06 0.441 0.000
AGPI n-6
C18:2 n-6 22.66+2.93 8.27+1.98 0.432 0.000
C18:3 n-6 0.05+0.02 0.09 £0.03 0.093 0.390
C20:2 n-6 0.43 +£0.09 0.42 £0.08 0.544 0.000
C20:3 n-6 3.84+£0.75 5.75+0.99 0.386 0.000
C20:4 n-6 9.45+1.66 18.71+2.19 0.522 0.000
C22:4 n-6 0.42+0.14 0.88+0.19 0.547 0.000
C22:5n-6 0.58+0.19 1.03+0.33 0.570 0.000
AGPI n-3
C18:3 n-3 0.12+0.04 0.04 £0.02 0.232 0.030
C20:5 n-3 0.29+0.12 0.19+£0.08 0.696 0.000
C22:5n-3 0.39+0.11 0.39+0.15 0.637 0.000
C22:6 n3 4.19+0.96 6.46 £ 1.60 0.568 0.000

Resultados expresados en: 'medias + DE y “coeficientes de correlacién. Diferencia estadisticamente significativa:
P<0.05 (Correlacién de Pearson). AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI, acidos
grasos poliinsaturados.

La relacion entre el IMC pregestacional de las embarazadas y la composicidon
plasmadtica de acidos grasos de éstas y de los hijos al nacer se presenta en la Tabla 8. A
las 24 semanas de gestacion, el IMC pregestacional de las madres se asocié en forma

significativa e inversa con los acidos miristico (P=0.012), C17:0 (P<0.001), oleico
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(P<0.001), C20:1 n-9 (P<0.001), C20:2 n-6 (P=0.006), ALA (P=0.008), EPA (P=0.048) y
C22:5 n-3 (P=0.034), mientras que con los &acidos palmitico (P<0.001), C20:3 n-6
(P=0.009) y AA (P<0.001) lo hizo en forma directa. A las 34 semanas de embarazo, se
observd una relacidn negativa significativa con C17:0 (P=0.032), C20:0 (P=0.002), acido
palmitoleico (P=0.006), 4cido oleico (P<0.001) y ALA (P=0.001), y los acidos palmitico
(P=0.049) y AA (P<0.001) tuvieron un comportamiento opuesto. Al final del embarazo,
los acidos oleico (P=0.001), C20:1 n-9 (P=0.038) y ALA (P=0.002) se asociaron en forma
significativa e inversa con el IMC pregestacional de las madres, y los acidos C20:3 n-6
(P=0.008) y C22:4 n-6 (P=0.047) de forma directa. Por otra parte, se constatd una
relacién positiva entre dicho IMC y la proporcién de C22:4 n-6 (P=0.031), C22:5 n-6

(P=0.043) de los recién nacidos y negativa con EPA (P=0.011).

En la Tabla 9 se presenta la relacion entre el IMC de las madres al final de la gestacién
y la composicién plasmatica de acidos grasos durante el embarazo y de los hijos al
nacer. A las 24 semanas, los acidos C17:0 (P=0.029), oleico (P<0.001) y C20:1 n-9
(P=0.043) se asociaron negativamente con el IMC que presentaban las madres al final
del embarazo, y acido palmitico (P=0.049) y AA (P=0.012) positivamente. A las 34
semanas, C20:0 (P=0.039), acido oleico (P=0.003) y ALA (P=0.021) se relacionaron en
forma inversa con el IMC de las madres, mientras que C20:3 n-6 (P=0.01) y AA
(P=0.003) lo hicieron de manera directa. Al final de la gestacion, en los acidos oleico
(P=0.003), C20:1 n-9 (P=0.044) y ALA (P=0.027) se observd una asociacidn negativa, y
en C20:3 n-6 (P=0.001) y AA (P=0.007) positiva. En los hijos, |la asociacion del IMC de las

madres con EPA se mantuvo (P=0.049).
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Tabla 8. Asociacion entre el IMC pregestacional de las madres y la composicion plasmatica de acidos grasos de
éstas y de los hijos al nacer.

ACIDOS GRASOS Madres 24 stcfmanas Madres 34 stcfmanas Madres Cor(.it:")n
(%) gestacion gestacion parto umbilical
(n=135) (n=121) (n=124) (n=92)
AGS
C14:0 -0.210° -0.125 0.028 0.096
C16:0 0.307 0.202° 0.059 0.016
C17:0 -0.328"" -0.221 -0.176 -0.078
C18:0 0.099 -0.015 0.020 -0.029
€20:0 -0.139 -0.254" -0.066 0.044
AGMI
C16:1 n-7 -0.071 -0.238" -0.156 -0.075
C18:1 n-9 -0.376 -0.440"" -0.332" -0.163
€20:1 n-9 -0.3377 -0.199 -0.201" 0.128
AGPI n-9
€20:3 n-9 -0.099 -0.009 -0.082 -0.130
AGPI n-6
C18:2 n-6 -0.141 0.040 0.044 -0.168
C18:3 n-6 0.089 0.065 0.052 -0.028
€20:2 n-6 -0.200" -0.102 0.073 0.006
€20:3 n-6 0.264" 0.177 0.242" 0.013
€20:4 n-6 0.306 03737 0.168 0.167
C22:4n-6 0.059 0.146 0.213" 0.235
C22:5n-6 0.075 0.043 0.039 0.214°
AGPI n-3
C18:3n-3 -0.210" -0.332" -0.259" -0.121
€20:5 n-3 -0.200" -0.137 -0.136 -0.305
€22:5n-3 -0.237" -0.117 -0.065 0.062
€22:6 n-3 -0.153 -0.146 -0.076 0.039

Coeficientes de regresidon estandarizados, ajustados por edad, nivel educativo y paridad de las madres. Diferencias
estadisticamente significativas: P<0.05, P<0.01, P<0.001 (Modelo de regresion lineal). IMC, indice de masa
corporal; AGS, acidos grasos saturados; AGMI, 4cidos grasos monoinsaturados; AGPI, dcidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 9. Asociacion entre el IMC de las madres al final de la gestacion y la composicion plasmatica de acidos
grasos de éstas y de los hijos al nacer.

fevosmsos MR M
(n=104) (n=96) (n=96) (n=67)
AGS
C14:0 -0.136 -0.059 0.142 0.214
C16:0 0.213 0.066 0.066 -0.143
C17:0 -0.232 -.0.186 -0.161 0.022
C18:0 0.188 -0.011 -0.041 -0.072
€20:0 -0.012 -0.230° -0.011 0.048
AGMI
C16:1 n-7 -0.102 -0.122 0.046 -0.099
€18:1 n-9 -0.408"" -0.328" -0.328" -0.154
€20:1 n-9 -0.226° -0.067 -0.224 0.117
AGPI n-9
€20:3 n-9 0.071 0.168 0.068 -0.095
AGPI n-6
C18:2 n-6 -0.084 0.015 -0.107 -0.026
C18:3n-6 0.050 0.136 0.133 -0.005
€20:2 n-6 -0.080 -0.039 0.090 0.093
€20:3n-6 0.193 0.292” 0.348" 0.134
€20:4 n-6 0.264° 0.334" 0.193" 0.158
C22:4n-6 0.045 0.206 0.127 0.213
C22:5n-6 0.122 0.104 0.086 0.187
AGPI n-3
C18:3n-3 -0.126 -0.251° -0.242° -0.222
C20:5 n-3 -0.140 -0.156 -0.091 -0.243
€22:5n-3 -0.150 -0.175 0.042 0.047
€22:6 n-3 -0.177 -0.177 0.037 0.059

Coeficientes de regresion estandarizados, ajustados por edad, nivel educativo, paridad e incremento de peso de las
madres y edad gestacional al momento del parto. Diferencias estadisticamente significativas: *P<0.05, **P<0.01,
"p<0.001 (Modelo de regresion lineal). IMC, indice de masa corporal; AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos
grasos monoinsaturados; AGPI, acidos grasos poliinsaturados.

La composicion plasmatica de dacidos grasos de madres e hijos segun el tipo de
incremento de peso experimentado durante el embarazo se muestra en la Tabla 10. La
ganancia de peso total de las gestantes fue clasificada en funcién de las

recomendaciones del IOM de 2009 [5], considerandose insuficiente o excesiva cuando
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el incremento de peso es menor o mayor al recomendado, respectivamente. Asi, a las
34 semanas, el acido estedrico fue significativamente mayor en las embarazadas que
tuvieron un aumento de peso excesivo en comparacion con aquellas que
experimentaron un incremento insuficiente o adecuado (P=0.017). El 4&cido
palmitoleico resultdé mayor en las gestantes con ganancia de peso excesiva que en las
madres con aumento de peso menor al recomendado (P=0.044), pero después de
ajustar por los factores confusores correspondientes dicha diferencia dejé de ser
significativa. Las embarazadas que tuvieron un incremento de peso superior a las
recomendaciones del IOM presentaron una proporcién significativamente mayor de
C20:3 n-6 que las de incremento insuficiente (P=0.024). Otro AGPI n-6 en que se
constato diferencias significativas fue el C22:5 n-6, siendo menor en las mujeres con

aumento de peso insuficiente que en el grupo de ganancia adecuada (P=0.049).

En la Tabla 11 se muestra la asociacidn entre la composicidon plasmatica de acidos
grasos de madres e hijos y el incremento de peso total experimentado por las
gestantes. El acido palmitoleico se asocié en forma directa con el incremento de peso
de las madres, a las 34 semanas de gestacion (P=0.039) y al final del embarazo
(P=0.029), mientras que el C20:3 n-9 lo hizo en todos los tiempos estudiados (P<0.05) y
en los recién nacidos (P=0.043). En los AGPI n-6, se observd una relacidén positiva de
dicho pardmetro antropométrico con C20:2 n-6 a las 24 (P=0.030) y 34 (P=0.047)
semanas de gestacion y en los recién nacidos (P=0.013), asi como con C20:3 n-6 al final
del embarazo (P=0.024). En los recién nacidos, la asociacion constatada para DHA
(P=0.043) y C22:5 n-3 (P=0.038) fue positiva, mientras que para ALA fue inversa

(P=0.031).
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Tabla 10. Composicion plasmatica de acidos grasos de las madres y de los hijos al nacer segtn el tipo de incremento de peso de las embarazadas.

INCREMENTO DE PESO TOTAL DE LAS EMBARAZADAS"
AcIDOS

474"

GRASOS (%) Insuficiente Recomendado Excesivo Insuficiente Recomendado Excesivo Insuficiente Recomendado Excesivo

0

Plasma materno 34 semanas gestacion Plasma materno parto Plasma corddn umbilical

AGS
C14:0 0.28 £ 0.07 0.30+0.07 0.28 + 0.06 0.27 £ 0.06 0.030 £ 0.08 0.29 +£0.09 0.28 +0.08 0.31+0.12 0.33+0.08
C16:0 33.28 £2.38 32.37+1.88 32.29+1.59 33.53+2.55 32.76 £1.94 33.45+1.89 31.02+1.90 29.93+1.57 29.71+1.32
C17:0 0.32+£0.07 0.32+0.06 0.30+0.06 0.30 +0.05 0.32+£0.06 0.28 £0.06 0.32+0.06 0.35+0.08 0.36+0.04
C18:0 9.93 +1.07° 9.84 +1.11° 10.88 +1.38" 9.85+1.19 9.55+1.14 9.73+1.56 14.20+1.59 1424 +1.72 14.30+1.47
C20:0 0.05+0.01 0.06 +0.02 0.05+0.01 0.06 +0.01 0.05+0.01 0.06 +0.02 0.08 +0.02 0.09 +0.08 0.08 +0.02
AGMI
C16:1 n-7 0.49+0.14 0.55+0.13 0.54+0.14 0.58 +0.17 0.62+0.14 0.72£0.27 0.93+0.26 1.00+£0.27 0.84 £0.27
C18:1 n-9 12.03+1.97 13.08 +2.11 12.21+2.12 12.87 +2.42 13.06 £ 1.59 12.12+1.63 10.92+1.51 11.32+1.78 10.60+1.29
C20:1 n-9 0.18 £ 0.05 0.20 £ 0.05 0.19 £+ 0.05 0.19 £ 0.05 0.20 £ 0.05 0.19 £0.06 0.11+0.04 0.11+£0.03 0.13+0.05
AGPI n-9
C20:3 n-9 0.22 £0.05 0.24 +0.06 0.23+0.06 0.24 +0.07 0.26 £ 0.07 0.27 £0.08 0.22 +0.06 0.25+0.06 0.24 +0.05
AGPI n-6
C18:2 n-6 23.60+2.58 23.18 £2.27 2349+3.31 21.92+2.92 22.65+2.05 22.00+2.85 7.74 £1.18 8.15+1.30 8.76 +4.16
C18:3 n-6 0.06 £ 0.02 0.05+0.02 0.06 +0.03 0.05 +0.02 0.06 £ 0.02 0.06 £ 0.03 0.09+0.03 0.10+0.02 0.10+0.04
C20:2 n-6 0.42+0.10 0.43+0.09 0.46 +0.09 0.40+0.08 0.43 +£0.09 0.44 +£0.08 0.39+0.09 0.44 +0.08 0.44 +0.08
C20:3 n-6 3.60+0.77 3.48£0.77 3.97+0.75 3.83+0.75° 3.83 £0.79°° 4.39+0.60° 5.66 +1.26 5.83+0.95 5.87+0.86
C20:4 n-6 9.26 £1.63 9.41+144 891+1.71 9.62+1.84 9.54 +1.50 9.58+1.79 19.25+2.32 18.24+1.48 18.35+3.52
C22:4 n-6 0.35+0.07 0.35+0.09 0.39+0.08 0.40 +0.08 0.40+0.12 0.43+0.11 0.84 +0.16 0.96 +0.23 0.88+0.19
C22:5n-6 0.47 £0.15 0.48 +0.15 0.50 +0.15 0.56 +0.19 0.57+0.18 0.60 +0.18 0.90 *0.25° 1.14+0.37° 1.06 +0.39*"
AGPI n-3
C18:3n-3 0.12+£0.04 0.13+0.03 0.12 £ 0.05 0.12 £ 0.05 0.12+£0.04 0.12 £ 0.05 0.04 +0.02 0.04 £0.01 0.03+0.01
C20:5n-3 0.27 +£0.17 0.33+0.18 0.29 £0.15 0.28 +0.12 0.32+0.13 0.32+0.12 0.19+£0.08 0.20+£0.08 0.22 +0.07
C22:5n-3 0.38+0.11 0.38 +£0.05 0.42 +0.09 0.38+0.11 0.38 £0.05 0.42 £0.09 0.36+0.18 0.41+0.12 0.45+0.10
C22:6 n-3 4.37 £0.98 4.48 +0.97 413+1.22 426+1.01 4.32+0.94 4.27 +0.74 6.28+1.67 6.71+1.55 7.09+1.53

Tncremento de peso total de las embarazadas clasificado segutn las recomendaciones de 2009 del Instituto de Medicina (IOM, del inglés Institute of Medicine). Resultados expresados en
medias + DE. Diferencia estadisticamente significativa: las letras superindice distintas indican diferencia significativa (Modelo lineal general corregido por Bonferroni, ajustado por edad,
paridad, nivel educativo, IMC pregestacional de las madres y edad gestacional al momento del parto), P<0.05. Madres: n=38/29/21 para incremento de peso insuficiente, recomendado y
excesivo, respectivamente; Hijos: n=31/22/10. AGS, 4cidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI, acidos grasos poliinsaturados.
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La relacion entre la composicidon plasmatica de 4cidos grasos de las madres al final de
la gestacion y los pardmetros antropométricos de los hijos al nacer y el peso de la
placenta se presenta en la Tabla 12. En los AGS miristico, palmitico y estearico la
asociacién encontrada fue negativa. La proporcion de acido miristico en plasma
materno se relaciond con el peso (P=0.001) y el perimetro cefélico de los recién
nacidos (P=0.036), el acido palmitico con el perimetro cefalico (P=0.017) y el acido
estedrico con el peso (P=0.013) y la longitud (P=0.024). Con respecto a los AGPI, se
observd una asociacién inversa entre C20:3 n-9 y el peso de los recién nacidos
(P=0.029). LA se relacioné positivamente con el peso (P=0.026), la longitud (P=0.001) y
el perimetro cefalico (P=0.024) de los nifios. En contrapartida, C22:5 n-3 se asoci6 en

forma negativa con la longitud (P=0.001).

En la Tabla 13 se muestra la relacion entre la composicion plasmatica de acidos grasos
de los nifos y los parametros antropométricos al nacer y el peso de la placenta. Se
observd una relacidon negativa entre la proporcién de C20:2 n-6 (P=0.026) y C22:5 n-3

(P=0.024) en plasma de cordén umbilical y el peso de los recién nacidos.

A los efectos de verificar si las relaciones constatadas en la poblacién global de
embarazadas y recién nacidos son similares en los grupos control y de exceso de peso,
se determinaron las asociaciones entre el peso al nacer de los nifios y la composicion
plasmatica de acidos grasos de las madres al final de la gestacidn y de los hijos segln el
estado nutricional pregestacional (Tabla 14). En plasma materno, las relaciones
constatadas en la poblacion global se mantuvieron para el acido miristico en las
madres con exceso de peso (P=0.005) y normopeso (P=0.038), asi como para el acido

estedrico en el grupo control (P=0.017). En los nifios, se observd una relacién inversa
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entre C17:0 (P=0.011) y el peso al nacer de los hijos de madres normopeso, la cual no
habia sido constatada en los resultados globales. Por otra parte, la asociacion del C20:2
n-6 permanecié en los hijos de embarazadas con exceso de peso (P=0.036), mientras

gue para el C22:5 n-3 no se observd asociacion en los grupos control o sobrepeso y

obesidad.

En la Tabla 15 se describe la composicion plasmatica de acidos grasos de los recién
nacidos macrosémicos y de las madres al final de la gestacién. No se observaron
diferencias significativas en la proporcién de acidos grasos de las madres de los recién
nacidos macrosémicos en comparacion con los normales. En cambio, en los neonatos,
se encontré que los recién nacidos macrosémicos poseian una menor cantidad de
acido estedrico (P=0.028) y mayor de C22:5 n-6 (P=0.049) que los nifos de peso
normal. No obstante, luego de ajustar por los diferentes factores confusores las

diferencias en el C22:5 n-6 desaparecieron.
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Tabla 11. Relacién entre el incremento de peso total de las embarazadas y la composicion plasmatica de acidos
grasos de madres e hijos.

ACIDOS GRASOS Madres 24 s:(fmanas Madres 34 s:c?manas Madres Hijos al
(%) gestauon gestauon parto nacer
(n=135) (n=121) (n=124) (n=92)
AGS
C14:0 0.181 0.122 0.114 0.225
C16:0 -0.126 -0.108 0.024 -0.195
C17:0 0.123 -0.005 -0.089 0.236
C18:0 0.150 0.156 -0.105 0.008
€20:0 0.009 0.045 -0.125 -0.030
AGMI
C16:1 n-7 0.199 0.210° 0.220° 0.046
€18:1 n-9 0.071 0.100 -0.134 -0.024
€20:1 n-9 0.146 0.186 0.045 0.137
AGPI n-9
€20:3 n-9 0.217" 0.227° 0.206° 0.250°
AGPI n-6
C18:2 n-6 -0.053 -0.011 0.015 0.151
C18:3n-6 -0.010 -0.015 0.066 0.057
€20:2 n-6 0.223 0.199 0.158 0.303
€20:3n-6 0.055 0.200 0.232° 0.193
€20:4 n-6 -0.035 -0.086 -0.001 -0.239
C22:4n-6 0.014 0.039 -0.067 0.149
C22:5n-6 0.027 -0.005 0.023 0.215
AGPI n-3
C18:3n-3 0.199 0.085 -0.030 -0.293
€20:5 n-3 0.209 0.084 0.084 0.173
€22:5n-3 0.184 0.038 0.068 0.271
€22:6 n-3 -0.059 -0.031 0.040 0.270°

Coeficientes de regresion estandarizados ajustados por edad, paridad, nivel educativo, indice de masa corporal
pregestacional de las madres y edad gestacional al momento del parto. Diferencias estadisticamente significativas:
*P<0.05, **P<0.01, " p<0.001 (Modelo de regresion lineal). AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos
monoinsaturados; AGPI, dcidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 12. Relacion entre la composicion plasmatica de acidos grasos de las madres al final de la gestacion y los
parametros antropométricos de los hijos al nacer y el peso de la placenta.

ACIDOS GRASOS (%) (I:c:s;osl) L?:E:;)dl Pe”’m(::,r:;;;félimI Pesc;:zt;ntaz
AGS

C14:0 03117 -0.234 -0.274° -0.207
C16:0 0.021 -0.125 -0.317" 0.108
C17:0 -0.129 -0.071 0.113 -0.019
C18:0 -0.242" -0.275 -0.121 0.083
€20:0 -0.069 -0.110 0.042 -0.107
AGMI

C16:1 n-7 0.049 -0.132 -0.074 0.148
C18:1 n-9 -0.094 0.123 0.201 0.054
€20:1 n-9 -0.038 0.032 0.155 -0.057
AGPI n-9

€20:3 n-9 -0.210" -0.160 -0.002 0.128
AGPI n-6

C18:2 n-6 0.204 0.402" 0.363 -0.158
C18:3 n-6 0.012 -0.042 -0.036 -0.001
€20:2 n-6 -0.092 -0.017 0.061 -0.164
€20:3 n-6 0.174 0.132 -0.170 -0.125
€20:4 n-6 -0.039 -0.190 -0.077 -0.023
C22:4 n-6 0.068 -0.158 -0.186 0.051
€22:5n-6 -0.026 -0.130 -0.187 0.035
AGPI n-3

C18:3 n-3 0.146 -0.084 -0.037 -0.095
€20:5 n-3 0.052 -0.161 -0.009 -0.024
€22:5n-3 -0.083 -0.318" -0.207 0.010
€22:6 n-3 0.025 -0.215 0.014 -0.051

Coeficientes de regresidon estandarizados ajustados por: 1edad, paridad, nivel educativo, habito tabaquico, IMC
pregestacional e incremento de peso de las madres, edad gestacional de los recién nacidos y peso de la placenta;
2edad, paridad, nivel educativo, habito tabdquico, IMC pregestacional e incremento de peso de las madres y edad
gestacional de los recién nacidos. Diferencia estadisticamente significativa: *P<0.05, MP<O.01, " p<0.001 (Modelo
de regresion lineal). AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI, acidos grasos
poliinsaturados.
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Tabla 13. Relacion entre la composicion plasmatica de acidos grasos de los nifios y los parametros
antropométricos al nacer y el peso de la placenta.

ACIDOS GRASOS (%) (':issosl) LC;:E:;.J)dl Perim(:;?5;‘;félic°1 Peso( :=Ia5¢;t;nta2
AGS

C14:0 -0.041 -0.100 0.059 -0.118
C16:0 0.182 0.193 0.240 0.009
C17:0 -0.195 -0.127 0.199 -0.255
C18:0 -0.072 -0.088 -0.159 -0.015
C20:0 -0.080 -0.124 -0.047 -0.012
AGMI

C16:1 n-7 0.033 0.028 0.150 0.103
C18:1 n-9 0.040 0.157 0.182 0.182
C20:1 n-9 -0.196 0.082 -0.023 0.105
AGPI n-9

C20:3 n-9 0.073 -0.069 0.203 0.271
AGPI n-6

C18:2 n-6 -0.207 0.110 0.179 -0.002
C18:3 n-6 0.041 0.013 0.028 -0.072
C20:2 n-6 -0.250" -0.190 -0.141 0.096
C20:3 n-6 0.130 -0.065 -0.161 -0.260
C20:4 n-6 0.092 -0.102 -0.035 -0.083
C22:4 n-6 -0.005 -0.068 -0.164 0.027
C22:5n-6 0.178 0.121 0.029 0.148
AGPI n-3

C18:3 n-3 -0.058 0.155 0.088 0.037
C20:5 n-3 -0.181 -0.283 -0.288 -0.044
C22:5n-3 -0.279° -0.212 -0.328 -0.007
C22:6 n-3 -0.126 -0.207 -0.256 0.041

Coeficientes de regresion estandarizados, ajustados por: 1edad, paridad, nivel educativo, habito tabaquico, IMC
pregestacional e incremento de peso de las madres, edad gestacional y sexo de los recién nacidos y peso de la
placenta; 2edad, paridad, nivel educativo, habito tabaquico, IMC pregestacional e incremento de peso de las madres
y edad gestacional y sexo de los recién nacidos. Diferencias estadisticamente significativas: *P<0.05, **P<0.01,
"*p<0.001 (Modelo de regresion lineal). AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI,
acidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 14. Asociacion entre el peso de los recién nacidos y la composicion plasmatica de acidos grasos de las
madres al final de la gestacion y de los hijos al nacer segun el estado nutricional pregestacional.

] PLASMA MATERNO PLASMA CORDON UMBILICAL
AcIDOS

Global Normopeso SPy OB Global Normopeso SPy OB
GRASOS (%)

(n=78) (n=49) (n=29) (n=58) (n=39) (n=19)
AGS
C14:0 -0.3117 -0.306 -0.348" -0.041 -0.102 -0.084
C16:0 0.021 -0.037 0.011 0.182 0.191 0.287
C17:0 -0.129 -0.131 0.066 -0.195 -0.484" -0.111
C18:0 -0.242" -0.350" -0.048 -0.072 0.010 -0.087
€20:0 -0.069 -0.184 0.081 -0.080 -0.032 -0.204
AGMI
C16:1 n-7 0.049 -0.065 0.303 0.033 0.060 -0.258
C18:1 n-9 -0.094 -0.071 -0.217 0.040 -0.108 0.155
€20:1 n-9 -0.038 -0.101 0.153 -0.196 -0.206 -0.125
AGPI n-9
€20:3 n-9 -0.210° -0.162 -0.131 0.073 0.111 -0.146
AGPI n-6
C18:2 n-6 0.204 0.224 0.057 -0.207 -0.270 -0.116
C18:3n-6 0.012 -0.026 0.035 0.041 -0.123 0.191
€20:2 n-6 -0.092 -0.177 -0.013 -0.250" -0.286 -0.420"
€20:3 n-6 0.174 0.186 0.125 0.130 0.219 -0.097
€20:4 n-6 -0.039 -0.084 0.198 0.092 0.098 0.323
C22:4 n-6 0.068 0.042 0.120 -0.005 -0.040 -0.088
€22:5n-6 -0.026 -0.059 0.075 0.178 0.182 -0.022
AGPI n-3
C18:3 n-3 0.146 0.282 -0.050 -0.058 -0.057 -0.345
€20:5 n-3 0.052 0.025 0.031 -0.181 -0.146 -0.106
€22:5n-3 -0.083 0.007 -0.253 -0.279" -0.232 -0.371
€22:6 n-3 0.025 0.142 -0.138 -0.126 0.029 -0.377

Coeficientes de regresidn estandarizados, ajustados por edad, paridad, nivel educativo, hdbito tabaquico, indice de
masa corporal pregestacional e incremento de peso de las madres, edad gestacional y sexo de los recién nacidos y
peso de la placenta. Diferencia estadisticamente significativa: *P<0.05, **P<0.01, "p<0.001 (Modelo de regresion
lineal). SP, sobrepeso; OB, obesidad; AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI,
acidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 15. Composicion plasmatica de acidos grasos de los recién nacidos macrosémicos y de las madres al final
del embarazo.

p PLASMA MATERNO PLASMA CORDON UMBILICAL
ACIDOS GRASOS — - — -
(%) Recién nacidos Recién nacidos
Normales’ Macrosémicos’ Normales’ Macrosémicos’
C14:0 0.28 +0.07 0.25+0.09 0.30+0.09 0.30+0.07
C18:0 9.76 £ 1.33 9.74+0.76 14.33+1.61 12.46 +1.74°
C20:3 n-9 0.25+0.07 0.23+0.09 0.23+0.06 0.25+0.04
C18:2 n-6 22.54+3.19 22.81+2.62 8.19+2.16 7.27 £0.48
C20:2 n-6 0.42 +0.09 0.41 +0.08 0.42 +0.09 0.39+0.09
C22:5n-6 0.57+0.20 0.55+0.14 1.01+0.35 1.21+0.10
C22:5n-3 0.39+0.10 0.35+0.08 0.39+0.16 0.30+0.09

"Peso al nacer comprendido entre 2500 y 4000 g. “Peso al nacer mayor a 4000 g. Resultados expresados en medias
+ DE. Diferencias estadisticamente significativas: *P<0.05 (Modelo lineal general, corregido por Bonferroni, ajustado
por edad, nivel educativo, paridad, habito tabaquico, indice de masa corporal pregestacional e incremento de peso
de las madres, edad gestacional de los recién nacidos y peso de la placenta). Plasma materno: recién nacidos
normales, n=72; recién nacidos macrosémicos, n=5. Plasma de cordén umbilical: recién nacidos normales, n=50;
recién nacidos macrosémicos, n=4.
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3. ADOLESCENCIA

3.1. Composicion corporal y perfil cardiometabdlico de los
adolescentes
La media de edad e IMC de los participantes fue de 14.09 + 1.21 afios y 31.4 + 0.49
kg/mz, respectivamente, siendo un 46% de sexo masculino y un 54% femenino. Las
caracteristicas clinicas y bioquimicas de los adolescentes en condiciones basales y a los
2 y 6 meses de tratamiento son presentadas en la Tabla 16. Se ha encontrado que el
peso y los indicadores antropométricos de adiposidad total (IMC, PDE-IMC, masa grasa
e indice de masa grasa) y central (perimetro de la cintura) disminuyeron
significativamente durante los 6 meses de intervencion (P < 0.001), mientras que el
porcentaje de masa libre de grasa (MLG) aumentd significativamente (P < 0.001).
Tanto la tensidn arterial diastélica (P = 0.002) como la sistélica (P < 0.001) mejoraron
significativamente después de los 2 meses de tratamiento, permaneciendo sin cambios
hasta el final del programa. La mayoria de los pardmetros bioquimicos (glucosa,
insulina, colesterol, HDL, LDL, apo Al, apo B y PCR) disminuyeron significativamente
durante la fase intensiva de la intervencion (P < 0.05). Sin embargo, TAG y apo B/apo
A1l sélo cambiaron al final del programa (P = 0.001), mostrando valores menores que
los medidos al inicio del tratamiento y a los 2 meses. Durante la fase extensiva de la
intervencion, algunos de los parametros que habian disminuido durante el periodo
intensivo, tales como colesterol, HDL y apo Al, se volvieron mayores con respecto a los

2 meses (P < 0.001), pero no recuperaron los valores basales.
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Tabla 16. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los adolescentes, previas y durante el tratamiento de pérdida

de peso.

PARAMETROS N Basal 2 meses 6 meses P
Clinicos

Peso (kg) 106 85.7+1.66 81.5+1.57° 80.2 +1.58° <0.001
IMC (kg/m®) 106 31.4+0.49° 29.7+0.47° 28.8 £ 0.49° <0.001
PDE-IMC 106  2.80+0.05° 2.55+0.06" 2.35+0.07° <0.001
Perimetro Cintura (cm) 97  99.0+1.24° 95.8 + 1.16" 90.8 +1.17° <0.001
Masa grasa (%) 93  35.8+0.47° 34.3+0.50 33.2+0.60° <0.001
Masa grasa (kg) 92 30.8 +0.80° 28.1+0.76° 26.8+0.82° <0.001
IMG (kg/m®) 90  11.2+0.28° 10.2+0.28" 9.6 +0.30° <0.001
MLG (%) 93  64.2+0.47° 65.7 +0.50" 66.8 = 0.60° <0.001
TAS (mm Hg) 80  123.4+1.60° 118.7 +1.45° 118.0+1.45°  0.002
TAD (mm Hg) 80  72.6+1.29° 67.4+1.23 67.1+1.04° <0.001
Bioquimicos

Glicemia (mmol/L) 97  4.63+0.04° 4.51+0.05° 4.54 +0.05>° 0.012
Insulinemia (uUI/mL) 20 18.8+3.00° 14.5+ 1.46" 14.8+1.58" 0.047
Colesterolemia (mmol/L) 106  4.01+0.06° 3.67+0.07° 3.77 £0.07° <0.001
HDL (mmol/L) 104 1.15+0.03° 1.05+0.03" 1.14+0.03° <0.001
LDL (mmol/L) 104 2.34+0.06° 2.14 4 0.06" 2.17+0.06" <0.001
Triacilglicerol (mmol/L) 106  1.01+0.05° 0.91 +0.05° 0.86 + 0.04° 0.001
Apolipoproteina Al (mg/dL) 73 117.14 + 2.16° 106.64 + 1.86° 112.79 + 2.03° <0.001
Apolipoproteina B (mg/dL) 73 69.93+2.06° 65.32 +2.04° 65.09+2.32°  <0.001
Relacién apoB/apoAl 73 0.62+0.19%° 0.63+0.18° 0.59+0.19° 0.002
Proteina C reactiva (mg/L) 58 3.26 +0.43° 2.12+0.23° 2.12 +0.20° 0.001

Resultados expresados en medias + SEM. Las medias con diferente superindice en las filas son significativamente
diferentes, P <0.05 (Modelo lineal general con correccidon post hoc de Bonferroni). IMC, indice de masa corporal;
PDE-IMC, puntuacién de desviacién estandar del indice de masa corporal; IMG, indice de masa grasa; MLG, masa
libre de grasa; TAS, tensidn arterial sistolica; TAD, tension arterial diastdlica; HDL, lipoproteina de alta densidad;

LDL, lipoproteina de baja densidad; Relacién apoB/apoA1, relacién apolipoproteina B/apolipoproteina Al.
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Por otra parte, al comparar los valores basales con los obtenidos a los 6 meses de
tratamiento en cada grupo (Figura 20), se ha encontrado que los parametros clinicos
(A) y bioguimicos (B) cambiaron significativamente en el grupo descenso PDE-IMC > 0.5
(P < 0.05). En otras palabras, el grupo que presentd el mayor descenso de PDE-IMC
sufrié cambios significativos en los parametros. Ademads, los cambios ocurridos en los
indicadores antropométricos de adiposidad, tension arterial diastdlica (TAD),
colesterol, TAG, LDL e insulina del grupo descenso PDE-IMC 0.25 — 0.5 fueron

significativos (P < 0.05).
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Figura 20. Cambios en los parametros clinicos (A) y bioquimicos (B) segtin el grado de pérdida de peso.
Variaciones en los pardmetros entre las condiciones basales y los 6 meses de tratamiento definidos por la
reduccién de la puntuacion de desviacion estandar del indice de masa corporal (PDE-IMC) a los 6 meses de
seguimiento. Resultados expresados en medias + DE. Modelos ajustados por edad, sexo, PDE-IMC, estadios de
Tanner y las variables correspondientes en condiciones basales. Medias con diferente superindice en las
variables son significativamente diferentes, *diferencias estadisticamente significativas en los cambios a los 6
meses de tratamiento en relacion a las condiciones basales, P <0.05 (Modelo lineal general con correccion
post hoc de Bonferroni). Medias de glucosa, colest, HDL, LDL, TAG, apo B/apo Al fueron multiplicados por 10.
Peso, kg; IMC, indice de masa corporal, kg/mz; PC, perimetro de la cintura, cm; %MG, porcentaje de masa
grasa; MG, masa grasa absoluta, kg; IMG, indice de masa grasa, kg/mz; MLG, masa libre de grasa, %; TAS,
tension arterial sistdlica, mm Hg; TAD, tension arterial diastdlica, mm Hg; glucosa, mmol/L; insulina, pUl/mL;
PCR, proteina C reactiva, mg/L; colest, colesterol, mmol/L; HDL, lipoproteina de alta densidad, mmol/L; LDL,
lipoproteina de baja densidad, mmol/L; TAG, triacilglicerol, mmol/L; apo A1, apolipoproteina A1, mg/dL; apo
B, apolipoproteina B, mg/dL; apo B/apo Al, relacién apolipoproteina B/apolipoproteina Al. Antropometria,
n=16/28/34 para descenso PDE-IMC <0.25, descenso PDE-IMC 0.25-0.5 y descenso PDE-IMC >0.5,
respectivamente; tension arterial diastdlica y sistdlica, n=15/23/29; perfil lipidico y glucosa, n=17/25/33;
insulina n=6/9/5; apolipoproteinas y PCR, n=10/17/29.
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3.2. Acidos grasos en la adolescencia

Los cambios en la composicién plasmatica de acidos grasos durante la intervencién son
presentados en la Tabla 17. Durante la fase intensiva del tratamiento, los AGS,
miristico y estedrico, disminuyeron significativamente en comparacion con los valores
basales (P<0.001). En contrapartida, los AGMI totales aumentaron, manteniéndose
constantes hasta el final de la terapia (P<0.01), lo cual coincide con el comportamiento
del 4cido oleico (P<0.001). Con respecto a los AGPI totales, se produjo un descenso,
que se mantuvo hasta los 6 meses de intervencién (P<0.05). Los AGPI n-6 sufrieron una
reduccion (P<0.01), salvo el acido araquidénico que no experimenté cambios
significativos, mientras que los AGPI n-3 (totales, EPA y DHA) aumentaron (P<0.01). Los
indices empleados para estimar la actividad enzimdatica, muestran que la actividad de
Elovle y D6D disminuyd significativamente (P<0.001), mientras que SCD-18 y D5D
aumentaron (P<0.001). Cabe destacar que, en los acidos grasos C16:0, C17:0 y
palmitoleico y en la estimacién de la actividad enzimatica de SCD-16 no se constataron

cambios significativos durante el tratamiento en relacién a las condiciones basales.

Durante la etapa final del programa, el C20:1 n-9 aumentd significativamente con
respecto a las condiciones iniciales (P<0.001). Los acidos grasos, miristico, C20:2 n-6,
C22:5 n-6, AGPI n-3 totales, EPA, DHA vy la actividad enzimatica estimada de D5D
recuperaron los valores mostrados antes de la aplicacidén del tratamiento. No obstante,
los acidos estearico, oleico, C20:3 n-9, AGPI n-6 totales, linoleico, y-linolénico, C22:4 n-
6, la relacion AGPI n-6/AGPl n-3 y la actividad enzimatica de SCD-18 y D6D

mantuvieron los cambios sufridos durante los 2 meses de intervencion (P<0.05).
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Tabla 17. Composicidn plasmatica de acidos grasos de los adolescentes durante el tratamiento.

L Basal 2 meses 6 meses
ACIDOS GRASOS (n127) (n=127) (n = 50) P
AGS (%) 29.96 + 2.14 29.77 + 1.99 29.52 + 1.49 >0.05
C14:0 0.59 +0.25° 0.47 +0.15° 0.50 + 0.19*" <0.001
C15:0 0.14 +0.03 0.13+0.03 0.14 +0.03 >0.05
C16:0 22.06 + 1.70°° 22.62+1.52° 22.21+1.63° <0.05
C17:0 0.22 +0.36*° 0.21+0.03° 0.22 +0.03" <0.05
C18:0 6.96 + 0.74° 6.31+0.66" 6.45 +0.74° <0.001
AGMI (%) 23.30+3.11° 24.28 £2.91° 24.28 +2.95" <0.01
C16:1n-7 1.34 +0.43*° 1.37+0.37° 1.26 +0.40° <0.05
C18:1n-9 21.85 +2.92° 22.94+2.84° 22.89+2.75° <0.001
C20:1 n-9 0.11 +0.03° 0.11 +0.03° 0.13 +0.03" <0.05
AGPI (%) 46.74 + 4.04° 45.96 + 3.83° 46.14 + 3.56" <0.05
€20:3 n-9 0.09 + 0.03° 0.08 +0.02° 0.09 + 0.02° <0.01
n-6 43.80 + 4.03° 42.56 + 3.88° 43.03+3.71° <0.01
C18:2 n-6 33.83 +3.86° 32.97+3.47° 33.16 + 3.56° <0.01
C18:3 n-6 0.34+0.12° 0.27 +0.11° 0.29 + 0.09" <0.01
C20:2 n-6 0.18 + 0.05° 0.16 + 0.04° 0.17 £ 0.04*" <0.01
C20:3 n-6 1.60 £ 0.37° 1.27 +0.32° 1.41+0.35° <0.05
C20:4 n-6 7.36+1.42 7.51+1.51 7.56+1.38 >0.05
C22:4 n-6 0.34+0.11° 0.28+0.24° 0.25+0.11° <0.01
C22:5 n-6 0.15 + 0.06° 0.13 +0.05° 0.14 + 0.05*° <0.001
n-3 2.84 +0.89° 3.33+1.08° 3.02 +0.96*° <0.001
C18:3 n-3 0.21+0.07 0.22 +0.08 0.21+0.06 >0.05
C20:5 n-3 0.36+0.32° 0.47 +0.40° 0.42 +0.36™" <0.01
C22:5n-3 0.33+0.10 0.35+0.09 0.35+0.11 >0.05
C22:6 n-3 1.94 +0.58° 2.28+0.67° 2.04+0.62°° <0.001
INDICES
n-6/n-3 16.82 + 5.39° 15.24 +5.17° 15.71+5.13° <0.05
Elovl6 0.32+0.04° 0.28 +0.04° 0.29 + 0.05° <0.05
SCD-16 0.06 + 0.02°° 0.06 + 0.01° 0.05 +0.01° <0.05
SCD-18 3.19+0.63° 3.55+0.70° 3.62+0.84° <0.001
D5D 4.85+1.47° 5.74 +1.85" 5.68 +1.77°*° <0.001
D6D 0.01 + 0.004° 0.008 + 0.003° 0.009 + 0.003" <0.05

Resultados expresados en medias + DE. Medias con diferente superindice en las filas son significativamente
diferentes, P <0.05 (Modelo lineal general con correccion post hoc de Bonferroni). AGS, acidos grasos saturados;
AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI, acidos grasos poliinsaturados; Elovl6, elongasa-6 de acidos grasos
(C18:0/C16:0); SCD, estearoil-coenzima A desaturasa (SCD-16=C16:1n-7/C16:0 y SCD-18=C18:1n-9/C18:0); D5D,
delta-5-desaturasa (C20:4n-6/C20:3n-6); D6D, delta-6-desaturasa (C18:3n-6/C18:2n-6).
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Al comparar la fase intensiva del tratamiento con la etapa extensiva, se observé que
los acidos palmitico y palmitoleico disminuyeron significativamente (P<0.05), y C17:0y
C20:1 n-9 aumentaron (P<0.05). Elovl6 y C20:3 n-6 aumentaron pero continuaron
siendo menores a los valores iniciales (P<0.05). La actividad enzimatica de la SCD-16 no
se vio afectada con respecto a las condiciones basales, sin embargo, se pudo observar

una disminucioén significativa entre los 2 y 6 meses de terapia (P<0.05).

La Tabla 18 muestra la asociacion entre los cambios de la composicién plasmatica de
acidos grasos y los cambios observados en la composicion corporal y el perfil
cardiometabdlico de los adolescentes a los 2 meses de tratamiento con respecto a las
condiciones iniciales, mientras que en la Tabla 19 se presentan las relaciones a los 6
meses de intervencién. Dado que el analisis estadistico de las asociaciones entre
variables se realizé empleando las diferencias entre los 2 o 6 meses de tratamiento y
los valores basales, sélo se tendran en cuenta los resultados de los dcidos grasos que
experimentaron cambios significativos en dichos periodos. Entre éstos, los de menor
importancia nutricional, que no experimentaron relaciones significativas con ninguno
de los parametros de estudio, no se incluyeron en las tablas mencionadas. Asi, a los 2
meses de tratamiento, el descenso significativo del dcido miristico se relaciond con la
reduccion del porcentaje de masa grasa (P<0.05), colesterol (P<0.001), TAG (P<0.001) y
apo B (P<0.01), y con el aumento de MLG (P<0.05). El cambio significativo de los AGMI
totales y del ac. oleico se asocid negativa e independientemente con el peso (P<0.01),
el IMC (P<0.05), la masa grasa absoluta (P<0.01) y el indice de masa grasa (IMG)
(P<0.05). Ademas, los AGMI se asociaron inversamente con las LDL (P<0.05). El
descenso significativo sufrido por los AGPI n-6 totales y el 4c. linoleico se asocié en

forma directa con el peso, masa grasa absoluta (P<0.01 y P<0.05, respectivamente),
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IMG (P<0.05), HDL (P<0.01), LDL (P<0.01 y P<0.05, respectivamente) y apoAl (P<0.05 y
P<0.01, respectivamente), e inversamente con los TAG (P<0.001). Asimismo, los AGPI
n-6 se relacionaron con el IMC (P<0.05). El ac. y-linolénico se asocié fuerte y

positivamente con el colesterol, TAG, apo Al (P<0.01), asi como con apo B (P<0.05).

Con respecto a los indices de acidos grasos, la reduccidn significativa de la actividad
enzimatica estimada de Elovl6 se asocié con el descenso significativo del peso, HDL,
LDL y apo Al (P<0.05), mientras que la relacién con el cambio de TAG fue inversa
(P<0.05). El aumento significativo de SCD-18 se asocidé a la disminucién del peso
(P<0.01), IMC, masa grasa y IMG (P<0.05). El incremento ocurrido en la actividad de la
D5D se relacioné de forma negativa con el colesterol total (P<0.01) y PCR (P<0.05). Por
ultimo, el cambio de la actividad de la enzima D6D se asocié significativa y

directamente con los cambios de colesterol (P<0.05) y los TAG (P<0.001).

A los 6 meses de tratamiento (Tabla 19) el cambio significativo ocurrido en el ac.
linoleico, con respecto a los valores basales, se relacioné en forma positiva con los
cambios de glicemia (P<0.05), insulinemia (P<0.01) y apo Al (P<0.05). El descenso
significativo del ac. y-linolénico se asocié con la disminucién de los TAG (P<0.05),
mientras que la reduccion de los AGPI n-6 totales se relaciond positivamente con la
insulina (P<0.05) y negativamente con los TAG (P<0.05). En lo que respecta a los
indices enzimaticos, el cambio de la actividad estimada de D6D se relacioné en forma

directa con TAG (P<0.05).
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Tabla 18. Asociacidn entre cambios de la composicion plasmatica de acidos grasos y cambios de parametros clinicos y bioquimicos a los 2 meses de tratamiento.

COMPOSICION®

PLASMATICA Peso’ IMc'  PDE-IMC'  PC'  %MG' MG MG  MLG'  TAS' TAD' GLIC' INSUL' COLEST'  HDL' Lot TAG'  ApoAl' ApoB' ApoB/ApoA'  PCR!

Acidos grasos (%)

C14:0 0.085  0.081 0.087 0149 0.272 0.181  0.193 -0.272° -0.020 0124 -0.179 0510 0.454 0225 0208 0.478 0.094 0.378" 0.169 -0.086
c18:0 0115  0.113 0.099 -0.031 -0.009 0.088 0081 0009 -0.151 -0.130 -0.028  0.136 0.059 0154  0.000 -0.050 0199  0.271 0.093  -0.029
AGMI 0316~ -0.242° -0.188 -0.024 -0.168 -0.336  -0.293°  0.168 -0.066 0.089 -0.086 0352  -0.143 -0.240 -0.219 0210 -0.234 -0.105 0.069 0.038
C18:1n-9 03127  -0.235 -0.180 0799 -0.167 -0.328" -0.285°  0.167 -0.069 0.077 -0.074 0356  -0.152 -0.237 -0.216 0206 -0.242 -0.125 0.064 0.032
AGPI n-6 0326  0.242° 0.196 0.043 0178 0360 0313 0178 0058 -0.143 0.154 -0.313 0159 0304 02917 -0.4477 0329  0.024 0131  -0.253
C18:2n-6 0.276°  0.180 0.140 0033 0.135 0296 0.248° -0.135 0.047 -0.116 0.171 -0.248 0.189 0359 0.270° -0.391"" 0.390"  0.048 -0.156 -0.176
C18:3 n-6 0.139  0.132 0.053 -0.141  0.105 0.138  0.137 -0.105 0.138 0146 -0.149 0313 0.330 0219 0148 0362 0337  0.275 -0.021 0.080
AGPI n-3 0.075  0.074 0.033 -0.108 -0.063 0.005 -0010 0063 0219 0192 -0.085 -0.287 0.014 -0.162  0.092 -0.003  -0.173  -0.101 -0.005  -0.038
€20:5 n-3 0.065  0.079 0.004 -0.169 -0.079  -0.015 -0.012 0079 0232 0230 -0.158 -0.202 0.006 -0.075  0.018 0.010  -0.079  -0.157 -0.089 0.109
€22:6n-3 0.075  0.050 0.038 -0.030 -0.048 0.017 -0.018  0.048 0209 0117 0014 -0.400  -0.010 -0.198  0.128 -0.067  -0.223  -0.068 0.060  -0.151
indices

Elovl6 0.225°  0.188 0.162 -0.057 -0.006 0.183 0151 0006 -0.080 -0.152 0.043  0.126 0182 0273 0.229° -0.254° 0320  0.156 -0.005  -0.052
SCD-18 -0.289"  -0.242° -0.190 0.006 -0.125 -0.289° -0.259°  0.125 0036 0.115 -0.035 0091  -0.168 -0.205 -0.168 0.203  -0.224 -0.226 -0.026 0.199
D5D -0.167  -0.156 -0.123 0012 -0098  -0.152 -0.159  0.098 0007 0031 -0.066 -0.358 -0.354  -0.169  -0.201 0206 0200 -0.262 -0.068  -0.274"
D6D 0.039  0.060 0.003 -0.143  0.052 0.034 0050 -0.052 0124 0185 -0.181 0363 0247  0.108 0052 0445 0226 0252 0.015 0.109

Coeficientes de regresion estandarizados ajustados por edad, sexo, estadios de Tanner y PDE-IMC basales, grado de actividad fisica e ingesta energética; 'p<0.05, P<0.01,  P<0.001 (Modelo de regresion lineal). ‘Cambios en pardmetros
entre las condiciones basales y 2 meses de tratamiento. Peso, kg, n=72; IMC, indice de masa corporal, kg/mz, n=71; PDE-IMC, puntuacion de desviacidn estandar del IMC, n=71; PC, perimetro de la cintura, cm, n=73; %$MG, porcentaje de
masa grasa, n=72; MG, masa grasa absoluta, kg, n=71; IMG, indice de masa grasa, kg/mz, n=70; MLG, masa libre de grasa, %, n=72; TAS, tension arterial sistélica, mm Hg, n=62; TAD, tensidn arterial diastdlica, mm Hg, n=62; GLIC, glicemia,
mmol/L, n=84; INSUL, insulinemia, pUl/mL, 19; COLEST, colesterolemia, mmol/L, n=84; HDL, lipoproteina de alta densidad, mmol/L, n=82; LDL, lipoproteina de baja densidad, mmol/L, n=83; TAG, triacilglicerol, mmol/L, n=84; ApoAl,
apolipoproteina A1, mg/dL, n=55; ApoB, apolipoproteina B, mg/dL, n=55; ApoB/ApoA, relacién apolipoproteina B/apolipoproteina A1, n=55; PCR, proteina C reactiva, mg/L, n=55; AGS, &acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos
monoinsaturados; AGPI, 4cidos grasos poliinsaturados; Elovl6, elongasa-6 de &cidos grasos (C18:0/C16:0); SCD, estearoil-coenzima A desaturasa (SCD-16=C16:1n-7/C16:0 y SCD-18=C18:1n-9/C18:0); D5D, delta-5-desaturasa (C20:4n-
6/C20:3n-6); D6D, delta-6-desaturasa (C18:3n-6/C18:2n-6).
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El grado de pérdida de peso sufrido por los adolescentes durante el programa
propuesto, se ha determinado por medio de la reduccién de PDE-IMC. En la Figura 21
se presentan los cambios en la composicidn de &acidos grasos y en la actividad
enzimatica estimada definidos en funcién del descenso de PDE-IMC a los 6 meses de
tratamiento. Los adolescentes fueron divididos en 3 grupos (descenso PDE-IMC <0.25,
descenso PDE-IMC 0.25-0.5 y descenso PDE-IMC >0.5) segun los cambios de PDE-IMC
ocurridos entre los 6 meses de intervencién y las condiciones basales. En el grupo
descenso PDE-IMC >0.5 tuvieron lugar la mayoria de los cambios significativos de Ia
composicion plasmatica de acidos grasos y de los indices enzimaticos. Al comparar los
tres grupos de pérdida de peso, se observd que el descenso de los ac. miristico
(P=0.017) y y-linolénico (P=0.047) y de la actividad estimada de D6D (P=0.039) fue
significativamente mayor en el grupo descenso PDE-IMC >0.5 en comparacion con el

grupo PDE-IMC 0.25-0.5.

Por otra parte, al analizar los cambios ocurridos dentro de un mismo grupo (entre los 6
meses de tratamiento y las condiciones basales), se constaté un aumento significativo
del C15:0 en el grupo PDE-IMC <0.25 (P=0.006), mientras que la mayor pérdida de peso
ocurrida en los adolescentes (grupo PDE-IMC >0.5) se relaciond con un aumento
significativo de los AGMI totales (P=0.001) y 4c. oleico (P=0.018), y con el descenso del
ac. estearico (P=0.001) (Figura 21A), AGPI n-6 totales (P=0.014), ac. linoleico (P=0.018)
y ac. y-linolénico (P=0.013) (Figura 21B). En lo que respecta a la actividad enzimatica
(Figura 21C), en los grupos PDE-IMC <0.25 y PDE-IMC >0.5 se produjo un descenso
significativo de la Elovl6 (P=0.041 y P<0.001, respectivamente). Ademas, en el grupo
PDE-IMC >0.5 tuvo lugar un aumento significativo de SCD-18 (P<0.001), D5D (P=0.034)

y una disminucidn significativa de D6D (P=0.046).
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Tabla 19. Asociacidn entre cambios de la composicion plasmatica de acidos grasos y cambios de parametros clinicos y bioquimicos a los 6 meses de tratamiento.

COMPOSICION®

) Peso' IMC'  PDE-IMC' [ Tog %MG' MG’ MG  MLG'  TAS' TAD'  GLIC' INSUL' COLEST*  HDL' ot TAG'  ApoAl' ApoB' ApoB/ApoA’  PCR
PLASMATICA

Acidos grasos (%)

C18:0 -0.098 -0.068 0.021 0002 0003 -0.084 -0.061 -0.003 -0.067 -0.209 -0.118  0.251 0.088 0299 0060 -0.055 -0.104 -0.130 -0.012  -0.358
AGMI -0.005  0.009 -0.081 -0.126 -0.075 -0.016 0.011 0075 0088 -0.084 -0.147  -0.520 -0.138  -0.114 0312  0.300 0.097 -0.233 -0.255  0.143
C18:1n-9 -0.049  -0.030 -0.117 -0.167 -0.105 -0.061 -0.031 0105 0089 -0.098 -0.111  -0.507 -0.145 -0.093 -0.300  0.234 0.131 -0.251 -0.287  0.141
AGPI n-6 0.059  0.076 0.074 0136 0171 0120 0122 -0.171 -0.031 0160 0.253  0.686 0.167 0175 0322 -0.369" 0.305  0.198 -0.002  -0.215
C18:2 n-6 0.123  0.132 0.097 0160 0241 0202 0205 -0.241 -0.031 0.127 0.340 0.836 0.220 0300 0323 -0.321 0488  0.101 -0.188  -0.231
C18:3 n-6 0.036  0.078 0.052 -0.017 0078 0066 0092 -0.078 0231 0160 -0.191  0.409 0208 0128 0028 0338  -0.027 0.064 0.039 -0.356
indices

Elovl6 -0.122  -0.063 0.001 -0.060 0.041 -0.081 -0.040 -0.041 0.027 -0.044 -0072  0.589 0.093 0243 0087 -0.158 0.116  -0.095 -0.093  -0.158
SCD-18 0.019  -0.004 -0.087 -0.088 -0.075 -0.002 -0.008 0.075 0114 0043 0024 -0.527 -0.121 -0.134 0193  0.144 0.166  -0.100 -0.189  0.298
D6D -0.009  0.035 0.027 -0.047 0020 0006 0035 -0.020 0236 0130 -0.063  0.304 0.129 0050 -0.054 0345  -0.120 0.024 0.060 -0.309

Coeficientes de regresion estandarizados ajustados por edad, sexo, estadios de Tanner y PDE-IMC basales, grado de actividad fisica e ingesta energética, 'P<0.05, P<0.01, P<0.001 (Modelo de regresién lineal). ‘Cambios en pardmetros
entre las condiciones basales y 6 meses de tratamiento. Peso, kg, n=41; IMC, indice de masa corporal, kg/mz, n=40; PDE-IMC, puntuacién de desviacion estandar del IMC, n=40; PC, perimetro de la cintura, cm, n=41; %MG, porcentaje de
masa grasa, n=41; MG, masa grasa absoluta, kg, n=39; IMG, indice de masa grasa, kg/mz, n=39; MLG, masa libre de grasa, %, n=41; TAS, tension arterial sistélica, mm Hg, n=39; TAD, tension arterial diastdlica, mm Hg, n=39; GLIC, glicemia,
mmol/L, n=41; INSUL, insulinemia, uUl/mL, 12; COLEST, colesterolemia, mmol/L, n=41; HDL, lipoproteina de alta densidad, mmol/L, n=40; LDL, lipoproteina de baja densidad, mmol/L, n=40; TAG, triacilglicerol, mmol/L, n=41; ApoAl,
apolipoproteina Al, mg/dL, n=29; ApoB, apolipoproteina B, mg/dL, n=29; ApoB/ApoA, relacién apolipoproteina B/apolipoproteina A1, n=29; PCR, proteina C reactiva, mg/L, n=29; AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos
monoinsaturados; AGPI, dcidos grasos poliinsaturados; Elovl6, elongasa-6 de dcidos grasos (C18:0/C16:0); SCD, estearoil-coenzima A desaturasa (SCD-16=C16:1n-7/C16:0 y SCD-18=C18:1n-9/C18:0); D5D, delta-5-desaturasa (C20:4n-
6/C20:3n-6); D6D, delta-6-desaturasa (C18:3n-6/C18:2n-6).
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Figura 21. Cambios de la composicion plasmatica de acidos grasos (A, B) y de la actividad enzimatica estimada
(C) seguin grado de pérdida de peso.

Variaciones en los pardmetros entre las condiciones basales y los 6 meses de tratamiento definidos por la reduccion de la
puntuacidon de desviacion estdndar del indice de masa corporal (PDE-IMC) a los 6 meses de seguimiento. Resultados
expresados en medias + DE. Modelos ajustados por edad, sexo, PDE-IMC, estadios de Tanner y las variables correspondientes
en condiciones basales, grado de actividad fisica e ingesta energética. Medias con diferente superindice (letras) en las
variables son significativamente diferentes (indican las diferencias entre los tres grupos de pérdida de peso en una misma
variable), *diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones basales y los valores a los 6 meses de tratamiento
dentro de cada grupo de pérdida de peso, P <0.05 (Modelo lineal general con correccion post hoc de Bonferroni). Medias de
C15:0, C18:3 n-3 y Elovl6 fueron multiplicadas por 10, y medias de SCD-16 y D6D por 100. AGS, acidos grasos saturados; AGMI,
acidos grasos monoinsaturados; AGPI, acidos grasos poliinsaturados; Elovl6, elongasa-6 de &cidos grasos (C18:0/C16:0); SCD,
estearoil-coenzima A desaturasa (SCD-16=C16:1n-7/C16:0 y SCD-18=C18:1n-9/C18:0); D5D, delta-5-desaturasa (C20:4n-
6/C20:3n-6); D6D, delta-6-desaturasa (C18:3n-6/C18:2n-6). N = 7/11/22 para descenso PDE-IMC <0.25, descenso PDE-IMC
0.25-0.5 y descenso PDE-IMC >0.5, respectivamente.
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3.3. Vitaminas liposolubles antioxidantes y carotenoides en la
adolescencia
Los cambios de a-tocoferol, retinol, B-caroteno y licopeno plasmaticos ocurridos
durante el programa son presentados en la Figura 22. Los valores de a-tocoferol,
retinol, B-caroteno y licopeno han sido expresados con y sin correccién por los lipidos
plasmaticos, dividiendo la concentracion por la suma de colesterol y TAG. Se ha
observado que el retinol corregido por lipidos (CL) aumentd significativamente a los 2
meses de la intervencién (P<0.05) (Figura 22B), mientras que B-caroteno CL (P=0.001)
(Figura 22D) y a-tocoferol CL (P<0.001) (Figura 22A) fueron significativamente mayores
en la etapa final del tratamiento. Los cambios plasmaticos de retinol CL ocurridos
durante la fase intensiva de la intervencidn, fueron acompafados por la subsecuente
recuperacién de los valores iniciales. En contrapartida, el licopeno CL no sufrié cambios

significativos durante la terapia.

La Tabla 20 muestra las asociaciones entre los cambios en la concentracién, corregida
por lipidos, de vitaminas antioxidantes y carotenoides y los cambios de los parametros
clinicos y bioquimicos a los 2 meses de tratamiento en relacién a los valores iniciales,
mientras que la Tabla 21 corresponde a los 6 meses del programa. Como se ha
observado en la Figura 22B, los cambios en el retinol CL fueron significativos a los 2
meses de intervencion. Asi, el aumento en el retinol CL se asocié fuertemente con los
cambios de peso (P<0.01), IMC (P<0.01), PDE-IMC (P<0.01), colesterol (P<0.001), TAG
(P<0.001), LDL (P<0.01) y apo B (P<0.01). A los 6 meses de tratamiento (Tabla 21),
cuando los cambios en dicho nutriente no fueron significativos, se observd que el

retinol CL también se asocio negativamente con el IMG (P<0.05).
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Como se ha mostrado, los cambios en la concentracién de a-tocoferol CL y B-caroteno
CL fueron significativos a los 6 meses de intervencién (Figura 22A y D,
respectivamente). Asi, en la Tabla 21 se observa que el aumento ocurrido en el a-
tocoferol CL se relaciond en forma independiente e inversa con el peso (P<0.05), IMC
(P<0.05), PDE-IMC (P<0.05), masa grasa (P<0.01), IMG (P<0.05), colesterol (P<0.001),
LDL (P<0.05), TAG (P<0.001) y apo B (P<0.05). Contrariamente, la relacion observada
con la MLG fue positiva (P<0.01). La concentracion de B-caroteno CL mostré una
asociacion negativa con insulina (P<0.01), HDL (P<0.05) y colesterol (P<0.05). A los 2
meses, cuando los cambios sufridos por el B-caroteno durante el programa no fueron

significativos, no se observo relacidon con ninguna de las variables de estudio.

En la Figura 23 se presentan los cambios ocurridos en las vitaminas liposolubles y
carotenoides de acuerdo al grado de pérdida de peso de los adolescentes. Se observé
que la concentracion CL de retinol fue mayor en el grupo descenso PDE-IMC > 0.5
(P<0.05) en comparacion con el grupo de menor pérdida de peso. Por otra parte, al
analizar en forma independiente los cambios ocurridos, entre las condiciones basales y
finales (6 meses), dentro de cada grupo, se constaté que el B-caroteno CL aumentd
significativamente en el grupo descenso PDE-IMC > 0.5 (P<0.05). Asimismo, el a-
tocoferol CL aumentd en dicho grupo y en el de pérdida de peso intermedia (descenso

PDE-IMC 0.25-0.5).
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Tabla 20. Asociacion entre los cambios plasmaticos de la concentracién corregida por lipidos de vitaminas
antioxidantes y carotenoides y los cambios de parametros clinicos y bioquimicos a los 2 meses de tratamiento.

PARAMETROS' a-tocoferol* Retinol’ lB-caroteno1
Clinicos

Peso (kg) -0.146 -0.285" 0.005
IMC (kg/m?) -0.158 -0.302" 0.027
PDE-IMC -0.139 -0.249" -0.008
PC (cm) 0.055 0.010 -0.025
Masa grasa (%) -0.251" -0.019 -0.116
Masa grasa (kg) -0.219 -0.103 -0.015
IMG (kg/m?) -0.245 -0.133 -0.047
MLG (%) 0.251° 0.019 0.116
TAS (mm Hg) -0.001 0.188 0.002
TAD (mm Hg) 0.202 0.074 -0.100
Bioquimicos

Glucosa (mmol/L) 0.149 0.004 0.015
Insulina (nUI/mL) 0.015 0.335 -0.290
Colesterol (mmol/L) -0.254" -0.440"" -0.043
HDL (mmol/L) 0.022 0.029 -0.192
LDL (mmol/L) -0.181 -0.322" 0.042
TAG (mmol/L) -0.245 -0.404"" -0.009
ApoA1l (mg/dL) -0.098 -0.070 0.005
ApoB (mg/dL) -0.131 -0.367" 0.027
ApoB/apoAl -0.042 0.006 0.018
PCR (mg/L) 0.232 -0.094 -0.042

Coeficientes de regresidn estandarizados, ajustados por edad, sexo, PDE-IMC y estadios de Tanner basales, ingesta
energética y grado de actividad fisica; P< 0.05, “p< 0.01, P <0.001 (modelo de regresion lineal). ! Cambios en
los pardmetros entre las condiciones basales y los 2 meses de tratamiento. IMC, indice de masa corporal, n=83;
PDE-IMC, puntuacién de desviacién estandar del IMC, n=85; PC, perimetro de la cintura, n=87; IMG, indice de masa
grasa, n=78; MLG, masa libre de grasa, n=80; TAS, tension arterial sistélica, n=74; TAD, tensidn arterial diastdlica,
n=74; HDL, lipoproteina de alta densidad, n=96; LDL, lipoproteina de baja densidad, n=97; TAG, triacilglicerol, n=98;
ApoAl, apolipoproteina Al, n=65; ApoB, apolipoproteina B, n=65; ApoB/ApoAl, relacién apolipoproteina
B/apolipoproteina Al, n=64; PCR, proteina C reactiva, n=65. Peso, n=86; porcentaje de masa grasa, n=80; kg de
masa grasa, n=79; glucosa, n=98; colesterol, n=98; insulina, n=20.
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Tabla 21. Asociacion entre los cambios plasmaticos de la concentracién corregida por lipidos de vitaminas
antioxidantes y carotenoides y los cambios de parametros clinicos y bioquimicos a los 6 meses de tratamiento.

PARAMETROS' a-tocoferol* Retinol’ B-caroteno1
Clinicos

Peso (kg) -0.227° -0.277° -0.057
IMC (kg/m?) -0.240° -0.336 -0.088
PDE-IMC -0.255 -0.280 -0.089
PC (cm) -0.150 -0.056 0.045
Masa grasa (%) 03217 -0.154 -0.198
Masa grasa (kg) -0.290° -0.192 -0.115
IMG (kg/m?) -0.289° -0.241° -0.160
MLG (%) 0.321" 0.154 0.198
TAS (mm Hg) 0.035 0.149 0.170
TAD (mm Hg) 0.083 -0.013 0.218
Bioquimicos

Glucosa (mmol/L) 0.035 0.045 -0.062
Insulina (pU1/mL) -0.029 0.029 -0.483
Colesterol (mmol/L) -0.359"" -0.359" -0.251"
HDL (mmol/L) -0.045 -0.129 -0.331"
LDL (mmol/L) -0.271° -0.299" -0.204
TAG (mmol/L) -0.393" -0.266° 0.028
ApoA1l (mg/dL) -0.050 -0.057 -0.193
ApoB (mg/dL) -0.328" -0.242 -0.163
ApoB/apoAl 0.054 0.131 0.040
PCR (mg/L) 0.075 0.044 -0.025

Coeficientes de regresion estandarizados ajustados por edad, sexo, PDE-IMC y estadios de Tanner basales, ingesta
energética y grado de actividad fisica; P< 0.05, “p< 0.01, P <0.001 (modelo de regresidn lineal). Cambios en
los pardmetros entre las condiciones basales y los 6 meses de tratamiento. IMC, indice de masa corporal, n=79;
PDE-IMC, puntuacién de desviacidn estandar del IMC, n=79; PC, perimetro de la cintura, n=83; IMG, indice de masa
grasa, n=76; MLG, masa libre de grasa, n=79; TAS, tensién arterial sistdlica, n=71; TAD, tension arterial diastdlica,
n=70; HDL, lipoproteina de alta densidad, n=81; LDL, lipoproteina de baja densidad, n=81; TAG, triacilglicerol, n=83;
ApoAl, apolipoproteina Al, n=62; ApoB, apolipoproteina B, n=62; ApoB/ApoAl, relacion apolipoproteina
B/apolipoproteina Al, n=61; PCR, proteina C reactiva, n=62. Peso, n=80; porcentaje de masa grasa, n=79; kg de
masa grasa, n=76; glucosa, n=83; colesterol, n=83; insulina, n=20.
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Figura 23. Cambios en la concentracion corregida por lipidos de vitaminas liposolubles antioxidantes y
carotenoides segtin el grado de pérdida de peso.

Variaciones en los parametros entre las condiciones basales y los 6 meses de tratamiento definidos por la reducciéon
de la puntuacion de desviacidén estandar del indice de masa corporal (PDE-IMC) a los 6 meses de seguimiento.
Resultados expresados en medias + DE. Los modelos fueron ajustados por edad, sexo, PDE-IMC, estadios de Tanner
y las vitaminas o carotenoides correspondientes en condiciones basales, ingesta energética y grado de actividad
fisica. Medias con diferente superindice en las variables indican diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de PDE-IMC, *diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones basales y los valores a los 6
meses de tratamiento (en un mismo grupo), P <0.05 (Modelo lineal general con correccidn post hoc de Bonferroni).
Medias de licopeno y B-caroteno fueron multiplicadas por 10. a-tocoferol y retinol, n=17/26/34 (para descenso
PDE-IMC <0.25, descenso PDE-IMC 0.25-0.5 y descenso PDE-IMC >0.5, respectivamente); licopeno, n=17/26/33; B-
caroteno, n=15/26/34.
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V. DISCUSION

1. METODO UHPLC PARA LA DETERMINACION DE VITAMINAS
LIPOSOLUBLES Y CAROTENOIDES

El disponer de métodos analiticos adecuados, a los objetivos de una investigacién, es
un requisito indispensable para el éxito de la misma. Por ello, el primer paso, para
llevar a cabo esta tesis, fue desarrollar y validar un método cromatografico para la

determinacién de vitamina E, vitamina A, B-caroteno y licopeno.

A tales efectos, la meta planteada fue obtener un método practico, que proporcionara
resultados fiables y, por tanto, repetitivos y reproducibles, siempre de la forma mas
sencilla y rapida posible. Se procurd que se pudiera aplicar a un nimero elevado de
muestras, con tiempos reducidos de andlisis cromatografico y de preparacion
experimental, y que permitiera determinar en forma simultdnea tanto vitaminas
antioxidantes como carotenoides plasmaticos, con la aplicaciéon de un Unico método de
deteccion. Todo ello, con la finalidad de que sea adecuado para la aplicacién en la

rutina clinica.

El método UHPLC que se ha puesto a punto se basa en el propuesto por Gimeno et al.
[232] para la determinacién simultanea de retinol, a-tocoferol y B-caroteno en plasma
humano y lipoproteinas de baja densidad por HPLC. Este ultimo, es un método directo,
gue no requiere la saponificacién previa de las muestras de plasma, en el que se realiza
la desproteinizacién de las mismas utilizando etanol, que contiene los patrones

internos, y posteriormente se procede a la extraccion con hexano, el cual se evapora,

171



V. DISCUSION

redisolviéndose el extracto en metanol. Para la separaciéon cromatografica se utiliza
una columna de HPLC (150 cm, 5 um de tamafio de particula) de fase reversa con un
gradiente lineal de metanol-agua-butanol a una temperatura de 452C. La deteccién y
cuantificacién simultdnea, de las vitaminas y B-caroteno, se realiza con PDA a las
longitudes dptimas de absorcidon de cada analito, siendo el tiempo total de analisis de

15 minutos.

Para adaptar dicho método al finalmente puesto a punto y validado, que fue utilizado
para el andlisis de todas las muestras de plasma de esta tesis doctoral, se realizaron
diversas modificaciones. Por un lado, se procedié a la optimizacién de la preparacién

de la muestra y, por otro lado, se optimizaron las condiciones cromatogréficas.

El método validado en la presente tesis, parte de una preparaciéon de muestra que
evita la etapa de saponificacidn, utilizada en varios estudios [138], lo que previene las
subsecuentes pérdidas de los analitos por oxidacién y calor, y aporta comodidad,
sencillez y ahorro de tiempo. Durante la optimizacién, se estudiaron el tipo y cantidad
de disolventes a emplear para la desproteinizacion de las muestras. Dado que, en
nuestro grupo de investigacion ya se habia demostrado que etanol y acetonitrilo
tienen la misma capacidad precipitando proteinas [207], se escogié el primero por ser
el mas econdmico. Al igual que Gimeno et al. [232], la extraccién fue efectuada con
hexano, el cual es el solvente cominmente utilizado en diversos estudios
[198,199,201]. También se probaron distintos disolventes para la redisolucién final de
la muestra, previa a su inyeccion, siendo la mezcla DCM:MeOH (2:1) la mas adecuada.
Asimismo, se logré disminuir el volumen del disolvente de reconstituciéon de 150 plL a

50 uL, lo que representa una reduccién del 67%.
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Desde el punto de vista cromatografico, la puesta a punto del método, consistid
fundamentalmente en pasar de las condiciones de HPLC a UHPLC. Se empled una
columna, también de fase reversa, pero con tamafio de particula de 1.7 um y 50 mm
de longitud, la cual requiere la utilizacion de un sistema cromatografico UHPLC que
permita soportar las altas presiones de la misma. En cuanto a la fase movil, se
probaron distintos disolventes y sus mezclas, con y sin gradiente, eligiéndose,
finalmente, el metanol como Unico solvente. Las pruebas efectuadas con acetonitrilo
(es el solvente de eleccion en UHPLC) y sus mezclas, aunque generaban menores
presiones, retrasaban demasiado el tiempo de elucion de los carotenoides. A
diferencia de Gimeno et al. [232], se utilizd6 un método isocratico, lo cual constituyd
una ventaja, ya que no requiere estabilizacién de la columna antes de cada inyeccién,
permitiendo acortar el tiempo de analisis y obtener tiempos de retencion muy
estables. También se optimizé el flujo de la fase mévil y la temperatura de la columna.
Con un flujo de 0.6 mL/min y una temperatura de 30°C, se logré alcanzar un buen
compromiso entre la rapidez y la resolucidon cromatografica de todos los picos de los
analitos de interés. Por otra parte, 3 uL fue el volumen de inyeccién mas adecuado a
efectos de la deteccidn y cuantificaciéon de picos, y la capacidad de carga de la
columna, siendo el tiempo de inyeccidon de 3 minutos, lo que conlleva un descenso del
97% y 80%, respectivamente, en relaciéon a los requeridos en el método anterior.
Considerando el flujo de disolvente y el tiempo de inyeccién empleados, se pudo
determinar que el método actual permite un ahorro del 91% de fase movil por

inyeccion.

En cuanto al sistema de deteccion, el detector de fotodiodos fue el escogido, ya que

permite la identificacién de varios compuestos en una misma inyeccidon por medicion
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simultanea de la absorbancia a varias longitudes de onda. Si bien, los tocoferoles son
identificados con mayor selectividad y sensibilidad por fluorescencia [207], el andlisis
de isdmeros del a-tocoferol no esta dentro de los objetivos de esta tesis, por lo que no
se justifica el uso de ésta técnica. Debido a ello y teniendo en cuenta que con la
deteccidn espectrofotométrica todos los compuestos de interés son determinados con
una selectividad y sensibilidad adecuadas, a diferencia de otros métodos [199,201], se
optd por emplear una metodologia mas sencilla y practica que sélo utilizara un método

de deteccion.

El método ha sido validado en términos de linealidad, sensibilidad, precisién vy
exactitud. Dentro del rango de concentracién examinado para todos los analitos, se
observd una buena linealidad, con coeficientes de determinacion elevados. Los
resultados de recuperacién obtenidos, coincidieron con los valores hallados por otros
autores [208]. Ademas, el método demostrd ser preciso, ya que los coeficientes de
variacion para la repetitividad, resultaron inferiores a 5% y, para la reproducibilidad,
menores a 7%. Dados los bajos limites de deteccion y cuantificaciéon obtenidos, el
volumen de muestra se pudo rebajar de 1000 pL a 300 ulL, lo que representd una
reduccion del 70%, empledndose 500 pL en el caso de muestras de corddn umbilical
(reduccion del 50%). Los LOD y LOQ fueron menores para el retinol y similares para el
o-tocoferol en comparaciéon con otros métodos por UHPLC [195]. Mientras que en
relacion a aquellos que emplean un sistema HPLC, los valores de LOD indicados en esta
tesis resultaron menores en todos los analitos [198] o similares en LOD y LOQ para B-

caroteno y licopeno [201].
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En suma, se considera que el método desarrollado proporciona una herramienta
rapida y util para la evaluacion simultdnea y rutinaria de las vitaminas liposolubles y
carotenoides antioxidantes mas relevantes en la salud humana. La preparacion de la
muestra es simple, ya que no requiere de técnicas sofisticadas, ni de gran variedad de
reactivos o equipos. La técnica cromatografica por UHPLC permite el ahorro de
solventes y de tiempo, lo que repercute en un menor tiempo de espera de las
muestras en el inyector, antes de ser analizadas, lo que ayudaria a evitar su

degradacion u oxidacidn.

2. ETAPA GESTACIONAL

2.1. Acidos grasos en la etapa gestacional

Durante el embarazo, las madres experimentan cambios anatdmicos y metabdlicos
orientados a apoyar el crecimiento y desarrollo fetal [76]. De la misma manera, los
lipidos sufren modificaciones que dependen de la etapa gestacional a la que se refiera.
En el tercer trimestre, aumenta la movilizacién de acidos grasos desde las reservas
grasas a la circulacion materna [76] y los lipidos se acumulan rapidamente en el tejido
adiposo y el cerebro fetal [103]. El depdsito de grasas en el feto aumenta
exponencialmente con la edad gestacional, alcanzando su tasa maxima justo antes del
término [103]. En la presente tesis doctoral, se observd que la proporcion de acidos
grasos maternos cambidé durante el periodo de estudio, ocurriendo las principales
modificaciones a las 34 semanas de gestacion. De acuerdo a los resultados obtenidos,
se puede pensar que durante el Uultimo trimestre de gestacion se produce un

incremento de la movilizacién de los dcidos palmitico, palmitoleico, oleico y C20:3 n-9,
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lo cual coincide con los resultados descritos por Wadhwani et al. [233], salvo para el
C20:3 n-9 que no fue estudiado por ellos. Esto era de esperar, ya que en el organismo,
los lipidos son almacenados en el tejido adiposo, principalmente en las formas
saturadas, como el acido palmitico [4]. Adema3s, el acido palmitoleico ha sido vinculado
a la adiposidad corporal [62], y el acido oleico es un componente importante de los
fosfolipidos de las membranas cerebrales [234]. Por otra parte, el hecho que los AGPI-
CL n-3 no hayan variado significativamente sugiere que se requiere un aporte
constante durante el final del segundo trimestre y todo el tercer trimestre para
satisfacer las demandas fetales. Estos hallazgos también coinciden, para el EPA, con los
mencionados por los citados autores [233]. En contrapartida, los acidos grasos
esenciales (LA y ALA) disminuyeron al final del embarazo. El descenso de la proporcién
plasmadtica de LA coincididé con el aumento de los AGPI-CL n-6, salvo para el C20:2 n-6.
Esto concuerda con el hecho que, aparentemente, el feto posee una capacidad
limitada en la sintesis de AGPI-CL a partir de acidos grasos esenciales y que la placenta

carece de las enzimas D6D y D5D requeridas para su conversién [103].

Al comparar la cantidad relativa de acidos grasos entre embarazadas e hijos, se
observé un menor contenido plasmatico de acido palmitico en los recién nacidos que
en las madres, mientras que los AGS de cadena mas larga, C17:0, acido estearico y
C20:0, resultaron mds elevados. En relacidon a los AGMI, se encontré que tanto la
proporcién plasmatica de acido oleico como de C20:1 n-9 fue menor en los hijos que
en las madres, pero el acido palmitoleico tuvo el comportamiento opuesto. Los
resultados encontrados para los acidos palmitico [104], estedrico [233,235],
palmitoleico [233] y oleico [104,235] concuerdan con los hallazgos descritos

anteriormente por otros autores. Como se sabe, en comparacién con los AGPI, la
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transferencia placentaria de los AGS y AGMI es inferior [104], por lo que nuestros

hallazgos sustentan el concepto de una lipogénesis activa en el feto [236].

Al igual que en otros estudios, la cantidad relativa de AGE [104,233,235] y EPA [237]
fue menor en los hijos que en la madres, mientras que los acidos C20:3 n-6
[233,235,237], AA [233,235,237,238], C22:5 n-6 [235] y DHA [233,235] resultaron
mayores. Asimismo el acido C22:4 n-6 también era mayor en los hijos que en las
madres. Las evidencias sustentan que AA y DHA son fundamentales para el éptimo
desarrollo y funcionamiento del cerebro humano [239,240], y el C22:4 n-6 es un
componente estructural de los fosfolipidos cerebrales [234]. La placenta puede
responder a las demandas fetales a través de la regulacidon de la expresion de los
sistemas de transporte placentario para mantener su crecimiento [100]. A través de la
denominada biomagnificacion, es decir, la transferencia placentaria selectiva de AGPI-
CL [241], se asegura el aporte de éstos al feto. Por otra parte, la sintesis de dichos
acidos grasos por éste, debe ser tenida en cuenta como una contribucién a la alta
proporciéon de AA y DHA en el plasma fetal, ya que, estudios llevados a cabo con
isétopos estables han demostrado que los bebés humanos prematuros son capaces de
sintetizar tanto AA como DHA a partir de LA y ALA, a una edad en la que su desarrollo

todavia dependeria de la placenta [242].

Es un hecho conocido que, las personas obesas no gestantes tienen mayor cantidad
plasmatica de AGS que las normopeso [62,134], con mayor contenido de &acidos
miristico y palmitico [62], y éstos estan relacionados positivamente con la adiposidad
corporal [136]. No obstante, en este trabajo los resultados encontrados en el acido

miristico y C17:0 han sido opuestos a los mencionados. La proporcién de acidos grasos
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en el plasma materno refleja la ingesta, el metabolismo y las reservas corporales de
éstos [243]. Por un lado, la menor ingesta de dichos AGS puede repercutir en un
descenso de su concentracidon plasmatica. Por otra parte, se debe considerar que, el
embarazo comprende un periodo con una activa movilizacion de las reservas maternas
[76], dirigidas a atender las demandas fetales, lo cual también puede incidir en la
calidad de los acidos grasos plasmaticos. En cuanto al acido palmitico, los resultados de
la presente tesis concuerdan con las evidencias mencionadas en poblacién no
gestante, lo que desencadena cuestiones vinculadas a la salud fetal a largo plazo. Este
es un aspecto importante a considerar teniendo en cuenta que el acido palmitico esta
relacionado con una mayor adiposidad corporal [136] y que, justamente, el tercer
trimestre de embarazo es un periodo critico en el desarrollo del tejido adiposo fetal
[29]. Los primeros depdsitos de grasa tienen una elevada capacidad de diferenciacién y
proliferacién, lo cual puede contribuir a definir la posterior expansiéon del tejido
adiposo [26]. Una nutricién inadecuada durante este periodo causa adaptaciones
importantes, como cambios en las reservas lipidicas y alteraciones metabdlicas en el
feto, que determinan un incremento del riesgo de desarrollar sindrome metabdlico en
la vida adulta [27]. Asi, en ratas prefiadas, alimentadas con una dieta rica en grasas
saturadas, se observé hipertrigliceridemia e hiperleptinemia, tanto en las madres
como en el feto, sobreacumulacion de lipidos en el higado fetal, aumento de la
expresién placentaria de receptores de insulina y LPL y descenso de los receptores de

leptina [244].

En general, el interés en el estudio de los AGMI radica en su relaciéon con la menor
prevalencia de obesidad, diabetes tipo 2 y eventos cardiovasculares [140]. En el

presente trabajo, a las 34 semanas de gestacion se produjeron las mayores diferencias
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en la proporcion de AGMI entre las embarazadas del grupo control y las que
presentaban exceso de peso. Al igual que en adolescentes no gestantes [138], las
embarazadas obesas presentaron menor cantidad de acido oleico que las madres
normopeso o con sobrepeso. Ademads, se encontré una relaciéon inversa entre los
acidos oleico y C20:1 n-9 y el IMC pregestacional y al final de la gestacion. Esto sugiere
gue las diferencias observadas en la composicion plasmatica de AGMI en poblaciones
no gestantes se mantienen durante la gravidez, lo cual podria tener repercusiones a
corto y largo plazo en la salud fetal y materna. Se ha documentado que dichos acidos
grasos disminuyen la lipogénesis [107] y mejoran la sensibilidad a la insulina [143] y el
perfil lipidico [133,139]. Por otra parte, llama la atencion que, a las 34 semanas, las
madres obesas tuvieron un menor contenido plasmatico de acido palmitoleico, ya que,
en adultos no gestantes la relacién descrita entre éste y el IMC y la adiposidad
abdominal es directa [136]. En este mismo periodo, los valores del acido oleico y del
C20:1 n-9 de las madres con sobrepeso pasaron a ser inferiores al grupo control,
aunque al final de la gestacion volvieron a ser similares a los registrados para las

embarazadas normales.

Con respecto a los AGPI, se observd una mayor proporcion de C20:3 n-6 y AA en las
gestantes obesas y, en consecuencia, una relaciéon directa con el IMC corporal
pregestacional, que se mantuvo para el IMC observado al final del embarazo. Por su
parte, el C22:4 n-6 sélo se asocid con el IMC previo al embarazo. Esto coincide con el
hecho que los AGPI n-6 estan relacionados con el incremento de la adiposidad corporal
[145]. Se ha sugerido que el aumento en la ingesta de AGPI n-6, ocurrido en las ultimas
décadas, puede ser un factor importante en la actual epidemia de obesidad [112]. Por

otra parte, resulta interesante que, las diferencias encontradas en la proporcién de
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dichos acidos grasos, entre los grupos de madres, tendieron a desaparecer en el tercer
trimestre, siendo nulas al final de la gestacién. Esto indicaria que en los periodos en
gue ocurre el mayor depdsito de acidos grasos en el feto [103], la cantidad relativa de
AGPl n-6 en plasma materno se equipara independientemente de su estado
nutricional, lo cual se refleja en la composicién plasmatica de acidos grasos de los

hijos, ya que no se observaron diferencias a pesar del estado nutricional de las madres.

Aparentemente, de acuerdo a los hallazgos realizados en esta tesis doctoral, el estado
nutricional de las madres previo al embarazo podria incidir sobre la proporcidn
plasmatica de acidos grasos durante el final del segundo trimestre y el tercer trimestre
de gestacidn, en especial entre las 24 y 34 semanas, y, a su vez, el contenido de éstos

estaria vinculado con el IMC que tendran las madres al final del embarazo.

Resulta interesante que, en contraste con los hallazgos en plasma materno, la
composicion plasmatica de AGPI n-6 fue diferente entre los hijos de madres con
sobrepeso y el grupo control. Aquellos con cadena mas larga, es decir, C22:4 n-6 y
C22:5 n-6, resultaron mdas elevados en los hijos de madres con sobrepeso. Sin
embargo, en las madres, el contenido plasmatico de estos acidos grasos fue igual en
los tres grupos. El hecho que existan diferencias entre los hijos, a pesar de que las
madres presentan la misma proporcién de los acidos grasos, sugiere que la placenta
podria jugar un papel importante en tal cuestion. Como se sabe, el exceso de peso
afecta funciones placentarias como la expresion génica de las proteinas
transportadoras de acidos grasos [245,246]. También se ha demostrado que puede

repercutir en la captacidn de los acidos oleico y AA [245]. No obstante, se esperaria
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que los resultados encontrados, en la presente tesis, se dieran también en los hijos de

madres obesas.

Estudios efectuados en modelos animales han permitido establecer que los AGPI n-3
pueden afectar la composicién corporal, disminuyendo la masa grasa [247], lo cual
también ha sido descrito en humanos [133]. En adolescentes, se ha mostrado que
aquellos que poseen sobrepeso tienen una menor concentracién plasmatica de DHA y
de AGPI n-3 totales que los normopeso [134]. En concordancia con los hallazgos
mencionados, en la presente investigaciéon, se encontré que las madres obesas
presentaban menor cantidad de ALA, EPA y C22:5 n-3 a las 24 semanas de gestacidn.
No obstante, en el tercer trimestre de embarazo, tales diferencias sélo se mantuvieron
para el acido a-linolénico. En los hijos de mujeres obesas, se observdé una menor
proporcidon plasmatica de EPA, a pesar de que en las madres el contenido fue igual
para los tres grupos de estado nutricional. Las evidencias existentes en relacidon a este
acido graso sugieren que los resultados encontrados podrian ser perjudiciales a largo
plazo. Como ya se ha mencionado, la vida fetal constituye un periodo critico para el
desarrollo del tejido adiposo [26]. Asi, la concentracién plasmatica de EPA+DHA en
corddn umbilical se ha relacionado con menor adiposidad y riesgo de obesidad durante
la infancia [128]. En ratas, se ha observado que una dieta rica en EPA y DHA y baja en
LA aumenta la concentracidon de neuropéptidos hipotalamicos anorexigénicos [118].
Consistente con esto, se ha descrito que la deficiencia de AGPI n-3, acompanado de un
elevado aporte de LA durante la gestacidon, es importante en el desarrollo de la

sefializacion del apetito [119].
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La comparacion de la proporcion plasmatica de dacidos grasos entre grupos de
gestantes ha permitido establecer que, las madres obesas poseen una composicion
plasmatica de acidos grasos que se podria considerar desfavorable para la salud

materna y fetal.

Con respecto a la ganancia de peso materna, sélo se ha encontrado una publicacién
referente a la relacion de los acidos grasos plasmaticos con el incremento de peso
durante el embarazo, la cual estudia el primer y segundo trimestre de gestacidon [248].
No obstante, comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con aquellos de
estudios efectuados en poblaciones con diferente estado fisioldgico al embarazo, se
considera erréneo, ya que, en este caso, el incremento de peso no es utilizado para
estimar variaciones de la adiposidad. Otra dificultad encontrada, al momento de
interpretar los resultados, es que dicho parametro antropométrico proporciona una
informacién global que no discrimina entre sus componentes. Como se sabe, alrededor
del 25 al 30% del aumento de peso de las gestantes se debe al feto, el 30 al 40% a los
tejidos reproductores, la placenta, el liquido corporal y la sangre, y alrededor del 30%

restante esta constituido por los depdsitos de grasa maternos [5].

El incremento de peso durante la gestacién puede tener repercusiones en la salud
inmediata y futura de la madre y el hijo [72]. Se ha documentado que un aumento
ponderal excesivo durante la gravidez y el fracaso en la pérdida de peso después del
embarazo son importantes predictores de la obesidad a largo plazo en las madres [78].
Por otra parte, la macrosomia [52,72] y los recién nacidos GEG [72,249] son
complicaciones frecuentes en las gestantes con elevada ganancia de peso, mientras

gue, si el aumento es inferior al recomendado, se asocia con el riesgo de tener hijos
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PEG [249]. Asimismo, un incremento de peso alto se ha relacionado con un mayor IMC
de los hijos en la infancia, independientemente del peso al nacer [250]. En el presente
trabajo, al clasificar a las embarazadas de acuerdo a las recomendaciones de ganancia
de peso del IOM, se observd que aquellas que tuvieron un aumento ponderal excesivo
presentaron una mayor proporcién plasmatica de acido estedrico que los grupos
control y de incremento de peso insuficiente, y una cantidad elevada de C20:3 n-6 en
comparacion con aquellas que experimentaron una ganancia inferior a Ia
recomendada. Por otra parte, se constatd una relacién directa entre los acidos
palmitoleico, C20:3 n-9, C20:2 n-6 y C20:3 n-6 y el aumento ponderal. Estos hallazgos
eran de esperar, ya que, como se menciond anteriormente, el incremento de las
reservas de grasa es uno de los componentes principales de la ganancia de peso
materna [5], y los dcidos palmitoleico [62,136] y estearico [138] estan relacionados con
el aumento de la adiposidad corporal. Ademas, los AGPI n-6 también estan vinculados

con la grasa corporal [138] y son considerados proadipogénicos y prolipogénicos [112].

Con respecto a los hijos, se observé que el aumento de peso de las madres se asocid
positivamente con el contenido relativo plasmatico de los acidos C20:3 n-9, C20:2 n-6,
C22:5 n-3 y DHA de los recién nacidos, y negativamente con el dcido palmitico y ALA.
Ademas, las gestantes con un incremento ponderal insuficiente tuvieron hijos con una
menor proporcion de C22:5 n-6. Esto sugiere que, el incremento de peso de las
embarazadas podria afectar la composicién plasmatica de acidos grasos del feto, lo
cual es muy importante, teniendo en cuenta que el aporte de los mismo durante la
vida intrauterina influye sobre su acumulacidon y calidad en los tejidos fetales,
incluyendo el cerebro, y puede contribuir a una programacion metabdlica [25]. Por

ejemplo, la exposicidén al exceso de AGPI n-6 en la etapa prenatal puede predisponer a
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la acumulaciéon elevada de grasa corporal a largo plazo, ya que, aparentemente,

promueven la formacién de células adiposas a edades tempranas [113].

Con respecto a los resultados del embarazo, se observd que la proporcion de AGS en
plasma materno se relacioné negativamente con los indicadores antropométricos de
los hijos. El acido miristico se asocid con el peso al nacer y el perimetro cefalico, y el
acido palmitico sélo con este ultimo, mientras que el dcido estearico lo hizo con el
peso y la longitud de los recién nacidos. Esto sugiere que los AGS podrian estar
vinculados a un menor crecimiento durante la vida intrauterina. En nuestro
conocimiento, hasta el momento, las referencias bibliograficas sobre la relacién de los
AGS con los indicadores antropométricos de crecimiento fetal son escasas. En
concordancia con nuestros hallazgos, en un estudio en el que se compard la
composicién de acidos grasos de nifios AEG con pretérmino y PEG los autores
observaron una mayor cantidad relativa de acido laurico en los recién nacidos PEG que
en los AEG, aunque la proporcion de acido estearico fue menor [251]. Por otra parte,
en esta tesis, se encontré que los recién nacidos macrosémicos presentaban una
menor proporcion de acido estedrico que los neonatos con peso normal. Como se
sabe, la macrosomia es una complicacion frecuente en las embarazadas obesas y/o
con ganancia ponderal excesiva [43,52], y los nifilos macrosémicos presentan mayor
riesgo de desarrollar sindrome metabdlico en la vida adulta [51]. Actualmente, se ha
planteado que el dcido estearico podria tener propiedades diferentes a los demas AGS,
debido a que es particularmente sensible a la SCD-1 del higado, que desatura AGS a
AGMI [107]. Esto sugiere que dicho acido graso podria ser beneficioso para la salud

fetal y, en consecuencia, para la posterior vida adulta del individuo.
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Con respecto a los AGPI, se observo que la cantidad relativa de LA en plasma materno
se relaciond directamente con el peso, la longitud y el perimetro cefalico de los hijos al
nacer, mientras que en los nifios se constatd una asociacidn negativa entre los acidos
C20:2 n-6 y el peso. Los AGPI n-6 son considerados indispensables para el crecimiento
y desarrollo fetal, aunque no se ha podido establecer si el perfil individual de éstos en
madres e hijos o en cualquiera de los dos esta relacionado con el crecimiento fetal
[252]. Las evidencias actuales sobre la relacion de éstos con el crecimiento intrauterino
son controvertidas. Por un lado, los estudios coinciden en que la proporcién de C20:3
n-6 materno y/o fetal se relaciona positivamente con el peso al nacer [124,251,253].
Por otra parte, establecen que los nifios GEG tienen una mayor concentracion de C22:5
n-6 [253], que los neonatos PEG presentan una menor proporcion de C18:3 n-6 [251] y
que la concentracion materna de AGPI n-6 se relaciona positivamente con el peso y la
longitud al nacer [132]. Con respecto al AA, se han descrito tanto relaciones positivas
[251] como negativas [124,253] con el peso al nacer, y se lo ha vinculado con una

mayor longitud de los recién nacidos [132].

La relacién constatada entre el acido linoleico y el peso de los recién nacidos era de
esperar dada la probable vinculacién de los AGPI n-6 con la actual epidemia de
obesidad [112]. Se ha planteado que el AA puede promover la diferenciacién de
preadipocitos en el tejido adiposo [125]. El acido linoleico ha sido relacionado con el
aumento en la expresion de genes lipogénicos, de la masa grasa y con un mayor
tamafio y nUmero en los adipocitos [126,127]. La exposicidon a AGPI n-6, durante los
periodos criticos del desarrollo del tejido adiposo, podria resultar en un aumento

permanente de su nimero y en la propensién a la acumulaciéon de masa grasa [112].
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Asi, se ha constatado que una mayor concentraciéon de AA se asocia con una mayor

adiposidad en los hijos a los 3 afios de edad [128].

En general, se sugiere que el incremento de la ingesta de AGPI-Cl n-3 puede causar un
mayor peso al nacer [124,132,254]. Sin embargo, en la presente tesis, se ha observado
que el contenido plasmatico del dcido C22:5 n-3 se relaciond inversamente con el peso
de los recién nacidos. Similarmente, se ha mostrado que la concentracion de C22:5 n-3
y DHA es mayor en los recién nacidos de menor tamano [253]. En un estudio realizado
en 2109 embarazadas, se observd que la ingesta de EPA y DHA se relaciond en forma
inversa con el peso al nacer en los tres trimestres de embarazo [255]. En otro estudio
efectuado en 730 madres e hijos, se encontré una asociacién negativa entre la
concentracion de DHA en los fosfolipidos plasmaticos y eritrocitos de cordén umbilical
y dicho pardmetro antropométrico [256]. Incluso, se ha constatado una relacion
inversa entre DHA y AGPI n-3 totales y la longitud femoral fetal [257]. Ademads, en una
revision reciente, se ha planteado que es imposible establecer conclusiones sobre el
efecto de la suplementacién con AGPI n-3 sobre el crecimiento fetal, dada la diversidad
de resultados [144]. Por otra parte, se debe considerar que el mayor peso al nacer
puede ser consecuencia del alargamiento de la gestacién [257] y no necesariamente
del incremento de dichos lipidos. La duracidn del embarazo estd relacionada tanto con
el peso al nacer como con la concentracién de AGPI de los recién nacidos [254,258],
por lo que, no emplear la edad gestacional para ajustar el analisis de los resultados

puede conducir a la confusién en las asociaciones estudiadas.
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2.2. Limitaciones del estudio

En el proyecto PREOBE la principal limitacidn fue el reducido nimero de individuos con
gue se conto para realizar el andlisis estadistico de los acidos grasos en los grupos de
exceso de peso, mujeres embarazadas con sobrepeso (n=40) y obesidad (n=36), y
especialmente en los hijos (grupo sobrepeso, n=40; grupo obesidad, n=33). Dicho
factor no permitié establecer las diferencias en la composicién plasmatica de acidos
grasos en madres o hijos entre los grupos con sobrepeso u obesidad y el control en
relacidn al tipo de incremento ponderal de las madres (ganancia de peso insuficiente,
recomendada y excesiva; plasma materno, n=38/29/21 respectivamente; plasma hijos,
n=31/22/10, respectivamente) y la macrosomia de los recién nacidos (plasma materno,

n=5; plasma hijos, n=4).

Por otra parte, la escasa bibliografia existente sobre la composicion plasmatica en
acidos grasos saturados y monoinsaturados en embarazadas y neonatos constituyé
una dificultad importante, debido a la falta de referencias con las que poder comparar

los resultados obtenidos en la presente tesis.
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3. ADOLESCENCIA

3.1. Acidos grasos en la adolescencia

Durante la intervencidn propuesta, se ha observado una alteracion de la composicidon
plasmatica de acidos grasos de la poblacion estudiada, que concuerda con cambios
considerados beneficiosos para el tratamiento y/o prevencion de la obesidad y
patologias asociadas. Se produjo el descenso de los dcidos miristico y estearico, lo cual
es un efecto deseable, teniendo en cuenta que los AGS conducen al desarrollo de
obesidad y preservan la masa grasa incluso después de la pérdida de peso [259]. El
aumento logrado de AGMI totales, acido oleico y C20:1 n-9 es de gran relevancia para
los objetivos del estudio, dada la implicacion de este grupo de dacidos grasos en el
descenso de la prevalencia de obesidad y patologias asociadas [140]. Por su parte, los
AGPI n-6, salvo el AA, disminuyeron y los AGPI n-3, especificamente EPA y DHA,
aumentaron, lo que se refleja en la reduccién de la relacién AGPI n-6/n-3. Dichos
cambios resultan beneficiosos para la poblacién, ya que LA esta relacionado con el
desarrollo de obesidad [145] y los AGPI n-3 han sido vinculados al descenso de factores

de riesgo de ECV [107].

La recuperacion de los valores basales de los acidos grasos, miristico, C20:2 n-6, C22:5
n-6, AGPl n-3 totales, EPA y DHA, y de la actividad enzimdtica estimada de D5D,
ocurrida en la fase extensiva de la intervencion, lleva a pensar que la menor frecuencia
de los controles ha conducido a un menor cumplimiento de la terapia, con la

consecuente tendencia a la restauracidon de los habitos alimentarios tradicionales.
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Recientemente, se ha puesto de manifiesto que la sintesis enddgena de acidos grasos
es crucial para el metabolismo energético y la sensibilidad a la insulina [95]. Sin
embargo, en nuestro conocimiento, hasta el momento no se ha investigado los
cambios sufridos por la actividad enzimatica estimada durante un tratamiento de
pérdida de peso. Justamente, en el presente estudio, se ha indagado sobre el tema,
observandose una disminucién de la actividad de Elovle y D6D, asi como un
incremento del indice de SCD-18 y D5D. Esto estaria indicando un descenso de la
biosintesis de acido estedrico y acido y-linolénico (C18:3 n-6), y el incremento de la
formacion de acido oleico y AA. No obstante, los resultados deben ser interpretados
de forma cautelosa, dado que el uso de la relacidn de acidos grasos producto/sustrato
como estimacion de la actividad enzimatica puede reflejar el metabolismo de los

acidos grasos pero también puede ser afectado por la ingesta de los mismos.

Los cambios ocurridos en la composicion corporal de los adolescentes se han
relacionado con la disminucién de la proporcién plasmatica de AGS y AGPI n-6, asi

como al aumento de AGMI.

En funcién de las evidencias existentes, se ha postulado a los AGS como obesogénicos
[259]. En un estudio previo efectuado por nuestro grupo de investigacion en adultos
con riesgo elevado de desarrollar ECV, se ha observado que, los acidos miristico y
palmitico se relacionan positivamente con el IMC y la adiposidad abdominal [136].
Ademads, se ha indicado que los adolescentes con sobrepeso tienen una mayor
concentracidn plasmatica de AGS [62,134]. La ingesta de dietas ricas en dichos acidos
grasos desencadena lipogénesis de novo [107], hiperplasia e hipertrofia de los

adipocitos [6] y reduce la oxidacion postprandial de lipidos y el gasto energético diario
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[260], afectando la adiposidad corporal. En concordancia con esto, en esta tesis, la
reduccion del porcentaje de masa grasa y el aumento de la MLG se asociaron al

descenso del acido miristico.

Estudios transversales y longitudinales han permitido establecer que, las dietas de tipo
mediterraneo ejercen un efecto favorable sobre el mantenimiento del peso corporal
[261]. El elevado consumo de acido oleico ha sido relacionado con una menor
prevalencia de obesidad [140]. Se ha demostrado que, los AGMI disminuyen la
lipogénesis por medio del aumento de la oxidacion de acidos grasos [107] y que estan
relacionados con una mayor pérdida de peso corporal y masa grasa [141]. La diferente
estructura quimica de los acidos grasos determina el grado de oxidacion de los
mismos. Asi, los AGMI incrementan la termogénesis inducida por la dieta, lo cual se
traduce en cambios en el peso y la composicidn corporal [261]. La relacion confirmada,
en el presente trabajo, entre la reduccidn del peso, IMC, masa grasa absoluta e IMG y
el aumento de los AGMI totales y dcido oleico, sugiere que dichos acidos grasos

podrian influir sobre la reduccidn de la adiposidad general.

Si bien, estudios efectuados en animales han mostrado que los AGPIl n-3 tienen
actividad antiadipogénica [247], en la presente investigacion no se ha encontrado
asociacién entre el aumento de dichos acidos grasos y los cambios ocurridos en los
indicadores antropomeétricos de adiposidad general y abdominal. Estos resultados
concuerdan con los indicados por DeFina et al. [262], donde la suplementacién con
AGPI-CL n-3 de adultos con exceso de peso durante una intervencién, consistente en
dieta y ejercicio, no produjo diferencias significativas en la pérdida de peso, ni en el

descenso de IMC, perimetro de la cintura o masa grasa. Asimismo, en una revisiéon
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efectuada recientemente, se plantea que no existen evidencias concluyentes para

evaluar el efecto de éstos sobre el peso corporal [144].

La reduccion plasmatica de los AGPI n-6 totales y LA se asocidé con el descenso del peso
corporal, masa grasa absoluta e IMG. Asimismo, los primeros se relacionaron con la
disminucién del IMC. Este es un hallazgo esperado, dado que existen evidencias que
sustentan la hipdtesis de que los AGPI n-6 tienen propiedades proadipogénicas y
prolipogénicas [112]. Estudios en animales han permitido establecer que Ia
alimentaciéon humana actual, rica en LA, aumenta el contenido de AA en los tejidos y
subsecuentemente eleva los endocannabinoides [145], asi como incrementa la
expresion de genes lipogénicos [263], dando como resultado el desarrollo de obesidad.
Ademas, se ha comprobado que, reduciendo el aporte de LA se logra contrarrestar el

efecto obesogénico ejercido por el mismo [145].

A través de estudios realizados en ratones modificados genéticamente, se ha
establecido que las enzimas involucradas en la lipogénesis de novo y la sintesis de
AGMI juegan un papel importante en el control del metabolismo, expresion génica y
en el desarrollo y expresién de obesidad [149]. Si bien, investigaciones realizadas en
modelos animales muestran que la inhibicién de SCD-1 protege contra las dietas que
inducen obesidad [151], en el presente estudio, al igual que los resultados descritos
por otros autores en adultos [153] y nifios [264], se observd una relacidn inversa entre
el aumento de la actividad estimada de SCD-18 y el cambio de IMC. La asociacién
constatada también se encontrd para peso, masa grasa absoluta e IMG. Una posible

interpretacion de tal hallazgo es que, el incremento de la actividad de SCD-18, es decir,
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el aumento de la biosintesis de acido oleico, podria contribuir al descenso de la

adiposidad general.

Elovl6 es una enzima cuya actividad lipogénica ha sido identificada recientemente
[265]. Las evidencias existentes hasta el momento, sobre la misma, son escasas,
provienen de ensayos en animales y se centran en el estudio de la sensibilidad a la
insulina [95]. En ratones a los que se indujo obesidad y hepatoesteatosis severa, se
observé que la deficiencia de dicha enzima protege contra la insulinorresistencia a
pesar de mantenerse ambas afecciones [266]. Se plantea que, la hepatoesteatosis y la
obesidad se mantienen debido a la supresion, tanto de la sintesis, como de la
degradacion de acidos grasos [95]. Ademas, se ha mostrado que la restriccion crénica
de alimentos aumenta la expresién de los genes de Elovl6, pudiendo favorecer el
almacenamiento de grasa al culminar ésta [267]. No obstante, en el presente estudio,
el descenso de la actividad estimada de Elovl6 se relacioné con la reduccion del peso
corporal. Uno de los factores que pudo incidir en el comportamiento de esta enzima es
el aumento de SCD-18, dado que la deficiencia de SCD-1 estimula la actividad de
Elovl6, lo que plantea que los AGMI podrian ofrecer un control de retroalimentacion
negativa sobre la expresién de esta ultima [268]. Ademas, EPA y DHA causan una
profunda supresion de la expresion de Elovl6 [265], los cuales, justamente, han

aumentado durante el tratamiento.

Como era de esperar, dadas las relaciones analizadas anteriormente, los cambios
ocurridos en los acidos grasos miristico, oleico, LA, AGMI y AGPIl n-6 totales, se
asociaron con una mayor pérdida de peso corporal en los adolescentes. Resulta

interesante que a pesar de no haber encontrado relacién entre los acidos grasos C15:0,

192



V. DISCUSION

estedrico o y-linolénico y los indicadores antropométricos de adiposidad general, éstos
se asociaron al grado de pérdida de peso. Las relaciones encontradas y los
antecedentes bibliograficos mencionados, sugieren que la menor reduccion de peso

ocurrida en los adolescentes podria estar vinculada al incremento del C15:0.

Asimismo, al comparar los grupos de PDE-IMC, se observé que la mayor pérdida de
peso, lograda con el tratamiento, estd relacionada con una mayor reduccién del acido

miristico, y-linolénico y D6D.

Por otra parte, al analizar en forma independiente los cambios ocurridos dentro de
cada grupo de PDE-IMC, entre las condiciones basales y finales (6 meses), se encontrd
gue la mayor pérdida de peso sufrida por los adolescentes estd vinculada con la
reduccion del acido estearico, LA, y-linolénico, AGPI n-6 totales y de la actividad
enzimatica estimada de Elovl6 y D6D, asi como por el aumento del dcido oleico, AGMI

totales y de la actividad estimada de SCD-18 y D5D.

Si bien, no se ha encontrado antecedentes bibliograficos sobre la relacién de los acidos
grasos con el grado de pérdida de peso, los resultados obtenidos concuerdan con las
evidencias existentes hasta el momento, referentes al papel obesogénico de los AGS

[259] y AGPI n-6 [145], asi como a la accion antiobesidad de los AGMI [141].

Estos hallazgos sugieren que la modificacién de la calidad de los acidos grasos de la
dieta podria contribuir al cumplimiento de los objetivos en tratamientos de

adelgazamiento dirigidos a adolescentes.

Al igual que en la etapa adulta, la obesidad en la adolescencia esta vinculada con la

dislipemia [2,269], la cual constituye un factor de riesgo de ECV [57]. Los AGS han sido
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asociados a alteraciones del perfil lipidico que resultan deletéreas para la salud [107].
Se ha constatado que, el acido miristico esta relacionado positivamente con la
concentracidon de TAG [136] y la colesterolemia [133,270]. Consistente con dichos
antecedentes, en el presente estudio, los cambios de colesterol y TAG se asociaron con
el descenso del acido miristico. Por otra parte, si bien otros autores no han encontrado
relacion entre los AGS y las apolipoproteinas A o B [133], en este trabajo, se ha

observado que la reduccidn del dcido miristico se asocié con el descenso de apo B.

Las evidencias actuales referentes a la accion de los AGMI sobre el perfil lipidico son
controvertidas. En un metaanalisis referente al efecto de los AGMI sobre factores de
riesgo de ECV, no se ha constatado diferencias en los cambios de concentracion de
LDL, HDL o TAG entre dietas ricas o pobres en dichos acidos grasos [141]. Aunque,
otros autores han establecido que las dietas elevadas en AGMI disminuyen las LDL
[139] e incrementan las HDL [133]. En la poblaciéon objeto del presente trabajo, el
aumento de los AGMI totales se asocid con el descenso de LDL, sin encontrarse

relacion con HDL o TAG.

De forma similar a estudios efectuados en adultos [136], se ha observado que la
reduccion de LA plasmatico se asocié con la disminucién de HDL, LDL y se relaciond
inversamente con los TAG. Asimismo, dicho acido graso se asocid con la concentracién
de apo Al. Sin embargo, en el dcido y-linolénico, la relacién encontrada con los TAG
fue directa, lo cual ha sido constatado por otros autores en adolescentes [138]. Estos
autores también han observado un comportamiento opuesto entre LA y el acido y-
linolénico en lo que a TAG se refiere. A dichos resultados se les debe sumar una

relacion también positiva con la concentracion de apo Al, apo B y colesterol total. De
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estos hallazgos se deduce que los AGPI n-6 podrian comportarse de manera diferente
dependiendo del parametro de estudio, por lo que se deberia actuar con suma cautela
a la hora de establecer pautas de alimentacién o restricciones dietéticas vinculadas a

éstos.

Existen evidencias de que el aumento de la ingesta de AGPI n-6 puede afectar la
composicion de las membranas celulares y la sensibilidad a la insulina [271]. El aporte
de una dieta rica en AGPI n-6 con una relacidon n-6/n-3 elevada a individuos adultos
sanos durante 6 semanas, produjo una disminuciéon del contenido de AGPI n-3 y de
DHA en las membranas plaguetarias, asi como un aumento en la relacién AGPI n-6/n-3.
Ademas, los autores indicaron un incremento de la concentracién de insulina y de la
insulinorresistencia. Asi, en nuestro estudio, el descenso de LA a los 6 meses de
tratamiento, se relaciond con la reduccidn tanto de la insulinemia como de la glicemia.
Por otra parte, la disminucién de los AGPI n-6 totales se asocié con el descenso de la
concentracidn de insulina en ayunas. Esto sugiere que la reduccion de los AGPI n-6 en
la dieta de adolescentes con sobrepeso, podria contribuir a la prevencion de
desérdenes asociados a la hiperinsulinemia e insulinorresistencia, como la intolerancia

a la glucosa y la diabetes tipo 2.

Con respecto a las enzimas, la actividad estimada de D5D ha sido relacionada
inversamente con la colesterolemia en individuos adultos [136] y con la concentracidn
de PCR en nifios [264]. En cambio, el indice de D6D lo ha hecho en forma directa con la
trigliceridemia [136]. Dichas asociaciones han sido constatadas en la presente tesis
doctoral. Asimismo, se observé que la disminucidn de la actividad de D6D también se

relaciond positivamente con los cambios de colesterol. Esto sugiere que las
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alteraciones ocurridas en la actividad enzimatica estimada durante el tratamiento

podrian ser beneficiosas para el perfil cardiometabdlico de los adolescentes.

3.2. Vitaminas liposolubles antioxidantes y carotenoides en la
adolescencia

Debido a la fuerte relacion existente entre exceso de peso y diabetes, dislipidemia o

ECV [57,58], actualmente la epidemia de obesidad infantil se ha convertido en un

problema importante de salud publica. Por ello, resulta crucial su estudio para poder

establecer metas nutricionales que permitan prevenir y tratar la obesidad en etapas

tempranas de la vida.

Los parametros bioquimicos seleccionados en este trabajo, asi como la tension arterial,
generalmente estan elevados en nifios obesos [2,58,269] y se relacionan con ECV
[2,269]. Se sospecha que dichos parametros podrian ser modulados por la accion de
vitaminas antioxidantes y carotenoides [163,190]. Por esta razon, se considera
relevante analizar las asociaciones existentes entre los cambios en esos parametros,
los indicadores antropométricos de adiposidad y la concentracion de dichos

antioxidantes.

Teniendo en cuenta que vitaminas liposolubles y carotenoides son transportados por
lipoproteinas [156,158,177] y dada la relacidn detectada en el presente estudio entre
los lipidos plasmaticos y los cambios en la concentracion de éstos, las asociaciones de
a-tocoferol, retinol, B-caroteno y licopeno con los pardmetros clinicos y bioquimicos

fueron analizados usando su concentracion corregida por lipidos.
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En relacion a los indicadores antropométricos de obesidad, se obtuvieron resultados
interesantes para retinol y a-tocoferol. De acuerdo con los modelos de regresidon
lineal, cuando la concentracion de retinol CL cambid significativamente, se observd
una relacién inversa entre retinol plasmatico CL y los cambios de peso, IMC y PDE-IMC,
incluso después de ajustar por edad, sexo, PDE-IMC y estadios de Tanner basales
(Tabla 20). Ademas, los cambios de retinol CL se asociaron inversa e
independientemente también con los cambios en IMG a los 6 meses de tratamiento.
Estas interacciones eran de esperar, dado que se ha establecido que la vitamina A
regula las reservas de grasa corporal a través de los derivados de retinoides
metabdlicamente activos. El rol de la vitamina A en la adipogénesis ha sido
profundamente investigado debido a su abundante presencia en tejido adiposo [10].
Diversos estudios in vitro e in vivo han indicado que el tratamiento con acido retinoico
puede mejorar la sensibilidad a la insulina, inhibir la adipogenesis, estimular la lipdlisis
y aumentar la oxidacién de acidos grasos [10,168], conduciendo a pérdida de peso.
También se ha indicado que el acido retinoico tiene accién gendmica, regulando el
balance energético [10,168,170], asi como efectos no gendmicos, activando genes

involucrados en la homeostasis de los lipidos y la respuesta a la insulina [168,170].

En linea con otros estudios [61], se ha encontrado una relaciéon negativa entre a-
tocoferol, peso y masa grasa. Asimismo, el aumento de la concentracién CL de a-
tocoferol se asocié en forma independiente con el descenso de peso, IMC, PDE-IMC,
masa grasa e IMG y el aumento de MLG, al final de la intervencidon. Como se sabe, la
vitamina E tiene una fuerte capacidad antioxidante [156,163,179]. La elevada
oxidacion de proteinas y peroxidacion lipidica encontradas en adolescentes obesos

[65,272] puede inducir la produccién de eicosanoides inflamatorios y citocinas [163], lo
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cual sugiere que la mejora de la concentracién de a-tocoferol puede constituir un
enfoque antiinflamatorio atil. Ademas, recientemente se ha descubierto el papel de la
vitamina E como regulador de la actividad enzimatica y génica [158]. Asi, el a-tocoferol
puede modular genes con una funcién importante en las sefiales endocrinas,

especificamente en el metabolismo de la glucosa y de los lipidos [158,159].

Los cambios ocurridos en la adiposidad central y general, en el perfil de los marcadores
de riesgo cardiometabdlico, en las vitaminas antioxidantes liposolubles y carotenoides
en relacion a la reduccién de PDE-IMC, fueron analizados con el fin de establecer si los
parametros seleccionados estdn relacionados con el grado de pérdida de peso. En
estudios previos, se ha observado que sélo aquellos nifios y adolescentes que
experimentan un descenso de PDE-IMC > 0.5 presentan una mejora en el perfil de
factores de riesgo de ECV y en el espesor intima-media [273], que es un marcador
precoz de aterosclerosis. Del mismo modo, hemos encontrado que la reduccion de
glucosa y tensidn arterial sistdlica sdlo ocurrid en este grupo. Sin embargo, se observo
una reduccion en los lipidos plasmaticos proaterogénicos, insulina en ayunas y TAD
también en el grupo descenso PDE-IMC 0.25-0.5. Los indicadores antropométricos de
adiposidad general decrecieron en los grupos descenso PDE-IMC 0.25-0.5 y descenso
PDE-IMC > 0.5. El perimetro de la cintura disminuyé en los tres grupos de pérdida de
peso. Cabe destacar que, PCR sufrié una reduccion significativa en los grupos de mayor
y menor pérdida de peso. Esto sugiere que los indicadores de adiposidad,
especialmente los de adiposidad central, TAD, insulina, PCR vy los lipidos
proaterogénicos estdan mas influidos por la pérdida de peso que tensién arterial
sistélica, glucosa y apo B. Ademas, como se esperaba, los cambios en los pardmetros

clinicos y bioquimicos fueron proporcionales al grado de pérdida de peso, ocurriendo

198



V. DISCUSION

en el grupo descenso PDE-IMC > 0.5 los mayores cambios y en el grupo descenso PDE-
IMC 0.25-0.5 los menores. Estos hallazgos podrian ser Gtiles para establecer metas de

pérdida de peso en adolescentes obesos con o sin desérdenes asociados.

Por otra parte, resulta interesante que las pérdidas de peso mayores o iguales a 0.25
de PDE-IMC se relacionaron a un incremento en la concentracidon de a-tocoferol CL, y
que las pérdidas de peso mayores a 0.5 se asociaron con un aumento en la
concentracién de B-caroteno CL. Asimismo, se ha observado que los cambios en retinol
CL fueron diferentes en los grupos extremos, dado que la mayor concentracién de
retinol CL se observé en el grupo que ha alcanzado la pérdida de peso mas grande. Al
igual que para los acidos grasos, en nuestro conocimiento, hasta la fecha no hay
referencias con las cuales poder comparar los resultados encontrados sobre la
asociacion del grado de pérdida de peso y la concentracidn de vitaminas antioxidantes.
No obstante, los hallazgos mencionados concuerdan con los antecedentes existentes,
que establecen que la vitamina A [168], B-caroteno [181] y a-tocoferol [158]
desempefian un papel importante en la regulacién de las reservas de grasa corporal,

por medio de su accién gendmica, actividad antioxidante y antiinflamatoria.

La reduccion de la adiposidad, los parametros bioquimicos y la tension arterial
observada en nuestra poblacion esta en linea con otros estudios efectuados en nifios
[87], mostrando que la pérdida de peso, determinada a través del descenso del IMC o
PDE-IMC, conduce a una mejora del perfil de los factores de riesgo de ECV. Estos
resultados son de gran importancia, ya que se ha demostrado que la aterosclerosis
comienza en la infancia [274], por lo tanto, los cambios observados en el perfil

cardiometabdlico de los adolescentes del presente estudio podrian prevenir o retrasar

199



V. DISCUSION

el comienzo de las ECV asociadas con la obesidad en la edad adulta. Con respecto a la
composiciéon corporal, se ha descrito que los tratamientos de adelgazamiento que
incluyen dieta y ejercicio son mas efectivos en el mantenimiento de la masa libre de
grasa y logran una mayor pérdida adiposa [67]. En este sentido, en el presente trabajo
se ha observado un incremento significativo de MLG y una reduccion significativa de la

masa grasa después de aplicar el citado programa.

En estudios previos se ha indicado que los nifios obesos tienen mayor concentracion
de lipidos [21,61,65] y peroxidacion lipidica [65] que los normopeso. Vitaminas
antioxidantes y carotenoides reducen la peroxidacién lipidica y mejoran la resistencia a
la oxidacion de las LDL [176,177]. A su vez, hay evidencias de que la concentracion de
B-caroteno [61] y a-tocoferol [20,61,65], tanto ajustada como sin ajustar por lipidos, es
menor en nifios obesos. La relaciéon negativa, confirmada en este estudio, entre los
cambios en la concentraciéon de lipidos y los cambios en a-tocoferol, retinol y B-
caroteno, ajustados por lipidos, sugiere que el incremento de vitaminas antioxidantes
y carotenoides en plasma podria proteger a adolescentes con exceso de peso contra el

estrés oxidativo.

Como ocurrié con las HDL, apo Al disminuyd a los 2 meses de tratamiento pero
aumentdé nuevamente al final del mismo. Este fue un comportamiento esperado, ya
gue apo Al es el principal componente de las HDL [275]. De acuerdo con otros
estudios en que adultos [276] y adolescentes [277] obesos fueron sometidos a
diferentes regimenes dietéticos, en el presente estudio se encontré que las HDL
disminuyeron en la primera etapa del tratamiento. La subsecuente recuperacién de

ambos parametros al final del programa fue esencial, dado que éstos juegan un papel
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importante removiendo el exceso de colesterol de los tejidos, ejerciendo,
consecuentemente, un efecto antiaterogénico [57,275]. El balance entre lipoproteinas
proaterogénicas y antiaterogénicas puede ser determinado por la relacién apo B/apo
Al, y asi se puede aumentar la prediccién del riesgo de ECV. Estudios recientes han
sugerido que la relacién apo B/apo Al predice mejor el riesgo de ECV que algunos
indices de colesterol tradicionales, tales como colesterol total o LDL [278]. En el
presente trabajo, la relacion apo B/apo Al disminuyé en la ultima etapa de la

intervencidn, lo cual podria conducir también a una reduccidn en el riesgo de ECV.

Uno de los factores de riesgo cardiometabdlico mas importante en situaciones de
obesidad es la inflamacidn [57,71], la cual, en este estudio, fue determinada por medio
de la concentracién de PCR. Como se sabe, la obesidad es un estado de bajo grado de
inflamacidén caracterizado por la elevada concentracién de marcadores circulantes de
la misma [57,71], y los adolescentes obesos tienen mayor concentracién de PCR en
comparaciéon con nifios no obesos [20,21]. Las evidencias indican que retinoides,
tocoferoles y carotenoides tienen propiedades antiinflamatorias [158,169,177] y
accién antioxidante [156,169,177]. No obstante, en concordancia con los resultados
descritos por Aeberly et al. [21] y Rydén et al. [183] para a-tocoferol y carotenoides, a
pesar del incremento de retinol, a-tocoferol y B-caroteno, constatado en la presente
tesis, no se encontrdé relacion con dicho marcador inflamatorio. Sélo se observd
asociacion entre la concentracién de vitamina A y los valores de PCR, tanto en los
analisis en crudo como ajustados, pero al corregir por lipidos plasmaticos dicha

relacion desaparecid.
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Recientemente, insulinorresistencia e hiperinsulinemia han emergido como las
principales preocupaciones en nifios con exceso de peso [2,269], ya que ambas pueden
conducir a intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2 [279,280]. Los nifios con
sobrepeso y los obesos tienen mayor concentracion de insulina en ayunas [21] que
aquellos con peso adecuado. Ademas de la obesidad por si misma, la hiperinsulinemia
y la resistencia a la insulina pueden jugar un papel importante como fuentes de estrés
oxidativo [281,282] y estdn relacionadas con una reducida concentracidn de
antioxidantes enddgenos y exdgenos en nifios y adolescentes [61,64]. Asi, en el
presente estudio, el descenso de la insulina en ayunas se asocid con el incremento del
B-caroteno a los 6 meses de tratamiento, lo cual coincide con los resultados indicados

por otros autores [61,188].

3.3. Limitaciones del estudio

Se considera que la principal limitacién del estudio EVASYON fue la ausencia de grupo
control. Por esta razén, no ha sido posible determinar las diferencias existentes entre
adolescentes con exceso de peso y normopeso o establecer si al final del tratamiento
la concentracién de vitaminas y carotenoides y la proporcidn de 4acidos grasos se
mantienen distintos o tienden a ser similares al grupo control. Sin embargo, como el
objetivo inicial fue analizar la evolucion de los distintos pardmetros durante el curso
del tratamiento y su relacién con la pérdida de peso, se considera que el uso de los

valores basales como control es aceptable.

La mayoria de los parametros clinicos y bioquimicos estudiados mostraron un
descenso durante la fase intensiva del tratamiento, pero, después de ésta, los valores

resultaron estables o incluso experimentaron un inesperado incremento. Debido a
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esto, se considera que seria interesante conducir el estudio a largo plazo con el fin de
evaluar la estabilidad de las mejoras ocurridas y optimizar la duracion e intensidad del
programa. Los tiempos establecidos entre los controles médicos también deberian ser
revisados, ya que los periodos cortos pueden favorecer el correcto cumplimiento de
las indicaciones, especialmente cuando la poblacién de estudio conlleva grandes

cambios psicosomaticos, como ocurre en la adolescencia.

Las diferencias encontradas, con respecto a estudios previos referentes a pérdida de
peso, como el tipo de tratamiento dietético, grupo etario, duracién de la intervencién
y tamano de la poblacién, podrian estar determinando el comportamiento de las
vitaminas antioxidantes, carotenoides y acidos grasos plasmaticos. Esto puede
constituir una dificultad al momento de comparar los cambios en la concentracién

plasmatica de éstos con los resultados de otros autores.

En el estudio de acidos grasos, el tamano de la poblacion se ha visto disminuido
notoriamente a los 6 meses de tratamiento, lo que pudo haber condicionado las
diferencias y asociaciones encontradas entre las variables. Esto adquiere especial
relevancia al analizar las relaciones entre los acidos grasos y el grado de pérdida de
peso, ya que el nimero de individuos ha sido muy reducido (n=7 para el grupo de
menor pérdida de peso, n=11 para el intermedio y n=22 para el de mayor pérdida de
peso). Dicho inconveniente puede ser planteado como una posible causa de que sélo

se encontraran cambios significativos en el grupo PDE-IMC>0.5.
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en esta tesis permitieron obtener las siguientes

conclusiones:

1)

Se ha desarrollado y validado un método analitico rapido, preciso y sensible,
con linealidad y exactitud Optimas, que permite, en soélo tres minutos, la
determinacién simultanea de a-tocoferol, retinol, B-caroteno y licopeno en

plasma por cromatografia liquida rapida de alta eficacia.

Etapa gestacional

2)

3)

4)

Las embarazadas obesas presentaron una menor proporcién de los acidos
grasos oleico (C18:1 n-9), margarico (C17:0) y a-linolénico (C18:3 n-3) que las

gestantes con un estado nutricional normal, en los tres periodos de estudio.

El indice de masa corporal pregestacional de las madres se asocid
negativamente con la proporcion plasmatica de los 4cidos oleico (C18:1 n-9) y
a-linolénico (C18:3 n-3), en ambos trimestres, mientras que el acido
araquidoénico (C20:4 n-6) lo hizo en forma positiva con el indice de masa

corporal al final de la gestacién.

Los hijos de embarazadas con sobrepeso tuvieron una mayor cantidad de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-6 (C22:4 n-6 y C22:5, n-6) que

los recién nacidos de gestantes normopeso, mientras que la proporcién de
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acido eicosapentaenoico (C20:5 n-3) en los nifios de embarazadas obesas fue
menor que en el grupo control, constatandose una relacidon negativa entre éste

y el indice de masa corporal de las madres.

5) En ambos trimestres, el incremento de peso total de las gestantes se relacioné
positivamente con el contenido plasmatico de acido eicosatrienoico (C20:3 n-9)
de madres e hijos, y con los acidos eicosadienoico (C20:2 n-6),
docosapentaenoico (C22:5 n-3) y docosahexaenoico (C22:6 n-3) de los hijos,
mientras que la asociacién con el acido a-linolénico (C18:3 n-3) de los recién

nacidos fue negativa.

6) La proporcion plasmatica materna de acidos grasos saturados (C14:0, C16:0 y
C18:0) y de acidos grasos poliinsaturados n-9 (C20:3 n-9) y n-3 (C22:5 n-3) se
asocié inversamente con los indicadores antropométricos de crecimiento fetal,

y el Acido linoleico (C18:2 n-6) en forma directa.

7) En los nifios, la cantidad plasmatica de acidos grasos poliinsaturados (C20:2 n-6
y C22:5 n-3) se asocid negativamente con el peso al nacer, y los neonatos

macrosémicos tuvieron una menor proporcion de acido estearico (C18:0).

Adolescencia

8) En adolescentes con sobrepeso y obesidad sometidos a un programa integral
de adelgazamiento, se produjo el aumento de las concentraciones plasmaticas

de a-tocoferol, retinol y B-caroteno.
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9) El aumento de las concentraciones de a-tocoferol, retinol y B-caroteno se
relacioné con la reduccién de la adiposidad general, con una mayor pérdida de

peso y con la mejora del perfil cardiometabdlico de los adolescentes.

10) Durante la intervencion, los adolescentes presentaron un aumento en plasma
de los acidos grasos oleico (C18:1 n-9), gondoico (C20:1 n-9) y poliinsaturados
n-3 (C20:5 n-3 y C22:6 n-3), asi como un descenso de los dacidos grasos
saturados (C14:0, C16:0 y C18:0), poliinsaturados n-6 (C18:2, C18:3, C20:2,

C20:3, C22:4 y C22:5), palmitoleico (C16:1 n-7) y eicosatrienoico (C20:3 n-9).

11) A lo largo del tratamiento, se produjo el aumento de la actividad estimada de
delta-5-desaturasa y estearoil-coenzima A desaturasa-18, y el descenso de
elongasa-6 de dacidos grasos, estearoil-coenzima A desaturasa-16 y delta-6-

desaturasa.

12) La reduccion plasmatica del acido miristico (C14:0) y del 4cido linoleico (C18:2
n-6), y el incremento del acido oleico (C18:1 n-9) y de la actividad enzimatica
estimada de estearoil-coenzima A desaturasa-18 se asociaron con el descenso

de la adiposidad y con una mayor pérdida de peso.

13) La disminucidn de los acidos estearico (C18:0) y y-linolénico (C18:3 n-6) y de la
actividad estimada de delta-6-desaturasa, y el aumento de la actividad de

delta-5-desaturasa también se relacionaron con una mayor reduccién ponderal.

14) El descenso del acido miristico (C14:0) y de la actividad estimada de delta-6-
desaturasa, y el incremento de delta-5-desaturasa se asociaron con una mejora

del perfil cardiometabdlico de los adolescentes.
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VIII. ANEXOS

1. PUBLICACIONES

1.1. Changes in plasma fatty acid composition of adolescents involved
in a multidisciplinary weight loss programme: relation with

adiposity and cardio-metabolic profile

Cambios en la composicién plasmatica de acidos grasos de adolescentes participantes
en un programa multidisciplinario de pérdida de peso: relacién con adiposidad y perfil

cardiometabdlico
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1.2. Relation between plasma antioxidant vitamin levels, adiposity and
cardio-metabolic profile in adolescents: effects of a

multidisciplinary obesity programme

Relacién entre la concentracion de vitaminas antioxidantes plasmaticas, adiposidad y
perfil cardiometabdlico en adolescentes: efecto de un programa multidisciplinario

antiobesidad.
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2. PARTICIPACION EN OTRAS PUBLICACIONES

2.1. Gene expression of desaturase (FADS1 and FADS2) and elongase
(ELOVL5) enzymes in peripheral blood: association with
polyunsaturated fatty acid levels and atopic eczema in 4-year-old

children

Expresiéon génica de enzimas desaturasas (FADS1 y FADS2) y elongasas (ELOVL5S) en
sangre periférica: asociacién con acidos grasos poliinsaturados y eczema atdpico en

nifios de 4 anos de edad.
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3. COMUNICACIONES PRESENTADAS EN CONGRESOS

Plasma saturated fatty acids are associated with anthropometric

indicators of adiposity in overweight and obese adolescents
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Evolution of plasma levels of fatty acids in obese adolescents during

weight loss treatment
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