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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad infantii se asocian con diferentes anormalidades
metabolicas como hiperglicemia, hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina. Estas
alteraciones pueden conducir al desarrollo de enfermedades en la edad adulta como
diabetes mellitus tipo 2. Aungue el sobrepeso y la obesidad son los principales factores
involucrados en el desarrollo de complicaciones metabdlicas, se ha propuesto otros

factores que también podrian estar involucrados en el desarrollo de las mismas.

La metabolémica ha surgido como una alternativa para identificar biomarcadores de
riesgo de alteraciones metabdlicas que puedan servir tanto para su prevencion como
para su tratamiento. En nifios se han identificado perfiles metabolémicos,
particularmente de aminoacidos, asociados con el sobrepeso, la obesidad y

comorbilidades relacionadas.

En este estudio, se buscd identificar un perfil metabolémico asociado con el sobrepeso,
la obesidad y las principales alteraciones metabdlicas que se presentan en la poblacion
infantil mexicana. Para ello, se realizaron mediciones antropométricas, bioguimicas y

metaboldmicas (por espectrometria de masas) en nifios de 5 a 12 afios.

Los niveles séricos de los aminoacidos de cadena ramificada (leucina y valina) y los
aromaticos (fenilalanina y tirosina) fueron mayores en nifios con percentiles de indice
de masa corporal mas altos y se asociaron con un mayor porcentaje de grasa, mayor
indice HOMA (resistencia a la insulina) y mayores niveles séricos de triglicéridos,
colesterol LDL (C-LDL) y acido urico. Ademas, los elevados niveles de los aminoacidos
de cadena ramificada y aromaticos pudieron diferenciar a los nifios con resistencia a la

insulina e hipertrigliceridemia de los nifios sin ninguna de estas alteraciones.

En conclusion, el uso de la metabolémica en el estudio de sobrepeso, obesidad y
alteraciones metabdlicas parece ser una buena aproximacién para identificar
metabolitos asociados no solo al estado nutricional sino también a la prevalencia de las
anormalidades metabdlicas, pues éstas podrian presentarse incluso en nifilos que no

presenten sobrepeso ni obesidad.



ANTECEDENTES

1. Sobrepeso y obesidad en nifios

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad
se definen como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. Su prevalencia ha aumentado considerablemente en los
ultimos afos hasta considerarse como una epidemia mundial, reportandose alrededor
de 1 billén de adultos con sobrepeso y al menos 300,000 millones de ellos con
obesidad (Ghoorah, et. al., 2016).

El sobrepeso y la obesidad se asocian con aumento en la morbilidad y en el riesgo del
padecimiento de otras enfermedades cronicas (COFEMER, et. al.,, 2012). Aunque la
obesidad esta caracterizada por un desbalance energético debido a una vida
sedentaria, un alto consumo de calorias o0 ambos (National Institutes of Health, 1998),
se considera una enfermedad multifactorial pues resulta de una compleja interaccion

entre los aspectos genéticos, dietarios, sociales y ambientales (Kiess, et. al., 2001).
1.1 Evaluacion del sobrepeso y obesidad

La prevalencia de sobrepeso y obesidad ha sido comunmente determinada a travées del
indice de Masa Corporal (BMI, por sus siglas en inglés) que toma en cuenta el peso y la
altura de un individuo (McKinney, et. al., 2013). En niflos y adolescentes esta
evaluacion debe estar controlada por la edad y el género debido a la gran cantidad de
cambios en la grasa corporal que hay conforme a la edad y a que la cantidad de grasa
difiere entre nifios y nifias. Es por esto que para los nifios la clasificacion del estado
nutricional se basa en el percentil de BMI (Tabla 1) conforme a lo establecido por la

CDC (Center for Disease Control and Prevention).

Tabla 1. Clasificacion del estado nutricional en nifios por percentil de indice de masa

corporal
Percentil de BMI <5 5-85 85-95 >95
Estado Nutricional Bajo Peso Normopeso Sobrepeso Obesidad




1.2 Prevalencia en México

En el 2011, México se ubico en el cuarto lugar de los paises con mayor indice de
obesidad infantil en el mundo (Sassi, et. al., 2012; COFEMER, et. al., 2012)

En el 2012, la ENSANUT realiz6 un comparativo de la prevalencia nacional de
sobrepeso y obesidad en nifios y adolescentes y se observo que hubo un aumento de
nifios con sobrepeso y obesidad en el afilo 2006 comparado con el afio 1999, pero que
el porcentaje permanecio practicamente igual entre los afios 2006 y 2012 (Encuesta

Nacional de Salud y Nutricion, et. al., 2012).

Prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en México
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Figura 1. Prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en poblacion de 5 a 11 afios de edad, de la
Encuesta Nacional de Nutricion (ENN) 99 y la Encuesta Nacional de la Salud y Nutricion (ENSANUT)
2006 y ENSANUT 2012, de acuerdo con los criterios propuestos por la OMS. México, ENSANUT 2012

Estas cifras son preocupantes pues se sabe que aproximadamente la mitad de los
adolescentes obesos y mas de un tercio de nifios obesos permaneceran con obesidad
en la edad adulta y ésta puede tener un importante efecto a largo plazo en la morbilidad
y mortalidad (Wang, et. al., 2006).

2. Complicaciones metabolicas asociadas

En niflos existen una serie de factores de riesgo asociados a la prevalencia de
sobrepeso y obesidad y que, ademas, se han relacionado con el desarrollo de
enfermedades y complicaciones metabdlicas que pueden presentarse en la adultez.

Estos factores incluyen aumento en la presion arterial, aumento en los niveles séricos



de glucosa, triglicéridos y colesterol LDL (C-LDL), bajos niveles de colesterol HDL (C-

HDL), y aumento de la adiposidad en la parte abdominal (Alberti, et. al., 2009).
2.1 Sindrome metabdlico

Una de las principales consecuencias metabolicas del sobrepeso y la obesidad es la
manifestacion del sindrome metabodlico. Aunque se han indicado una serie de
parametros antropométricos y bioquimicos para su diagndstico, no existe un consenso
fijo acerca de los valores de estos parametros para su diagnostico en nifios y
adolescentes (Cook, et. al., 2003; De Ferranti, et. al., 2004; Weiss, et. al., 2004; IDF).
No obstante, todas estas clasificaciones propuestas toman en cuenta los niveles de
glucosa, triglicéridos y C-HDL, asi como la medicion de presion arterial y adiposidad
abdominal.

2.2 Resistencia a lainsulina

Se ha demostrado que la severidad del sobrepeso y la obesidad tienen un efecto
adverso en la sensibilidad a la insulina y que esto puede conducir al desarrollo de otras
complicaciones metabdlicas. Es importante que exista un buen funcionamiento de la
insulina pues patrticipa en el metabolismo de macronutrientes como proteinas, lipidos y

carbohidratos y en el crecimiento celular.

La resistencia a la insulina es un fallo en la funcidn de la insulina de mediar la captura y
almacenamiento de glucosa por parte del musculo y tejido adiposo y la liberacion de
glucosa por parte del higado. Esta anormalidad metabdlica es el principal conector
entre el sobrepeso y la obesidad y el desarrollo de comorbilidades relacionadas, como
diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2) y dislipidemias (Ho, et. al., 2014; Weiss, et. al., 2008).

Debido a la importancia de la insulina en el control metabdlico y al rol que desempefia
en el desarrollo de anormalidades metabodlicas en sobrepeso y obesidad, se han
propuesto diversos métodos para evaluar el grado de resistencia a la insulina. Aun
cuando el estandar de oro es la técnica del clamp hiperglucémico-euglucémico (Tfayli,
et. al., 2009), se han desarrollado métodos menos invasivos como el modelo de
evaluacion de homeostasis de resistencia a la insulina (HOMA-IR, por sus siglas en

inglés). El HOMA-IR es el método mas empleado en la investigacion clinica y se calcula



con el producto de los niveles en ayuno de glucosa e insulina, dividido por una

constante, conforme a la siguiente ecuacion:

glucosa (%) * insulina (IL:I—L[I‘)

HOMA — IR =
0 405

(Mathews, et. al., 2009)

2.3 Dislipidemias

En sobrepeso y obesidad existe un exceso de tejido adiposo (Faienza, et. al., 2016) y
esto puede estar ocasionado tanto por un aumento en la cantidad de adipocitos como
en el tamano de los mismos. La hipertrofia de los adipocitos puede llevar al desbalance
en la liberacion de hormonas, pues es bien sabido que el tejido adiposo es un érgano
endocrino que produce hormonas que participan en la regulacion del metabolismo

corporal (Janesick, et. al., 2016).

Los individuos con resistencia a la insulina severa se caracterizan por aumento en la
deposicion de lipidos en los compartimentos viscerales y este incremento esta
relacionado con un perfil metabdlico aterogénico en nifios obesos (Bacha, et. al., 2003).
A su vez, el almacenamiento de grasa ectopica y el incremento en los niveles de acidos
grasos pueden desencadenar mecanismos celulares intrinsecos y extrinsecos que

inhiben la sefalizacién de insulina en musculo e higado.

La resistencia a la insulina en el tejido adiposo causa disminucion en la captura de
glucosa y una ineficiente produccién de glicerol, impidiendo asi la reesterificacion de
acidos grasos no esterificados intracelulares. El exceso de acidos grasos no
esterificados llegarda al higado, estimulando asi la sintesis de triglicéridos y la
produccion vy liberacion de VLDLs. En nifios con sobrepeso y obesidad es comun
observar aumento en la lipélisis basal y en los niveles en circulacién de triglicéridos,
VLDL, LDL y ApoB. (Miccoli, et. al., 2008). La combinacion de niveles séricos
anormales de lipidos y lipoproteinas estd asociada con un mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares, referidas como ‘dislipidemias aterogénicas’ (Grundy,
1997).

La resistencia a la insulina promueve que no solo en tejido adiposo, sino también en

musculo esquelético haya una disminucién en la captura y el metabolismo de la



glucosa, y que en higado haya un aumento en la liberacion de la misma. La captura y
oxidacion ineficientes de glucosa son consecuencia de la resistencia a la insulina en el
musculo, mientras que en el higado lo es el aumento en la produccién de glucosa (Ho,
et. al., 2014).

3. Metabolémica
3.1 Campos de estudio

Debido a que ha incrementado el nimero de nifios que padecen complicaciones
metabdlicas asociadas al sobrepeso y la obesidad, se ha buscado desarrollar técnicas
de alta eficiencia que ayuden en la identificacion de biomarcadores de riesgo de
padecimientos metabdlicos. Una de estas técnicas es la metaboldmica, la cual consiste
en el estudio de moléculas de bajo peso (metabolitos) que son productos del

metabolismo celular (Patti, et. al., 2012).

La metabolomica dirigida o targeted metabolomics, por su nombre en inglés, es el
método en el cual se analiza una determinada lista de metabolitos, usualmente
enfocados en una o varias rutas metabdlicas relacionadas. Esta aproximacion se
emplea cuando hay una pregunta especifica, de indole bioquimico, relacionada a una
fisiopatologia. Cuando se trabaja con muestras sanguineas como plasma o suero, los
metabolitos analizados pueden ser empleados como ‘firmas metabdlicas’ potenciales de
la enfermedad (Roberts, et. al., 2014).

Con el desarrollo de la espectrometria de masas, ahora es posible medir rdpidamente
miles de metabolitos simultdneamente, a partir de una minima cantidad de muestra.
Adicionalmente, herramientas bioinforméaticas y software permiten el analisis
comprensible de los metabolitos celulares sin la presencia de sesgos. La aplicacion de
estas nuevas técnicas ha permitido la elucidacién de nuevas rutas metabdlicas que

estan implicadas en el desarrollo de multiples enfermedades (Patti, et. al., 2012).
3.2 Aplicaciones en el estudio de sobrepeso y obesidad

La metabolémica, como una disciplina emergente para la evaluacion del perfil
metabdlico, puede contribuir a un mejor entendimiento de padecimientos metabdlicos y

los riesgos clinicos que estos pueden presentar. Asimismo, puede proveer un estimado
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en ‘tiempo real’ del estado de la enfermedad y reflejar los efectos integrados de la
genomica, transcriptomica y protedmica, siendo util como una herramienta no solo de
diagnéstico, sino de prediccion e incluso de terapéutica para estas enfermedades
(Shah, et. al., 2012).

La aplicacion de andlisis de metabolémica parece ser una estrategia efectiva para la
prevencion, monitoreo y respuesta al tratamiento de las anormalidades metabdlicas que
se presentan en el sobrepeso y la obesidad, asi como para la deteccion de
biomarcadores de riesgo relacionados a estas complicaciones metabdlicas. Ademas,
puede ser una buena alternativa para estratificar a los individuos que podrian
desarrollar posteriores enfermedades como DMT2 o enfermedades cardiovasculares,
incluso de manera independiente al grado de sobrepeso u obesidad (Milburn, et. al.,
2013).

4. Perfil de aminoacidos en sobrepeso y obesidad
4.1 Estudios de metabolémica en adultos

Estudios de metabolémica realizados en adultos obesos han identificado un perfil
metabolico asociado a resistencia a la insulina, diabetes y enfermedades

cardiovasculares (Newgard, et. al., 2009; Huffman, et. al., 2009)

Descubrimientos recientes han apuntado al estudio de asociacion entre los efectos
causados por la resistencia a la insulina y la alteracion en el metabolismo intermediario
de aminoéacidos vy lipidos, donde la acumulacién mitocondrial de especies lipidicas
oxidadas incompletamente ha sido implicada en el desarrollo de resistencia a la insulina
(Mihalik, et. al., 2010).

Para el caso de los aminoacidos, se ha observado que un aumento en los niveles en
circulacion de algunos de ellos, en particular de los aminoacidos de cadena ramificada
(BCAA, por sus siglas en inglés) y los arométicos (AA), se dan en conjunto con la
obesidad y con la resistencia a la insulina, a menudo antes del diagndstico clinico de
DMT2 (Adams, 2011). Tanto los aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e
isoleucina) como los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) son de

naturaleza hidrofébica y no poseen carga a pH 7.



Se sabe que los niveles de BCAA estan relacionados al desarrollo de sindrome
metabolico y enfermedades cardiovasculares en sujetos obesos (Batch, et. al., 2013) y
en diferentes estudios clinicos se ha encontrado un incremento en los niveles de BCAA
en circulacién que correlaciona positivamente con resistencia a la insulina, el indice
HOMA vy los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA;c), este ultimo un marcador de

altos niveles glicémicos (Fiehn, et. al., 2010; Lynch, et. al., 2014).

Se ha demostrado que el incremento en las concentraciones de BCAA en plasma
interrumpe la sefializacion de insulina a nivel molecular e inhibe el transporte de
glucosa. Estos mecanismos subrayan el hecho de que estos aminoacidos pueden
promover la resistencia a la insulina. Por ello se ha postulado la existencia de una
‘marca’ de aminoacidos, incluyendo los BCAA y sus metabolitos (como las acil
carnitinas C3 y C5), que correlaciona con resistencia a la insulina en obesidad en
adultos (Newgard, et. al., 2009).

4.2 Estudios de metabolomica en nifios y adolescentes

En multiples estudios en nifios y adolescentes se ha encontrado asociacion positiva de
aminoacidos, particularmente los BCAA y AA, con sobrepeso, obesidad y alteraciones
metabolicas relacionadas. En una cohorte transversal de nifios hispanos se encontraron
mayores niveles de los BCAA, AA y las acilcarnitinas C3 y C5 en nifios obesos en
comparacion con nifios normopeso (Butte, et. al., 2015). En un estudio longitudinal de
nifios alemanes se encontré una asociacion positiva de los niveles de tirosina con el
indice HOMA, tanto al inicio del estudio como en el seguimiento a un afio (Hellmuth, et.
al., 2016). En adolescentes americanos obesos se asocié el indice HOMA con una
‘firma metabdlica’ compuesta por BCAA, acido Urico y acilcarnitinas de cadena larga
(Newbern, et. al., 2014). En un estudio longitudinal de nifios coreanos se encontré que
los nifios obesos tenian mayores niveles de BCAA y que estos correlacionaban con el
indice HOMA (Lee, et. al., 2015). En otro grupo de nifios y adolescentes americanos, se
asocié positivamente los niveles de BCAA con el z-score del BMI y, ademas, se
sefalaron a los BCAA como predictores de resistencia a la insulina en un seguimiento
de 18 meses (McCormack, et. al., 2012). Finalmente, en una cohorte de nifios

americanos se encontr6 que los BCAA, las acilcarnitinas C3 y C5, los AA y los



andrégenos eran mas altos en nifios obesos comparados con los normopeso y también

se asociaban con mayores indices de adiposidad (Perng, et. al., 2014).

La razon por la cual aumentan los niveles de BCAA en presencia de obesidad aun no
se conoce en su totalidad. Una posibilidad es que, debido a que los individuos con
sobrepeso y obesidad frecuentemente tienen un mayor consumo de alimentos, estén
consumiendo un exceso de proteinas y, de esta manera, aumente la concentracion de
aminoéacidos en circulacion (Lynch, et. al., 2014). Otra opcion es que la microbiota
intestinal, que se ha relacionado con el desarrollo de obesidad en nifios, esté
produciendo una mayor cantidad de los BCAA y aumente su concentracion en

circulacién (Pedersen, et. al., 2016).

5. Aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) y complicaciones metabdlicas

5.1 BCAA y resistencia ala insulina

Las anormalidades en los niveles séricos de los BCAA pueden ser una manifestacion
temprana de las consecuencias metabdlicas adversas del sobrepeso y la obesidad.
Incluso, se han observado niveles elevados de BCAA mucho tiempo antes de que
aparezcan indicadores de resistencia a la insulina como el aumento del indice HOMA
(Wang, et. al., 2011).

5.2 Mecanismos moleculares relacionados con los BCAA y la resistencia a la

insulina

Aun cuando no se han dilucidado totalmente los mecanismos moleculares por los
cuales los BCAA se asocian con la resistencia a la insulina, se han postulado algunas
hipotesis, las principales son: la sefializacion de los BCAA a través de mTOR y la

disfuncion en el metabolismo de los BCAA.
Sefializacién por mTOR

La diana de rapamicina en mamiferos (mTOR, por sus siglas en inglés) es una cinasa
de serina/treonina que regula el crecimiento, la proliferacion y la supervivencia celular

(Thoreen, et. al., 2009). Tanto MTOR como su efector, la cinasa S6K1, participan en



una cascada de sefializacibn hormonas-nutrientes que esta relacionada a patologias
como obesidad, diabetes y cancer (Zoncu, et. al., 2015). mTOR existe en dos
complejos: complejo 1 de mTOR (mTORC1) y complejo 2 de mTOR (mTORC2); ambos
son estimulados por mitégenos pero solo mTORC1 se ve influenciado por los nutrientes
(Dann, et. al., 2007). Se sabe que la hiperactivacion de mTORC1, que a su vez activa a
S6K1, causa una disminucién en la funcion del sustrato del receptor de insulina (IRS), la
cual es una proteina adaptadora que recluta efectores del receptor de insulina. La
fosforilacion de IRS, mediada por S6K1, lleva a la pérdida de sensibilidad a la insulina
(Zoncu, et. al., 2015).

MTORC1 puede ser activado tanto por insulina como por aminoacidos. En sobrepeso y
obesidad existe un exceso en la ingesta de nutrientes, lo cual puede resultar en un
aumento de los niveles de BCAA que, junto con la insulina, activan la sefializacion por
MTORC1 y S6K1. Cuando esta activacion persiste, ocurre la fosforilacion de IRS-1 e
IRS-2, lo cual lleva a un aumento en la resistencia a la insulina (Adams, 2011). A su
vez, el aumento en la resistencia a la insulina activa la proteélisis del masculo, liberando
aminoacidos y aumentando de esta manera la concentracion de BCAA en circulacion
(Lynch, et. al., 2014).

Disfuncionalidad en el metabolismo de los BCAA

Ademas de la activacion persistente de mTORC1, se ha propuesto un segundo
mecanismo que relacione los altos niveles de BCAA con resistencia a la insulina y el
posterior desarrollo de DMT2. De acuerdo a esta hipotesis, la disfuncion en el
metabolismo de los BCAA podria resultar en la acumulacion mitocondrial de
intermediarios metabdlicos altamente téxicos. Estos (y nos lo BCAA directamente),
causarian dafos y muerte de las células pancreaticas y desencadenarian el desarrollo
de resistencia a la insulina. Entre estos metabolitos se encuentran los o-cetoacidos y

las acilcarnitinas asociadas al metabolismo de los BCAA (Lynch, et. al., 2014).

La apoptosis de las células B pancreaticas es una caracteristica de diabetes mellitus
tipo 1 y tipo 2 (Halban, et. al., 2014; Butler, et. al., 2003). Mientras que, en la DMT1, la

muerte de las células B se debe a mecanismos inmunitarios, en la DMT2, el fallo de las
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células B y su consecuente apoptosis estd mas relacionado con las anormalidades
metabdlicas existentes en el organismo y su consecuente elevacion de intermediarios

metabolicos (Thomas, et. al., 2009).

La disfuncion en el metabolismo de los BCAA ocurre cuando hay mal funcionamiento o
de las enzimas que participan en su catabolismo o0 una baja expresion de las mismas.
Se sabe que la expresion de genes codificantes de enzimas catabdlicas de los BCAA
en tejido adiposo visceral esta reducida en individuos con sindrome metabdlico y

obesidad, en comparacién con individuos normopeso. (Lynch, et. al., 2014).

El primer paso en el metabolismo de los BCAA esta controlado por la transaminasa
mitocondrial de los BCAA (BCATm), presente en la mayoria de los tejidos (a excepcion
del higado). El siguiente paso en el metabolismo de los BCAA es irreversible y esta
controlado por la deshidrogenasa de cetoacidos de cadena ramificada (BKCD), la cual
oxida a los BCAA a sus respectivos cetoacidos de cadena ramificada (BCKA).
Posteriormente, los BCKA son metabolizados en la matriz mitocondrial y eventualmente

forman sustratos lipogénicos, cetogénicos o gluconeogénicos (en el caso del higado).

Las acil-CoAs que se generan durante el catabolismo de los BCAA son convertidas a
acilcarnitinas que pueden salir de la célula y transportarse a la circulacion si sus

concentraciones mitocondriales son muy altas (Newgard, et. al., 2012).

Las acilcarnitinas C5 comprenden las especies a-metilbutirl e isovaleril carnitinas y son
intermediarios en el catabolismo de isoleucina y leucina, respectivamente. La
acilcarnitina C3, que comprende propionil carnitina, es un producto del catabolismo de
isoleucina y vallina. Ambas, la C3 y la C5 forman parte de los intermediarios
metabdlicos que podrian estar siendo téxicos para las células B pancreaticas y, de esta
manera, ser los efectores de la resistencia a la insulina mediada por BCAA (Newgard,
et. al., 2009),

Un posible tercer mecanismo es que, dado que se ha demostrado que leucina e
isoleucina son secretagogos de insulina, la elevacion crénica en la concentracion de
éstos potenciaria la secrecidn de insulina contribuyendo asi al hiperinsulinismo
(McCormack, et. al., 2012; Nair, et. al., 2005).
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5.3 BCAA y otras alteraciones metabdlicas

Ademas de resistencia a la insulina, estudios recientes han asociado los niveles de
BCAA y otros aminoacidos con el riesgo de padecimientos cardiovasculares. En un
estudio realizado en nifilos de Austria se relacionaron altos niveles de BCAA con
aumento de los niveles séricos de triglicéridos (Mangge, et. al., 2016). En una poblacion
de nifias finlandesas también se asociaron altos niveles de BCAA con aumento de los
niveles séricos de triglicéridos y se propuso que los BCAA podian predecir el riesgo de
padecer hipertrigliceridemia en un seguimiento a 7.5 afios (Wiklund, et. al., 2016).
Ademas, los BCAA y AA se han visto relacionados con factores de riesgo metabdlico
como hipertrigliceridemia, hiperleptinemia e hiperuricemia en una cohorte de nifios
hispanos (Butte, et. al., 2015). En un grupo de nifios americanos se asociaron los altos
niveles de BCAA con riesgo cardiometabdlico como triglicéridos, leptina, proteina C

reactiva e interleucina 6 (Perng, et. al., et. al., 2014).
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I. JUSTIFICACION

Se sabe que el sobrepeso y la obesidad infantiles son un factor de riesgo para la
aparicion de comorbilidades como resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia, que en
edades adultas pueden desembocar en el desarrollo de enfermedades como DMT2 y
enfermedades cardiovasculares. Por ello, es importante conocer qué otros factores
estarian asociados con el desarrollo de estas comorbilidades. La metabolémica podria
proporcionar informacién “en tiempo real” acerca de las vias metabdlicas alteradas en el
sobrepeso y la obesidad y de los metabolitos generados bajo estas condiciones. Aun
cuando ya han sido realizados estudios de metabolémica en diferentes poblaciones
infantiles, ninguno se ha llevado a cabo en niflos mexicanos, a pesar de la alta

prevalencia de sobrepeso y obesidad existente en esta poblacion.
[l HIPOTESIS

Los niveles séricos de BCAA y algunas acilcarnitinas estaran elevados en nifios con
sobrepeso y obesidad y se asociardn con rasgos indicadores de alteraciones

metabolicas
IV.  OBJETIVOS
Objetivo general

Describir la asociacién de los niveles séricos de algunos aminoacidos y acilcarnitinas
con el sobrepeso, la obesidad y rasgos indicadores de alteraciones metabdlicas en una

poblacién infantil mexicana.
Objetivos particulares

e Analizar los parametros antropométricos y bioquimicos de una poblacién infantil
mexicana.

e Medir la concentracion en suero de aminoacidos y acilcarnitinas por medio de
espectrometria de masas.

e Analizar si hay diferencias en los niveles de aminoacidos entre los diferentes

estados nutricionales de los nifios (bajo peso, normopeso, sobrepeso y obesidad).
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e Evaluar si existe una correlacion entre los niveles de aminoécidos y acilcarnitinas y
otros parametros bioguimicos relacionados a complicaciones metabdlicas.
e Determinar si estos aminoacidos pueden diferenciar a los nifios con alteraciones

metabolicas, independientemente del estado nutricional.

V. METODOLOGIA

1. Poblacién de estudio

Se incluyeron un total de 845 nifios que participaron en las convivencias de verano del

Sindicato de la Secretaria de la Salud realizadas en los afios 2013 y 2014.

Los criterios de inclusion fueron que tuvieran una edad de entre 5 y 12 afios, que
hubieran tenido un ayuno de al menos 8 horas antes de la toma de muestra sanguinea
y que contaran con una carta de consentimiento informado firmada por los padres para
la participacion en dicho estudio. Los criterios de exclusion fueron que padecieran de
alguna enfermedad crénica o que estuvieran tomando algin medicamento para
obesidad o diabetes. El estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto

Nacional de Medicina Gendmica.

La poblacién se dividié en cuatro grupos de estado nutricional, de acuerdo al criterio del
percentil de indice de masa corporal (pBMI) propuesto para nifios por la CDC: pBMI
<5.0 = bajo peso, 5.0 < pBMI < 85.0 = Normopeso, 85.0 < pBMI < 95.0 = sobrepeso y
95.0 < pBMI = Obesidad.

2. Mediciones antropométricas

Durante la convivencia se realizaron las siguientes mediciones antropométricas: talla,
peso, diametro de cadera y cintura. La presion arterial se midié con un baumanémetro
digital de mufieca Microlife y la composicibn corporal se midié6 por medio de

bioimpedancia utilizando el equipo BIA Akem-RJL System.
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La talla y el peso se emplearon para determinar el indice de masa corporal mediante la
formula (Peso en Kg / altura? en cm) y la bioimpedancia permitié el céalculo del

porcentaje de grasa corporal con el software RJL System - Body Composition.

Los percentiles de indice de masa corporal se calcularon conforme a los criterios
establecidos por la CDC vy los percentiles de la presion arterial sistélica y diastdlica se

calcularon con el programa estadistico SPSS.
3. Medicién de pardmetros bioquimicos

Se colectaron las muestras de sangre venosa posteriores a un ayuno de 8 a 12 horas.
La obtencién del suero se obtuvo de la siguiente manera: cada tubo se centrifugd a
3500 rpm durante 10 minutos a fin de que el gel contenido en el tubo separara el suero

del paquete globular.

Los parametros bioquimicos: glucosa, colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos,
acido drico, apoB y proteina C reactiva fueron medidos en suero con métodos
estandarizados comercialmente disponibles (UNICEL DxC600, Beckman coulter). Con
los valores de triglicéridos (TG), colesterol total (CT) y colesterol HDL se calcul6 el

colesterol LDL por medio de la siguiente ecuacion (Friedwal, 1972):

TG
LDL=CT—HDL—?

La insulina se determiné por medio de un inmunoensayo (Access 2 Immunoassay
System, Beckman coulter). La sensibilidad a la insulina se calculé de manera indirecta
por medio del indice HOMA, para el cual se emplearon los datos de glucosa e insulina

séricas (Mathews, et. al., 2009).

glucosa (%)*insulina (;—i)

405

HOMA — IR =

4. Mediciones de metabolomica
4.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de suero se colocaron en fichas de papeles filtro de 5cm x 5¢cm, poniendo

un total de 90 pL de suero en cada papel filtro, distribuidos en tres alicuotas de 30 pL.
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Para las muestras que no ajustaban los 90 puL se aseguré que al menos se colocaran
los 30 pL necesarios para su medicion. Aparte, en un tubo de 10 mL se colocaron 5 pL
de cada una de las muestras a analizar para asi formar pools de los afios 2013 y 2014
gue servirian como controles internos al momento de las mediciones. Los papeles filtro
se secaron a temperatura ambiente durante 24 horas y se engraparon en hojas de
identificacion para su acomodo. Se hizo una perforacion en cada uno de los papeles,
utilizando el DBS Puncher Instrument PerkinElmer, y se colocaron en placas de

microtitulacion de 96 pozos.
4.2 Analisis de las muestras en espectrometria de masas

Para la medicion de las muestras en el espectrémetro de masas se emplearon placas y
reactivos pertenecientes al kit PerkinElmer NeoBase Non-derivatized MS/MS. En cada
placa se colocaron tres controles analiticos altos, tres controles analiticos bajos y tres
controles internos por cada afio analizado (pools 2013 y 2014). A cada pozo se le
afadieron 100 pL de solucién de extraccion, la cual contiene los estandares internos de
aminoacidos, carnitinas y succinil acetona. Se cubrié la placa con un plastico auto
adherente, contenido en el kit y se incubd a 45°C con agitacion de 745 rpm durante 45
minutos. Después se dejo reposar a temperatura ambiente durante 3 minutos.
Transcurrido este tiempo, las muestras se trasvasaron a placas termo-resistentes con
fondo en V y se cubrié con papel aluminio para evitar la evaporacion de las muestras.
Se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas y finalmente cada placa se introdujo

al equipo de espectrometria de masas para su lectura.
El software empleado en el tandem fue MS/MS Quattro Micro® Mass Lynx.
4.3 Anélisis preliminar

Los datos fueron capturados en el software Microsoft Office Excel y se realizé un
analisis preliminar en el programa estadistico en linea MetaboAnalyst 3.0 para observar
el comportamiento de los resultados obtenidos. Los metabolitos que tuvieran valores

por arriba de la media en un orden de diez veces eran reprocesados.
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Se realizaron graficas de Levey-Jennings para control de calidad, empleando los
controles analiticos altos, los controles analiticos bajos y los controles internos, esto

para cada uno de los metabolitos analizados.

Se calculo el coeficiente de variacion de los controles analiticos y los controles internos
localizados en la misma placa (intraplaca) y en diferentes placas (interplaca) para cada

uno de los metabolitos analizados.
5. Anélisis estadistico

Una vez completado el andlisis previo, los datos se incorporaron a una base de datos
en el software estadistico SPSS inc. donde, ademas de los resultados de aminoacidos y
carnitinas, estaban incluidos los resultados de los parametros antropométricos y
bioquimicos previamente medidos y otros datos como edad, sexo, estado nutricional y

afo de convivencia.

Se realizé la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para todos los parametros
bioquimicos y metabdlicos y para aquellos que no tuvieran una distribucion normal se

calculo su logaritmo, de tal forma que alcanzaran una distribucion normal.

Una vez comprobada la normalidad de los datos, se llevd a cabo la comparacion de las
medias de cada uno de los pardmetros antropométricos, bioquimicos y metabolitos,
esto entre los diferentes grupos de estado nutricional, entre los dos grupos de edades y
por sexo. La comparacion de medias se realiz6 por medio de las pruebas estadisticas t
de student (para comparar dos grupos) y ANOVA de un factor con post hoc de Tukey

(para comparar mas de dos grupos), para ambas empleando una significancia de 0.05.

Se realizaron correlaciones parciales para identificar la asociacion entre los
aminodacidos y los parametros antropométricos y bioquimicos. Para ello se emplearon
los datos normalizados por logaritmo de los parametros antropométricos y bioquimicos
y los Z-score de los aminoacidos y acilcarnitinas. Los andlisis se ajustaron por el
percentil de indice de masa corporal, la edad y el sexo. Para los valores de p obtenidos
en las correlaciones parciales, se realizé un ajuste por FDR (False Discovery Rate), que

consiste en la correccion de errores de tipo 1 en las pruebas de hipétesis cuando se
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realizan comparaciones multiples. Esta correccion se realiza para identificar los

resultados “falsos positivos”.

Posteriormente se llevé a cabo una clasificacion de nifos “metabdlicamente sanos” y
“‘metabdlicamente comprometidos” basada en las dos anormalidades metabdlicas mas
frecuentes en la poblacion infantii mexicana: resistencia a la insulina e
hipertrigliceridemia. Se emple6 un punto de corte de HOMA>2.5 para resistencia a la
insulina (Mathews, et. al., 2009) vy triglicéridos séricos >100 mg/dL (De Ferranti, et. al.,
2004).

Todos los célculos estadisticos se llevaron a cabo con el programa estadistico SPSS
Inc. Las tablas de los resultados se realizaron en Microsoft Office Excel y las graficas de
barras se realizaron con el software estadistico GraphPad Prism.
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VI. RESULTADOS

Con el fin de conocer los rasgos de nuestra poblacion, la primera parte de los analisis
se realizo para determinar el efecto de la edad, el sexo y el estado nutricional sobre los

parametros antropométricos y bioquimicos.
1. Parametros antropométricos y bioquimicos

Dado que se sabe que algunos parametros antropométricos y bioquimicos varian entre

nifos y nifias (Mongraw-Chaffin, et. al., 2015), se realiz6 un analisis de acuerdo al sexo.

Como se observa en la tabla 2, la presion arterial sistélica, la circunferencia de cintura 'y
los niveles séricos de glucosa fueron mayores en los nifios que en las nifias. El
porcentaje de grasa corporal, el indice HOMA y los niveles séricos de insulina y

triglicéridos, fueron significativamente mayores en las nifias que en los nifios.

Tabla 2. Parametros antropométricos y bioquimicos agrupados por sexo

Parametro Nifios INIHETS
n 440 405
Edad 9 (8-11) 9 (8-11)
pBMI 80.6 (47.1-94.7) 71.4 (41.0-89.3)
PAS* 99 (93-107) 98 (91-104)
PAD 69 (64-74) 68 (63-73)

% grasa corporal*

31.4 (23.3-39.8)

33.1 (25.3-40.4)

Cintura (cm)*

67.1 (58.9-77.3)

65.9 (58.7-73.6)

HOMA_IR* 1.24 (0.76-1.95) 1.39 (0.96-2.08)

INS (U/L) * 5.4 (3.5-8.7) 6.2 (4.5-9.3)
GLU (mg/dL) * 91 (87-96) 89 (85-95)

TG (mg/dL) * 80 (56-117) 90 (64-128)

CT (mg/dL) 164 (147-185) 166 (147-186)
C-HDL (mg/dL) 49 (41-56) 48 (41-55)
C-LDL (mg/dL) 97 (83-113) 97 (80-115)

AU (mg/dL) 4.7 (3.9-5.5) 4.7 (4.0-5.4)

pCr (mg/dL) 0.046 (0.010-0.219) 0.040 (0.010-0.119)
ApoB (mg/dL) 76.3 (65.9-88.5) 76.2 (63.8-89.2)

Parametros antropométricos y bioquimicos agrupados por sexo. Los resultados se presentan como
mediana y rango intercuartilar. (*) = p<0.05. Prueba t de Student, realizada con datos previamente
normalizados por logaritmo. pBMI= percentil de indice de masa corporal. PAS = presion arterial sistolica,
PAD = presion arterial diastélica, HOMA-IR=indice HOMA (resistencia a la insulina), GLU = glucosa, INS =
insulina, TG = triglicéridos, AU = &cido Urico, CT = colesterol total, C-HDL= Colesterol HDL, C-LDL=
Colesterol LDL, pCr = Proteina C reactiva, ApoB = Apolipoproteina B
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Los parametros antropomeétricos y bioquimicos también pueden variar de acuerdo a la
edad de los nifios, sobre todo cerca de la edad puberal (Newbern, et. al., 2014). Por ello
se realizd un andlisis estratificando por dos grupos de edad: de 5 a 9 afios de edad y de

10 a 12 aflos de edad, que indica la pre-adolescencia.

Como se observa en la tabla 3, el percentil de indice de masa corporal, el porcentaje de
grasa corporal, la circunferencia de cintura, la presion arterial sistélica y diastélica, el
indice HOMA vy los niveles séricos de insulina y glucosa fueron significativamente mas
altos en los nifios de 10 a 12 afios en comparacién con los de 5 a 9 afos. Por el
contrario, los niveles séricos de colesterol total, HDL y LDL fueron significativamente
mayores en los nifios de 5 a 9 afilos en comparacion con los nifios de 10 a 12 afios. Los

niveles de triglicéridos, no mostraron diferencias significativas.

Tabla 3. Parametros antropométricos y biogquimicos agrupados por edad

Parametro 10-12 afios
n 459 386
pBMI* 74.8 (41.8-92.7) 77.3 (44.6-92.8)
PAS* 97 (90-102) 102 (96-108)
PAD* 68 (63-72) 69 (64-74)

% grasa corporal* 30.5 (23.4-38.0) 34.3 (25.9-41.8)
HOMA_IR* 1.1 (0.7-1.7) 1.6 (1.1-2.5)
Cintura (cm)* 62.2 (55.5-71.0) 70.6 (64.2-81.1)

INS (U/L)* 5(3-7) 7 (5-11)
GLU (mg/dL)* 90 (86-94) 91 (86-97)
CT (mg/dL)* 166 (150-186) 164 (146-184)
TG (mg/dL) 81 (55-115) 93 (64-135)
C-HDL (mg/dL)* 49 (42-58) 47 (40-54)
C-LDL(mg/dL)* 99 (83-115) 94 (80-112)
AU(mg/dL) 4.4 (3.8-5.0) 5.2 (4.4-5.9)
pCr (mg/dL) 0.046 (0.010-0.150) 0.041 (0.010-0.178)
ApoB (mg/dL) 76.2 (64.9-89.2) 76.4 (63.0-88.4)

Parametros antropométricos y bioquimicos agrupados de acuerdo a edad (5-9 y 10-12 afios). Los
resultados se presentan como medianas y rango intercuartilar. (*) = p<0.05. Prueba t de Student realizada
con datos normalizados por logaritmo. pBMI = percentil de indice de masa corporal. PAS = presién arterial
sistolica, PAD = presion arterial diastolica, HOMA-IR=indice HOMA (resistencia a la insulina), GLU =
glucosa, INS = insulina, TG = triglicéridos, AU = acido urico, CT = colesterol total, C-HDL= Colesterol HDL,
C-LDL= Colesterol LDL, pCr = Proteina C reactiva, ApoB = apolipoproteina B
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De acuerdo a estos resultados, los calculos posteriores tendrian que ser controlados
por la edad y el sexo, puesto que se observan diferencias significativas al clasificar los

resultados de acuerdo a estas variables.
2. Clasificacion por estado nutricional

Se analizaron un total de 845 nifios de 6 a 12 afios y se agruparon de acuerdo a su
estado nutricional. El 4% de los nifios tuvieron bajo peso, un 57.8% fueron normopeso,
el 18.6% tuvieron sobrepeso y el 19.6% presentaron obesidad.

Como se observa en la tabla 4, de los parametros antropométricos analizados, el
porcentaje de grasa y la circunferencia de cintura aumentaron significativamente entre
los distintos grupos de estado nutricional, teniendo los valores mas altos en nifios
obesos. Para la presion arterial sistélica no hubo diferencias significativas entre los
grupos bajo peso y normopeso ni entre los grupos de sobrepeso y obesidad, pero si
entre bajo peso/normopeso y sobrepeso/obesidad. No hubo diferencias entre grupos

para la presion arterial diastolica.

Tabla 4. Parametros antropométricos agrupados al estado nutricional

Parametro Bajo Peso Normopeso Sobrepeso Obesidad
n = 845 34 (4.0%) 488 (57.8%) 157 (18.6%) 166 (19.6%)
Sexo H=16 , M=18 H=231, M=257 H=86, M=71 H=107, M=59
edad 9 (7-10) 9 (7-11) 10 (8-11) 9 (8-11)
pBMI 1.4 (0.6-2.3) a 55.5 (32.5-74.4) b 91.2 (88.1-92.9) ¢ 97.4 (96.1-98.5)
PAS 95 (84-100) a 97 (90-102) a 102 (97-109) b 105 (112-99) b
PAD 68 (62-72) a 68 (63-72) a 69 (65-75) a 72 (66-77) a
% grasa
comoral | 147(14185)a 269 (225:320)b 38.3(35.2-41.4)c  45.6 (42.0-49.2) d
pGC 4.5(2.0-9.3) a 34.0 (19.0-50.0) b 69.0 (58.5-79.0)c  88.0 (80.0-94.3) d
C'(Q:]‘:)r & 531(50.0-56.3) a 61.2 (56.6-66.8) b 74.5 (68.5-88.6)c  83.4 (76.5-88.8) d

Parametros antropométricos agrupados de acuerdo al estado nutricional. Los resultados se presentan
como mediana y rango intercuartilar. ANOVA de un factor con post-hoc tukey realizada con datos
normalizados por logaritmo, nivel de significancia 0.05. Para cada parametro, letras distintas entre grupos
indican diferencias significativas (p<0.05). pBMI= percentil de indice de masa corporal. PAS = presion
arterial sistélica, PAD = presién arterial diastdlica, pGC= percentil de grasa corporal.
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En el caso de los parametros bioquimicos, el indice HOMA vy los niveles séricos de
insulina fueron los Unicos que tuvieron diferencias significativas entre todos los estados
nutricionales, siendo los valores de los nifios obesos los mas altos (Tabla 5). En los
niveles séricos de triglicéridos y de &cido urico, no hubo diferencias significativas entre
los nifios de bajo peso y normopeso, pero si hubo diferencias con respecto a los grupos
de sobrepeso y obesos y también entre estos ultimos. En los niveles de glucosa,
colesterol total y colesterol LDL solo hubo diferencias significativas entre el grupo de los
normopeso y el de los obesos. Para el colesterol HDL se encontraron diferencias
significativas entre todos los grupos de estado nutricional excepto entre los nifilos de
sobrepeso y obesos. La proteina C reactiva solo tuvo niveles significativamente
mayores en los nifios con obesidad en comparacion con el resto de los grupos. Para la
proteina ApoB, donde solo se contaba con los datos de los nifios hormopeso y obesos,
los nifios con obesidad tuvieron niveles significativamente mas altos que los de los

nifos normopeso.

Tabla 5. Parametros bioquimicos agrupados por estado nutricional

‘ FEEIET Bajo Peso Normopeso Sobrepeso Obesidad

HOMA 0.85 (0.58-1.14) a 1.12 (0.73-1.51) b 1.55 (1.11-2.44) ¢ 2.45 (1.60-3.71) d
('U'\',‘E’) 3.8 (2.6-5.0) a 5.0 (3.3-6.6) b 7.3 (5.2-10.5) ¢ 10.9 (6.9 16.0) d
GLU

(mg/dL) 90 (84-93) ab 90 (86-95) a 90 (86-96) ab 91 (89-97) b
TG

(mg/dL) 63 (54-77) a 73 (53-102) a 107 (73-148) b 118 (92-171) ¢

(mg/TdL) 160 (146-190) ab 162 (146-181) a 174 (146-195) ab 174 (156-194) b

C-HDL

(mg/dL) 56 (47-70) a 51 (44-59) b 44 (38-52) ¢ 43 (37-49) ¢

((;;,'jt) 92 (76-112) ab 94 (81-110) a 101 (82-120) ab 104 (92-119) b
AU

(mg/dL) 4.1 (3.6-47)a 45(3.8-5.1) a 4.9 (4.2-58)b 5.3 (4.7-6.3) c

(mpg%L) 0.010 (0.010-0.018) a  0.023 (0.010-0.063)a  0.041 (0.010-0.137)a  0.192 (0.080-0.434)b
ApoB

(mg/dL) - 71.3 (61.3-83.2) a - 84.2 (73.3-98.6) b

Parametros bioquimicos agrupados de acuerdo al estado nutricional. Los resultados se presentan como
mediana y rango intercuartilar. ANOVA de un factor con post-hoc tukey realizada con datos normalizados
por logaritmo, nivel de significancia 0.05. Para cada parametro, letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos (p<0.05). HOMA =indice HOMA (indicador de resistencia a la insulina), GLU =
glucosa, INS = insulina, TG = triglicéridos, AU = acido Urico, CT = colesterol total, C-HDL= Colesterol HDL,
C-LDL= Colesterol LDL, pCr = Proteina C reactiva, ApoB = apolipoproteina B.
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3. Metabolémica

3.1Aminoacidos

En las mediciones de metabolomica se analizaron 11 aminoacidos: Arginina, Citrulina,

Glicina, Alanina, Metionina, Leucina, Valina, Fenilalanina, Tirosina, Ornitina y Prolina.

El andlisis de metabolitos se realizé por estado nutricional. Como se observa en la
figura 2, los aminoacidos de cadena ramificada (valina y leucina) y los aromaticos
(fenilalanina y tirosina) tuvieron niveles progresivamente mayores entre los estados
nutricionales excepto entre los grupos de bajo peso y normopeso donde no se
encontraron diferencias significativas. Prolina fue significativamente mayor solo en el
grupo de los nifios obesos. Alanina tuvo diferencias significativas entre los nifios
normopeso Yy los nifios con sobrepeso y obesidad. Arginina tuvo un comportamiento
similar, teniendo diferencias significativas entre el grupo de bajo peso y el grupo de
obesidad y entre el grupo de normopeso en comparacion con los grupos de sobrepeso
y obesidad. Ornitina solo mostré diferencias significativas entre los nifios nhormopeso y
los nifios con obesidad. Citrulina, metionina y glicina no tuvieron diferencias

significativas entre ninguno de los grupos.
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Figura 2. Niveles séricos de aminoéacidos. Los resultados se presentan graficados como media y desviacion estandar. ANOVA de un factor,
post-hoc Tukey, nivel de significancia 0.05, realizado con datos previamente normalizados por logaritmo, Para cada amino&cido, letras diferentes
indican que hay diferencias significativas entre grupos (p<0.05).
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3.2Acilcarnitinas

Se midieron un total de 33 acilcarnitinas, de las cuales 18 se excluyeron del
analisis porque su mediana estuvo por debajo del limite de sensibilidad del equipo.
Para su andlisis, las acilcarnitinas se clasificaron de acuerdo a la longitud de su
cadena, conforme se muestra en la tabla 6 (Meyburg, et. al., 2001). Para el caso
de las acilcarnitinas C50H y C5DC se midieron también los niveles de sus
isdmeros estructurales C4DC y C60H, respectivamente; sin embargo, dado, que
el equipo no diferencia entre ambos compuestos, se conjuntaron los resultados

como uno solo.

Tabla 6. Clasificacion estructural de las acilcarnitinas
Simbolo Nombre de la acilcarnitina Longitud de cadena

Cco Libre Corta
C3 Propionil Corta
C5 Isovaleril Corta
C50H/C4DC Metilmalonil/3-Hidroxivaleril Corta

C5DC/C60H Glutaril/3-Hidroxihexanail Corta/Media
CéDC Adipil Media
C8 Octanoll Media
Cc8:1 Octenoll Media
C10 Decanoil Media
Cl0:1 Decenoil Media
C12 Dodecanaill Media
Cl2: Dodecenaoill Media
Cl4 Tetradecanoil (miristoil) Larga
Cl4:1 Tetradecenall Larga
C14:2 Tetradecadienoil Larga
c18:1 Octadecenoail (Oleil) Larga

De acuerdo a la figura 3, los niveles séricos de la carnitina libore CO y las
acilcarnitinas C5 y C5DC/C60H tuvieron niveles progresivamente mayores entre
los estados nutricionales, habiendo diferencias significativas entre los nifios
normopeso, con sobrepeso y obesidad y entre los nifios de bajo peso y los
obesos. La acilcarnitina C3 solo tuvo niveles significativamente mayores en los
nifios obesos y las acilcarnitinas C50H/C4DC fueron significativamente mayores
en los nifios con sobrepeso/obesidad, comparados con los nifios de bajo

peso/normopeso.
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De acuerdo a la figura 4, para las acilcarnitinas de cadena media, solo la C8:1 tuvo
diferencias significativas, en donde el grupo de los nifios normopeso Mostro
niveles significativamente menores que los nifios con sobrepeso y obesidad. Las
demas acilcarnitinas, C6DC, C8, C10, C10:1, C12 y C12:1 no tuvieron diferencias
significativas entre grupos. De las acilcarnitinas de cadena larga, Unicamente la
C18:1 tuvo valores significativamente mayores en los nifios obesos con respecto a
los nifios normopeso; las C14, C14:1 y C14:2 no mostraron diferencias

significativas.
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Figura 3. Niveles séricos de acilcarnitinas de cadena corta. Los resultados se graficaron como media y desviacion estandar. ANOVA de un factor,
post-hocTukey, nivel de significancia 0.05, realizado con datos previamente normalizados por logaritmo. Para cada acilcarnitina, letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos (p<0.05).
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factor, post-hocTukey, nivel de significancia 0.05, realizado con datos previamente normalizados por logaritmo. Para cada acilcarnitina, letras diferentes
indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05).
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4 Asociacién de metabolitos séricos con rasgos de alteraciones

metabodlicas

Para el analisis de correlaciones se incluyeron todos los parametros
antropométricos y bioquimicos analizados. Los aminoacidos y acilcarnitinas
incluidos en el andlisis fueron aquellos que hubiesen tenido diferencias
significativas entre al menos dos grupos de estado nutricional, esto es: arginina,
alanina, leucina, valina, fenilalanina, tirosina, ornitina y prolina; C0O, C3, C5,
C5DC/C60H, C50H/C6DC, C8:1 y C18:1. Se calculé el Z-score de los

aminoacidos y acilcarnitinas para hacer las correlaciones parciales.
4.1 Aminoacidos y rasgos de alteraciones metabdlicas

Como se muestra en la tabla 7, los aminoacidos de cadena ramificada (leucina y
valina) y los arométicos (fenilalanina y tirosina) correlacionaron positivamente con
el porcentaje de grasa, la circunferencia de cintura, el indice HOMA vy los niveles
séricos de insulina, colesterol total y triglicéridos. Leucina y valina correlacionaron
con C-LDL (p=0.02 y p=0.002, respectivamente), fenilalanina y tirosina con la
proteina C reactiva (p<0.00001 y p=0.004, respectivamente) y Unicamente leucina
y fenilalanina con &cido urico (p=0.003 y p=0.01, respectivamente).

Los niveles séricos de triglicéridos también correlacionaron positivamente con
arginina, alanina, prolina y ornitina. De estos cuatro aminoacidos solo arginina,
alanina y prolina correlacionaron positivamente con el indice HOMA y con los
niveles séricos de insulina. Arginina y ornitina correlacionaron también con el
porcentaje de grasa corporal y los niveles de colesterol total. Alanina correlacion6
positivamente con la circunferencia de cintura mientras que ornitina correlaciono
negativamente, ademas de haber correlacionado positivamente con C-HDL, C-

LDL y acido urico.
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Tabla 7. Correlaciones parciales entre parametros antropométricos, bioquimicos y niveles séricos de aminoacidos

Parametro  Aminoacido Arginina Alanina Leucina Valina Fenilalanina Tirosina Prolina Ornitina
% grasa r 0.13 0.05 0.12 0.13 0.13 0.14 0.04 0.13
corporal p <0.001 0.223 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 0.335 <0.001
Cintura r -0.03 0.09 0.09 0.13 0.12 0.14 0.04 -0.08

p 0.531 0.015 0.021 <0.001 0.001 <0.001 0.326 0.039

HOMA IR 0.13 0.17 0.09 0.12 0.09 0.18 0.14 0.07

p <0.001 <0.001 0.018 0.002 0.015 <0.001 <0.001 0.069

GLU r 0.13 0.03 -0.06 -0.03 0.01 0.03 0.03 0.05
p <0.001 0.440 0.102 0.439 0.932 0.525 0.439 0.212

INS r 0.11 0.17 0.11 0.13 0.1 0.18 0.14 0.07
p 0.003 <0.001 0.006 <0.001 0.011 <0.001 <0.001 0.086

cT r 0.11 0.04 0.14 0.16 0.11 0.09 -0.02 0.15
p 0.004 0.326 <0.001 <0.001 0.004 0.020 0.645 <0.001

r 0.1 0.23 0.19 0.17 0.17 0.19 0.18 0.13
TG p 0.010 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

r 0.05 -0.03 -0.01 0.01 -0.02 -0.03 -0.03 0.1

C-HDL p 0.223 0.439 0.841 0.819 0.685 0.525 0.439 0.008

C.LDL r 0.07 -0.01 0.09 0.12 0.07 0.04 -0.07 0.1
p 0.064 0.721 0.021 0.002 0.078 0.294 0.078 0.015

AU r 0.08 0.04 0.11 0.07 0.1 0.04 -0.04 0.08
p 0.057 0.283 0.003 0.067 0.010 0.341 0.326 0.045

r -0.01 -0.03 0.08 0.08 0.19 0.13 -0.03 -0.06

per p 0.896 0.540 0.097 0.088 <0.001 0.004 0.525 0.206

Correlaciones entre parametros bioquimicos y aminoacidos. Para realizar las correlaciones se emplearon los datos normalizados por logaritmo para los
parametros bioquimicos y el Z score de los aminoacidos. Las correlaciones se ajustaron por percentil de indice de masa corporal, edad y sexo. Valores
de p corregidos por FDR. En negritas se resaltan las correlaciones significativas (p<0.05). HOMA-IR=indice HOMA (resistencia a la insulina), GLU =
glucosa, INS = insulina, TG = triglicéridos, AU = acido urico, CT = colesterol total, C-HDL= Colesterol HDL, C-LDL= Colesterol LDL, pCr = Proteina C
reactiva.
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4.2 Acilcarnitinas y rasgos de alteraciones metabdlicas

Como se muestra en la tabla 8, la carnitina libre (CO) y las acilcarnitinas
C5DC/C60OH correlacionaron positivamente con la circunferencia de cintura
(p<0.001 y p=0.01, respectivamente). La carnitihna CO también correlacion6
positivamente con el &cido urico, al igual que la C18:1 (p=0.01 y p<0.001,
respectivamente). Unicamente la C3 correlaciond positivamente con el porcentaje
de grasa corporal (p=0.03) y las acilcarnitinas C5DC/C60H correlacionaron
positivamente con los niveles de triglicéridos (p=0.04). La C18:1 correlacioné
positivamente con los niveles de colesterol total y LDL (p=0.01 y p<0.001,
respectivamente) y negativamente con el indice HOMA y los niveles séricos de

glucosa e insulina.
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Tabla 8. Correlaciones parciales entre paradmetros antropométricos y bioquimicos y niveles séricos de acilcarnitinas

Parametro Acilcarnitina C50H/C4DC  C5DC/C60H
% grasa r 0.05 0.1 0.01 -0.07 -0.03 0.03 0.003
corporal p 0.28 0.03 0.90 0.16 0.61 0.61 0.90
) r 0.18 -0.06 0.02 0.07 0.11 0.04 0.03
Cintura
p <0.001 0.24 0.87 0.17 0.01 0.41 0.66
r -0.06 0.07 0.01 -0.07 -0.06 -0.02 -0.16
HOMA
p 0.24 0.17 0.93 0.17 0.24 0.87 <0.001
GLU r -0.06 0.07 -0.08 -0.05 -0.05 -0.01 -0.1
p 0.30 0.23 0.69 0.20 0.28 0.87 <0.001
INS r -0.05 0.06 0.03 -0.06 -0.05 -0.02 -0.16
p 0.23 0.17 0.10 0.26 0.34 0.98 0.03
cT r 0.05 0.04 0.06 0.001 0.001 0.02 0.11
p 0.35 0.48 0.24 0.90 0.90 0.87 0.01
. r 0.07 0.06 0.01 0.05 0.1 -0.07 -0.06
p 0.17 0.24 0.90 0.34 0.04 0.17 0.24
C-HDL r -0.07 0.03 -0.03 -0.06 -0.09 0.03 0.09
p 0.15 0.58 0.61 0.24 0.09 0.58 0.07
C-LDL r 0.06 0.02 0.08 0.02 0.01 0.03 0.11
p 0.23 0.87 0.15 0.86 0.91 0.68 0.02
AU r 0.12 0.03 0.03 -0.05 0.001 0.05 0.13
p 0.01 0.60 0.61 0.32 0.90 0.35 <0.001
oCr r 0.08 -0.1 0.01 0.03 0.09 -0.02 -0.01
p 0.17 0.12 0.98 0.82 0.15 0.87 0.98

Correlaciones entre parametros bioquimicos y acilcarnitinas. Para realizar las correlaciones se emplearon datos transformados por logaritmo
para su normalizacion para los parametros bioquimicos y el Z score de las acilcarnitinas. Se ajusté por percentil de indice de masa corporal,
edad y sexo. Valores de p corregidos por FDR. En negritas se resaltan las correlaciones significativas (p<0.05). HOMA-IR=indice HOMA
(resistencia a la insulina), GLU = glucosa, INS = insulina, TG = triglicéridos, AU = &cido urico, CT = colesterol total, C-HDL= Colesterol HDL, C-
LDL= Colesterol LDL, pCr = Proteina C reactiva.
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Los parametros de percentil de presion arterial sistélica y diastélica y apoB no se

presentan por no tener correlacion significativa con ningn aminoacido ni acilcarnitina.
5 BCAA, AAy anormalidades metabdlicas

Una vez identificados los pardmetros asociados en mayor medida al sobrepeso, la
obesidad, los BCAA y los AA, se procedid a analizar si estos aminoacidos podrian
diferenciar a los nifios con alteraciones metabdlicas de los nifios sanos y si este efecto
podria ser independiente del estado nutricional. Para ello se opté por realizar una
clasificacion de nifos “metabdlicamente sanos” y nifos “metabdlicamente

comprometidos”.

Siendo que la resistencia a la insulina y la hipertrigliceridemia son las alteraciones
metabodlicas mas comunes en la poblacidén infantil mexicana (Aradillas, et. al., 2007;
Bibiloni, et. al., 2015) y a que son las que se asociaron en mayor medida a los BCAA y
AA, los nifios que presentaran ambas complicaciones metabdlicas se clasificaron como
“‘metabdlicamente comprometidos” y los nifios que no presentaran ninguna de las dos
fueron clasificados como “metabdlicamente sanos”. Los nifios que solo presentaran una
de estas dos anormalidades metabdlicas no se tomaron en cuenta para este analisis.
Los nifios con bajo peso se omitieron de este analisis pues ninguno presentd valores

anormales de indice HOMA ni triglicéridos.

Para identificar a los nifios con hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina se
emplearon los valores de corte de 100 mg/dL para triglicéridos y HOMA>2.5 para
resistencia a la insulina (De Ferranti, et. al., 2004; Cook, et. al., 2003).

En la tabla 9 se presenta la distribucion de la poblacion conforme a esta clasificacion.

Tabla 9. Distribucién de la poblacién en funcién del estado metabdlico

Normopeso 71% 3% 26%
Sobrepeso 42% 20% 38%
Obesidad 25% 39% 36%
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Como se muestra en

la tabla 10,

los niflos normopeso

“metabdlicamente

comprometidos” tuvieron niveles significativamente mas altos en los niveles de los

cuatro aminoacidos (ramificados y aroméaticos) en comparacién con los nifios

normopeso “metabdlicamente sanos”. En los nifios con sobrepeso se observo el mismo

comportamiento, de los nifilos “metabdlicamente anormales” teniendo mayores niveles

de aminoacidos que los nifios “metabdlicamente sanos”. En el grupo de obesidad

también se presenté el mismo patron, salvo por fenilalanina que no tuvo diferencias

significativas entre ambos grupos.

Tabla 10. Comparacion de niveles de aminoacidos en nifios con
hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina
Normopeso (n=488)

“sanos” n=350

“comprometidos” n=15

Leucina 50.3 (44.0-56.9) 59.7 (56.3-76.4) 0.0004

Valina 59.6 (53.1-67.9) 73.0 (65.6-84.6) 0.0002
Fenilalanina 23.7 (21.6-27.0) 30.2 (25.7-38.3) 0.002
Tirosina 25.0 (22.0-28.7) 30.4 (24.7-38.7) 0.02

Obesidad (n=166)

“sanos” n=42

“comprometidos” n=64

Sobrepeso (n=157) “sanos” n=66 “comprometidos” n=31
Leucina 53.5 (48.9-62.4)
Valina 64.7 (58.1-73.9) 74.3 (64.8-81.4) 0.004
Fenilalanina 25.9 (23.9-30.3) 28.5 (26.2-34.6) 0.022
Tirosina 27.0 (24.7-29.4) 30.5 (27.3-33.9) 0.016

Leucina 60.5 (53.2-67.5) 65.5 (57.6-73.2) 0.031
Valina 72.9 (64.5-82.1) 78.2 (66.0-89.9) 0.049
Fenilalanina 29.0 (25.8-36.8) 29.6 (26.1-37.3) 0.401
Tirosina 30.3 (26.6-34.8) 33.3(29.9-38.9) 0.009

Niveles de aminodcidos de cadena ramificada y aromaticos en nifios con hipertrigliceridemia y
resistencia a la insulina. Prueba t student, nivel de significancia 0.05. Se presentan las medias y los

rangos intercuartilares.

Datos

normalizados por

logaritmo.

Puntos de

Hipertrigliceridemia, TG>100 mg/dL. Resistencia a la insulina, HOMA-IR>2.5.

corte empleados:
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VIl. DISCUSION

A. Descripcion poblacional

La caracterizacion de la poblacion muestra que el porcentaje de nifios con sobrepeso u
obesidad es de 38.2% (18.6% y 19.6%, respectivamente), siendo asi un 3.8% mas alto

gue el 34.4% reportado a nivel nacional por la ENSANUT en el 2012.

Se sabe que, en la mayoria de los individuos, el percentil de BMI correlaciona con la
adiposidad, indicada por el porcentaje de grasa y que a partir del percentil 75 del
porcentaje de grasa se podria considerar como alta adiposidad (Flegal, et. al., 2010).
Como era de esperarse, la mayoria de los nifios con sobrepeso y obesidad también
presentaron alta adiposidad. La diferencia en la composicién corporal entre nifios y
nifas es evidente desde antes de la edad puberal (Taylor, et. al., 1997). Este efecto se
corroboré al observar que las nifias presentaron mayores porcentajes de grasa corporal

gue los nifos.

B. Complicaciones metabdlicas

El sobrepeso y la obesidad aumentan el riesgo de desarrollar complicaciones
metabdlicas, entre las que se encuentra alteraciones en la homeostasis de glucosa, el

metabolismo de lipidos, los niveles de &acido urico y los procesos inflamatorios.

Homeostasis de glucosa

En nuestra poblacion de estudio, mas de un 75% de nifios con sobrepeso y obesidad
tuvieron niveles glucémicos normales, esto es, por debajo de los 100 mg/dL indicados
para pre-diabetes (Alberti, et. al., 1998). Sin embargo, muchos de estos nifios tuvieron
mayores niveles de insulina que sus contrapartes normopeso. Ademas, el HOMA-IR
mostré que al menos un 25% de nifilos con sobrepeso y un 50% con obesidad eran

resistentes a insulina, tomando como referencia un punto de corte de 2.5 para HOMA-
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IR (Ascaso, et. al., 2003). Comunmente, antes de que ocurran anormalidades en los

niveles de glucosa, se da un estado de resistencia a la insulina (Shulman, et. al., 2000).

Metabolismo lipidico

Las alteraciones en el metabolismo de lipidos se evidencian con niveles séricos
anormales de triglicéridos y colesterol, principalmente. En este estudio, el 50% de los
nifos con sobrepeso y obesidad presentaron hipertrigliceridemia, tomando en cuenta un
valor de corte de 100 mg/dL (De Ferranti, et. al., 2004). Ademas, al menos un 25% de
estos nifios estaban por debajo del limite propuesto para niveles de HDL en
adolescentes (40mg/dL) (Cook, et. al., 2003) y un 50% tenian niveles de colesterol por
arriba de los 170 mg/dL, previamente reportado en nifios mexicanos (Arenas-Berumen,
et. al., 2015).

De manera muy interesante, una cuarta parte de los nifios normopeso presentaron
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, ademas de tener valores por arriba de los
valores de C-LDL reportados previamente en nifios mexicanos (Juarez-Mufioz, et. al.,
2006). Esto parece respaldar la hipotesis que, ademas del sobrepeso y la obesidad, se

requieren de otros factores para el desarrollo de anormalidades metabdlicas.

La apolipoproteina (ApoB), que participa en el metabolismo de colesterol y cuyos altos
niveles se han vinculado con el desarrollo de resistencia a la insulina en el higado (Su,
et. al., 2009), estuvo elevada en nifios obesos en comparacion con los normopeso. No
obstante, tanto niflos normopeso como obesos estuvieron por arriba del promedio
reportado en nifios con obesidad (Arrobas, et. al., 2014). Esto sugiere la posibilidad de
gue las dislipidemias sean cada vez mas frecuentes en nifios mexicanos incluso en

nifios normopeso.

Hiperuricemiay procesos inflamatorios
Altos niveles de &cido arico se han asociado con resistencia a la insulina y aparicion del

sindrome metabdlico (Yu, et. al., 2016). Empleando un valor de 5.1 mg/dL como valor
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de corte para identificar hiperuricemia en nifios (Wilcox, et. al., 1996), se encontré que
cerca de la mitad de nifios con sobrepeso y obesidad presentaron hiperuricemia y al
menos una cuarta parte de los niflos normopeso también. Es interesante notar que la
prevalencia de hiperuricemia en nifios con sobrepeso y obesidad coincide con la
prevalencia de resistencia a la insulina (de acuerdo al HOMA-IR). Sin embargo, en los
nifos normopeso la presencia de hiperuricemia no necesariamente se acomparfa de
resistencia la insulina. Esto nos permite especular que los niveles de acido urico

podrian elevarse antes del desarrollo de resistencia a la insulina.

Se sabe que en sobrepeso y obesidad existe un estado de inflamacion cronica en el
organismo (Esser, et. al., 2014) y que incluso podria preceder a estadios de resistencia
a la insulina y sindrome metabdlico (Singla, et. al., 2010). Esto podria explicar que en
este estudio los niflos con sobrepeso y obesidad tuvieran mayores niveles de la

proteina C reactiva (pCr), indicadora de inflamacion.

Consistentemente con lo reportado en otras poblaciones infantiles, los parametros
antropomeétricos y bioquimicos de nuestra poblacion de estudio sugieren que ciertos
indicadores de riesgo metabdlico como porcentaje de grasa, indice HOMA, niveles
séricos de triglicéridos, colesterol y acido urico aumentan conforme aumenta el percentil
indice de masa corporal. Es interesante notar que, aunque los parametros de riesgo
aumentaron de manera proporcional al estado nutricio, no todos los nifios con
sobrepeso u obesidad desarrollaron resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia o
alguna otra complicacibn metabdlica. En cambio, un nimero considerable de nifios
normopeso si presentaron alguna alteracion metabdlica, por lo cual se procedié a la

blusqueda de factores involucrados en el desarrollo de complicaciones metabdlicas.

C. Aminoacidos, acilcarnitinas y complicaciones metabdlicas

De acuerdo al objetivo principal del trabajo, se analizd si existia asociacion de los
aminoacidos y las acilcarnitinas en suero con rasgos metabdlicos relacionados a

complicaciones metabdlicas.
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BCAA y AA

Los aminoacidos cuyos niveles aumentaron en mayor medida en nifios con sobrepeso y
obesidad en comparacién con los normopeso fueron leucina y valina (BCAA) y

fenilalanina y tirosina (AA).

Algunas explicaciones para el aumento en la concentracion de los BCAA en sobrepeso
y obesidad son que: existiera una disminucién en su catabolismo (principalmente en
tejido adiposo), tal como ha sido reportado para obesidad o por el aumento en la

protedlisis, causada por la pérdida de sensibilidad a la insulina (Lu, et. al., 2013).

Frecuentemente, el aumento de los niveles de los AA se ha observado que sucede en
conjunto con el de los BCAA, aunque no se conoce por qué mecanismo ocurre esto.
Una probable explicacion es que, debido a que los BCAA y los AA comparten un
transportador de aminoacidos hacia los tejidos (LAT1), al aumentar la concentracion
sérica de los BCAA se sature el transportador, ocasionando que también aumente la
concentracion de los AA (McCormack, et. al., 2012).

Tanto los BCAA como los AA se han relacionado con la obesidad infantil (Butte, et. al.,
2015). En nuestro estudio, los BCAA y los AA se asociaron no solo con el percentil de
BMI, sino también con la circunferencia de cintura y el porcentaje de grasa, sugiriendo
gue podrian ser indicadores del indice de adiposidad, un parametro altamente
relacionado con el sindrome metabdlico (Elks, et. al., 2010). Conocer el indice de
adiposidad en nifios resultaria utilidad puesto que algunos nifios clasificados como
normopeso podrian tener elevados indices de adiposidad y estar propensos al

desarrollo de complicaciones metabdlicas.

Los BCAA y los AA también se han asociado con el desarrollo de resistencia a la
insulina y, recientemente, con el riesgo de padecer hipertrigliceridemia (McCormack, et.
al., 2012; Wiklund, et. al., 2016).). Por ello, se ha evaluado su utilidad como posibles

marcadores de riesgo de estas alteraciones metabdlicas. En el presente estudio, la
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asociacion encontrada de los BCAA y los AA con el indice HOMA vy los niveles de
triglicéridos indica su intima relacion con la resistencia a la insulina e
hipertrigliceridemia. Esto parece colocar a estos aminoacidos como posibles
participantes en el desarrollo de estas alteraciones metabdlicas. Cabe resaltar que son

necesarios mas estudios para corroborar esta hipotesis.

Se sabe que la elevaciéon de los niveles de los BCAA puede influir en la cascada de
activacion de mTOR, lo cual resulta en un desacoplamiento en la sefalizacién de
insulina y produce, de esta manera, resistencia a la insulina en musculo y tejido adiposo
(Lynch, et. al.,, 2014). Asimismo, se ha postulado que cuando aumentan las
concentraciones sistémicas de los BCAA, aumenta su ingreso al higado y se convierten
en sustratos para la lipogénesis hepética de novo, promoviendo asi el aumento en los

niveles de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad en sangre (Lu, et. al., 2013).

Aun cuando los AA parecen no compartir el mecanismo de accion de los BCAA, un
estudio en roedores planted la posibilidad de que el aumento en los niveles sistémicos
de aminoacidos en general puede favorecer su ingreso al higado y, a través de la
sefalizacion por mTOR vy el nervio vago, promover la disminucién de la expresién de la
lipoproteina lipasa en tejido adiposo, causando de esta manera que los triglicéridos no

se hidrolicen y aumenten su concentracion en circulacion (Uno, et. al., 2015).

Aunque resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia son las complicaciones
metabolicas que se han asociado con mayor frecuencia con los BCAA y los AA, estos
aminoacidos también mostraron relacion con otros rasgos de alteraciones metabdlicas

como colesterol total, C-LDL, acido arico y proteina C reactiva.

Previamente, se habia planteado que los BCAA podrian estar participando en el
desarrollo de enfermedades aterosclerdticas y cardiovasculares, debido a su asociacion
con parametros de riesgo cardiovascular (Mangge, et. al., 2016). Nuestros resultados
mostraron una asociacion de los BCAA y de fenilalanina con los niveles de colesterol

total y valina y leucina con C-LDL. Aunque, debido al disefio transversal de este
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estudio, no se puede establecer si esta asociacion es causa 0 consecuencia, estos
resultados abren la posibilidad de que estos aminoacidos en efecto se relacionen con

rasgos de riesgo cardiovascular.

Un hallazgo novedoso es que solo los AA se asociaron con los niveles séricos de acido
arico y proteina C reactiva (pCr). La hiperuricemia se ha relacionado con resistencia a
la insulina y el sindrome metabdlico (Yu, et. al., 2016). Por su parte, la pCr es un
indicador de inflamacibn y comunmente se ha observado elevada en obesidad
(Mohorko, et. al., 2015). Es interesante notar que el acido Urico también se ha vinculado
con procesos inflamatorios y como indicador de riesgo cardiovascular (Ruggiero, et. al.,
2006), lo cual podria asociar a los AA con procesos inflamatorios que podrian estar
contribuyendo al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, incluso,
independientemente del estado nutricional.

Otros aminoacidos

Se ha observado que alanina, un aminoacido que forma parte del catabolismo de los
BCAA, se eleva de manera conjunta con estos (Butte, et. al., 2015; Lu, et. al., 2013). En
nuestro estudio, mayores niveles séricos de alanina se asociaron con mayores
porcentajes de grasa, indice HOMA vy triglicéridos, lo cual sustenta la intima relacion de
alanina no solo con los BCAA sino con la prevalencia de sobrepeso, obesidad y

alteraciones metabdlicas.

Los niflos con sobrepeso y obesidad mostraron mayores niveles de arginina en
comparaciéon con los niflos normopeso. Estos niveles tuvieron relaciébn con mayores
niveles de insulina, HOMA-IR, porcentaje de grasa y triglicéridos. Se sabe que la
arginina es un secretagogo de insulina (McGarry, et. al., 2002); por ello, a mayores
concentraciones en suero de arginina, se espera que existan mayores niveles de
insulina. Incluso, arginina ya habia sido previamente asociada con el riesgo de

hipertrigliceridemia en obesidad (Mook-Kanamori, et. al., 2014).
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En nifios, se ha observado que los niveles de prolina disminuyen en obesidad (Wabhl, et.
al., 2012). Sin embargo, nuestros resultados mostraron que prolina, ademas de estar
elevada en nifios con obesidad, correlaciond positivamente con el HOMA-IR vy
triglicéridos séricos. Esto parece sugerir que, contrario a la hipotesis de que prolina es
una ‘factor protector’ contra la obesidad en nifios, en nuestra poblacion de estudio
resulté estar asociado con sobrepeso, obesidad y resistencia a la insulina e

hipertrigliceridemia.

Dentro de las mediciones de metaboldmica también se encontraba disponible la
medicion de ornitina un aminoéacido dibasico. En modelos murinos de obesidad, los
niveles de ornitina aumentan conjuntamente con la obesidad y parecen formar parte de
una ‘firma metabdlica’ presente en el desarrollo de diabetes (Sailer, et. al., 2013). El
hecho de que este aminoacido haya estado elevado en nifios con obesidad y que,
ademas, se haya asociado con triglicéridos séricos, colesterol y acido urico, parece

sustentar esta hipotesis.

Los niveles séricos de glicina, metionina y citrulina no variaron en nifios con sobrepeso
y obesidad en comparacion con los nifios normopeso, aun cuando se ha reportado que
hay un incremento en los niveles de metionina en sujetos obesos y/o con DMT2 (Fiehn
2010), que glicina se eleva en sujetos con obesidad (Morris, et. al., 2012) y que
citrulina, un aminoacido no proteinogénico del ciclo de la urea, se ha visto elevado en

modelos murinos de obesidad (Sailer, et. al., 2013).

Acilcarnitinas

Las acilcarnitinas son metabolitos intermediarios de la oxidacién de lipidos, que resultan
de la unién de una carnitina libre y un grupo acetil (McCoin, et. al., 2015). Algunas son

productos del metabolismo de los aminoacidos, tales como las C3 y C5 (Newgard,
2012).
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En este estudio se encontré que los nifios con sobrepeso y obesidad tuvieron mayores
niveles de las acilcarnitinas C3 y C5 que sus contrapartes normopeso. Sin embargo, no
se asociaron con ningun parametro antropomeétrico o bioquimico, excepto la C3 con el
porcentaje de grasa. Esto nos permite especular que las C3 y C5 estarian involucrada
en el desarrollo de adiposidad pero no resistencia a la insulina u otra anormalidad

metabodlica asociada con los BCAA.

Las acilcarnitinas de cadena media y cadena larga reflejan la tasa de oxidacién lipidica
en la mitocondria (Mook-Kanamori, et. al., 2014) y se han visto relacionadas con el
desarrollo de isquemias cardiacas, resistencia a la insulina e inflamacion (McCoin, et.
al., 2015). De estas acilcarnitinas, solo la C8:1 y la C18:1 tuvieron niveles séricos
mayores en nifios con sobrepeso y obesidad que en nifios normopeso. No obstante,
ninguna de estas se asocid con porcentaje de grasa, indice HOMA ni triglicéridos. Esto
parece sugerir que, en edades tempranas como la infancia, no existe aun una
disfuncion clara en la funcibn mitocondrial que pueda llevar al desarrollo de

complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad.

Un resultado interesante fue que la carnitina libre (C0) estuvo elevada en nifios con
sobrepeso y obesidad en comparacion con los normopeso, a pesar de que su consumo
se ha asociado con una mejora en sensibilidad a la insulina y disminucion de niveles de

glucosa en ayuno (Mingrone, et. al., 2004; Galloway, et. al., 2011).

Los resultados obtenidos parecen indicar que, en comparacion con las acilcarnitinas,
los aminoacidos parecen tener asociaciones mas fuertes con el sobrepeso y la
obesidad en nifios, y podrian ser mejores indicadores de la prevalencia de alteraciones

metabodlicas.

D. BCAA, AAy el estado metabdlico

De las alteraciones metabdlicas que se presentan en nifios mexicanos, la resistencia a

la insulina y la hipertrigliceridemia son las mas frecuentes (Aradillas, et. al., 2007;
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Bibiloni, et. al., 2015). Debido a esto, es de suma importancia la identificacion de
factores asociados al desarrollo de estas alteraciones, tanto con fines de diagndstico

como de prevencion y tratamiento.

Uno de los resultados mas interesantes de nuestro estudio fue que los nifios
“‘metabdlicamente comprometidos” (con resistencia la insulina e hipertrigliceridemia)
tuvieron niveles mayores de BCAA y AA que los nifios “metabdlicamente sanos” y este
comportamiento se observo en todos los estados nutricionales, excepto en los nifios de

bajo peso que ninguno fue “metabdlicamente comprometido”.

Sorpresivamente, los nifios normopeso “metabdlicamente comprometidos” tuvieron
mayores niveles de BCAA y AA que los nifios con sobrepeso “metabolicamente sanos”
y, a su vez, los nifios con sobrepeso “metabolicamente comprometidos” tuvieron
mayores niveles de BCAA y AA que los obesos “metabdlicamente sanos”. De manera
interesante, al analizar la cantidad de masa de grasa se observé que los nifios con
sobrepeso y obesidad “metabdlicamente sanos” tenian mayores cantidades de grasa
gue sus contrapartes normopeso y con sobrepeso “metabdlicamente comprometidos”,
respectivamente. Esto abre la posibilidad de que la cantidad de grasa pueda ser un

factor “protector” en los nifios sin alteraciones metabdlicas.

Los BCAA se metabolizan principalmente en el musculo esquelético y el tejido adiposo
(Brosnan, et. al., 2006). Se sabe que en obesidad hay un malfuncionamiento en su
catabolismo que hace que estos se acumulen en tejido adiposo y se eleven en
circulacion (Lynch, et. al., 2014), lo cual a su vez puede inducir el desarrollo de
alteraciones metabolicas como resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia. Por lo
tanto, se puede especular que los nifios con mayores cantidades de tejido adiposo
tienen un mayor metabolismo de estos aminoacidos simplemente por la razén de tener
mas sitios donde metabolizarlos. Es decir, aun cuando su catabolismo se encuentre
reducido, a mayor cantidad de tejido adiposo, mayor cantidad de sitios donde estos

pueden metabolizarse y, de esta manera, evitar su acumulacién y liberacion al torrente
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sanguineo. Por lo tanto, seria interesante realizar mas estudios para analizar si este

efecto realmente sucede en los individuos con mayores cantidades de grasa.

La resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia ocurren con mayor frecuencia en los
niios con sobrepeso y obesidad; sin embargo, es interesante notar que una gran
cantidad de nifios con normopeso también pueden presentar una de las dos y en
algunos nifios se pueden presentar incluso ambas alteraciones. Por ello, saber que los
BCAA y los AA pueden diferenciar a los nifios “metabdlicamente sanos” de los nifios
‘metabdlicamente comprometidos™ permite una nueva aproximacion al estudio de las
alteraciones metabdlicas que se presentan en los nifios, incluso en los que no
presentan sobrepeso y obesidad. Aunque la naturaleza del estudio no permite
establecer su uso como biomarcadores, nuestros resultados abren la posibilidad de
evaluar los BCAA y los AA en estudio longitudinales como predictores de la presencia

de complicaciones metabdlicas.
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VIIl.  CONCLUSIONES

En el estudio del sobrepeso y la obesidad, la metabolomica resulté ser una herramienta
atil para la identificacion de algunos aminoéacidos y acilcarnitinas cuya concentracion
aumentd en presencia de sobrepeso y obesidad. Conforme a nuestra hipotesis, entre
estos aminoécidos destacaron los de cadena ramificada, leucina y valina, y los
aromaticos, fenilalanina y tirosina. Ademas, estos también parecen estar relacionados
con la prevalencia de alteraciones metabdlicas que se relacionan con la obesidad,
particularmente con resistencia a la insulina, lo cual los sefala como posibles

participantes en la fisiopatologia de estas comorbilidades.

Algo importante de mencionar es que, aunque el sobrepeso y la obesidad son factores
de riesgo para el desarrollo de resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia, entre
otras, puede haber nifios que sean normopeso y aun asi presentar estas alteraciones.
Por ello, la identificacidon de niveles anormales aminoacidos en suero podria dar un
indicio de aquellos nifilos con riesgo de desarrollar comorbilidades metabdlicas,

independientemente del estado nutricional del nifio.

Aun cuando el disefio de este estudio fue transversal, se abre el campo para realizar
mas estudios con el fin de evaluar si estos amino&cidos podrian ser biomarcadores de
riesgo del desarrollo de alteraciones metabdlicas que podrian conducir a enfermedades

como DMT2 y enfermedades cardiovasculares.
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