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RESUMEN

La obesidad en pediatria, representan un reto para la salud publica, debido al rapido
incremento en su prevalencia y asociacion con complicaciones, las cuales pueden
desarrollarse en otras etapas de crecimiento del nifio. La edad de 3 a 5 afos es un
punto en el crecimiento y desarrollo del infante durante el cual, se llevara la
programacion y distribucion de tejido adiposo que se tendra a lo largo de la vida. Si
esta programacion se modifica debido al rapido incremento de peso corporal y la
célula adiposa se hipertrofia se producira un aumento en la secrecién de citocinas
y especies reactivas, lo que llevara a un estado de estrés oxidativo, asi como a una
inflamacion crénica subclinica, mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en el
desarrollo de enfermedades cronico degenerativas. El objetivo del trabajo fue
identificar las alteraciones en los marcadores de estrés oxidativo, los sistemas
antioxidantes, el perfil de lipidos, la proteina C reactiva, la insulina, asi como en el
calculo por métodos indirectos para resistencia a la insulina en paciente pediatricos,
en edad preescolar de 3 a 5 afnos con obesidad en el Hospital Materno Pediatrico
Xochimilco.

Para dicho fin, cien nifios de 3 a 5 afios de edad fueron seleccionados y divididos
en dos grupos (n:50 por grupo); un grupo de nifios eutroficos (percentil < 84) y un
grupo de nifos con obesidad (percentil > 95); se realizé una evaluacidon
antropomeétrica y cuantificacion en plasma de glucosa, colesterol, triglicéridos,
lipoproteinas de alta densidad, lipoproteinas de baja densidad, proteina C reactiva
y acido urico los cuales fueron comparados entre los grupos de estudio. También
se determinaron marcadores de estrés oxidativo como: lipidos peroxidados,
proteinas oxidadas, glutation reducido, glutation oxidado y lipoproteinas de baja
densidad oxidadas; asi como las concentraciones seéricas de los antioxidantes:
glutation total, glutation peroxidasa 3, superéxido dismutasa Cu/Zn, catalasa y
Hemo-oxigenasa-1; asi como las actividades enzimaticas de: glutation peroxidasa
3, superoxido dismutasa Cu/Zn y catalasa. Finalmente se evalué en suero las
modificaciones en la insulina de nifios de 3 a 5 afos con obesidad y fue comparado
con nifios con peso normal y se calculé el indice HOMA-IR, HOMA-%B, HOMA-%S,



indice TG/HDL, indice T/G, e indice QUICKI, los cuales son métodos indirectos para
diagndstico de resistencia a la insulina.

Los datos obtenidos muestran un aumento significativo en los nifios que presentan
obesidad en relacién a la talla (p < 0.047), peso (p < 0,0001), indice de masa
corporal (p < 0.0001), percentil IMC/Edad (p < 0.0001), z-score/IMC (p < 0.0001),
glucosa (p < 0.0001), triglicéridos (p < 0.15), proteina C reactiva ultrasensible, asi
como una disminucién en los niveles de lipoproteinas de alta densidad (p<0.039) al
ser comparados con los nifios de grupo control. Ademas, los resultados, demuestran
que los nifos obesos presentan un aumento estadisticamente significativo en las
concentraciones séricas de peroxidacion de lipidos (p < 0.0001), proteinas oxidadas
(p < 0.0001), glutation oxidado (p < 0.0006) y lipoproteinas de baja densidad
oxidadas (p < 0.02) asi como una disminucion sobre el glutation reducido (p <
0.0003) al ser comparados con nifios del grupo control. Por otra parte, los
antioxidantes muestran un aumento significativo en los nifios que presentan
obesidad tanto en el glutation total como en la hemo-oxigenasa 1 (p < 0.0001)
ademas de una disminucién en la actividad enzimatica de glutation peroxidasa 3 (p
< 0.002) y de la concentraciéon sérica de catalasa (p < 0.0001). El calculo por
métodos indirectos para diagnosticar resistencia a la insulina indica que los nifos
obesos presentan un incremento estadisticamente significativo al ser comparados
con los nifos de grupo control sobre la insulina sérica (p < 0.0001), HOMA-IR (p <
0.0014), HOMA-%B (p < 0.0001), indice TG/HDL (p < 0.0001), indice TG/G (p <
0.042) e indice de QUICKI (p < 0.0001).

Con los resultados obtenidos se puede concluir, que los nifios preescolares obesos
cursan con un estado de estrés oxidativo cronico, un proceso inflamatorio, asi como
un estado incipiente de resistencia a la insulina, ya que se observa un incremento
en los marcadores de estrés oxidativo y disminucion de los sistemas antioxidantes,
incremento de la proteina C reactiva y alteraciones sobre los métodos indirectos

para el diagndstico de resistencia a la insulina.



ABSTRACT

In pediatrics, obesity represents a challenge to public health due to the quick growth
of its prevalence and the association of further complications that can arise during
the child’s different stages of development. Ages 3 to 5 are the stage of development
during which programming and distribution of the adipose tissue that the child will
have through life take place. If this programming is modified as a consequence of
the fast increase of body weight and the adipose cell hypertrophy, an increase in the
secretion of cytokines and reactive species takes place, leading to a state of
oxidative stress as well as subclinical chronic inflammation and pathophysiological
mechanisms involved in the development of chronic degenerative diseases. The aim
of this work was to identify the disturbances in the oxidative stress markers, the anti-
oxidant systems, the lipid profile, C-reactive protein, and insulin, as well as in the
calculation of insulin resistance using indirect methods in pediatric obese patients of
preschool age (ages 3 to 5) at the Xochimilco Maternal Pediatric Hospital (Hospital
Materno Pediatrico Xochimilco).

To do so, one hundred children between ages 3 and 5 were selected and divided
into two groups (n = 50 per group): one group of eutrophic children (< 84th percentile)
and one group of children with obesity (> 95th percentile). We conducted an
anthropometric evaluation and a quantification of plasma in glucose, cholesterol,
triglycerides, high-density lipoproteins, low-density lipoproteins, C-reactive protein,
and uric acid. All of these were compared between the study groups. In addition, we
determined oxidative stress markers: peroxidized lipids, oxidized proteins, reduced
glutathione, oxidized glutathione and oxidized low-density lipoproteins. We also
determined the serum concentrations of these antioxidants: total glutathione,
glutathione peroxidase 3, Cu/Zn superoxide dismutase, catalase, and heme
oxygenase-1. Additionally, we determined the enzymatic activities of: peroxidase 3,
Cu/Zn superoxide dismutase, and catalase. Finally, the modifications to insulin in
serum in obese children aged between 3 and 5 were evaluated. We compared the
results with those from children with normal weight and calculated HOMA-IR, HOMA-



%B, HOMA-%S and TG/HDL, T/G and QUICKI indices, which are indirect methods
to diagnose insulin resistance.

The data obtained from the obese children show a significant increase in terms of
size (p < 0.047), weight (p < 0.0001), body mass index (p < 0.0001), BMI/Age
percentile (p < 0.0001), z-score/BMI (p < 0.0001), glucose (p < 0.0001), triglycerides
(p < 0.15), ultra-sensitive C-reactive protein, as well as a decrease in the high-
density lipoproteins levels (p < 0.039) when compared to the levels of the children
from the control group. Additionally, the results demonstrate that obese children
show a statistically considerable increase in the serum concentrations of lipid
peroxidation (p < 0.0001), oxidized proteins (p < 0.0001), oxidized glutathione (p <
0.0006) and oxidized low-density lipoproteins (p < 0.02), as well as a decrease of
the reduced glutathione (p < 0.0003) when compared with the children from the
control group. In contrast, obese children show a significant increase in antioxidants
as total glutathione and heme oxygenase (p < 0.0001), as well as a decrease of the
enzymatic activity of glutathione peroxidase 3 (p < 0.002) and the serum
concentration of catalase (p < 0.0001). The calculation to diagnose insulin resistance
using indirect methods indicates that obese children present a statistically
considerable increase when compared to the children from the control group in terms
of: serum insulin (p < 0.0001), HOMA-IR (p < 0.0014), HOMA-%B (p < 0.0001),
TG/HDL index (p < 0.0001), TG/G index (p < 0.042), and QUICKI index (p < 0.0001).
With the results obtained, we can conclude that the obese preschool children have
a chronic oxidative stress state and show an inflammatory process as well as an
early state of insulin resistance. This conclusion is based on the fact that we
observed an increase in the oxidative stress markers, a decrease in the antioxidant
systems, an increase in C-reactive protein, and disturbances on the indirect methods

to diagnose insulin resistance.
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INTRODUCCION

La obesidad es el problema de salud que se presenta con mayor frecuencia
en la poblacion mundial, de acuerdo con las estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la cual en el afio 2014 reporta una prevalencia de
alrededor de 600 millones de pacientes mayores de 18 afos que padecen obesidad
y cerca de 41 millones de nifios menores de cinco afos que ya desarrollan

sobrepeso y/u obesidad (OMS-Obesidad y sobrepeso 2016).

La OMS define a la obesidad como una acumulacién anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para para la salud (OMS-Obesidad y sobrepeso
2016). Sin embargo, para poder determinar la severidad de esta acumulacion de
grasa, se utiliza el indice de masa corporal (IMC) el cual se calcula multiplicando el
peso por la talla al cuadrado y la circunferencia abdominal. En adultos se define
sobrepeso cuando se presenta un IMC de 25.0 a 29.9 kg/m? y obesidad con un IMC
es de 30 kg/m? o mayor. En la edad pediatrica ademas de considerar el IMC en el
diagndstico de sobrepeso y obesidad se debe también de tomar en cuenta al sexo
y la edad de nifio, ya que el crecimiento en cualquier etapa pediatrica es dinamico;
con base en esta situacion fisioldgica de crecimiento y desarrollo, la OMS en
conjunto con el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades de los
Estados Unidos (CDC), desarrollaron tablas percentilares de IMC para la edad en
las cuales se calcularon puntos de cohorte para cada poblacién del mundo y asi
llegaron a la conclusion de que niflos que se encuentren entre el percentil 84 al 94
son clasificados con sobrepeso y los que estén por encima de la percentil 95 seran

clasificados en obesidad (Kaufer-Horwitz et al., 2008).

Por otra parte, el perimetro de la cintura, también aporta informacién
importante en la clinica de la obesidad, ya que durante este padecimiento existe un

aumento de la grasa visceral la cual rodea los 6rganos abdominales.



El sobrepeso y obesidad en cualquier etapa de la vida, esta relacionado con
un desbalance entre ingesta y gasto energético, el cual produce una acumulacién
excesiva de grasa, dando como resultado hipertrofia adiposa; este proceso de
crecimiento desmedido del adipocito es el punto fundamental para el desarrollo de
las complicaciones asociadas a la obesidad, ya que el tejido adiposo, en especial el
visceral es considerado un 6rgano endocrino altamente activo, el cual secreta una
gran cantidad de adipocinas, citocinas y especies reactivas lo que lleva a un estado
de estrés oxidativo y se mantiene un estado de inflamacion cronica subclinica de
bajo grado, la cual se encuentra presente en la obesidad; las especies reactivas y
las citocinas pueden condicionar el desarrollo de complicaciones como: resistencia
a la insulina, diabetes mellitus, dislipidemia mixta, enfermedad cardiovascular y

sindrome metabdlico (Marseglia et al., 2014).

Existe suficiente evidencia cientifica de que en la obesidad se presenta un
estado de estrés oxidativo, pero aun no esta claro cuales son los mecanismos
moleculares que contribuyen a la fisiopatologia de la obesidad. Sin embargo,
durante el desarrollo de esta, el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria sistémica
causan que los fibroblastos que normalmente dan origen a los pre-adipocitos y a
adipocitos maduros, se conviertan en macrofagos, debido a que se modifican su
senalizacion. Esto lleva a una alteracién en el funcionamiento no sélo del tejido
adiposo, sino que también de los 6érganos como el higado y el pancreas entre otros

(Gonzalez-Chavez et al., 2011).



ESTRES OXIDATIVO, UNA VISION GENERAL

Radical Libre

El concepto de radical libre (RL) se comienza a dilucidar a finales del siglo
XIX, gracias a los experimentos realizados por el quimico ruso Moses Gomberg
(1910), sin embargo, tuvieron que pasar 40 afos para que en 1956 Harman,
definiera el concepto de RL, el cual lo define como un atomo o grupo de atomos que
contiene un electron (e7) desapareado y que son quimicamente inestables (Harman
1956).

Especie Reactiva de Oxigeno y Nitrégeno

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), se forman en los sistemas
biologicos tanto por los RL como por los metabolitos de estos y son: anidn
superoxido (O2), radical hidroxilo (*OH), asi como en moléculas no radicales como
el peréxido de hidrogeno (H20:2), el oxigeno molecular o singlete, el ozono (O3) y el
acido hipocloroso (CIOH) (Konisberg et al., 2008). Es importante considerar que la
capacidad oxidante de cada radical o ROS, esta determinada por: su reactividad,
especificidad, selectividad y difusibilidad (citado en Konisberg et al., 2008;
Maldonado et al., 2010).

Las especies reactivas de nitrogeno se forman a partir del radical 6xido nitrico

(NO*) y los metabolitos de este, como los nitritos, nitratos y peroxinitritos (Gutteridge
et al., 1989).
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Antioxidante

El concepto de antioxidante fue utilizado por primera vez a finales del siglo
XIX para definir a un producto quimico capaz de contrarrestar el dano causado por
el Oxigeno (O2). Sin embargo, fue hasta 1969 con el descubrimiento de la
Superoxido Dismutasa (SOD), que se comienza a aceptar que el Oz es téxico para

los sistemas bioldgicos (citado en Konisberg et al., 2008).

Los antioxidantes son moléculas encargadas de mantener el balance de
oxido reduccién, ya que son capaces de contrarrestar a los RL y las ROS. Estos
antioxidantes son clasificados en endégenos o exégenos, cabe mencionar que los
antioxidantes enddgenos se producen en el organismo y los exégenos son
aportados por la dieta. Por otra parte, también dependiendo de su estructura
quimica los antioxidantes se pueden dividir en enzimaticos o no enzimaticos (citado
en Valko et al., 2007). (Figura 1)

- Glutation peroxidasa
Tiorredoxina peroxidasa

Catalasa
Superéxido dismutasa
Glutatién reductasa
Hemo-oxigenasa-1

[\ fo) .
Enzimaticos - Hidrosolubles
Liposolubles l

Antioxidantes

Vitamina E Vitamina C
p-caroteno Glutation

Bilirrubina Acido urico

Figura 1. Clasificacion de sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.
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Glutation Peroxidasa

La enzima glutation peroxidasa (GPx), es una proteina que tiene como
funcion el degradar al H202 en O2 y H20, utilizando el glutation reducido como
agente reductor, y al Selenio (Se) como co-factor (citado en Gémez et al., 2006;
Valko et al., 2007).

En los humanos se encuentran descrita la presencia de siete isoformas de
las cuales la GPx3 y la GPx7 se expresan en el adipocito. La GPx7 se ha
relacionado como sensor de activacion de los sistemas antioxidantes por

mecanismo no descritos aun (Le Lay et al., 2014).

Tioredoxina

Es una enzima con actividad de 6xido-reductasa, presenta un mecanismo
similar al del sistema glutatién. En el humano se encuentra descrito la presencia de
tres variantes (1,2,3) de las cuales solo la tiorredoxina 1 (TRX-1) se ha implicado en

el dafio endotelial (citado en Valko et al., 2007).

Catalasa

La Catalasa (Cat) es un antioxidante enzimatico que se ha descrito como una
hemoenzima tetramérica secretada en los peroxisomas y que tiene como funcion la

degradacion del H202 en Oz y H20 (Fransen et al., 2012).

Superéxido Dismutasa

La SOD es una enzima antioxidante, la cual tiene como funcién primordial,
eliminar al O2" dismutandolo en H202. Esta presente en tres isoformas diferentes:
SOD1 es un homodimero localizado en el citosol, la SOD2 o manganeso (Mn) es un

tetramero localizado en la mitocondria y su nombre se debe a que presenta ligandos

12



de manganeso en sus cadenas; y por ultimo la SOD Cu/Zn (cobre-zing) o SOD3 la
cual es un tetramero, que se encuentra exclusivamente en el espacio extracelular

(citado en Rivas-Arancibia et al., 2011).

Hemo-oxigenasa- 1

La hemo-oxigenasa 1 (HO-1) es una proteina de choque térmico
transmembranal, también llamada HSP32, la cual presenta una capacidad anti-
oxidante, debido a que esta relacionada con la reduccién del catabolismo oxidativo
del grupo heme, dicha reduccion se lleva a cabo, por la asociacion entre el citocromo
p-450 reductasa, nicotinamida adenin dinucleotico reducida (NADPH) y el O?, los
cuales catalizara al heme produciendo cantidades iguales de monodxido de carbono
(CO), ion ferroso (Fe?+) y biliverdina, la que se convertira en bilirrubina (Tu et al.,
2014).

Sistema Glutation

Dentro de los sistemas antioxidantes no enzimaticos, y que no son
suministrado en la dieta diaria, se encuentra el glutation, el cual es un tripéptido
formado por glicina, cisteina y glutamato. Su actividad antioxidante se debe a la
presencia de un grupo tiol en la cisteina. Por otro lado, se ha descrito dentro de las
funciones del sistema glutation es la formacion activada de los antioxidantes no
enzimaticos, como la vitamina C y E; y también actua sobre la reparacién del DNA

por dafo oxidativo (Masella et al., 2005).
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Balance de Oxido-Reduccion

La homeostasis redox se encuentra presente en individuos sanos. Para
lograr mantener un equilibrio de 6xido-reduccion en el organismo los pro-oxidantes
los cuales son generados por el metabolismo de O2, son contrarrestados por los

sistemas antioxidantes (citado en Dorado et al., 2003).

La mitocondria es el organelo celular que forma la mayor cantidad de ROS,
esto se debe a que el Oz que respiramos, es el aceptor final en la respiracion
mitocondrial (Sharma K. 2016). Por otro lado, también en este organelo se genera
el 95% de la energia, ya que en este sitio se lleva a cabo la fosforilacién oxidativa,
proceso en donde los e pasan a través de cadena de transporte de electrones; los
cuales provienen de la NADPH que es producido en el ciclo de Krebs durante la
oxidacion de los nutrientes como son los carbohidratos, las grasas y las proteinas
para la posterior produccién de adenosin trifosfato (ATP) (citado en Konisberg et al.,
2008).

Por otro lado, la cadena de transporte de electrones esta conformada por
cuatro complejos enzimaticos multiprotéicos, los cuales se encuentran en la
membrana interna mitocondrial (citado en Camps et al., 2009; Konisberg et al.,
2008).

Uno de los principales sitios en donde se producen ROS en la mitocondria
es el complejo |, también es llamado NADPH deshidrogenasa, el cual se encuentra
compuesto por 46 subunidades. Se han reportado dentro de sus funciones la de
catalizar la transferencia de e desde la matriz mitocondrial hasta el complejo IlI;
esta transferencia esta dada por el transportador ubiquinona ya que el e esta
acoplado a la translocacion del hidrogeno (H*); contribuyendo asi a la generacién
de la ATP sintasa y a la posterior sintesis de ATP (citado en Camps et al., 2009;
Konisberg et al., 2008). Sin embargo, en ausencia de adenosin difosfato (ADP), la

ATP sintasa cesa la sintesis de ATP provocando que el flujo de e” sea mas lento lo
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que dara como consecuencia que la cadena respiratoria se reduzca y dé como
resultado la formacion de Oz (citado en Rivas-Arancibia et al., 20011; Konisberg et
al., 2008).

Ademas de lo anterior, también hay que considerar que el O2 es un gas que
tiene la capacidad de difundirse libremente por las membranas; por lo que al estar
alrededor de la cadena respiratoria en su forma de O2 molecular, va a favorecer la

fuga de e~ produciéndose Oz (citado en Konisberg et al., 2008).

Para lograr un balance de oxido-reduccion la mitocondria activa a enzimas
antioxidantes como la SOD 1, la cual dismuta al O2" en H202, lo que estimula a la
GPx para convertir el H202 en agua (H20) y O2 para mantener un equilibrio redox
(Figura 2). Pero si se incrementa la produccion de ROS y los antioxidantes se ven
rebasados, se aumenta la produccién de H202 y por intermedio de la reaccién de
Fenton se obtendra *OH. Dicho evento podra generar un circulo vicioso, debido a
que se aumentara la fuga de e, lo que conllevara a mayor produccion de ROS,
induciendo dafio a la cadena respiratoria promoviendo asi el desequilibrio
energético de la célula (citado en Konisberg et al., 2008; Maldonado et al., 2010).
Este desequilibrio va estar determinado por el balance entre la velocidad de
produccion de las ROS, la capacidad de la célula por eliminar estos compuestos, y
por las concentraciones de antioxidantes; pero si la produccién de ROS continua,
se vuelve crénica y se presenta una pobre respuesta antioxidante, puede causar un
dano irreversible a la célula y consecuentemente al sistema bioldgico completo
(citado en Dorado et al., 2003).

Otro mecanismo que puede producir ROS es la actividad de las células del
sistema inmune debido a que los fagocitos, las células polimorfonucleares y los
macrofagos utilizan un alto consumo de Oz vy liberan gran cantidad de ROS cuando
se encuentran frente a un agente infeccioso a dicho fendmeno se le llama “estallido
respiratorio”. Este proceso se lleva a cabo, porque existen enzimas formadoras de

ROS llamadas NADPH oxidasa (NOX), estas se encuentran localizadas en la
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membrana plasmatica del fagocito y pueden ser activadas por multiples factores y
particulas como el diacilglicerol, los lipopolisacaridos (LPS), la angiotensina Il entre
muchos otros. Sin embargo, la funcioén principal independientemente de cual es el
mecanismo activador es la produccion de ROS ante la amenaza de un patogeno
(citado en Camps et al., 2009; Konisberg et al., 2008).

Mitocondria

\

Homeostasis redox

Figura 2. Balance de dxido-reduccion mitocondiral.

Una vez formada la vacuola del fagosoma los macrofagos destruyen al
patdgeno generando ROS. Estas se forman por la activacién de la NOX, debido a
que recibe un e” de la NADPH para donarlo al oxigeno singulete 6 molécular con lo
que se va a formar Oz y la posterior produccién de H20: el cual va formar *OH
ademas de que va a oxidar a los iones cloruro para formar CIOH, para que con esto
se pueda garantizar la destruccion del agente causal (citado en Rivas-Arancibia et
al., 2011; Camps et al., 2009; Konisberg et al., 2008).
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Especies Reactivas de Oxigeno como Senalizadores

Las ROS son un componente fundamental en la sefalizacion redox, uno de
los ejemplos es el mantenimiento de la homeostasis redox en la cual el incremento
de las ROS induce un aumento de antioxidantes. Por otra parte, se requieren bajas
concentraciones de ROS para que estas moléculas presenten una capacidad de

senalizacion fisioldgica.

Dentro de las funciones en que participan las ROS se incluye: la regulacién
de tono vascular, el control de la ventilacién, la produccion de eritripoyetina, la
transduccion de sehales de receptores de membrana; renovaciéon de las
membranas, asi como en la plasticidad y sobrevivencia celular; también las ROS
participan en la divisién celular en etapa embrionaria (mitosis), asi como en el
incremento de la trascripcidn de citocinas pro-inflamatorias e incluso las ROS como
segundos mensajeros. Ademas de las funciones antes citadas, también se ha
descrito que presentan funciones de mediadores en la sintesis de protaglandinas,
colesterol y hormonas esteroideas (citado en Maldonado et al., 2010; Dorado et al.,
2003).
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ESTRES OXIDATIVO

El término estrés oxidativo es descrito por primera vez por el médico aleman

Helmut Sies en el afio 1985, el cual lo define como: “Un desbalance entre especies

reactivas de oxigeno v sistemas antioxidantes”. Ademas, también formula la

hipotesis de que los sistemas bioldgicos en condiciones fisioldgicas, presentan un
balance entre ROS vy los sistemas antioxidantes, desarrollando asi el concepto de
homeostasis redox (Sies et al., 1985). (Figura 3)

Fe,* — Fej*

| =
—8 .
N
l

. Anién Peréxido
Oxigeno superoxido de

ST oy, Hidrogeno 0, + H,0 = Homeostasis

Dismutasa
(SOD)

- Sistema Glutation

- Catalasa

Figura 3. Formacion de especies reactivas de oxigeno. Las Especies Reactivas de oxigeno (ROS de sus siglas en inglés) se
forman a partir de Oy, el cual es utilizado por la respiracién para oxidar la glucosa y formar ATP en la mitocondria; al ceder el
O; su electrén se forma el -0, el cual es dismutado por accion de la SOD, para formar H,O,. Dependiendo del estado redox
la via puede tomar dos caminos uno por medio de la reacciéon de Fenton y asi formar radical ‘-OH y generar estrés oxidativo.
El otro camino que puede tomar la via es que por accion de los sistemas antioxidantes (sistema glutation, catalasa) de origen
a O, y H,O para asi mantener un equilibrio redox.
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Al momento de que la célula pierde el balance redox, se presenta un alto
riesgo de desarrollar dafio a otras biomoléculas, como las proteinas, los lipidos, los

carbohidratos, asi como los acidos nucleicos.

a) Darfio oxidante a proteinas

Las proteinas son después del H20, las sustancias mas abundantes en los
sistemas biologicos; por lo cual, son un blanco importante para los RL y las ROS
(Valko et al., 2006).

La modificacion oxidante de las proteinas en condiciones aerdbicas
secundaria a la exposicion de RL o ROS, inducen la formacién de hidroperoxidos,
hidroxilacion de grupos aromaticos y aminoacidos alifaticos de cadenas laterales,
nitracion de residuos de aminoacidos aromaticos, oxidacion de grupos sulfidrilo,
sulfoxidacion del aminoacido metionina, cloracién de grupos aromaticos y grupos
amino primarios, conversion de algunos aminoacidos a derivados carbonilicos,
ruptura de la cadena polipeptidica y formacion de puentes cruzados. Por otro lado,
también se pueden modificar las proteinas en condiciones anaerébicas ya que los
RL promueven el entrecruzamiento entre proteinas, provocando una gran

fragmentacion de la cadena peptidica (Valko et al., 2006).

La mayoria de los procesos de modificacion antes citados, también se
encuentran descritos en el envejecimiento y las enfermedades cronico
degenerativas (citado en Camps et al., 2009). Ademas de los procesos de
modificacion proteica, también se encuentran descritas, alteraciones como el
proceso de carbonilaciéon, debido al dafio oxidante sobre los aminoacidos (arginina,
lisina, teronina) de las cadenas laterales de las proteinas, provocando asi que dicha
proteina reaccione con los azucares reductores (reacciones de glicacion o
glucosilacién). La presencia de estos grupos carbonilo en las proteinas les provoca
oxidacion y dafio irreversible e irreparable, debido a esto, se utilizan estas proteinas

oxidadas como marcador de dafo oxidativo (Dalle-Donne et al., 2003).
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b) Dario oxidante a Carbohidratos

La glucosa es el carbohidrato mas abundante dentro de la célula; este
monosacarido tiene como funcion de primordial el proveer de energia a la célula y
al organismo; sin embargo, el aumento de la glucosa en la célula causa dafo
oxidante, el cual se debe a que existe un incremento en la produccion de piruvato
proveniente de la glucolisis; este piruvato ingresa a la mitocondria por la activacion
de las lanzaderas de citrato; una vez dentro de la mitocondrial el piruvato se
descarboxila para asi aumentar las concentraciones de acetil-CoA y proveer al ciclo
de los acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) para la formacion de 38 ATPS; pero
durante este proceso metabdlico se incrementara la reduccion de O2 con lo que se

formara Oz y dafio oxidante (Dalle-Donne et al., 2004; Calderén et al. 2013).

Por otro lado, también esta descrito que la auto-oxidacion de la glucosa se
desarrolla en los pacientes diabéticos con mas frecuencia, debido al incremento en
las concentraciones de este monosacarido a nivel celular (Gonzalez-Torres et al.,
2000); esta auto-oxidaciéon provoca la formacion acelerada de un enediol
(compuesto organico, el cual presenta dos grupos hidroxilo unidos por un doble

enlace) (Inagi et al., 1999).

Una vez formado el enediol este reacciona con metales de transicion como
el ion férrico (Fe*®) asociado a una proteina, ademas el O al interactuar con la
glucosa forma un producto derivado de su oxidacién el cual es la proteina 1,4
dideoxiglucosona; la cual tendra la caracteristica de generar dafo oxidante en
cadena, fendmeno que producira desarrollo de los productos de glicacion avanzada
(AGE) (Dalle-Donne et al., 2004; Calderdn et al., 2013).

Para que se lleve a cabo el desarrollo completo de los AGE, la glucosa va a
reaccionar con grupos amino, lo que produce bases de Schiff y productos de

Amadori, los cuales ya son clasificados como proteinas glicadas (Calderén et al.,
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2013). Todas las reacciones de glicacion no enzimatica de las proteinas generan

ROS durante su metabolismo (Gonzalez-Torres et al., 2000).
Dentro de los productos de Amadori, mas utilizado en la practica clinica diaria
para determinar el control glicémico en los pacientes que padecen diabetes mellitus

esta la hemoglobina glicosilada (Calderén et al. 2013).

¢) Dario oxidante a lipidos

El dafio provocado por las ROS sobre los lipidos comienza cuando un RL
ataca al carbono de la cadena alifatica de un acido graso poli-insaturado, lo que
provocara la ruptura de los gradientes idnicos transmembrana, pérdida de la fluidez
y flexibilidad membranal, debido a que, disminuye la cantidad de dobles ligaduras
de la membrana lo que induce su rigidez, ademas de lo anterior, otro dano
ocasionado por las ROS sobre los lipidos es la peroxidacion también llamada
lipoperoxidacion, la cual es definida como un proceso quimico donde las reacciones
de oxidacion son sobre los acidos grasos poliinsaturados presentando dos vias la

no enzimatica como la enzimatica (Valko et al., 2006).

La via no enzimatica de la peroxidacion de lipidos, se inicia cuando las ROS
dafan a los lipidos de membrana, mientras que los RL de los lipidos resultantes
propagan el proceso de peroxidacion; esto lleva a que se acumulen mayor cantidad
de hidroperoxidos, los cuales se descomponen en una variedad de productos
terminales dentro de los que podemos citar: el malondialdehido (MDA), el 4-hidroxi-
2-nonenal (HNE) y 4-hidroxi-2-hexenal (HHE) (Valko et al., 2006), los cuales se
encuentran intimamente relacionados con la resistencia a la insulina (Marseglia et
al. 2014).
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En el caso, de la via enzimatica de peroxidacion de lipidos, el mecanismo por
el cual se liberan acidos grasos oxidados a la membrana se debe a la accidén de
enzimas como las fosfolipasas y de otras lipasas (citado en Rivas-Arancibia et al.,
2011; Konisberg et al., 2008).

Debido a los efectos deletéreos que pueden provocar la peroxidacion de
lipidos, sobre las células (perdida de sus funciones) y en los sistemas bioldgicos
completos, es importante cuantificar los productos de la descomposicién de
hidroperdxidos lipidicos, tales como el MDA, el cual es capaz de reaccionar con
acido tiobarbiturico, por lo cual se le llama sustancia reactiva al acido tiobarbiturico
(TBARS) (Lazzarino et al., 1995).

d) Dario oxidante a acidos nucleicos

En el caso de los acidos nucleicos, estos pueden ser danados por las ROS,
debido a la alta citotoxidad que presenta el *OH, sobre las bases y azucares del
acido dexorribonuclico (ADN), ya que el *OH tiene la capacidad de separar atomos
de H*, asi como también puede formar abductos lo que provocara ruptura de las
cadenas del ADN (Siems et al., 1995).

Por otro lado, es importante considerar que una de las bases nitrogenadas
mas facil para ser oxidadas por las ROS es la guanina, esto se debe a que presenta
un potencial de ionizacion mas bajo que le resto de los acidos nucleicos (Siems et
al., 1995).
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Daino Mitocondrial

La mitocondria ademas de producir energia también desarrolla numerosas
funciones vitales para la célula, incluyendo la respiracion, la regulacion de las
concentraciones de calcio (Ca*) intracelular, asi como en el control de la B-oxidacion

de los acidos grasos (Di Meo et al., 2016).

Con base en las funciones ya descritas, se encuentra ampliamente aceptado
que el dafio mitocondrial estd implicado en la fisiopatologia de multiples
enfermedades degenerativas, entre ellas la obesidad y sus comorbilidades. Ya que
durante la diferenciacion adipocitaria la biogénesis mitocondrial se incrementa
rapidamente, lo que provocara que se eleve la produccion de ATP debido a que se
aumenta la fuga de e", ademas de que incrementa la oxidacion de los acidos grasos,
sobre la secrecion de adipocinas y modificacion en la homeostasis de la glucosa (Di
Meo et al., 2016; Manna et al., 2015).

Ademas de los efectos deletéreos provocados por el dafio mitocondrial ya
descritos, también se ha propuesto que esta disfuncidn modula la activacién del
receptor del tipo Nod-Like (NLRs) del subtipo P3 (NLRP3) inflamosoma. Por otra
parte, la sobreproduccién de ROS mitocondrial también produce reduccién en las
concentraciones del dinucledtido de adenina nicotinamida (NAD+) por mecanismos

no esclarecidos aun (Gurung et al., 2015; Abderrazark et al., 2015).
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INFLAMACION

La inflamacién sistémica es un proceso que se desarrolla en respuesta a una
infeccidon, enfermedad autoinmune o enfermedades cronico degenerativas, durante
la cual el sistema inmune produce un incremento de citocinas pro-inflamatorias
incluyendo a la proteina C reactiva (PCR), asi como un aumento en la infiltracién de
los macrofagos sobre el tejido periférico. Sin embargo, durante este proceso no se
provoca ningun tipo de lesion o pérdida de la funcion sobre el tejido infiltrado;
caracteristica que se presenta en los estados inflamatorios crénicos subclinicos de

bajo grado como en la obesidad (Ledn-Pedroza et al., 2015).

El desarrollo del estado inflamatorio en la obesidad se debe a la alta ingesta
de azucares y grasas provenientes de la dieta, lo que provoca un desbalance entre
ingesta y gasto energético, causando que se almacenen una mayor cantidad de
acidos grasos en el tejido adiposo subcutaneo, pero cuando el adipocito llega a su
umbral de almacenamiento, se incrementa la tasa de proliferacion y diferenciacion
de pre-adipocitos a célula adiposa madura, fendbmeno conocido como hiperplasia
adipocitaria (Leén-Pedroza et al., 2015; Izaola et al., 2015). Sin embargo, si el tejido
adiposo subcutaneo es incapaz de almacenar el exceso de energia o0 es rebasado
su umbral de almacenamiento, se incrementaran los depdsitos de tejido adiposo
visceral, los cuales presentan menor capacidad adipogénica y mayor tasa de
hipertrofia (Izaola et al., 2015).

Este desbalance entre hiperplasia e hipertrofia se asocia con una
remodelacion en la estructura de los adipocitos, lo que da como consecuencia una
disminucién en la fraccion estromal vascular del tejido desarrollando hipoxia en los
adipocitos que se encuentran mas lejanos al estroma, acelerando la necrosis
adipocitaria, lo que trae como respuesta estrés oxidativo y la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias como la interleucina-1B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), asi como
también la PCR, (citado en Flores-Lazaro et al., 2011). Ademas se activa el

complejo celular NLRP3 inflamasoma por dos vias o mecanismos moleculares: el
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primero se debe a la activacion de los receptores transmembranales tipo toll (TLRs)
los cuales se unen a los patrones moleculares asociados a patégeno (PAMPs) estos
son estimulados por los LPS. Una vez activados los TLR, las proteinas cinasa
asociada al receptor IL-1 (IRAK) interactuan con el factor asociado al receptor TNF
(TRAF-6) para posteriormente activar a la cinasa activada de TGF- (TAK-1), la cual
sera la encargada de fosforilar al complejo enzimatico IKK destruyendo al inhibidor
que une al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB) con el IKK, con lo que queda libre el NF-kB para poder asi
ingresar al nucleo e iniciar la trascripcion de pro-IL-13, asi como promover la
activacion de NLRP3, posteriormente debido al dafio mitocondrial se incrementaran
la secrecién de ROS, lo que estimula la adhesion de la proteina adaptadora de
dominio ASC y de la pro-caspasa-1, conformado asi al complejo NLRP3
inflamosoma, siendo este proceso el mecanismo mas aceptado por el cual se
mantiene la inflamacion crénica en la obesidad; sin embargo el segundo mecanismo
descrito hasta ahora para la activacién del complejo NLRP3 inflamosoma se debe
a varios mecanismos moleculares los cuales son: a) la entrada de Ca+ y salida de
potasio (K) de la célula, b) la secrecion de ROS mitocondrial, ¢) el dafio mitocondrial,
d) disfuncién autofagica (Gurung et al., 2015; Yu et al., 2016; Haneklaus et al.,
2015). (Figura 4)

Otro mecanismo que hay considerar en el desarrollo de la inflamacién en la
obesidad es que los macrofagos tienen un papel fundamental en el tejido adiposo,
ya que una vez que se altera el almacén de lipidos, los fibroblasto pueden
transformarse tanto en macréfagos como en pre-adipocitos; sin embargo por
mecanismos aun desconocidos el fibroblasto forma macréfagos en tejido adiposo
visceral los cuales se pueden diferenciar (cambio fenotipico) de un estado de
polarizacion M2 con capacidad anti-inflamatoria a un estado M1 el cual tiene una
capacidad pro-inflamatoria (Izaola et al., 2015). Estos cambios fenotipicos de los
macrofagos son producidos por la secrecién de la proteina quimioatrayente de
macrofagos (MCP-1), por el NF-kB y por la propia catalizacion de la PCR (Ledn-
Pedroza et al., 2015; Izaola et al., 2015; Yousuf et al., 2013).
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Figura 4. Activacion del NLRP3 inflamosoma. Sefial 1: Estimulacion de los receptores tipo Toll por parte de los PAMPs, este
hecho provocara la translocacion del NF-kB al nucleo y la formacion de la pro-IL1B y pro-IL18; ademas el NF-kB también
activa al receptor NLRP3el cual conforma al complejo NLRP3-inflamosoma. Una vez formado este complejo se formara la
Caspasa-1 la cual promovera la formacion de la IL-1 B y la IL-18. Sefial 2: Otro mecanismo que promueve la conformacién
del NLRP3 inflamosoma se debe por alteraciones en el flujo del Ca+, por dafio mitocondrial y por la disminucién de la

autofagia.
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Proteina C reactiva

La PCR es descubierta en 1930 por los investigadores estadounidenses
William Tillet y Thomas Francis Jr. Dentro de las primeras descripciones observaron
que los sueros de los pacientes que presentaban inflamacion aguda reaccionaban
con el polisacarido C del neumococo, motivo por el cual decidieron llamarla Proteina

C Reactiva (citado en Faraj et al., 2012).

Esta proteina es una globulina que se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 1 tiene un peso molecular de 118 kda, estd conformada por cinco
subunidades; y se produce en el hepatocito y en la célula adiposa (Pennacchiotti et
al., 2012). Ademas, debido a la activacion del NF-kB (Zhou et al., 2015) es regulada
principalmente por los factores transcripcionales de la IL-6 y del factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-a). La activacion del NF-kB provoca un incremento en la
secrecion de la PCR por parte del hepatocito y de la célula adiposa estimulando el
cambio de la polarizacion de los macréfagos residentes en el tejido adiposo
promoviendo asi la respuesta inflamatoria (Yousuf et al., 2013). Por tal motivo en la

literatura se ha identificado a la PCR como un marcador de dano inflamatorio.
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OBESIDAD INFANTIL

Definicion

La OMS define a la obesidad en cualquier etapa de la vida como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para para la
salud (OMS-Obesidad y sobrepeso 2016). En el caso de la edad pediatrica la
definicion de sobrepeso y obesidad es mas compleja debido a que el IMC es
independiente de la edad y del sexo del nifio, por este motivo se desarrollaron
puntos de cohorte especificos, los cuales fueron determinados por estudios
multicéntricos en diferentes poblaciones logrando, criterios diagndsticos
homogéneos en pediatria (Kaufer-Horwitz et al., 2008; Salinas-Martinez et al.,
2013).

Actualmente en México se realiza el diagnodstico de sobrepeso y obesidad en
pediatria de acuerdo con los lineamientos de la CDC-OMS en donde el sobrepeso
corresponde al percentil 84 al 94 y los que estén por encima del percentil 95 seran

clasificados en obesidad (Kaufer-Horwitz et al., 2008; Salinas-Martinez et al., 2013).

A pesar de la gran cantidad de investigaciones que se han realizado sobre el
origen del sobrepeso y la obesidad a cualquier edad, aun no esta claro cuales son
los mecanismos implicados en su fisiopatologia. Sin embargo, se encuentra
aceptado que el origen del sobrepeso y la obesidad es de tipo multifactorial dentro
de los que destacan: los factores genéticos, ambientales, metabdlicos y

psicosociales (OMS-Obesidad y sobrepeso 2016).

La edad preescolar que corresponde entre 3 a 5 afnos, es clave para el
desarrollo de la obesidad, ya que durante esta etapa se lleva a cabo la programacion
y distribucién del tejido adiposo que se tendra a lo largo de la vida (Taylor et al.,
2005; Rolland-Cachera et al., 2006).
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Epidemiologia

Desde los afos 40 del siglo pasado el Dr. Federico Gomez, encabezé al
grupo de investigadores que tenian una preocupacion principal, la desnutricion, hoy
en dia y 75 anos después de sus primeras publicaciones, el estado de salud de la
poblacién infantil ha cambiado de forma radical ya que se observan los dos

fendmenos de malnutricion: la desnutricion, el sobrepeso y la obesidad.

México actualmente se encuentra en un proceso de transicion
epidemioldgica, ya que la esperanza de vida de la poblacion aumenta, por lo que
las enfermedades crénico degenerativas elevan su prevalencia. Situacion que no
excluye a la etapa pediatrica debido al aumento exponencial de peso corporal en
edades tempranas de la vida; ya que se comienzan a reportar enfermedades
asociadas a la obesidad en nifios de edad escolar (6 a 12 afios), como diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemia, resistencia a la insulina, hipertension arterial y sindrome

metabdlico (Liem et al., 2013).

La OMS reporta en el ano 2014, que la prevalencia de sobrepeso y obesidad
es de 41 millones de nifios en edad preescolar en el mundo, de los cuales 31
millones viven en paises desarrollados y en vias de desarrollo (OMS-Obesidad y
sobrepeso 2016). En México se realiza cada cuatro anos la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT), la cual reporta en el afio 2012, una prevalencia
nacional de 9.7%, en niflos menores de 5 afos sobrepeso y obesidad. Por su parte,
en la Ciudad de México se reporta en esta misma encuesta, una prevalencia del
38.9% de nifios menores de 5 afios con sobrepeso y obesidad. Si estos datos de la
encuesta del 2012, son comparados con los reportados por esta misma encuesta

en el afio 2006, se observa un aumento de casi 32% (Gutiérrez et al., 2012).
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Con base en los resultados reportados por la ENSANUT, y los de la OMS,
México se encuentra dentro de los primeros lugares de sobrepeso y obesidad en
edad pediatrica (2 a 18 anos) en el mundo (Kaufer-Horwitz et al., 2008). Y si esta
tendencia epidemiologica continua como hasta ahora, el costo de las
complicaciones asociadas a la obesidad seran incosteables para los servicios de
salud de este pais; por lo que es imprescindible realizar un tamizaje oportuno a

etapa pediatrica, incluso desde la edad preescolar.

Situacion de la obesidad en edad pediatrica en la Ciudad de México

En el caso de la Ciudad de México, la cifra de nifos de 0 a 12 afos de edad
presenta una prevalencia del 35%, datos similares a la media nacional (Gutiérrez et
al. 2012). Sin embargo, la Secretaria de Salud de CDMX en conjunto con la Alianza
por la Salud Alimentaria del Distrito Federal en el afo 2013 realizo un censo de
pacientes en edad escolar en donde reportaron que se presentaba una prevalencia
del 43% de nifios con sobrepeso y/o obesidad; siendo las demarcaciones mas

afectadas: Iztacalco, Azcapotzalco y Miguel Hidalgo (SSADF 2013).
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Fisiopatologia

El tejido adiposo es un érgano con funciones principalmente endocrinas, y se
encuentra compuesto por adipocitos, pre-adipocitos, células endoteliales,
fibroblastos, mastocitos, macrofagos, y linfocitos “T”, que en conjunto desarrollan
funciones de balance endocrino e intervienen en: a) el mantenimiento del balance
energético; b) la termorregulacion, c¢) el metabolismo de lipidos y glucosa; d) asi
como la modulacion de la funcidon hormonal y reproductiva; e) sobre la regulacion

de la tension arterial y f) en la coagulacion sanguinea (lIzaola et al., 2015).

Otro punto que se debe considerar en la fisiopatologia de la obesidad en
edad pediatrica, es la etapa preescolar, que esta comprendida entre los 3 a 5 afios
y es el periodo en que se programa y distribuye el tejido adiposo que se tendran a
lo largo de la vida (Rolland-Cachera et al., 1982). Por otra parte, si esta
programacion y distribucion adiposa es modificada debido al consumo desmedido
de calorias vacias, las cuales en la mayoria de los casos se encuentran en bebidas
carbonatas y alimentos con alto contenido de azucares como el jarabe de maiz de
alta fructuosa (Pérez-Morales et al. 2012); que se estima es el endulzante calérico
mas utilizado desde los afos setenta, ya que presenta un bajo costo de produccion,
por lo que se utiliza para todo tipo de bebidas carbonatadas, endulzadas, y en la
mayoria de los alimentos procesados (Figura 5). Este endulzante es un
monosacarido que al momento de ingresar al organismo es rapidamente
transportado por los trasportadores GLUT 2 y 5 al interior de la célula, para ser
metabolizadas por la fructoquinasa, posteriormente es fosforilada por la fructuosa
6-fosfato e isomerizada por la aldosa B-dihidroxycetona fosfato (DHAP),
provocando glicocilacion y posterior formacién de acetil-CoA, a partir de los cuales
se formaran ftriglicéridos (Jiua et al. 2014). También el alta fructuosa presenta la
caracteristica que puede pasar facilmente a la circulacién y al cerebro “sin ser
censada” por el organismo, lo que se traduce en un aumento de calorias por
carbohidratos sin la correcta respuesta y sefalizacion de la insulina (Rupérez et al.

2014). Por este motivo, es importante comenzar a incidir sobre el cambio del estilo

31



de la vida en las familias, ya que se programaran células adiposas con alta
capacidad de hipertrofia, lo que llevara al desarrollo de complicaciones asociadas a

la obesidad a edades mas tempranas de la vida.

Figura 5. Asociacion entre el aumento del consumo de jarabe de maiz de alta fructosa y la prevalencia de la obesidad de
1960 al afio 200. Grafica tomada de Rippe, J. & Angelopoulos, T. (2013). Sucrose, High-Fructose Corn Syrup, and Fructose,
Their Metabolism and Potential Health Effects: What Do We Really Know?. Advances In Nutrition: An International Review
Journal, 4(2), 236-245. http://dx.doi.org/10.3945/an.112.002824.

Rol de las Especies Reactivas de Oxigeno en la Obesidad

En condiciones de equilibrio redox las ROS juegan un papel fundamental en
el adipocito, ya que participan en la proliferacién, la hipertrofia, y diferenciacion de
los adipocitos por mecanismos no esclarecidos aun, sin embargo, han surgido
hipotesis sobre el papel que juegan las ROS en la obesidad; una de las primeras
hipotesis sugiere que la estimulacion por H202 promueve la diferenciacion
adipocitaria en ausencia de insulina, ademas de que promueve la proliferacion de
las ciclinas D1 y E en la adipogénesis en cultivos celulares de adipocitos (Rani et
al. 2016). El mecanismo por el que las ciclinas actuan en la adipogénesis se debe
a que durante la expansion clonal adipocitaria, la cinasa dependiente de ciclinas
inhibe a las subunidades p21y p27, esto provocara que se suspenda la proliferacién
y facilitara la diferenciacion de la célula adiposa (Han et al. 2016; Rani et al. 2016)

(Figura 6).
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Otra hipotesis propuesta de como las ROS regulan la diferenciacion
adipocitaria en las células madre mesenquimales por la activacion del receptor
gamma proliferador de peroxisoma (PPAR-y) ya que las ROS actuan disminuyendo
la actividad del factor de transcripciéon E2F el cual regula la expresién de genes y
ademas esta implicado en la diferenciacion de pre-adipocito en adipocito (Wang et
al., 2015).

H202

Insulina |

Diferenciacion
Adipocitaria

Hipertrofia

Figura 6. Hipétesis de como el H,O, provocan el incremento en la diferenciacion adipocitaria, debido al aumento en las cliclinas
D1yE.
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Ademas de los mecanismos ya sefialados, también se ha descrito en la
literatura que la produccion ROS en el adipocito se da por la activacion de la NOX-
4, que es estimulada por el exceso de glucosa proveniente de la dieta (Han et al.,
2016), la NOX-4 tendra como funcion la de sefalizar para asi diferenciar en pre-
adipocitos a células adiposas maduras, esto se da por la estimulacién de los PPAR-

Y, pero este mecanismo no esta esclarecido aun.

Sin embargo, si la produccidn ROS en la obesidad continua, causara que la
tasa de hipertrofia sea mas alta que la de hiperplasia por mecanismos no
esclarecidos. Sin embargo, al presentarse la hipertrofia se formaran de macréfagos
del subtipo M1 a partir de pre-adipocitos por intermedio de la NOX-2. Este proceso
da como resultado la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL1B, IL-6,
PCR, TNF-a dando mayor actividad, inflamatoria y cantidad de ROS (Han et al.,
2016; Rani et al., 2016; Le Lay et al., 2014) (Figura 7).

En caso de continuar el desbalance entre la ingesta y el gasto energético, asi
como la formacion exponencial de ROS por accion de la NOX-2 y 4 en el adipocito,
este desarrollara dafio mitocondrial debido al incremento de Ca y a la disminucién
del K, asi como también a disfuncion autofagica, proceso que iniciara la activacion
del NF-kB y formara pro-caspasa-1 e pro-IL-1 para la posterior conformacion del
complejo NLRP3 inflamosoma. Esto dara como consecuencia un incremento en el
TNF-a, lo que disminuira la diferenciacion adipocitaria y la tasa de oxidacion de
grasas; promoviendo asi la hipertrofia adiposa, la infiltracion de acidos grasos en el
musculo (lipotoxidad) y resistencia a la insulina (Gurung et al., 2015; Fernandez-
Sanchez et al., 2011; Codofier-Franch et al., 2011). Convirtiendo al estrés oxidativo
en pieza clave para el desarrollo de un circulo vicioso inflamacion-estrés oxidativo

y que en conjunto seran capaces de genera daino a multiples érganos y sistemas.
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Figura 7. Hipotesis de como las ROS provocan el incremento en la tasa de hipertrofia adiposa, debido a la disminucién en la
expresion del factor de transcripciéon E2F.

Rol de la Hemo-oxigenasa-1 en la obesidad

En un equilibrio de 6xido-reduccion se han descrito mecanismos moleculares
compensatorios para evitar el dafo inflamatorio y oxidante. La HO-1 presenta un
efecto anti-inflamatorio al disminuir la produccién del factor estimulador de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) e inhibir la sefializacién de quinasas c-Jun
N-terminal (JNK) y del NF-kB impidiendo la produccién de citocinas pro-
inflamatorias como la IL-6 y la PCR en el adipocito (Tu et al., 2014; Jais et al., 2014;
Sanchez et al., 2005). Otras de las funciones descritas de la HO-1 sobre el tejido
adiposo es su capacidad anti-oxidante, la cual esta relacionada con la reduccién del
catabolismo oxidativo del grupo heme, dicha reduccion se lleva a cabo, por la
asociacion entre el citocromo p-450 reductasa, NADPH y el Oz, dicha asociacion

catalizara al heme produciendo cantidades equimolares de CO, Fe?+ y biliverdina,
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en consecuencia se convertira en bilirrubina previniendo asi la formacion excesiva
de ROS (Taemmi et al., 2013; Araujo et al., 2012; Burgess et al., 2010).

Sin embargo, se ha descrito en la literatura, que un alto consumo en
edulcorantes y endulzantes como el jarabe de maiz de alta fructuosa, provoca un
desbalance energético lo que condiciona hipertrofia adiposa y el posterior desarrollo
de lipotoxidad, esto incrementa la produccion de ROS en el tejido adiposo lo que
estimulara la formacion de lipidos peroxidados, los cuales se cree que inducen la
modificacion covalente de la cadena B de la insulina, lo que trae como consecuencia
clinica resistencia a la insulina; este hecho genera que se aumente la tasa de
hipertrofia adipositaria, provocando la liberacién de acidos grasos iniciando todo el
proceso fisiopatologico de las complicaciones asociadas a la obesidad. Motivo por
el cual, se ha propuesto que ante la disminucion de la actividad de la HO-1 se

iniciara los procesos de dafo (Abraham et al., 2016).
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Diagnostico

Antropometria

La edad pediatrica es una etapa durante la cual el crecimiento es un proceso
de constantes cambios, por lo que se cuantifica peridédicamente. La forma mas facil
para poder evaluar el crecimiento fisico es la antropometria (Kaufer-Horwitz et al.,
2008).

Esta valoracion antropomeétrica proporcionara el estado de salud nutricio de
cada individuo; sin embargo, en pediatrica se debe también considerar la edad, sexo
de cada paciente para poder asi determinar mejor la composicidn corporal del nifio.
Esta composicidn, esta determinada por el peso corporal, la cual valora el agua
corporal total, la masa grasa o adiposa, la masa visceral, la masa esquelética y la

masa muscular (Lo et al., 2013).

Peso

Es la medida mas empleada para determinar el estado nutricional en la edad
pediatrica; se lleva acabd con el nifio con la menor cantidad de ropa posible parado
de frente de la bascula y manteniéndose inmovil durante la medicion; ésta se
recomienda realizarse en ayuno y a una hora similar para poder observar cambios

a lo largo del tiempo (Lo et al., 2013).
Talla

También llamada estatura es utilizada a partir de los dos afios de edad, y se
considera la distancia de la linea medio antero superior de craneo al suelo y se lleva

a cabo con el nifio descalzo, de pie con los talones juntos, piernas rectas, hombros

relajados, mirando al frente y debera estar pegado al estadimetro, para
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posteriormente bajar la barra mévil de la barra medidora (Kaufer-Horwitz et al.,
2008).

Indice de Masa Corporal

indice propuesto por Quetelec en 1869, el cual se calcula, dividiendo el peso
expresado en kg por su talla expresada en metros al cuadrado; este indice se ha
utilizado por mucho tiempo para evaluar el estado nutricio en otras etapas de la vida,
ya que presenta una alta correlacidon con adiposidad visceral; sin embargo, en
pediatria también debe relacionarse con la edad y sexo del nifio (Kaufer-Horwitz et
al., 2008; Lo et al., 2013; Baughcum et al., 2014).

Puntuaciones Z

Criterio utilizado por la OMS, para evaluar el grado de compromiso de una
medida, especialmente cuando se encuentra muy alejada de los valores extremos
y es recomendada su utilizacién en pediatria en los indicadores de IMC para la edad,
peso para la estatura, debido a que es mas sensible a los cambios (Kaufer-Horwitz
et al., 2008; Salinas-Martinez et al., 2014).

Sistema de centiles
Es una evaluacion clinica en donde se grafica el resultado del puntaje en Z,
de los diferentes indices; la cual representa la posicion del individuo respecto a la

poblacion de referencia, expresado en porcentaje (Salinas-Martinez et al., 2014).

En pediatria existen multiples tablas percentiles donde se reportan signos

vitales, peso, talla, IMC y se relacionan con la edad y sexo de cada paciente.
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JUSTIFICACION

La obesidad es un serio problema de salud publica, tanto en el ambito
nacional como en el internacional, debido al rapido incremento en su prevalencia,
asi como en el desarrollo de complicaciones como: resistencia a la insulina,
dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y sindrome metabdlico;
los cuales se presentan cada vez a edades mas tempranas de la vida; lo que lleva

al deterioro, en la salud del individuo y disminucién en su calidad de vida.

Esta disminucion en la calidad de vida y las alteraciones metabdlicas
descritas en la obesidad en adultos, ya se comienzan a presentar en la edad
escolar, acelerando la aparicion de las complicaciones, asociadas a la obesidad.
Por otra parte, el estudio del perfil metabdlico y marcadores de estrés oxidativo en
nifios de 3 a 5 afos (edad preescolar), tiene vital importancia ya que este rango
etario es una etapa clave en el desarrollo, no solo de la obesidad sino de las
complicaciones asociadas como la resistencia a insulina, la cual esta relacionada
con estados de estrés oxidativo y que en su conjunto son pieza clave en el desarrollo

del sindrome metabdlico en cualquier etapa de la vida.

HIPOTESIS

Si los pacientes pediatricos en edad preescolar presentan obesidad,
entonces esta producira un estado de estrés oxidativo caracterizado por un
incremento en los marcadores de estrés oxidativo, disminucion de los sistemas
antioxidantes lo que condicionara alteraciones sobre el perfil de lipidos, la proteina

C reactiva y la insulina.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar las alteraciones en los marcadores de estrés oxidativo, los
sistemas antioxidantes, el perfil de lipidos, la proteina C reactiva, la insulina, asi
como en el calculo por métodos indirectos para resistencia a la insulina en pacientes
pediatricos, en edad preescolar de 3 a 5 aflos con obesidad en el Hospital Materno

Pediatrico Xochimilco.

Objetivos especificos:
Objetivo 1:

Estudiar por medio de la evaluacién clinica y nutricional de los nifios
preescolares con peso normal y con obesidad las diferencias entre el peso y la talla,
calculo de IMC y aplicarlo a las tablas de CDC-OMS para la edad. Ademas, realizar

el diagnostico nutricional utilizando puntaje en z

Objetivo 2:

Demostrar por medio de la evaluacién bioquimica-clinica que los nifios de 3
a 5 anos con obesidad presentan alteraciones en: glucosa, colesterol, triglicéridos,
lipoproteinas de alta densidad, lipoproteinas de baja densidad, proteina C reactiva

y acido urico, al ser comprados con nifios con peso normal.

Objetivo 3:

Determinar en suero las alteraciones en los marcadores de estrés oxidativo
que presentan los niflos preescolares con obesidad con respecto a los nifios del
grupo control sobre: lipidos peroxidados, proteinas oxidadas, glutation reducido,

glutation oxidado y lipoproteinas de baja densidad oxidadas.
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Objetivo 4:

Determinar en suero de nifios preescolares obesos y con peso normal las
concentraciones de los antioxidantes: glutation total, glutation peroxidasa 3,
superoxido dismutasa Cu/Zn, catalasa y Hemo-oxigenasa-1; asi como las
actividades enzimaticas de: glutatién peroxidasa 3, superoxido dismutasa Cu/Zn 'y

catalasa.

Objetivo 5:

Determinar en suero las modificaciones en la insulina de nifios de 3 a 5 afios
con obesidad y compararla con nifios con peso normal, asi como calcular el indice
HOMA-IR, HOMA-%B, HOMA-%S, indice TG/HDL, indice T/G, e indice QUICKI, los

cuales son métodos indirectos para diagnostico de resistencia a la insulina.
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MATERIAL Y METODOS

Para dicho fin, se realizdé un estudio de cohorte prospectivo, el cual se llevd
a cabo en la Secretaria de Salud de la Ciudad de México, en el Hospital Materno
Pediatrico Xochimilco, asi como en la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM). Esta investigacion fue sometida a
evaluacion y aprobacion por parte de los Comités de Bioética del Hospital Materno
Pediatrico Xochimilco (Reg. 311-001-0213) asi como por la Secretaria de Salud de
la Ciudad de México (CDMX) (Reg. 408-011-0213) y de la Facultad de Medicina,
UNAM (Reg. 014/2013).

Seleccion de participantes

Los nifos participantes en este estudio, fueron seleccionados de la consulta
externa de pediatria para el control de nifio sano del Hospital Materno Pediatrico
Xochimilco de marzo a diciembre del 2013. Se explico a los padres y/o tutores en
qué consistia el estudio, para la firma de la carta de consentimiento bajo informacion

de acuerdo al protocolo de la declaracion de Helsinki.

Una vez que los padres y/o tutores aceptaron que sus hijos participaran en
este estudio se distribuyeron en dos grupos no pareados: el grupo eutréfico o control
fue conformado por nifios con peso expresado en percentil 50 al 84 e indice z-score
-1 a +1, mientras que el grupo de nifios obesos, presentaron un peso expresado en
percentil 95 o mayor e indice z-score +2 o superior (n = 50 por grupo). Los nifios de
ambos grupos tuvieron que cumplir con los siguientes criterios de inclusion: edad
comprendida entre 3 a 5 afios de edad, clinicamente sanos, sin malformaciones
anatdmicas, sin antecedente de dislipidemia familiar, sin enfermedades cardiacas,

en ayuno de 12 horas y aceptacion de los padres para participar en el estudio.
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Determinacion del estado nutricional

Se realiz6 una evaluacion antropométrica de peso y talla, en presencia de los
padres con los pacientes descalzos en posicién firme, con los brazos en ambos
lados del cuerpo, en ropa interior, utilizando una bascula marca Tanita modelo BF-
2000 kids. El valor registrado se expreso en kilogramos. La estatura se determino
mediante técnica de plomada expresandose en centimetros. Posteriormente, para
determinar el estado nutricional se calculé el IMC, con base en la formula de
pesol/talla? expresada en kg/m?. Con los datos obtenidos, se realizé la grafica en las
tablas percentilares de IMC para la edad y sexo de la CDC, actualizadas en el afio
2006 (CDC-OMS 2006). El puntaje en Z se considera de acuerdo a los criterios del
OMS.

Determinaciones y analisis de laboratorio

En relacion a las pruebas de laboratorio, las muestras de sangre, fueron
tomadas en el laboratorio del Hospital Materno Pediatrico Xochimilco, por personal
especializado para dicho fin, obteniendo por puncion venosa 10 mL de sangre,
previo ayuno de 12 hrs.; la cual fue centrifugada a 3,500 RPM, para asi separar el
plasma del hematocrito; posteriormente el plasma fue colocado en alicuotas de 1.5

ml y congeladas a -70 grados para su posterior utilizacion.

La cuantificacion sérica de proteina C reactiva ultrasensible, se efectud por
medio de un nefeldmetro marca Siemens modelo BN II, con un limite de deteccion
de 0.1 mgs/dL de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente se
cuantifico el perfil de lipidos, triglicéridos, colesterol, total, lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), glucosa, en un analizador de
quimica sanguinea SYNCHRON CX7 (Berckman Coulter, Inc. Fullerton, California,

USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Peroxidacion de lipidos

La cuantificacion sérica de lipidos peroxidados (LPO), se realizé utilizando el
método de TBARS. Para este fin, se siguio el protocolo de Buege-Agust modificado
por Asakawa. El fundamento de este ensayo radica en que dos moléculas de
TBARS y una MDA producen un complejo, que se expresa con un cambio
colorimétrico, el cual se lee a una absorbancia de 532 nm. Esta reaccion se produce
un pH acido a temperatura de 100 grados celcius (Asakawa et al. 1979). Con base
en lo anterior se tomd una alicuota de 100 pL de plasma de cada paciente (en
triplicado) y se le adiciond solucion de acido tricloroacetico al 15%, acido
tiobarbiturico al 0.5% y acido clorhidrico al 0.25 N; posteriormente se incubo 1 hr a
100 grados C; se centrifugaron y el sobrenadante de la muestra se coloco en una
placa para su cuantificacion en un espectrofotdmetro marca EPOCH modelo
Bioteck. Los datos obtenidos fueron comparados con una curva estandar de MDA y

los valores se expresaron en ng/mL de TBARS en plasma.

Proteinas oxidadas

Los grupos carbonilo se detectaron por la reaccion de éstos con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas de proteinas (Reznick &
Packer, 1994).

Se incubaron 300 pL de plasma con 100 uL de sulfato de estreptomicina 10%,
para eliminar los acidos nucleicos de las muestras. Las muestras se incubaron 24 h
a 4°C y se centrifugaron a 20,937 x g por 40 min a 4°C. Se tomo del sobrenadante
dos alicuotas de 150 uL cada una en tubos eppendof, a un tubo se le adicionaron
600 uL de DNPH 10 mM en HCI 2.5 M y al otro 600 uL de acido clorhidrico (HCI) 2.5
M. Los tubos se incubaron 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad, agitandolos
cada 15 min. Posteriormente, se adiciond 750 uL de acido tricloacetico (TCA) al 20%
a cada uno de los tubos y se incubaron a 4°C por 10 min, se centrifugaron a 2,236

x g por 10 min a 4°C; después, el sobrenadante se descarto y se realizé otro lavado
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con 600 pL de TCA 10%, se centrifugaron los tubos a 2,236 x g por 10 min a 4°C.
Finalmente, los precipitados se lavaron 3 veces con 600 uL de etanol-acetato de
etilo 1:1 para remover el DNPH libre y los lipidos contaminantes. El precipitado final

se disolvio en 1 mL de guanidina 6 M en amortiguador de fosfatos 20 mM (pH 2.3).

Los tubos se leyeron a 370 nm y el contenido de carbonilos se calculd
empleando el coeficiente de absorcién molar de la DNPH (22,000 M-'cm"). El tubo

de HCI se us6 como blanco para cada muestra.

El contenido total de proteina en el precipitado final se determiné en los tubos
con HCI por la lectura a 280 nm, empleando una curva estandar de albumina (0.26-
2.0 mg/mL) disuelta en guanidina 6 M. Los resultados se expresan como nmol/mg

proteina.

Glutation total, oxidado y reducido

Las concentraciones de glutation total (GSH) fueron determinas calculando
el glutatién total del plasma de los pacientes de acuerdo con el método de Boyne
(Boyne et al. 1972); para posteriormente colocarle acido 5-5'-ditio-bis-2-
nitrobenzoico al GSH una vez que se realiz6 esta mezcla se agregd glutation
reductasa; se incubd por 1 h y se procedié a medir la absorbancia a 412 nm en un
espectrofotometro marca EPOCH modelo Bioteck. Los datos obtenidos se
compararon con una curva estandar y los valores se expresaron en ng/mL de
glutation oxidado (GSSG). Para la determinar el glutation reducido se calculd
restando el GSH-total y el GSSG (Rahman et al. 2007).
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Lipoproteinas de baja densidad oxidadas

La determinacion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-o0x), se
realizd con un ensayo de inmuno-absorcion ligado a enzimas (ELISA) tipo sandwich,
utilizando un kit comercial marca Cell Biolabs No. STA-388 (USA) siguiendo las
indicaciones del fabricante, en breve: se colocé 300 uL. de solucién de precipitado
para LDL a las muestras de plasma de los pacientes, se centrifugacion a 1,000 RPM
a 4 grados C y se removieron 200 pyL de plasma de las muestras. Las muestras
fueron incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Después se centrifugd por 20
min a 2000 x g posteriormente se aspird el sobrenadante y se colectod el pellet, el

cual fue resuspendido en solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS).

Una vez realizado el procedimiento, se colocé en los primeros ocho pozos de
la placa en duplicado estandar LDL-ox para obtener la curva estandar; y en el resto
de los pozos se coloco la muestra de cada paciente en duplicado, dejandose incubar
por 1 h a temperatura ambiente; se realizaron tres lavados con buffer de lavado a
1X; después se le adicion6 solucion de bloqueo y se dejo incubando por 1 h a
temperatura ambiente; después se lavo cinco veces con buffer de lavado 1X;
posteriormente se colocd anticuerpo biotilinado para humano Apo-B100 y se dejo
incubando a temperatura ambiente por 1 h; nuevamente se lavo cinco veces, se
adiciono el conjugado de la enzima-estreptavidina, se incubd por 1 h; se lavo cinco
veces Y se le colocé la solucion de sustrato incubandolo por 20 min una vez que se
obtuvo la reaccidn se coloco solucion de parada y se procedio a la lectura a 450 nm
con un espectrofotometro marca EPOCH modelo Bioteck. Con los datos obtenidos
de los primeros pozos de la placa se represento graficamente la curva estandar. Los
datos de las concentraciones obtenidas fueron comparados con la curva estandar,

para determinar las concentraciones de LDL-ox en cada muestra (ug/mL).
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Concentracién de Glutatiéon peroxidasa 3

La determinacion de la GPx3, se realiz6 con un ELISA tipo sandwich
utilizando un kit marca comercial marca My Biosourse No. MBS704704 (USA)
siguiendo las indicaciones del fabricante, en breve: para obtener la curva estandar
se utilizaron los primeros pozos de la placa, al resto se le colocé 100 uL de plasma
de los pacientes por duplicado, se dejo incubando por 2 hrs a 37 grados, después
fue removido el contenido de la placa (sin lavado). Posteriormente se agregaron 100
ML de anticuerpo biotinilado de deteccion a GPx3 a 1X a cada pozo y se incubd por
1 hrs a temperatura ambiente; después se lavd la placa en tres ocasiones con
solucién de lavado, utilizando un lavador de placas marca Thermo. Luego se
adicion6 100 pyL de HRP estreptavidina en los pozos de la placa y se dej6 incubar
por 1 hrs a temperatura ambiente; se lavé la placa tres veces y se le adicionaron 90
ML de sustrato TMB en cada pozo incubando por 30 min. Finalmente se agregaron
50 pL de solucién de parada y se procedio a la lectura en un espectrofotdmetro
marca EPOCH modelo Bioteck a una absorbancia de 450 nm. Con los datos
obtenidos de los primeros pozos de la placa se representd graficamente la curva
estandar, con el resto de los resultados obtenidos de las muestras estos fueron
comparados con la curva estandar, para asi determinar las concentraciones de

GPx3 en cada muestra (ng/mL).

Actividad enzimatica de Glutation peroxidasa 3

Se empled el método de Lawrence y Burk (1976), en el cual la GPx cataliza
la reduccion del H202 acoplado a la oxidacion del GSH a GSSG, el cual a su vez es
reducido por el glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH. La disminucién

de la concentracion de NADPH se detectd a 340 nm.

Se mezclaron 100 yL de suero con 800 pL de una soluciéon en amortiguador
de fosfatos 50 mM (pH 7.0), de la siguiente composicion: EDTA 1 mM, azida de
sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, GSH 1 mMy 1 U de GR/mL. De la misma manera, se
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preparo un tubo de actividad inespecifica con 100 uL de amortiguador de fosfatos
50 mM (pH 7.0). Los tubos se incubaron 5 min a temperatura ambiente y su
contenido se adicion6 a una celda de cuarzo que contenia 100 yL de H202 0.25 mM

e inmediatamente se leyo la absorbancia a 340 nm cada 30 s durante 3 min.

La actividad de GPx se determiné promediando los cambios de absorbancia
por min de la muestra menos el promedio de los cambios de absorbancia por min
del inespecifico y multiplicando este valor por 12.8, factor que se obtiene del
coeficiente absorcion milimolar del NADPH (6.22) y el factor de dilucién (8). Los
datos se expresan como U/mL. Una unidad de GPx se define como la cantidad de

enzima que oxida 1 pmol de NADPH por min.

Concentracién de Superoxido Dismutasa

Para determinar las concentraciones séricas de SOD Cu/Zn, se realiz6é un
ELISA tipo sandwich, utilizando un kit de marca comercial marca ABCAM No.
Ab119520 (UK), el método se llevd a cabo de acuerdo con las indicaciones del
fabricante, en breve: Se diluyo el plasma de los pacientes con PBS el cual se coloco
en la placa (10 pyL de plasma por 190 pL de PBS 1X).

Una vez terminado este procedimiento se utilizaron los primeros ocho pozos
de la placa para asi determinar la curva estandar, en el resto de la placa de colocé
100 uL de plasma por duplicado; después se adicion6 90 uL de PBS 1X en todos
los pozos de la placa; a continuacion, se agregé 50 uL de HRP estreptavidina en
los pozos y se incubd por 3 hrs a temperatura ambiente. Posteriormente se realizo
el lavado de la placa en tres ocasiones y se le adicioné 100 pL de sustrato 3,3 ',
5,5'-tetrametilbencidina (TMB) en cada pozo el cual se incubdé por 10 min a
temperatura ambiente. Finalmente se colocé 100 uL de solucion de parada y se
procedio a la lectura en un espectrofotometro marca EPOCH modelo Biotech a una
absorbancia de 450 nm. Con los datos obtenidos de los primeros pozos de la placa

se representd graficamente la curva estandar, con el resto de los resultados
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obtenidos de las muestras estos fueron comparados con la curva estandar, para asi

determinar las concentraciones de SOD Cu/Zn en cada muestra (ng/mL).

Actividad enzimatica de Superéxido Dismutasa

La actividad de SOD total se determiné por la reduccién del NBT (Oberley &
Spitz, 1984).

Se prepard xantina oxidasa 168 U/L y una mezcla de reaccién de la siguiente
composicion: xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM, NBT 30.6 uM, albumina 0.006%
y Carbonato de Calcio (Na2CO3) 49 mM. Se colocaron 2.45 mL de la mezcla de
reaccion en tubos y se mantuvieron a 27°C. Se adicionaron 500 uL de plasma e
inmediatamente después la reaccion se inicidé con la adicion de 50 pL de xantina
oxidasa (8.4 U). Se prepard un blanco para cada muestra con los mismos reactivos,
pero sin xantina oxidasa. De manera simultanea, se prepard un tubo de 100% de
reduccién del NBT el cual contenia xantina oxidasa, pero sin homogenizado. Los
tubos se incubaron 30 min, se les adicion6 1 mL de CuCl2 0.8 mM y se leyo la
absorbancia a 560 nm. Los datos se expresan como U/ml. Una unidad de SOD se
define como la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la reduccion del
NBT.

Concentracion de Catalasa

Para cuantificar las concentraciones séricas de catalasa se realiz6 un ELISA
tipo sandwich, utilizando un kit de marca comercial Cell Biolabs STA-341 (USA), el
método se llevd a cabo de acuerdo con las indicaciones del fabricante, en breve: en
los primeros pozos de la placa fueron utilizados para determinar la curva estandar,
posteriormente se colocd 10 yL de plasma de los pacientes en cada pozo de la
placa, después se le adicion6 20 pL de diluyente estandar de catalasa en cada pozo,
se le agregd 50 pL de H202 en la placa dejandolo incubar por 1 min después se le

agrego6 250 pL de solucidn cromogenica dejandose incubar por 60 min en vortex.
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Finalmente se procedio a la lectura en espectrofotometro marca EPOCH modelo
Biotech a una absorbancia de 520 nm. Con los datos obtenidos de los primeros
pozos de la placa se representé graficamente la curva estandar, con el resto de los
resultados obtenidos de las muestras estos fueron comparados con la curva
estandar, para asi determinar las concentraciones de catalasa en cada muestra
(U/mL).

Actividad enzimatica de Catalasa

Para esta determinacion se us6 el método de Aebi (1982) que mide la

desaparicion de H202 a 240 nm.

En una celda de cuarzo se colocaron 25 uL de plasma y se le adicionaron
725 uL de H202 7.7 mM e inmediatamente se midio el cambio de absorbancia a 240
nm cada 15 s durante 2 min. De acuerdo a Aebi, se usé la constante de reaccion de
primer orden (k) como la unidad de actividad de la catalasa, la cual queda definida

de acuerdo a la siguiente formula: k = (1/t) (2.3 x log A,/A,) donde t = intervalo de

tiempo medido, A, y A, son las absorbancias del H202en los tiempos t, y t,.

Concentracion de Hemo Oxigenasa-1

Para determinar las concentraciones séricas de la proteina HO-1 humana, se
realizé un ELISA tipo sandwich, utilizando un kit de marca comercial Enzo No. ADI-
EKS-800, (USA) el método se desarroll6é siguiendo las indicaciones del fabricante,
en breve: para obtener la curva estandar se utilizaron los primeros pozos de la placa,
en el resto se puso el plasma de los nifios por duplicado, dejandose incubar por 30
min, posteriormente se lavd la placa en seis ocasiones, se adiciono el anticuerpo
HO-1 anti-humano se incubd por 60 min, se lavd seis veces, luego se le coloco la
solucién de conjugado HRP y se incubo por 30 min; se procedio a realizar un tercer
lavado y enseguida se adiciono solucion de sustrato TMB dejandola incubar durante

15 min a temperatura ambiente, se afiadié solucién de parada y se procedio a la
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lectura en un espectrofotdmetro marca EPOCH modelo Bioteck a una absorbancia
de 450 nm. Con los datos obtenidos en los primeros pozos de la placa se realizd
una curva estandar y se representd graficamente, con los datos obtenidos de las

muestras se determinaron las concentraciones de HO-1 (ng/dL).

Concentracion de Insulina

La cuantificacion de las concentraciones séricas de insulina, se realizé por
medio de un ELISA tipo sandwich, utilizando un kit de marca comercial ABCAM No.
Ab100578, (UK) el método se desarrolld siguiendo las indicaciones del fabricante,
en breve: para obtener la curva estandar se utilizaron los primeros pozos de la placa,
en el resto se colocaron 100 yL de plasma en cada pozo por duplicado; a
continuacion, se agrego 100 uL de solucién estandar y se dejo incubando por 2.5
h a temperatura ambiente; posteriormente se retird la solucion estandar y se lavo la
placa cuatro veces con solucién de lavado, utilizando un lavador de placas marca
Thermo; después se adiciono el anticuerpo biotilinado de deteccion de insulina 1X
en cada pozo y se incubo por 1 h luego se lavo la placa en cuatro ocasiones con
soluciéon de lavado, una vez concluido este proceso se colocé solucion HRP-
estreptavidina en cada pozo y se dejo incubar por 45 min a temperatura ambiente;
se lavd la placa cuatro veces y se adiciond el sustrato TMB en cada pozo,
incubandose por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se vertieron 50 pL de
solucion de parada y se procedid a la lectura en un espectrofotbmetro marca
EPOCH modelo Bioteck a una absorbancia de 450 nm. Con los datos obtenidos de
los primeros pozos de la placa se representé graficamente la curva estandar y con
los datos obtenidos de las muestras se determinaron las concentraciones de

insulina (uUL) y compararlas con la curva estandar.
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Modelo homeostatico de evaluacion para resistencia a la insulina

Para determinar la resistencia a la insulina, se calcul6 el indice de modelo
homeostatico de evaluacion para resistencia a la insulina (HOMA-IR) el cual utiliza
las concentraciones séricas de glucosa e insulina en ayuno expresada en mgs/dL
dichas cifras fueron multiplicadas y el resultado dividido entre la constante 405
(Matthews et al., 1985). En relacién al indice de HOMA-%B, que determina la
funcidn de las células beta pancreatica, se calculé con un modelo algoritmico
desarrollado por el Centro de Diabetes, Endocrinologia y Metabolismo de la
Universidad de Oxford. El indice de HOMA-%S, estima la sensibilidad a la insulina
y se calculé con la calculadora del Centro de Diabetes, Endocrinologia vy
Metabolismo de la Universidad de Oxford. indice de QUICKI; Para el calculo del
indice QUICKI se realiza de acuerdo con la formula establecida QUICKI=1/(log
insulina+log glicemia mgs/dL). indice o razén Triglicéridos/lipoproteinas de alta
densidad; Se tomaron los resultados de triglicéridos y de HDL-C expresados en mgs
/ dL, y se realiz6 el célculo de acuerdo con Mc Laughlin y cols. indice

Triglicéridos/Glucosa.

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de homogeneidad de varianza Kolmogorov-Smirnovf
y de acuerdo con la distribucién de los datos se realizaron pruebas estadisticas no
parametricas, utilizando la prueba de U de Mann-Whitney, ademas se realizé una
prueba de coeficiente de correlacion de Spearman para determinar la asociaciéon
entre las variables de estudio; posteriormente se hizo una regresion lineal, utilizando

el software Graph-Pad Prism VI ®.
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RESULTADOS

Los nifios preescolares que participaron en este estudio, se distribuyeron de
la siguiente manera: el 48% fueron mujeres y 52% hombres; con una edad promedio
de 4.1 anos. En relacidn al estado nutricional, el 50% estaba clasificado entre el
percentil 50 y el 84 (grupo de control) y el 50% restante estaba por encima del

percentil 95, grupo de obesos.

Los resultados indicaron que el grupo de nifios obesos presentd un
incremento estadisticamente significativo en talla, peso, IMC, percentil IMC/Edad
asi como en la determinacién del z-score/IMC en comparacion con el grupo control
(Tabla 1).

. Control n=50 Obesos n=50
Variable n =100 Mediana Mediana Valor de P
Talla (cm) 104.5 111 p < 0.047
Peso (kg) 15 23 p <0.0001
IMC (kg/m2) 14.8 17.55 p <0.0001
Percentil IMC/Edad 20 95 p <0.0001
z-score/IMC ’ -.028 2.29 p <0.0001

Tabla 1. Distribucién de los datos antropométricos de los grupos de estudio.

Realizando la prueba estadistica U de Mann-Whitney a los parametros
antropomeétricos estudiados; la talla en los nifios obesos mostrd diferencias
estadisticamente significativas (p<0.0047), (Me = 111 cms) en comparacién con los
ninos del grupo control (Me = 104.5 cms). El peso mostré diferencias
estadisticamente significativas (p <0,0001), (Me = 23 kgs) en comparacion con los
nifos de control (Me = 15 kgs). Con respecto al IMC de los nifios obesos tuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p <0,0001), (Me = 17.55
kg/m?) cuando fueron comparados con los nifios de control (Me = 14.8 kg/m?). El
percentil IMC/edad de nifios obesos se mostraron diferencias estadisticas (p
<0,0001), (Me = 95) en comparacién con los nifios de control (Me = 95). Por ultimo,
el z-score/IMC mostro diferencias significativas (p <0,0001) en los nifios obesos (Me

= 2.29) en comparacion con los nifilos de control (Mediana = -0.28) (Figura 8).
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En los parametros bioquimico-clinicos estudiados, los resultados indicaron,
que el grupo de nifios obesos tuvieron un aumento estadisticamente significativo en
las concentraciones de glucosa, ftriglicéridos, HDL y PCR-ultrasensible en

comparacion con los nifios del grupo control (Tabla 2).

. Control n=50 Obesos n=50

Variable n =100 Mediana Mediana Valor de P
Glucosa (mgs / dL) 85 94 p <0.0001
Colesterol (mgs / dL) 149 150.5 p <0.482
Triglicéridos (mgs / dL) 80 86 p<0.15
HDL (mgs /dL) 456 39.7 p <0.039
LDL (mgs /dL) 85.65 92.2 p <0.22
Proteina C Reactiva (mgs / dL) 0 0.66 p <0.0001
Acido urico (mgs / dL) 4.1 43 p<0.23

Tabla 2. Distribucién de los datos bioquimico-clinico de los grupos de estudio.

Cuando a los parametros bioquimicos estudiados se aplico la prueba
estadistica U de Mann-Whitney, la glucosa mostro diferencias significativas (p
<0.0001) en los nifios obesos (Me = 94 mg / dL) en comparacion con los nifios de
control (Me = 85 mg / dL). Los triglicéridos mostraron diferencias estadisticas (p
<0.0482), en los nifos obesos (Me = 86 mg / dL) en comparacion con los nifios
control (Me = 80 mg / dL). Con respecto las concentraciones de HDL de los nifios
obesos mostraron diferencias estadisticas (p <0.039), (Me = 39.7 mg / dL) en
comparacién con los nifios de control (Me = 45.64 mg / dL). Por ultimo, la proteina
C reactiva en nifios obesos mostro diferencias estadisticamente significativas (p
<0.0001), (Me = 0.66 mg / dL) en comparacion con los nifios de control (Me = 0.0
mg / dL). El resto de los marcadores bioquimicos clinicos, no presentaron

diferencias significativas en este estudio. (Figura 9).

55



A Glucosa
200+
*
g ———
o 150+
o
=
o
% 100+ — | ——
- ? I
B
[=2] 504
=
0 T T
Controles Obesos
c HDL
100+
*

(==
(=]
1

]
o
1

Mg/dL de HDL
s 23

o

Controles Obesos

B Trigliceridos
400+ *
a —_—
o 3004
A
o
2
2 2004 —
™
|_
3
E’ 100+ I__l
—1 . -
D T L]
Controles Obesos
D PCR
5-
*
e
g
o 31
°
5 2
2
14
D T T
Controles Obesos

Figura 9. Efecto de la Obesidad en nifios de 3 a 5 afios sobre los parametros bioquimico-clinico (n = 50 por grupo), grafica
(A) Glucosa (* p < 0.001), (B) Triglicéridos (* p < 0.482), (C) HLD (* p < 0.039), (D) PCR (* p < 0.0001). Notese el incremento

sobre la glucosa, los triglicéridos, la proteina C reactiva, asi como una disminucién en las HDL.

En los marcadores de estrés oxidativo estudiados, los ninhos obesos

presentaron un incremento en las concentraciones séricas de LPO, proteinas

oxidadas, glutation oxidado y LDL-ox, asi como una disminucidon en el glutation

reducido comparado con los nifios del grupo control. (Tabla 3)
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Variable n =100 Control n =50 Obesos n =50

Mediana Mediana Valor de P
Glutation Total
(ng /mL) 5.82 6.29 p <0.0001
Concentracion GPx3
(ng / mL) 56.5 63 p <0.69
Actividad enzimatica GPx3
(U /mL) 0.037 0.32 p <0.002
Concentracién SOD Cu/Zn 071 073 0 <0.36
(ng/ mL)
Actividad enzimatica SOD Cu/Zn
(U /mL) 9.71 9.81 p <0.59
Concentracion Catalasa
(U/mL) 45.88 22.92 p <0.0001
Concentracion HO-1 378 9.41 b <0.0001
(ng/ mL)

Tabla 3. Distribucién de los marcadores de estrés oxidativo de los grupos de estudio.

Los nifios obesos (Me = 5.9 nmol / mg de proteina) presentaron una mayor
concentracion de LPO comparado con los nifios control (Me = 4.2 nmol / mg de
proteina), mostrando diferencias estadisticamente significativas (p <0,0001),
utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Los resultados ademas mostraron, que las
concentraciones de proteinas oxidadas de los nifios obesos (Me = 1.2 nmol / mg de
proteina) presentaron un incremento significativo cuando se compararon con los
nifios control (Me = 0.17 nmol / mg de proteina), (p <0,0001). El glutatién oxidado
presenté un incremento, en el grupo de nifilos obesos (Me = 4.4 nmol / mg de
proteina), cuando fue comparado con el grupo de nifios control (Me = 3.2 nmol / mg
de proteina) mostrando diferencias estadisticamente significativas (p <0,0003),
utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Por otro lado, Las LDL-ox, que
presentaron, los niflos obesos (Me = 9.1 ug / mL) mostraron un aumento
estadisticamente significativo (p <0,002) comparado con los nifios control (Me = 6.2
ug / mL). El glutation reducido presento una disminucién estadisticamente
significativa (p <0,0003) en los nifios obesos (Me = 0.98 nmol / mg de proteina) al
ser comparado con los nifios del grupo control (Me = 2.1 nmol / mg de proteina)
(Figura 10).
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Los resultados obtenidos en la cuantificacion de sistemas antioxidantes en
los nifos obesos reportaron un incremento en el glutation total, en las
concentraciones de SOD Cu/Zn y en la HO-1, asi como una disminucién en la
actividad enzimatica de GPx3 y en las concentraciones de catalasa; el resto de los

antioxidantes no presentaron diferencias. (Tabla 4).

Variable n =100 Conl::clii:n: = Obe:llc:esdi:n: = Valor de P
(GnI;tlart!:t;‘ Total 5.82 6.29 p < 0.0001
gc;nlcrt:‘llt)ramon GPx3 56.5 63 p<0.69
x:l::dL?d enzimatica GPx3 0.037 0.32 p < 0.002
(c:;r;(::)tracmn SOD Cu/Zn 0.71 0.73 p<0.36
ﬁ:tl\;ﬁ?d enzimatica SOD Cu/Zn 9.71 9.81 p <059
ﬁjc;rs:f)ntramon Catalasa 4588 22.92 p < 0.0001
g]c;r;crf:)tracw“ HO-1 3.78 9.41 p <0.0001

Tabla 4. Distribucién de los sistemas antioxidantes de los grupos de estudio.

Cuando se realizé la prueba estadistica U de Mann-Whitney a los parametros
estudiados; el glutation total en los nifios obesos mostrd diferencias
estadisticamente significativas (p<0.0001), (Me = 6.29 ng / mL) en comparacién con
los nifios del grupo control (Me = 5.82 ng / mL). En relacién a las concentraciones
de HO-1 mostraron un aumento estadisticamente significativo (p <0,0001) en los
nifos obesos (Me = 9.41 ng / mL) cuando se compararon con los nifios control (Me
= 3.78 ng / mL). Por otra parte, la actividad de la enzima GPx3 presenté una
disminucién estadisticamente significativa (p <0,0024) en los nifios obesos (Me =
0.32 U/ mL) al ser comparado con los nifios del grupo control (Me = 0.037 U / mL).
Finalmente, al realizar la prueba estadistica U de Mann-Whitney sobre las
concentraciones de catalasa de los nifios obesos (Me = 22.92 ng / mL) esta mostro

diferencias estadisticamente significativas (p <0,0001) cuando se compararon con
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los nifios control (Me = 45.88 ng / mL) el resto de los antioxidantes estudiados no

presentaron diferencias estadisticamente significativas en este estudio (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la Obesidad en nifios de 3 a 5 afios sobre los antioxidantes estudiados (n = 50 por grupo), grafica (A)
glutation total (* p < 0.0001), (B) actividad enzimatica GPx3 (* p < 0.0024), (C) concentracion sérica Catalasa (* p < 0.0001),
(D) concentracion de HO-1 (* p < 0.0001). Notese el incremento en el glutation total y en la HO-1 asi como una disminucién
sobre la actividad enzimatica GPx3 y en las concentraciones de catalasa.
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Los resultados indicaron que el grupo de nifilos obesos presentd un
incremento estadisticamente significativo en la insulina, asi como en los modelos
indirectos de diagndstico para resistencia a la insulina HOMA-IR, HOMA-%B,
HOMA-%S, indice TG/HDL, indice TG/G asi como en el indice de Quicki en

comparacién con el grupo control (Tabla 5).

. Control n=50 Obesos n =50

VEUEIF LIS Mediana Mediana Valor de P
Insulina (uUI/ mL) 6.6 7.6 p <0.0001
HOMA-R 0.88 0.94 p<0.014
HOMA -%B 824 107.3 p <0.0001
HOMA -%S 112.8 106.3 p<0.019
Indice TG/HDL 1.3 3.1 p <0.0001
Indice TG/G 3.36 4.39 p <0.042
Indice Quicki 0.99 1.05 p <0.0001

Tabla 5. Distribucién de los datos de la insulina y de los modelos indirectos de diagnéstico para resistencia a la insulina de
los grupos de estudio.

Las concentraciones de insulina de los nifios obesos (Me = 7.6 uUl / mL)
mostraron un incremento estadisticamente significativo (p <0,0001) al ser comprado
con los nifos control (Me = 6.6 uUl / mL). Cuando se calculé el indice de HOMA-IR,
este present6 un incremento en los nifios obesos (Me = 0.94) cuando fue comparado
con los nifios control (Me = 0.88), mostrando diferencias estadisticamente
significativas (p <0.014), utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Ademas, se
evalué el indice HOMA-%B, el cual mostro un aumento estadisticamente
significativo (p <0,0001) en los nifios obesos (Me = 107.3) comparado con los nifios
del grupo control (Me = 82.4). también, se calcul6 el indice de HOMA-%S, el cual
presento una disminucion estadisticamente significativa (p <0.019) entre el grupo
de nifos obesos (Me = 106.3) y el grupo de nifios control (Me = 112.8), (Figura 12);
ademas se calcul6 el indice TG/HDL el cual mostré que los nifios obesos (Me = 3.1)
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p <0,0001) al ser
comparado con los nifios control (Me = 1.3). El indice TG/Glucosa utilizando la
prueba U de Mann-Whitney reportd diferencias estadisticamente significativas (p

<0.017) entre los nifios control (Me = 3.36) y de los nifios obesos (Me = 4.39)
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finalmente se calculd el indice de QUICKI el cual reportd diferencias
estadisticamente significativas (p <0.042) entre los nifios control (Me = 0.99) y los

nifos obesos (Me = 1.05) (Figura 13).
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Figura 12. Efecto de la Obesidad en nifios de 3 a 5 afios en la insulina e indice de HOMA (n = 50 por grupo), grafica (A)
insulina (* p < 0.0001), (B) indice HOMA-IR (* p < 0.014), (C) indice HOMA-%B (* p < 0.0001), (D) indice HOMA-%S (* p <
0.019), Nétese el incremento sobre la insulina el indice HOMA-IR y el HOMA-%B, asi como una disminucion sobre el indice
HOMA -%S.

Posteriormente, se realizd el calculo del coeficiente de correlacion de
Spearman, con los resultados de LPO, la HO-1, la insulina, los indices de HOMA-
IR, HOMA %B, HOMA%S respectivamente. Al realizar la correlacion entre LPO y
la HO-1 esta presentd una correlacion lineal rs= 0.96 (p < 0.001); posteriormente se
procedié al calculé de la correlacién entre LPO e insulina, la cual presento una

correlacion lineal con una rs= 0.83 (p < 0.001); ademas se realizé la correlacién de
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LPO e indice de HOMA-IR, presentando una correlacion lineal con una rs= 0.86 (p
< 0.001); al comparar los LPO entre el indice de HOMA-%B este presentd una
correlacioén lineal con una rs= 0.97 (p < 0.001). También se calculé la correlacién
entre los LPO y el indice de HOMA-%S las cuales mostraron una rs= 0.67 (p <
0.001). Por ultimo, se realizo la correlacién entre LDL-ox e insulina, la cual mostré
una rs= 0.94 (p < 0.001) (Figura 14).
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Figura 13. Efecto de la Obesidad en nifios de 3 a 5 afios sobre los métodos indirectos de diagndstico para resistencia a la
insulina (n = 50 por grupo), grafica (A) indice TG/HDL (* p < 0.0001), (B) indice TG/G (* p < 0.017), (C) indice QUICKI (* p <
0.042). Nétese el incremento en los indices TG/HDL, TG/G y QUICKI.
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Figura 14. Correlacién de los marcadores de estrés oxidativo en nifios obesos. A) Correlacion entre LPO y HO-1 (Rs=0.96);
B) LPO contra HOMA-%B (Rs=0.97) y LDL-ox vs concentracion de insulina (Rs= 0.94).
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DISCUSION

De acuerdo con los datos reportados en este estudio, asi como los
reportados por Bocca et al., en 2013, el cual fue realizado en una poblacion de nifos
holandeses en etapa preescolar se demuestra que, sin importar la etnia, la edad de
3 a 5 anos, es la etapa inicial para el desarrollo de complicaciones asociadas a la
obesidad (Bocca et al., 2013); ya que, durante esta etapa del crecimiento se lleva a
cabo la programacion del tamano de las células adiposas que se tendran a lo largo
de la vida. Dicha programacioén, puede verse afectada en el caso de que el nifio en
edad preescolar aumente mas de 2 kg por afo, lo que provocara que las células
adiposas presenten mayor tendencia a la hipertrofia, asi como a la hiperplasia. Este
incremento y cambio de morfologia del adipocito, promovera que los nifios
preescolares obesos presenten gran dificultad para mantener un peso estable en

etapas posteriores de la vida (Rolland-Cachera et al., 2006).

Los resultados de este estudio muestran que los nifios en edad preescolar
obesos, presentan alteraciones metabdlicas, inflamatorias asi como un desbalance
entre ROS y sistemas antioxidantes, lo que esta condicionando un estado de estrés
oxidativo, asi como el desarrollo insipiente de resistencia a la insulina en etapas
muy tempranas de la vida, como lo demuestran el incremento en las
concentraciones de glucosa, perfil de lipidos (triglicéridos, y LDL), PCR, en los
marcadores de estrés oxidativo (LPO, proteinas oxidadas, glutation oxidado, LDL-
0x), asi como en la disminucion en los antioxidantes (glutatién reducido, actividad
GPx3, concentracion de la catalasa); y si a esto se asocia que las concentraciones
de insulina, indice de HOMA-IR, HOMA -%B, indice TG/HDL, indice TG/G e indice
de Quicki, presentaron un incremento al ser comparados con nifios eutroficos de la
misma poblacién; estos cambios pueden ser el inicio para padecer enfermedades
cronicas degenerativas en la etapa escolar y durante la adolescencia, como lo

demuestran multiples estudios en diferentes poblaciones del mundo.
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La glucosa sérica de los nifios obesos preescolares presento diferencias
estadisticamente significativas, datos similares a los publicados por Baughcum et
al., 2014, Bocca et al.,, 2013 y Lo et al., 2014 en el mismo grupo de edad, sin
embargo, estos trabajos no realizan la comparacion de sus datos con un grupo
control, la cual es muy importante ya que, no existen parametros de normalidad para

ninos de 3 a 5 afos de ninguna etnia.

Por otro lado, el incremento en la glucosa de los nifios obesos se puede
deber al inicio en el consumo de jugos embotellados, bebidas endulzadas vy
carbonatadas, adicionadas con jarabe de maiz de alta fructuosa; este inicio en el
consumo, es alrededor de los 3.2 afios de edad en la poblacion mexicana (Pérez-
Morales 2012 et., al). Este consumo incrementa el aporte de calorias requeridas por
el nifo (desbalance entre ingesta y gasto energético) lo que da como consecuencia

una elevacion en el peso corporal y sobre el IMC.

Con respecto a los triglicéridos, estas concentraciones fueron mas elevadas
en los nifos obesos en comparacion con los nifios control y las HDL-C se observan
disminuidas. Si se continia con esta modificacion metabdlica de los lipidos se
estimulara una disfuncion adipocitaria, lo que provocara una acumulaciéon de acidos
grasos en el musculo (intramiocelular), dando como consecuencia resistencia a la
insulina. Sin embargo, si a éste fendmeno se presenta en edades tempranas de la

vida el efecto de éste sera mas severo (Klop et al., 2013).

Otro de los marcadores alterados en la quimica clinica es el incremento en
las concentraciones séricas de PCR ultrasensible de los nifios obesos al ser
comprados con el grupo control. Este dato reviste su importancia debido a que la
PCR es una proteina de respuesta inflamatoria de fase aguda, la cual aparece tras
existir un desequilibrio en el sistema inmune innato. Por anterior se utiliza como
marcador inflamatorio, la cual se encuentra regulada por factores transcripcionales
de la IL-6 secretada directamente por el adipocito (Haro-Acosta et al., 2014; Huh et

al., 2014; Nienaber-Rousseau et al., 2014;). Otra accion que puede incidir de forma
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directa sobre las concentraciones de la PCR, se relaciona con el tipo de dieta que
se consume, esto es, que una dieta alta en edulcorantes, endulzantes semi-
sintéticos, grasas saturadas elevaran sus concentraciones plasmaticas en
pacientes obesos de cualquier edad; sin embargo, si se modifica el estilo de vida y
se incrementa el consumo de frutas, vegetales, derivados bio-activos de la leche y
dieta alta en antioxidantes, las concentraciones de PCR disminuiran
independientemente del IMC (Pennacchiotti et al., 2012; Nienaber-Rousseau et al.,
2014; Nanri et al., 2007; Zhou et al., 2015).

Uno de los primeros cambios descritos y que se encuentra ampliamente
aceptado es que la obesidad en la adultez cursa con estados de estrés oxidativo, el
cual se caracteriza por un incremento en las concentraciones de LPO, proteinas
oxidadas, LDL-ox, asi como en el glutatién oxidado y una disminucién del glutation
reducido (Netzer et al., 2105), efecto observado en nifios de 3 a 5 anos con
obesidad, con lo cual se podria sugerir que desde la etapa preescolar ya se
comienzan a observar alteraciones en la homeostasis redox, la cual puede

condicionar alteraciones en otras etapas de la vida.

Esta alteracidon en la homeostasis redox, juega un papel fundamental en el
tejido adiposo, debido a que el adipocito es una célula altamente susceptible a los
cambios en el balance de 6xido-reduccion. Uno de los primeros cambios descritos
en la literatura que tienen las ROS sobre el adipocito es su capacidad de suspender
o disminuir la tasa de proliferacion e incrementando la diferenciacion, esto se debe
a la estimulacién del H202 sobre la adipogénesis por mecanismos ya descritos en
parrafos anteriores (Rani et al., 2016). De acuerdo con lo anterior, una de las
primeras modificaciones que se observan es que se aumenta el tamafo de los
adipocitos, produciendo una disminucidn en el riego sanguineo del tejido,
induciendo asi la hipoxia, y esto lleva posteriormente a causar un aumento en las

concentraciones de ROS (Han et al., 2016).
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Los resultados reportados en este estudio sobre la determinacion de los
sistemas antioxidantes en los nifios de 3 a 5 afos obesos, mostraron una
disminucién en la actividad enzimatica de la GPx3, y de las concentraciones de
Catalasa. Sin embargo, el glutation total, presento un incremento al ser comparado
con el grupo control, datos similares a los reportados por Albuali et al., 2014, el cual

realizo un estudio en nifios de 6 a 12 afos con sobrepeso y obesidad.

La disminucion en la actividad enzimatica GPx3 observada en este estudio,
se puede atribuir a la alta produccion de ROS, las cuales destruyen a las defensas
antioxidantes (Woo et al., 2011). En el caso del incremento del GSH se debe a la
rapida conversion a su forma oxidada, a través de la enzima glutation reductasa,
para asi catalizar la reduccién de glutation oxidado a reducido, el cual sera utilizado
por la GPx para destruir ROS (Albuali et al., 2014).

En el caso, de la SOD Cu/Zn esta intenta compensar el dafio oxidante
provocado por la formacién de peroxinitritos generado por la hipertrofia adiposa, la
cual de no corregirse disminuira la actividad de la SOD Cu/Zn (Fernandez et al.,
2014), que en el caso de los nifos de este estudio no presentaron diferencias, lo
que puede deberse a que los nifios obesos aun estan iniciando el padecimiento y
en poco tiempo podran desarrollar mayor dafio, ya que existe suficiente evidencia
cientifica que determina que la obesidad conlleva a la disminucion de la actividad y
de la expresion de la SOD Cu/Zn (Codoner-Franch et al., 2009).

La concentracion de catalasa en los nifios obesos, muestra una disminucion
estadisticamente significativa, datos similares a los reportados por Fernandez et al.,
2014 en una poblacion de adultos diabéticos, o que se puede explicar a que esta
enzima esta implicada en el balance redox celular del adipocito por mecanismo no

esclarecidos aun.
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Otro mecanismo que provoca el incremento en las ROS provocara que el
factor nuclear de transcripcion Nrf2 se transloque al nucleo, activando la via fosfo-
inositol 3-quinasas (PI3K), incrementando la expresion génica de la HO-1 (He, G
2016). Esto trae como consecuencia un aumento en la sintesis de esta enzima y de
esta forma presente funciones importantes sobre la cascada de sefalizacién a
insulina (Jais et al., 2014). Otra funcién descrita que presenta la HO-1, es su
capacidad antiinflamatoria, la cual esta relacionada con la polarizacion de los
macrofagos M1 a M2 residentes en el tejido adiposo (Jais et al., 2014). Con base en
estas funciones, Jais A. et al en 2014, propone a la HO-1 como un biomarcador de
obesidad metabdlicamente sana o enferma (Bao et al.,, 2010; Bao et al., 2012;
Habich et al., 2015).

Por otro lado, la insulina sérica reportada en este estudio, muestra un
incremento en los nifios obesos, dato similar al reportado por LO J et al., 2014, en
ninos estadounidenses; demostrando asi, que los nifos obesos desde los 3 a 5
anos ya reportan alteraciones metabdlicas. Ademas, los resultados sobre el indice
HOMA-IR, HOMA-%B, mostraron un incremento en los nifios obesos y en relacion
al HOMA-%S presentd una disminucion sobre este mismo grupo, estos datos se
pueden interpretar como un estado incipiente de resistencia a la insulina; ya que la
secrecion de esta hormona, presenta una pobre sefalizacion en 6rganos blanco.
Estos datos, son ampliamente aceptados para hacer el diagnostico de resistencia a
la insulina en adultos, aunque en pediatria hasta la fecha no se encuentra validado
para el diagndstico en este rango de edad (Olivares et al., 2008; Sherwood et al.,
2015).

Es importante considerar, que la resistencia a la insulina, es el factor
desencadenante para desarrollar sindrome metabdlico (Lo et al., 2013; Bocca et al.,
2013) en cualquier etapa de la vida, motivo por el cual seria importante llevar a cabo
mas estudios para determinar si la obesidad desde la etapa preescolar es uno de
los factores de inicio de la resistencia a la insulina en el adulto (Sherwood et al.,
2015).
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Ademas en los resultados de las correlaciones de los LPO y la HO-1, esta
mostré una correlacion lineal positiva, pudiéndose interpretar, que a mayor cantidad
de LPO mayor secrecion de HO-1; este hecho se podria explicar, a que la HO-1
estd contrarrestando el incremento, tanto de ROS como de citocinas
proinflamatorias provenientes de la hipertrofia de las células adiposas (Bao et al.,
2010; Bao et al., 2012); sin embargo, no hemos encontrado reportes donde se
demuestre que esta enzima no solo incremente sus concentraciones, sino que
también mantenga su actividad enzimatica en pacientes con obesidad, motivo por

el cual se requieren mas estudios para poder esclarecer este punto.

La correlacion entre los LPO e indice de HOMA-%B, muestra una correlacion
lineal positiva, esto podria interpretarse, como una alteracion en la regulacion de la
respuesta a la insulina en la célula beta pancreatica. Esta disfuncion puede estar
provocada, ya que los LPO forman subproductos HNE y HHE con mayor capacidad
oxidante, causando disfuncion en las células beta pancreaticas (Pillon et al., 2011).
Ademas, se encuentra ampliamente aceptado que los radicales libres provocan un
incremento en la fosforilacion del factor NF-kB, en la célula beta, lo cual estimula la
transcripcion nuclear y posterior activacion de citocinas proinflamatorias,

produciendo un mal funcionamiento de esta célula (Aroor et al., 2014).

Al realizar la correlacion entre LPO y las LDL-ox, estas muestran una
correlacion lineal positiva, dicha relacion podria deberse a que las LDL se oxidan
con mayor rapidez, ya que el peroxido de hidrogeno interactua con los aldehidos y
los residuos de lisina de la apolipoproteina B-100, provocando asi que las LDL se
oxiden mas facilmente y ademas que presenten una mayor capacidad oxidante
(Holvoet et al., 1998; Suzuki et al., 2010).

También fue estudiada la correlacion LDL-ox e insulina, la cual mostré una
correlacion lineal positiva, esto podria deberse a que el estrés oxidativo es el
responsable de la modificacion de las LDL-ox. El incremento en estas LDL-ox

provoca alteraciones en las células beta pancreaticas, induciendo un incremento en
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la respuesta de la célula beta a las concentraciones de glucosa en sangre (Linna et
al., 2015).
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CONCLUSIONES

Se puede concluir con base en los resultados de este estudio que la obesidad
en nifos de 3 a 5 afnos, esta acompaniada de un incremento en las concentraciones
séricas de glucosa, triglicéridos y PCR. Estos cambios en la bioquimica-clinica de
los niflos preescolares obesos demuestra que la obesidad en etapas tempranas de
la vida, ya causa alteraciones metabdlicas las cuales, si no son corregidas con
cambios en el estilo de vida, se podran desarrollar enfermedades cronico-
degenerativas en diferentes etapas de crecimiento del nifio. Motivo por el cual es
necesario realizar de forma temprana la evaluacion antropométrica y bioquimica de
todos los nifios obesos en edad preescolar que acuden a consulta de control de nifio

sano en el primer nivel de atencion, asi como por el médico pediatra.

También podemos concluir que, con base en el incremento de los
marcadores de estrés oxidativo y asociado a la disminucion de los antioxidantes en
los nifos obesos preescolares, el estrés oxidativo es un factor importante durante

el desarrollo de las alteraciones metabdlicas.

Dentro de las alteraciones metabdlicas que de forma incipiente ya estan
desarrollando los nifios de 3 a 5 afos obesos, es la resistencia a la insulina, la que
presenta cambios no solo en las concentraciones séricas, sino en los calculos por
métodos indirectos para el diagndstico de resistencia a la insulina. Con lo cual es
importante que se genere mas informacién para poder tener parametros de

normalidad en este rango de edad.

Finalmente, con los datos del presente estudio, se concluye que la obesidad
en nifos de 3 a 5 afios es una etapa clave para la realizacién de una intervencion
higiénico dietética para asi evitar el desarrollo de complicaciones asociadas a la
obesidad, debido a que esta edad es el momento durante el cual se distribuye y

programa el tejido adiposo que se tendra a lo largo de la vida.
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