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Tabla de abreviaciones

AVC Accidente vascular cerebral

BGP Proteina acida y-carboxiglutamica del hueso
BMPs Proteinas morfogenéticas dseas

CMLV Células musculares lisas vasculares
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DM 2 Diabetes mellitus tipo 2

ECV Enfermedad cardiovascular
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FNT Factor de necrosis tumoral
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HDL Lipoproteina de alta densidad

HOMA-IR indice de resistencia a la insulina

IDF Federacion Internacional de Diabetes

IL-6 Interleucina 6

IL-1 Interleucina 1

IMC indice de masa corporal

MetS+ Descendientes de familias con sindrome metabdlico
MetS- Descendientes de familias sin sindrome metabdlico
MGP Proteina Gla de la matriz ésea

ocC Osteocalcina

OCc Osteocalcina carboxilada

OCdc Osteocalcina descaboxilada

OC total Osteocalcina total

OoMS Organizacion Mundial de la salud

OPG Osteoprotegerina

PAS Presion arterial sistodlica

PAD Presion arterial diastdlica

PCR Proteina C reactiva



PCRus

POD

RANKL

RCV

RI

SM

TG

T™MB

TNF

Valor Z del IMC

Proteina C reactiva ultrasensible

Peroxidasa

Ligando del receptor activador del factor nuclear Kappa-
Riesgo cardiovascular

Resistencia a la insulina

Sindrome metabdlico
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Tetrametilbenzidina

Factor de necrosis tumoral

IMC ajustado por sexo y por edad
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RESUMEN

Resumen

La evidencia cientifica sugiere que la enfermedad arteriosclerética tiene su origen en
edades tempranas de la vida y su progresién esta determinada por la suma de factores de
riesgo cardiovascular, como la obesidad o el sindrome metabdlico (SM). El grosor de la intima
media carotidea (GIMc) es considerado la mejor herramienta diagndstica para la valoracién de
la arteriosclerosis en etapas subclinicas.

La proteina C reactiva (PCR) es un marcador de inflamacién de bajo grado que tiene un
papel en el desarrollo de la arteriosclerosis pudiendo predecir las complicaciones
cardiovasculares en el adulto. La osteocalcina (OC) es una nueva molécula implicada en la
calcificaciéon vascular. La forma descarboxilada (OCdc) ha sido descrita como un marcador de
calcificaciéon carotidea en sujetos hipertensos.

En este trabajo hemos estudiado la PCR y la OCdc, como marcadores de
arteriosclerosis preclinica en nifios sanos prepuberales. Se ha analizado si la PCR y la OCdc se
relacionaban con el GIMc y si estas asociaciones podian estar moduladas por el grado de peso
corporal y la presencia de antecedentes familiares de SM.

Para ello disefiamos un estudio clinico de tipo descriptivo, transversal, en una muestra
de nifios sanos prepuberales de 7 afios de edad (n=203; 102 nifias y 101 nifios), provenientes
de la poblacion general y reclutados en los centros de atencidén primaria de la provincia de
Girona, en la comarca de I'Alt Emporda. A todos los nifios se les realizd un examen clinico y
antropométrico. Se obtuvo una muestra de sangre en ayunas para realizar una analitica
general y se midieron los marcadores de estudio: PCR, OC total y OCdc. También se realizdé un
examen antropométrico y se midid el GIMc mediante ecografia de alta resolucidn. Finalmente,
se realizé un cuestionario de antecedentes familiares a los padres para determinar la presencia

de SM.



RESUMEN

Los resultados derivados de este estudio muestran que las concentraciones séricas de
PCR son mayores en nifilos con mayor grado de peso corporal y se asocian a un perfil
metabdlico y vascular desfavorable. Los niveles séricos de PCR presentan asociaciones
positivas con el GIMc, independientemente del grado de peso corporal.

Por otra parte, los nifios con antecedentes de SM presentan mayor porcentaje de
OCdc comparado con los nifios sin antecedentes de SM. El porcentaje de OCdc se asocia a un
perfil vascular desfavorable y presenta asociaciones positivas con el GIMc en nifios con
antecedentes de SM.

Estos resultados aportan nuevas evidencias sobre el papel de la PCR y de la OCdc como

marcadores de arteriosclerosis preclinica en nifios sanos prepuberales.



RESUMEN

Resum

L'evidencia cientifica suggereix que la malaltia arteriosclerotica té el seu origen en
edats precoces de la vida i la seva progressid esta determinada per I'aparicié de factors de risc
cardiovascular, com l'obesitat o la sindrome metabolica (SM). El gruix de l'intima mitja
carotidia (GIMc) és considerat la millor eina diagnostica per a la valoracid de I'arteriosclerosi en
etapes subcliniques.

La proteina C reactiva (PCR) és un marcador d'inflamacié de baix grau que té un paper
molt important en el desenvolupament de ['arteriosclerosi i és capa¢ de predir les
complicacions cardiovasculars en |'adult. L'osteocalcina (OC) és una molécula implicada en la
calcificacié vascular. La forma descarboxilada (OCdc) s’ha descrit com un marcador de
calcificacié carotidia en pacients hipertensos.

En aquest treball hem estudiat la PCR i la OCdc com a marcadors d’arteriosclerosi
preclinica en nens sans prepuberals. S'ha analitzat si la PCR i la OCdc es relacionaven amb el
GIMc i si aquestes associacions podien estar modulades pel grau de pes corporal i la preséncia
d'antecedents familiars de SM.

Es per aixd que hem dissenyat un estudi clinic de tipus descriptiu, transversal, en una
mostra de nens sans prepuberals de 7 anys d'edat (n = 203; 102 nenes i 101 nens) provinents
de la poblacié general i reclutats en els centres d'atencié primaria de la provincia de Girona, a
la comarca de I'Alt Emporda. A tots els nens se'ls va realitzar un examen clinic i antropometric.
Es va obtenir una mostra de sang en deju per fer una analitica general i es van mesurar els
marcadors d'estudi: PCR, OC total i OC descarboxilada. A més a més es va mesurar el GIMc
mitjancant ecografia d'alta resolucié. També es va realitzar un examen antropometric i un
gliestionari d'antecedents familiars als pares per determinar la preséncia de SM.

Els resultats derivats d'aquest estudi mostren que les concentracions seriques de PCR

estan elevades en nens amb major grau de pes corporal i s'associen a un perfil metabolic i
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vascular desfavorable. Els nivells sérics de PCR presenten associacions positives amb el GIMc,
independentment del grau de pes corporal.

D'altra banda, els nens amb antecedents de SM presenten major percentatge de OCdc
comparat amb els nens sense antecedents de SM. El percentatge de OCdc s'associa a un perfil
vascular desfavorable i presenta associacions positives amb el GIMc, en nens amb antecedents
de SM.

Aquests resultats aporten noves evidéncies sobre el paper de la PCR i de la OCdc com a

marcadors d’arteriosclerosi preclinica en nens sans prepuberals.
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Summary

Scientific evidence suggests that atherosclerotic disease has its origin early in life and
its progression is determined by the sum of cardiovascular risk factors such as obesity and
metabolic syndrome (MS). The carotid intima media thickness (cIMT) is considered the best
available tool to assess arteriosclerosis in subclinical phases.

C-reactive protein (CRP) is a low grade inflammatory marker which has a role in the
development of arteriosclerosis and can predict cardiovascular complications in adulthood.
Osteocalcin (OC) is a new molecule involved in vascular calcification. The undercarboxylated
form (udOC) has been described as a marker of carotid calcification in hypertensive subjects.

In this work we have studied CRP and udOC as markers of preclinical arteriosclerosis in
healthy prepubertal children. We have examined whether CRP and udOC are related to cIMT
and whether these associations could be modulated by body weight and family history of
metabolic syndrome.

We have designed a descriptive cross-sectional study in a sample of 7 year-old healthy
prepuberal children (n=203; 102 girls and 101 boys) from the general population, who were
enrolled in primary care centers in Girona, in the region of Alt Emporda. All children were
subjected to a clinical and anthropometric exam. CRP, total OC and udOC were quantified is
fasting serum samples. cIMT was assessed using high resolution ultrasound. Anthropometric
examination and a family background questionnaire were also performed in parents to
determine the presence of MS.

The results from this study show that CPR levels are higher in children with more body
weight and are associated with a less favourable metabolic and vascular profile. Serum CRP
levels show positive associations with cIMT which are independent from de degree of body

weight.
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Moreover, children with family history of MS have higher percentage of udOC
compared to children without family history of MS. The percentage of udOC is associated with
a less favourable vascular profile and shows positive associations with cIMT in children with

family history of MS.

These results provide new evidence on the role of CRP and udOC as markers of

preclinical arteriosclerosis in healthy prepubertal children.
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1.1 Riesgo cardiovascular

Es la probabilidad que tiene un individuo de sufrir una ECV (angina de pecho o infarto
miocardio, AVC, vasculopatia periférica, etc.) en los préximos 10 afos, basado en el nimero y
en la magnitud de los factores de riesgo presentes. Al hablar de ECV, nos estamos refiriendo a
cualquier enfermedad que afecte al sistema cardiovascular. Estd relacionado principalmente al
proceso de desarrollo de arteriosclerosis, en el cual las arterias de mediano y gran calibre
aumentan su rigidez, con disminucién de la distensibilidad del vaso, formacién de placas de
ateroma, respuesta de mediadores de la inflamacidn, lesién del endotelio y formacion de
trombos, si el proceso continta lleva a la oclusién de la luz vascular. Cuando se trata de las
arterias coronarias se produce el infarto agudo de miocardio, en el caso de las arterias que
irrigan el cerebro, se produce el AVC y a nivel de las arterias periféricas la claudicacion
vascular .

Aunque la arteriosclerosis se manifiesta clinicamente en la adultez media y avanzada
tiene una fase asintomdtica durante mucho tiempo de su desarrollo. Este proceso puede
comenzar en la infancia temprana? En la mayoria de los nifios, los cambios vasculares
arterioscleréticos son leves y se pueden minimizar o prevenir con un estilo de vida saludable 3.
Sin embargo, en algunos nifos, el proceso se acelera debido a la presencia de factores de
riesgo o enfermedades especificas *°. La identificacidon de los nifios que corren mayor riesgo de
desarrollar arteriosclerosis, puede permitir la intervencidn temprana y con ello disminuir el
proceso arteriosclerdtico, es decir prevenir o retrasar los eventos cardiovasculares.

Segun los datos estadisticos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en Marzo de 2013, las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo. Cada afo
mueren mas personas por ECV que por cualquier otra causa. Se calcula que en el 2008
murieron por esta causa 17.3 millones de personas, lo cual representa un 30% de todas las

muertes registradas en el mundo; 7.3 millones de esas muertes se debieron a la cardiopatia
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coronaria, y 6.2 millones a los AVC ®. Se calcula que en 2030 morirdn cerca de 23.6 millones de
personas por ECV, sobre todo por cardiopatias y AVC, y se prevé que sigan siendo la principal

causa de muerte 7.

1.1.1 Principales factores de riesgo cardiovascular

Los factores de riesgo de ECV mas conocidos hasta la actualidad son la obesidad,
hipertension arterial, diabetes, hiperlipidemia, estrés, tabaquismo y sedentarismo. Se
clasifican en factores de riesgos “modificables” y “no modificables”. Los primeros son los
responsables del 80% de los casos de cardiopatia coronaria y enfermedad cerebrovascular &,
estan relacionados con los habitos de vida como la dieta no saludable, el sedentarismo y el
consumo de tabaco. Los “no modificables” son los que no dependen de los cambios de
conducta como edad, sexo, raza y carga genética. Ademads, los efectos de una dieta poco
saludable y de la inactividad fisica pueden manifestarse como "factores de riesgo intermedio”:
Hipertension arterial, hiperglicemia e hiperlipidemia, sobrepeso y obesidad.

El primer estudio poblacional de gran escala para evaluar las causas de arteriosclerosis
es el estudio de Framingham en 194828, Los investigadores determinaron la existencia de
algunos factores que predisponen al individuo a desarrollar arteriosclerosis, es por primera vez
cuando se empez6 a hablar de los factores de RCV.

A medida que va creciendo el conocimiento de la ECV va aumentando el nimero de
factores de riesgo conocidos. Hay diferentes scores (Framingham °, Regicor 1°) que permiten

calcular el RCV individual de cada paciente.

1.1.2 Pared vascular

Las arterias son conductos membranosos, eldsticos, con ramificaciones divergentes
encargados de distribuir por todo el organismo la sangre expulsada desde las cavidades

ventriculares del corazén en cada sistole.
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Por ser el sistema arterial el mas frecuentemente atacado por la arteriosclerosis,

vamos a referirnos fundamentalmente a las caracteristicas del mismo.

Las paredes arteriales son gruesas y compactas lo que les permite resistir las altas

extracelulares .

presiones generadas dentro del sistema circulatorio. Estan compuestas por cilindros

concéntricos dispuestos uno dentro del otro, en los cuales existen componentes celulares y

Son tres tunicas las que forman la estructura arterial y se denominan de la luz arterial

hacia la periferia de la siguiente manera (Figura 1):

1.- Intima arterial.
2.- Capa media o musculo-elastica.

3.- Capa externa o adventicia.

Arteria

TUnica intima:
endotelio que
reviste el lumen
de los vasos
sanguineos

. —Tunica
F adventicia:
fibras de

colageno

Tlnica media:
celulas de
musculo liso
y fibras elasticas

Figura 1. Estructura de la pared arterial (A.D.A.M. Suite of Healthcare

Products).

1. Tdnica Interna o intima: Estd constituida por el endotelio. La intima esta presente en

arterial 2.

11

todos los vasos (arterias o venas). El endotelio se encuentra en contacto con el torrente
circulatorio. Esta situacidon topografica del endotelio le da la caracteristica de interfase

bioldgica muy importante en la homeostasis vascular y en las relaciones flujo sanguineo-pared
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2. Tdnica media: Estd compuesta por fibras musculares lisas dispuestas de forma
concéntrica, fibras eldsticas y fibras de coldgeno en proporcién variable segun el tipo de
arteria. Es una capa de aspecto compacto y de grosor regular. Las células musculares lisas de la
capa media son de extremada importancia en el desarrollo del proceso arteriosclerdtico, pues
son capaces de atrapar lipidos y de emigrar hacia el subendotelio, para contribuir asi a la
formacién de la placa ateromatosa .

3. Tunica externa o adventicia: Estd formada por tejido conjuntivo laxo, compuesto
fundamentalmente por fibroblastos y coldgeno. Esta capa sirve de soporte mecanico a la
arteria cuando la capa media arterial esté debilitada por el proceso arteriosclerético .
1.1.2.1 Medicidn del grosor de intima media carotidea por ultrasonografia

El GIMc se define como la distancia entre los bordes de las interfaces lumen-intima y la
interfaz media-adventicia de la pared posterior de la arteria cardtida. Es decir, comprende la
sumatoria de las tunicas intima y media de la pared arterial, por lo que el incremento del
grosor puede estar determinado no sélo por la sobrecarga lipidica de la intima como
manifestacion de arteriosclerosis, sino por el engrosamiento de la media como mecanismo
fisiopatologico de la involucion de la elasticidad de la pared. Para su mediciéon, la
ultrasonografia es el método mas usado, se ha establecido como marcador valido no invasivo
para estudiar cambios en la morfologia de la pared vascular y seguimiento de la enfermedad
arteriosclerdtica. Las arterias de mediano y gran calibre como las femorales y las cardtidas son
las de eleccidn por su fécil accesibilidad 4.

En 1984, Pignoli en un estudio de la pared arterial compard mediciones realizadas por
ecografia en individuos vivos y ecografia e histologia en cadaveres humanos, confirmé que
existia una correlacidn significativa entre las mediciones histopatoldgicas del grosor de la
pared arterial y las mediciones realizadas con ecografia en modo B *°. En 1986, el mismo autor

y sus colaboradores validaron la técnica de medicién del GIMc mediante ecografia modo B €.

12
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Desde entonces, la ecografia carotidea se reconoce como una técnica con potenciales
aplicaciones en el estudio de la enfermedad arteriosclerética.

Debido a que existian diversos enfoques para la medicién del GIMc llevando a
resultados divergentes y a la necesidad de criterios para distinguir la formacién de placas
arterioscleréticas del aumento del GIMc, en el afio 2006 Touboul y col. publicaron un consenso
que estandariza las mediciones del GIMc y los criterios que definen la placa arteriosclerética
desde el punto de vista ecografico V.

La ecografia en modo B muestra en el plano longitudinal de la arteria sobre la pared
posterior, un patrén de doble lineas paralelas entre si determinadas por los cambios de
impedancia acustica y que se correlacionan con los dos limites anatémicos: la interfase entre la
luz arterial y la intima y la interfase media-adventicia &%,

La Figura 2 muestra la técnica de medicién del GIMc '’ y la imagen ecogréfica donde se
visualizan las interfases de las capas intima y media, ambas constituyen el denominado grosor

intima-medial (GIM).

Figura 2. Técnica de medicion ecografica del GIMc. Figura de la izquierda: Esquema del sitio anatémico
de medicion en la region carotidea antes del bulbo (Imagen de ADAM Inc obtenida de Internet).

Figura de la derecha: Imagen ecografica con medicion del GIMc. Se visualiza la arteria carétida comun en
el plano longitudinal. Sobre la pared posterior en el sitio de medicién, se indica con la linea roja la
interfaz lumen-intimal y la linea verde marca la interface medio-adventicia *’.

13
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1.1.2.2 Valores normales del grosor intima media carotidea

En la poblacidn adulta, los valores de normalidad del GIMc estan influenciados por la
edad y el sexo. El punto de corte para caracterizar el valor normal del GIMc suele ser arbitrario
y en general equivale al percentil 75. En adultos, el GIMc es menor en las mujeres que en los
hombres. En el “Muscatine Study” el valor promedio del GIM combinado (cardtida y femoral)
fue de 0.79+0.12 mm para hombres y 0.72+0.10 mm para mujeres en edad adulta %.

El rango de valores normales del GIMc en adultos, tanto del GIM de la carétida comun
como del GIM de todos los segmentos carotideos (cardtida comun, bulbo carotideo y cardtida
interna) oscila entre 0.4 y 1.0 mm, con una progresion anual de 0.01 a 0.02 mm 23,

De Groot y col. (2004), en un estudio realizado sobre 118 sujetos de 11 a 76 afios,
observaron que el GIMc de todos los segmentos carotideos aumentaron con la edad desde
0.53+0.03 mm a los 11 afios hasta 0.77£0.12 mm a los 76 afios y ademds estimaron un
incremento de 0.004 mm/afio que se ve acelerado a 0.009 mm/afio en individuos con
hipercolesterolemia familiar 2.

En el afio 2005 Jourdan 2° y col., estudiaron el GIMc en una poblacién de 247 nifios y
adolescentes sanos de 10 a 20 afos. Proporcionaron unos valores normales de referencia
teniendo en cuenta la edad, el sexo, el IMC y la talla. No observaron diferencias del valor del
GIMc con el sexo en los diferentes grupos de edad, en cambio el GIMc aumenté con la talla, el
IMC y la edad desde 0.38 £ 0.04 mm en el grupo de 10 a 13.9 afios hasta 0.39 + 0.03 mm en el
grupo de 17 a 20 afios 2°. Resultados similares en relacidn al sexo informaron Sass y col. (1998),
en un estudio sobre 369 sujetos de 10 a 54 afios de edad, concluyeron que el GIMc no se ve
afectado por el sexo ni por la edad hasta los 18 afios, a partir de entonces aumentd de forma

pronunciada en los hombres y se mantuvo mas alto que en las mujeres %.

14
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1.1.2.3 Aumento del grosor intima media carotidea

Los incrementos en el GIMc pueden estar dados por engrosamiento de la capa intima
y/o de la capa media. Como existen limitaciones técnicas que impiden medir con precision el
grosor de cada una de estas capas por separado, la medicién se realiza en el complejo intima-
media. Ademas, es sabido que las variaciones del GIMc pueden formar parte de una respuesta
adaptativa ante cambios en el flujo sanguineo, la tensidén parietal y/o en el didametro
arterial 2728,

La medicidn del GIMc se debe realizar en una regidn libre de placa de arteriosclerosis,
donde se visualiza el patron de la doble linea en la pared posterior de la arteria, sobre un
segmento arterial de 1 cm de longitud de la arteria cardtida comun, o a nivel del bulbo o en el

origen de la arteria carétida interna '’ (Figura 3).

Figura 3. Imagen ecogréfica: corte longitudinal de la arteria carétida comuin a 2 cm del
bulbo, sin placa ateromatosa. Las cruces (A, B) marcan los puntos de medicién del GIMc.
(Imagen realizada por la autora)

La placa de ateroma es un engrosamiento focal que se extiende hacia el lumen arterial

al menos 0.5 mm o aumento del GIM de mas del 50% respecto a las paredes vecinas, o bien un
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GIM mayor de 1.5 mm, medida desde la interface intima-lumen a la interface

media-adventicia ¥’ (Figura 4).

R

Figura 4. Imagen ecografica con Doppler color: Corte longitudinal de la arteria cardtida comun
izquierda. Se visualiza una placa ateromatosa que se extiende hacia el lumen y obstruye
parcialmente el flujo sanguineo (flechas negras). La flecha blanca indica el grosor del GIMc.
(Imagen obtenida de www.ecosdiagnosticos.blogspot.com)

El aumento del GIMc se ha asociado a la presencia de factores de RCV tradicionales, a
la prevalencia e incidencia de infarto de miocardio, AVC, muerte por enfermedad coronaria,
0 a la combinacidn de estos eventos, a la gravedad de la arteriosclerosis en los diferentes
territorios y a la presencia de dafio en érgano blanco (por ejemplo, lesiones de la sustancia
blanca en el sistema nervioso central, cardiopatias asociadas como hipertrofia
ventricular) 2%,

Asimismo, la presencia de factores de RCV emergentes (por ejemplo, aumento del
fibrindgeno plasmatico, lipoproteina A, homocisteina, ciertos polimorfismos genéticos vy
factores psicosociales como la precariedad), también se han asociado a cambios en el GIMc .

Es importante sefialar que la capacidad del GIMc para predecir el RCV es

independiente de la presencia de otros factores de riesgo, la relacidn entre el incremento del
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GIMc y el aumento de eventos cardiovasculares se establecié para un amplio rango de edades,

alcanzédndose el maximo valor de asociacidn entre los 42 y los 74 afios %°.

1.1.2.4 Enfermedad arteriosclerética y grosor de la pared vascular

La enfermedad arteriosclerdtica se produce por el engrosamiento y endurecimiento de
la pared arterial, este efecto hace que con el tiempo las arterias se estrechen, llegando a la
oclusion arterial. Se caracteriza por el depdsito de sustancias lipidicas en las paredes de las
arterias de mediano y grueso calibre con engrosamiento focal de la pared denominado placa
de ateroma. Estas alteraciones de la pared vascular son precedidas durante décadas del
silencio clinico.

Los primeros cambios morfoldgicos de las paredes arteriales pueden ser visualizados
por ecografia en modo B. La ecografia de alta resolucidon es una técnica no invasiva, segura y
reproducible, por lo que es uno de los mejores métodos para la deteccién de estadios
tempranos de enfermedad arteriosclerdtica ya que es rapidamente aplicable, facilmente
disponible y muestra la estructura de la pared con mejor resolucion que cualquier otra técnica
similar (imagenes por resonancia magnética). Los estudios experimentales en primates no

37 y en sujetos humanos 3% indican que las lesiones arterioscleréticas pueden

humanos
progresar sin una reduccion del tamafio luminal, debido a la dilatacion de la pared arterial. Por
lo tanto, en presencia de enfermedad aterosclerdtica, para una correcta estimacién del
tamanio de las lesiones se requiere la medicién simultanea del grosor de la pared arterial y del
tamafio luminal residual *°. Sin embargo no hay experiencia suficiente sobre valores de

normalidad del GIMc y su asociacién con marcadores de riesgo cardiovascular en nifios sanos

prepuberales.

1.2 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica, compleja y multifactorial que suele iniciarse

en la infancia y en la adolescencia. Se define como una sobrecarga adipocitaria o exceso de
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grasa manifestado por un aumento de peso y volumen corporal #1. Habitualmente se utiliza el
IMC por encima de 30 como indicador de obesidad en el adulto. Se calcula a partir del peso en
Kg dividido por la altura en metros al cuadrado (Kg/m?).

Se cree que la principal causa de obesidad de un individuo es la interaccion entre la
genética y los hdbitos de salud, estos ultimos son los factores mas importantes ya que
establecen el desequilibrio entre la ingesta (sobrealimentacion) y el gasto energético
(sedentarismo) ***2, Dicho de otra manera, aunque un individuo presente un genotipo adiposo,
son las condiciones ambientales las que desencadenaran el fenotipo %2

Actualmente, existen tratamientos dirigidos a tratar la obesidad y sus sintomas, pero
no modifican la carga genética del individuo y por lo tanto se mantiene la frecuencia de los
alelos causantes de la obesidad en la poblacidon. Por este motivo, la investigacion actual se
centra en detectar precozmente desde la infancia el RCV en el estadio subclinico, con el fin de

prevenir la obesidad y sus asociaciones mérbidas *3.

1.2.1 Obesidad infantil

La OMS afirma que la obesidad infantil es uno de los problemas de salud publica mas
importantes del siglo XXI *. Afecta a todas las capas sociales y econdémicas y se estd
extendiendo a las zonas urbanas de los paises en desarrollo #°. En Espafia, segun los datos del
2011 del estudio ALADINO realizado en nifios entre 6 y 9 afios de edad, la prevalencia de
obesidad fue del 18.3% para el grupo total, cuando el anadlisis se realizd por grupo de edad la
prevalencia aumentd a partir de los 7 afios tanto en nifios como en nifias “°.

Para definir la obesidad en pediatria se utiliza el IMC ajustado por sexo y edad, es el
valor Z del IMC #748,

La evolucidn del IMC en los nifios refleja las etapas de desarrollo del tejido adiposo
infantil: al nacer hay un incremento rdpido del tejido adiposo durante el primer afio de vida,

seguido por una disminucién hasta los 3-4 afios y de nuevo un incremento conocido como
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rebote adiposo que tiene lugar a partir de los 5-6 anos. La edad de inicio de este rebote
adiposo parece ser el mejor predictor de obesidad en la edad adulta. Cuando mas precoz sea el
rebote, mayor es el riesgo de padecer obesidad o alguna de sus comorbilidades asociadas en la
edad adulta **. Ademds hay estudios longitudinales que sugieren que la obesidad infantil
después de los 3 afios de vida, se asocia a largo plazo con un mayor riesgo de obesidad en la
edad adulta y con un aumento de enfermedades asociadas *°. La valoracién cuantitativa de la
grasa corporal en el nifio y en el adolescente se lleva a cabo mediante el empleo de estrategias
diferentes: por estimacién como es la valoracion de parametros antropomeétricos: peso, talla,
IMC e indice cintura-cadera, impedanciometria bioleléctrica o por medicién directa utilizando

técnicas especificas como la densitometria.

1.2.2 Obesidad y arteriosclerosis

Si tenemos presente que los factores que aumentan el riesgo de arteriosclerosis son
aquellas condiciones que preceden a la enfermedad y que mantienen con ella una significativa
correlacién estadistica y con gran poder predictivo; entonces podemos afirmar que el aumento
de peso corporal a expensas de la masa grasa, observado por la inspeccién al individuo y
corroborado entre otros parametros por el IMC, nos lleva al diagndstico de obesidad y por lo
tanto es un factor de riesgo de arteriosclerosis *°. La obesidad y la arteriosclerosis son procesos
multifactoriales con algunos puntos en comun, pues muchos de los elementos fisiopatoldgicos
que tienen lugar en el obeso son asimismo factores de riesgo para la arteriosclerosis.

Por otra parte, la distribucidn de la grasa corporal es importante, la obesidad de tipo
androide, visceral o abdominal tiene un tejido adiposo cuyas células son mds secretoras que
almacenadoras de grasa, por lo que las personas que sufren este tipo de obesidad tienen
mayor riesgo de arteriosclerosis °*°1. Es sabido que la arteriosclerosis es mas frecuente en las
personas obesas debido a las alteraciones del metabolismo de los lipidos que padecen, asi

como el incremento de los procesos oxidativos que también presentan. Ademas, los individuos
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obesos son mas propensos a sufrir hipertension arterial, resistencia a la insulina (RI) e
hiperinsulinemia, diabetes mellitus y SM entre otros, hecho que acelera en consecuencia el
proceso aterogénico >2.

En la nifiez, la arteriosclerosis es leve y evoluciona lentamente. En los nifios obesos la
arteriosclerosis empeora rdpidamente causando un aumento del riesgo de ECV y menos
frecuentemente puede provocar un AVC en la edad adulta temprana >3,

En 1998 Berenson y col., estudiaron la presencia de arteriosclerosis en la aorta y en las
coronarias en 204 autopsias de personas de 2 a 39 afios de edad, lo relacionaron con los
factores de RCV (obesidad, hipertensidn arterial, dislipemia, tabaquismo e intolerancia a los
hidratos de carbono) 2. Estos autores confirmaron que todos los individuos en los diversos
grupos de edad estudiados tenian lesiones arteriosclerdticas iniciales denominadas estrias
grasas tanto en la aorta como en las arterias coronarias. La prevalencia de estrias grasas en las
arterias coronarias aumento con la edad, de un 50% entre 2 y 15 afios hasta el 85% entre los
21 y 39 anos de edad. Concluyeron que a medida que el nimero de factores de RCV
aumentaba, también lo hacia la gravedad de la arteriosclerosis preclinica a nivel coronario y
adrtico en los individuos jévenes 2.

Reinehr y col. (2006) estudiaron el GIMc con ecografia de alta resolucién en nifios
obesos y sus asociaciones con marcadores inflamatorios, tolerancia a la glucosa y presion
arterial > Sus estudios concluyeron que el GIMc estaba incrementado en nifios obesos, es
decir, que los cambios vasculares de la obesidad parecen ocurrir ya en la infancia temprana.
Estos cambios estaban relacionados con los factores de RCV de la obesidad, especialmente la
hipertensidn, la inflamacién crénica, y la alteracion del metabolismo de la glucosa >*
Posteriormente, el mismo autor, en un trabajo publicado en el 2011 reafirmé que los primeros
cambios vasculares se observaron en los nifios obesos y que a su vez el GIMc se asocid a

hipertension arterial, dislipemia o alteracion del metabolismo de la glucosa. Ademas agregd
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gue estos cambios vasculares son reversibles con el tratamiento eficaz de los factores
de RCV >,

Fang y col. (2010) investigaron los factores de riesgo que influyen en el GIMc en 86
nifios obesos, de los cuales 23 también tenian SM y los compararon con 22 nifios sanos del
grupo control 6. Observaron que los nifios obesos y obesos con SM tenian aumentado el GIMc
en comparacion con el grupo control, pero no habia diferencia significativa del GIMc entre el
grupo de nifios obesos y obesos con SM. El GIMc se correlaciond con el peso corporal, IMC,
circunferencia de cintura, PAS, PAD, la Rl y lipidos en sangre. Concluyeron que
la obesidad especialmente abdominal, los niveles altos de triglicéridos en sangre vy
la resistencia a la insulina pueden ser los principales predictores de riesgo de aumento
del GIMc 8.

En los Ultimos afios ha habido un gran interés en determinar cudl es el marcador mas
precoz para detectar los primeros cambios de la enfermedad arteriosclerdtica. La mayoria de
los autores han demostrado de forma constante una fuerte asociacion entre el GIM arterial y
la obesidad, es decir la valoracién del GIM vascular es un indicador temprano del inicio de la
arteriosclerosis >’°8. En cambio, la presencia de otros factores de RCV como la hipertensién
arterial, dislipemia, y alteraciones del metabolismo de la glucosa se han asociado de manera
independiente al aumento del GIMc >*°>°8,

Por ultimo, Freedman y col. (2008), en el Bogalusa Heart Study, han demostrado que la
obesidad infantil es predictiva de los valores del GIMc del adulto °. A pesar de ello,
actualmente falta experiencia suficientemente documentada para conocer los valores de
normalidad del GIMc en nifios prepuberales no obesos y conocer su posible asociacién con

otros marcadores de arteriosclerosis en edades muy tempranas.
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1.3 El sindrome metabolico

El SM era conocido hace mas de 80 afos, pero fue descrito por primera vez por Raeven
en 1988 bajo el nombre de Sindrome X, que comprendia RI, hiperglucemia, hipertension,
niveles bajos de colesterol HDL y aumento de VLDL-triglicéridos; pero omitié la obesidad,
considerada por algunos como componente esencial del sindrome, especialmente la obesidad
de tipo visceral . Es conocido por varios nombres como sindrome plurimetabdlico, sindrome
de resistencia a la insulina o sindrome de Raeven, pero la OMS lo defini6 como SM. Es una
entidad clinica definida por criterios especificos que aparece en personas con una
predisposicion enddgena, la cual estd determinada genéticamente y condicionada por factores
ambientales que aumentan el RCV y el riesgo de desarrollar DM 2. La causa exacta del SM aun
se desconoce. Raeven propuso que la Rl juega un papel causal, pero aln permanece incierto.
El mayor interés del SM es que identifica pacientes con riesgo de DM 2 y ECV °%, ya que el
aumento del riesgo de ECV se ve comUnmente en pacientes con SM 523, Por otra parte, cada
factor de RCV influye en la ECV de manera diferente en cada individuo. La Rl y la
obesidad abdominal son los ejes centrales del sindrome que aparece en personas
metabdlicamente susceptibles. Es decir, se caracteriza fundamentalmente por la presencia de
Rl e hiperinsulinismo compensador asociados a trastornos del metabolismo de los hidratos de
carbono, obesidad, hipertension arterial, alteraciones lipidicas (hipertrigliceridemia, descenso
del colesterol HDL, presencia de LDL-colesterol tipo B, aumento de acidos grasos libres y
lipemia postprandial), todas estas alteraciones de manera secuencial o simultdnea
pueden acumularse en el SM y potencialmente acelerar el desarrollo de ECV de origen
arteriosclerdtico .

Clinicamente la RI, se define como la incompetencia de una determinada
concentracion de insulina para conseguir el control de la glucosa y aunque es la base

fisiopatologica de la diabetes, no unificaria todos los aspectos etioldgicos del SM. Es una
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alteracion celular compleja que implica fundamentalmente al tejido adiposo, al higado vy al
musculo esquelético ®. Ademads de la susceptibilidad genética necesita de la presencia de otros
factores ambientales como la obesidad central o abdominal, el sedentarismo y la dieta
hipercaldrica rica en grasas y carbohidratos. Sin embargo, esta relacién no es exclusiva de
personas obesas ya que se ha evidenciado la presencia de SM en individuos no obesos °°.

Varios autores definen el SM como una entidad poligénica y multifactorial %, Se ha
descrito la herencia de la Rl entre familiares de primer grado con diabetes (45%) comparados
con sujetos sin historia familiar de diabetes (20%) ©”.

En al afio 2002, el SM fue considerado primero como una condicién de la edad adultay
estaba vinculado a la morbimortalidad de origen cardiovascular ®°. Sin embargo, dos afios mas

tarde se comienza a identificar cada vez mads nifios con criterios de SM 7°.

1.3.1 Sindrome metabdlico en nifios

Al igual que en los adultos, el diagndstico de SM en pediatria es clinico. Se han aplicado
diferentes criterios para definir el SM en nifos. Entre las definiciones internacionalmente
aceptadas: la IDF (Federacién Internacional de Diabetes) 72, la OMS (Organizacidon Mundial de
la Salud) 72 y APT Ill (Panel de Tratamiento del Programa de Educacién Nacional sobre el
Colesterol de Adultos) 73, difieren en que la IDF lo define a partir de los 6 afios de edad y tiene
como criterio diagndstico esencial a la obesidad, mientras que la OMS tiene la Rl como un

requisito previo (Figura 5).
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Obesity cutoff Triglyceride High density lipoprotein Hipertension Glucosa (mg/dl./
Number of (twist circumference) cutoff (mg/dl.) cutoff (mg/dl.) cutoff (mmHg) insulin cutoff
criteria Adult Child Adult Child Adult Child Adult Child Adult Child
IDF Obesity +2 | >94 cm “Age-specific 2150 “Age- < 40 in | “Age- Systolic “Age- Fasting “Age-
others male criteria” specific male or | specific blood specific glucose specific
>80 cm |(sometimes stated criteria” < 50 in | criteria” pressure | criteria” > 100 or | criteria”
female > 75 to 95t females > 130 or existing
centile) diastolic type 2
blood diabetes
pressure
> 85
WHO | Impaired NA >95th or 97th NA >Q5th centile NA <5th centile NA >g5th centile NA 2110
glucose centile for
tolerance waist
OR circumference
impaired or BMI
fasting
glucose
OR insulin
resistance
+2 others
ATPIII | Any3 >102cm “Age-specific 2150 “Age- <50 “Age- Systolic “Age- >110 “Age-
male / criteria” specific specific blood specific specific
>88cm (sometimes criteria” criteria” pressure | criteria” criteria”
female stated waist (sometimes (sometimes | >130 (sometimes
circumference state >90t state <5t state >90t"
85-97th or 95th or 10" or 95t
centile, BMI centile) centile) centile)
75th_95(h
centile)

Figura 5. Criterios para el diagndstico de SM en adultos y nifios. Definidos por la Federaciéon
Internacional de Diabetes (IDF) 7%, Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 7% y Panel de Tratamiento del
Programa de Educacién Nacional sobre el Colesterol de Adultos (ATP I11) 72. NA, not applicable.

En el afio 2007 Zimmet y col., elaboraron un informe de consenso que identifica a los
nifios con riesgo de desarrollar SM. Los criterios utilizados han sido adaptados para la edad y el

peso del nifio, a partir de los criterios diagndsticos de adultos’#f (Figura 6).

Edad (afios) Perimetro cintura TG HDL PA Glucemia
o DM2 conocida
6-9 > p90 No se debe diagnosticar SM, pero deben extremarse las MEV si AF
de SM, DM2, dislipemia, ECV, HTA y/o obesidad
10-15 > p90 2150 mg/dl <40 mg/dl PAS > 130 o PAD GB > 100 mg/dI
> 85 mmg.
>16 Aplicar los criterios de la IDF adultos:

® Perimetro cintura 2 94 cm varones, > 80 cm mujeres caucasicas.

Dos de los cuatro datos siguientes:

e TG > 150 mg/dl o recibe tratamiento

e HDL <40 mg/dl en hombres, < 50 mg/dl en mujeres o recibe tratamiento
e PAS>130 0 PAD 2 85 mmHg o recibe tratamiento

e GBA (=110 mg/dl) o ATG o DM2

TG: triglicéridos; PA: presion arterial; PAS: presidn arterial sistdlica; PAD: presidn arterial diastolica; GB: glucemia basal;
GBA: glucemia basal alterada; ATG: alteraciéon de la tolerancia a la glucosa; MEV: modificaciones estilo de vida; AF:
antecedentes familiares; ECV: enfermedad cardiovascular; SM: sindrome metabdlico, DM: diabetes mellitus; HTA:
hipertensidn arterial.

Nota: los nifios de 10 a 15 afios deben cumplir al menos tres de los cinco criterios anteriores.

Figura 6. Definicién de sindrome metabdlico en nifios y adolescentes por la IDF 74,
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Por otra parte, el Grupo Europeo para el estudio de la Rl junto con la OMS lo definen
por la presencia de tres de los cinco componentes: obesidad central, aumento de la tensién
arterial, aumento de triglicéridos, hiperglicemia en ayunas y disminucién del colesterol HDL 7.

La evidencia cientifica ha demostrado que las alteraciones tipicas del SM pueden
iniciarse en la infancia habiendo sido ya encontradas en nifios obesos prepuberales 7.

Vanhala y col. (1998), observaron que la mitad de los nifios obesos llegan a ser adultos
obesos con el consecuente aumento del riesgo hasta 3 veces mas de padecer SM respecto a
adultos obesos que no habian presentado sobrepeso en la infancia 7’. Sin embargo hay datos
solidos que demostraron la reversibilidad del sindrome en etapas precoces, los cambios del
estilo de vida, la pérdida de peso y el ejercicio fisico pueden ser beneficiosos 2.

La presencia de factores de RCV se han demostrado en los hijos de las familias con SM,
lo que puede causar en estos nifios un aumento del RCV y de presentarse mas
precozmente 7°&, Hemos referido antes que el SM tiene un componente hereditario, varios
autores observaron que la presencia de factores de riesgo metabdlico en familiares predice
futuros eventos cardiovasculares en la descendencia 782, Por lo tanto es muy importante
identificar a las familias con SM porque supone la existencia de factores marcadores de RCV en

sus hijos desde la infancia temprana.

1.3.2 Prevalencia

Estimar la prevalencia de SM en los nifios no es sencillo, puesto que para definirlo se
han aplicado multiples criterios. En una revision de 27 estudios, se han utilizado cuarenta
definiciones diferentes 3. Otra revision realizada en el afio 2009, aplicando 14 definiciones de
SM para una poblacién de nifias, observaron que la prevalencia del SM variaba entre el 0.4 % y
el 24 % 8. Ademas de los diferentes componentes medidos, como por ejemplo la RI frente a
los niveles de glucosa en plasma en ayunas, los valores de umbral considerados anormales

variaron con los puntos de corte de los percentiles de obesidad o del IMC.
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Otros estudios observaron que cuando se trataba de nifios y adolescentes obesos, la
prevalencia se aproximaba al 50% 8%,

La situacidon en Espafia es un poco diferente, en un estudio realizado en nifios y
adolescentes entre 4 y 18 afios con obesidad moderada, se ha observado una prevalencia de
SM del 18% (utilizando los criterios de Cook y col. #) y de RI del 35% 28,

Debido al aumento de la prevalencia de la obesidad en la infancia ¥ y a la relacién
entre la obesidad y el SM 79, existe la posibilidad de que la prevalencia del SM en nifios se

incremente con implicaciones en el aumento de la morbimortalidad de causa cardiovascular.

1.3.3 Implicaciones clinicas del sindrome metabdlico

El SM puede ser diagnosticado en la infancia seglun las diferentes clasificaciones
existentes. Pero el hecho mas importante que debemos considerar es si el diagndstico del SM
o de sus componentes en la infancia es un factor de riesgo potencial para el desarrollo de la

ECV y diabetes en la vida adulta.

1.3.3.1 Sindrome metabdlico y riesgo de enfermedad cardiovascular

Como hemos referido antes, el SM se define como un conjunto de criterios de riesgo
metabdlico que se asocian aumentando el riesgo de ECV y de diabetes. Ademads, el RCV
derivado de las diferentes combinaciones de los componentes del SM no es uniforme, cada
componente es un factor de riesgo independiente para las ECV y todos ellos interactian
sinérgicamente aumentando aun mas el riesgo. Esto pone en relevancia la importancia de la
identificacion de individuos con SM en etapas precoces para prevenir o retrasar los eventos
cardiovasculares.

La capacidad del SM en la infancia para predecir el riesgo de ECV en la vida adulta fue
demostrada por Morrison y col. en el afio 2007 *°. En el estudio The Princeton Lipid Research

Clinics Follow-up Study realizado en una poblacién de 771 adultos (edad media de 38 afios)
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procedentes de una cohorte inicial de nifios que habian participado en un estudio sobre el
nivel de lipidos en sangre en la edad escolar (edad media de 12.9 afios). En el estudio inicial la
prevalencia del SM fue del 4%. El 68% de los nifios que habian presentado SM en la edad
pediatrica tuvieron SM en la edad adulta. La incidencia de ECV durante los afos de
intervenciéon fue del 19.4% en los pacientes con SM en la edad pediatrica y del 1.5% en los
nifios sin SM. Ademas los nifios con SM tenian un riesgo de 14.6 veces superior para presentar
ECV en la vida adulta *°. M3as tarde, confirmé que para el desarrollo de SM en la edad adulta
fueron predictores en la infancia: el diagndstico de SM, el aumento del IMC y la presencia de
diabetes en los padres; ademds cuando se considerd la raza blanca también fue predictora
para la DM 2 en la vida adulta 2.

1.3.3.2 Sindrome metabdlico y arteriosclerosis

Sabemos que la obesidad en la nifiez aumenta el riesgo de ECV temprana y muerte precoz en
la edad adulta 82 al contribuir a una mayor prevalencia de factores de RCV del adulto, tales
como hipertension, dislipemia y alteraciéon del metabolismo de la glucosa %%,

Se propone que la exposicion persistente a factores bioquimicos e inflamatorios de
RCV desde la edad temprana, afectan a la funcion del endotelio vascular, induciendo cambios
en las arterias que contribuyen al desarrollo de arteriosclerosis prematura 8%, Por lo tanto
podemos afirmar que junto con la obesidad, estos factores en su conjunto, constituyen el
llamado SM y promueven el desarrollo de arteriosclerosis %.

Sabemos que el proceso arteriosclerdtico comienza en la infancia y se mantiene
silencioso durante un largo periodo de tiempo antes de las manifestaciones clinicas. En
adultos, el GIMc se considera un importante marcador predictivo de la arteriosclerosis
generalizada debido a su correlacién con la llamada “enfermedad de la arteria coronaria” y

puede predecir futuros eventos cardiovasculares °’. Estas alteraciones vasculares se valoran

con la medicién del GIMc a través del ultrasonido de alta resolucidn, que ha demostrado ser
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un excelente método no invasivo, seguro y capaz de detectar cambios estructurales precoces a
nivel de las arterias carétidas .

En una revision presentada por Woo y col. (2004) senalaba que en los nifos y
adolescentes con factores de RCV marcados, como hipertensién arterial y dislipemia severa, o

. La literatura cientifica ha

diabetes mellitus tipo 1 presentaban un aumento del GIMc
demostrado que los precursores de ECV de origen ateroesclerético estan presentes en la edad
pediatrica. Asi lo describieron también diversos estudios realizados con autopsias donde
confirmaron que la extensiéon de la arteriosclerosis temprana en la aorta y en las arterias
coronarias se asocié directamente con los niveles de lipidos en sangre, la presion arterial y la
obesidad en la infancia y en la adolescencia 00192,

Por otra parte, un grupo de investigadores han estudiado con medidas no invasivas la
morfologia y la funcidn vascular periférica en sustitucién de métodos invasivos utilizados para
valorar las arterias coronarias, mostraron asociaciones entre la arteriosclerosis subclinica y el
riesgo cardiometabdlico, factores ya presentes en la nifiez 10%103,

La obesidad, especialmente la obesidad abdominal y la Rl estan directamente

relacionadas tanto clinica como epidemioldgicamente con el desarrollo del SM vy el

RCV (Figura 7).
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Figura 7. Se muestra el concepto de los componentes del SM. Surgen de las interacciones entre las
alteraciones vasculares, el estrés oxidativo, la grasa visceral, la inflamacién, las adipocitoquinas vy el
cortisol formando parte de un entorno mas amplio de la obesidad y la RI, bajo la influencia de
predisposiciones genéticas y étnicas que en ultima instancia resulta en la enfermedad. Una vision
resumida del riesgo cardiometabdlico debido a que la obesidad no solo requiere valorar a los
marcadores tradicionales del SM, sino que también requiere un estudio metabdlico completo, que
incluye el conocimiento de los antecedentes familiares y habitos de vida. (Steinberger 2009) 14, ASCVD:
enfermedad cardiovascular de origen arteriosclerético. T2DM: diabetes mellitus tipo 2.

1.4 La proteina C reactiva

La PCR es una proteina inespecifica de fase aguda utilizada durante décadas como
marcador de la inflamacién. Dado que se considera que la inflamacidon juega un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad arterial coronaria (véase abajo), los marcadores
de la inflamacién han sido estudiados extensamente en relacidn a la patologia cardiaca .

Numerosos estudios la han propuesto como un marcador de aterogénesis y como
predictor para el desarrollo de eventos cardiovasculares adversos, en el futuro. La PCR resultd
ser el Unico marcador de inflamaciéon que predice de forma independiente el riesgo de un
sufrir un infarto agudo de miocardio .

Los niveles elevados de PCR pueden producir efectos directos sobre las células

vasculares, incluyendo la induccién de citoquinas y factores protrombéticos 1. Juega un
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importante papel en la patogénesis de la trombosis arterial no sélo de las arterias del corazon,

sino cerebrales y pequefios vasos de la circulacion sistémica %7,

1.4.1 Sintesis

La PCR fue la primera proteina de fase aguda descrita y el nombre deriva de su
capacidad para precipitar al polisacarido somatico C del Streptococcus pneumoniae. Forma
parte de la inmunidad innata y su sintesis es inducida como respuesta al dafio tisular por
infecciones, inflamacién o neoplasias.

Es sintetizada por hepatocitos y células del endotelio vascular y su expresidn estd

regulada por citoquinas, particularmente por la IL-6 y, en menor grado, la IL-1 y el TNF.

Figura 8. Proteina C Reactiva: Pentamero de 5
subunidades polipeptidicas de 23 kDa.
(Gremolec 2009)1%8

La PCR pertenece a una familia de proteinas pentaméricas dependientes de calcio
llamadas pentraxinas. Aunque se produce como mondmero, la molécula funcional estd
compuesta por cinco subunidades polipeptidicas de 23 kDa idénticas asociadas de manera no
covalente en una configuracion anular con simetria ciclica (Figura 8). Las pentraxinas son
proteinas que han subsistido a través de la evolucion con proteinas homologas entre especies

filogenéticamente distantes 17199,
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1.4.2 Funcion

La PCR forma parte del sistema inmune innato. Su actividad es similar a Ia
inmunoglobulina G (IgG), siendo capaz de activar el complemento, unirse a los receptores Fcy
actuar como una opsonina para diversos patégenos. La interaccién de la PCR con los
receptores Fc conduce a la producciéon de citoquinas proinflamatorias que mejoran la
respuesta inflamatoria. A diferencia de la 1gG, que reconoce especificamente epitopes
antigénicos distintos, la PCR reconoce moléculas propias alteradas y extraias. Por lo tanto, la
PCR actla como una molécula de vigilancia. Este reconocimiento proporciona una defensa
temprana y conduce a una seiial proinflamatoria y a la activacién del sistema inmune humoral
adaptativo 110,

La inflamacién es una respuesta compleja y necesaria del organismo ante estimulos
bioldgicos, quimicos o fisicos. Los niveles de PCR se incrementan en 6 horas y llegan al maximo
en 48 horas. Su vida media es constante y por lo tanto, su nivel esta determinado
principalmente por la tasa de produccidn y en consecuencia, por la gravedad de la causa. Dicho
de otra manera, la respuesta inflamatoria sistémica es el conjunto de fendmenos clinicos y
fisiolégicos que resultan de la activacion general del sistema inmune, con independencia de la
causa que lo origine.

Es sabido que la inflamacién crénica estd presente en el origen de numerosas
enfermedades como alergias, artritis, asma, arteriosclerosis, obesidad, diabetes, cancer y
facilita las condiciones de envejecimiento precoz de los érganos y vasos. El perfil especifico de
una determinada condicidn inflamatoria depende de la especie, los mecanismos, la gravedad,
la cronicidad y la capacidad del sistema inmunitario para responder y adaptarse 1%,

La PCR también tiene efectos proaterogénicos directos en las CMLV. Investigaciones

recientes sugieren que la PCR regula al alza los receptores de angiotensina tipo 1 en las células
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del musculo liso vascular in vitro e in vivo y estimula la migracion del musculo liso vascular, la

proliferacién, la formacién de neointimay la produccién de éxido nitrico 2.

1.4.3 Valores de referencia en sangre

En los ultimos tiempos con los métodos disponibles se detectaban valores con un
limite aproximadamente de 5 mg/L, con la aparicion de métodos de anélisis ultrasensibles es
posible determinar valores por debajo de 1 mg/L.

En casos de inflamacidn crénica los valores se sitian por encima de 1mg/L pero por
debajo de 10 mg/L que es considerado el valor de corte para descartar la presencia de un
proceso inflamatorio agudo. Son estos valores de PCR ultrasensible (PCRus) entre 1 y 5 mg/L
los que se relacionan con un aumento del RCV. En el Women’s Health Study los investigadores
estratificaron los valores predictivos de ECV segun la escala de Framinghan: PCR < 1.0 mg/L:

bajo riesgo, entre 1-3 mg/L: riesgo intermedio y > de 3 mg/L: alto riesgo de ECV 12,

1.4.4 Marcadores de la inflamacion y el riesgo cardiovascular

Sabemos que la PCR es un reactante de fase aguda utilizado para el diagndstico y
vigilancia de las enfermedades inflamatorias. Varios estudios de base poblacional realizados en
adultos, han demostrado una estrecha relacidn entre las concentraciones de PCR y el peso
corporal 1311 por otra parte, la evidencia cientifica indica que la PCR puede tener un papel
directo en los procesos ateroscleréticos 12121 asi como el aumento de sus niveles en sangre es
un potente predictor de desarrollo de complicaciones vasculares 115122,

La actividad inflamatoria de bajo grado a lo largo de la vida de la persona, puede
causar dano vascular acumulativo, es el motivo por el cual se han disefiado estudios para
investigar la relacién entre la PCR y los factores de riesgo de ECV en pediatria 114116,

Dado que la ECV a menudo tiene su origen en la infancia y que varios factores de

riesgo para ECV estan presentes en la nifiez y persisten en la edad adulta, la comprensién de la
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distribucidn y las implicaciones de este tipo de factores de riesgo entre los nifios es de gran
interés. En este momento, el estudio de la PCR como factor de riesgo o como un marcador de
ECV en los nifios esta en sus primeras etapas.

En un estudio publicado en el afio 2010, Skinner y col., demostraron que la PCR
aumenta en relacién con la obesidad desde edades prepuberales 3. A pesar de ello, la
asociacion de mediadores de la inflamacidén con otros marcadores de RCV en nifios sanos, no
obesos y prepuberales esta poco explorada en una edad tan precoz.
1.4.4.1 Relacion entre la proteina C reactiva y la arteriosclerosis

La evidencia existente indica que la prevencion de la aterosclerosis deberia comenzar
en los nifios 1. Las guias especificas para la prevencidn primaria en nifios y adolescentes
incluyen la evaluacién del RCV con los factores convencionales tales como los lipidos séricos, la
presion arterial, el tabaquismo y la obesidad, con el objetivo de identificar a los nifios con alto
riesgo de futura ECV %%, La razdn de centrarse en estos factores estd basada en la evidencia

125,126

observacional demostrando que el seguimiento de la nifiez a la edad adulta estd

2101 v predecir la

relacionado con cambios arterioscleréticos en las personas jévenes
arteriosclerosis preclinica en adultos *27-1%°,

La fisiopatologia de la arteriosclerosis ha sido recientemente demostrada al incluir la
inflamacion local como un promotor de la formacidn de la placa aterosclerdtica %31, asi como
un desestabilizador de la placa 323, En favor de ello, varios estudios epidemioldgicos
prospectivos han demostrado que el aumento de la PCR es un predictor independiente de

eventos cardiovasculares 34,

En apoyo al papel de la PCR en las primeras fases de la
arteriosclerosis, en un estudio realizado en nifios finlandeses han demostrado que niveles
elevados de PCR estdn asociados con el aumento del GIMc y la disminucién de la dilatacidn

mediada por flujo de la arteria braquial *. Los resultados del estudio PDAY (Determinantes

Patobiolégicos de la Arteriosclerosis en Jévenes) indican que el nivel de PCR en suero se asocia
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136 Estas

de forma independiente con la arteriosclerosis avanzada en personas jovenes
observaciones sugieren que la evaluacion de la inflamacidn mediante la medicion de la PCR
sérica en la infancia podria agregar valor a las estimaciones de RCV a nivel pediatrico.

1.4.4.2 Marcadores de la inflamacidn y la adiposidad

De acuerdo con el concepto de la capacidad de expansién del tejido adiposo, las
complicaciones vasculares de la obesidad se derivan de la incapacidad del tejido adiposo para
almacenar la grasa acumulada, causando un estado de lipotoxicidad e inflamacion de
bajo grado .

El tejido adiposo estd formado por adipocitos y tejido conectivo altamente
vascularizado e inervado, donde encontramos preadipocitos, macréfagos, células endoteliales,
fibroblastos y leucocitos. La composiciéon variada del tejido adiposo hace que sea un
importante mediador en el metabolismo y en la inflamacién. Su localizacion es
mayoritariamente en la regiéon subcutdnea (tejido adiposo subcutdaneo) y alrededor de las
visceras (tejido adiposo visceral) %8,

Las células especificas del tejido adiposo, los adipocitos, presentan la capacidad de
acumular acidos grasos en forma de triglicéridos cuando hay un exceso de energia y de
liberarlos en caso de necesidad energética. Para llevar a cabo estas acciones, los adipocitos
contienen todas las enzimas necesarias para la lipdlisis (degradacion de triglicéridos vy
liberacion de acidos grasos) y la lipogénesis (sintesis de triglicéridos a partir de acidos grasos y
glicerol fosfato en el citoplasma de las células). A medida que se acumula energia, el tejido
adiposo se va expandiendo. Los adipocitos van incrementando en nimero y tamaio, lo cual
puede dar paso a una disfuncidon adipocitaria. Ademas, los adipocitos secretan agentes
proinflamatorios que promueven la inflamacion sistémica. Cuando los adipocitos
hipertrofiados con alto contenido lipidico mueren y liberan su contenido, se produce el

reclutamiento de neutréfilos y macrdéfagos. En pacientes obesos, este reclutamiento de
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macrofagos resulta en una inflamacidn crénica de alto grado 32 (Figura 9). El metabolismo
lipidico en el tejido adiposo es dependiente del requerimiento energético del organismo y esta
regulado por nutrientes, sefiales hormonales y neuronales. Recientemente, se ha descubierto
que el tejido adiposo no solo responde a estas hormonas sino que también las produce y las

secreta haciendo que pase a considerarse como un érgano endocrino.

Weight gain
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Figura 9. Fisiopatologia de la disfuncion del tejido adiposo en pacientes
obesos 138

Mediante estas sefiales moleculares, el adipocito participa en la regulaciéon de
multiples funciones celulares y se comunica con células de otros tejidos localizados en érganos
distantes, como el hipotdlamo, el pancreas, el higado, el musculo esquelético, los rifiones, el
endotelio y el sistema inmunitario. Una de las hormonas mas importantes secretadas por el

tejido adiposo es la leptina. A través de esta hormona el tejido adiposo se comunica con el
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sistema nervioso central y participa en la regulacion neuroendocrina de la homeostasis
energética. Sin embargo, hay otras adipoquinas importantes secretadas por el mismo tejido
adiposo, que comprenden tanto hormone-like proteins como citoquinas inflamatorias 139140

(figura 10). La vascularizacion e inervacion de los tejidos adiposos dan una idea de la intensa

actividad metabdlica que presenta este tejido.

ADIPOCITO E INFLAMACION

ATEROSCLEROSIS |+—— | INFLAMACION |—— | DIABETES TIPO 2
ZENF. ALZHEIMER? I 5. METABOLICO

HIGADO

4 ADIPONECTINA l

N

INSULINORRESISTEMCIA

— [ RIESGO CARDIOVASCULAR |

Modidcado de Vakrzuela A. Telldo Adiooso © Algo mas que grass consoml. Rev Espafiols Obesidad 2004357 327-350.

Figura 10. Participacion de los adipocitos durante la respuesta inflamatoria
(Modificado de Valenzuela 2004) 4°,

1.4.4.3 Relacién de la proteina C reactiva con el sindrome metabdlico

Actualmente existe un interés creciente para predecir la ECV. Los biomarcadores
inflamatorios han sido extensamente estudiados y hasta el momento el mas estandarizado
desde el punto de vista inflamatorio es la PCRus. Numerosos estudios realizados en adultos
han demostrado que los niveles de PCR en sangre son mayores en pacientes con SM. De
hecho, se ha postulado la PCR como el mejor predictor de riesgo de ECV y diabetes de forma
independiente de la condicidn de SM *. Siguiendo la misma linea de estudio, Ridker y col.
(2003), observaron que la poblacién que tenia los niveles de PCR de 3 mg/L o menos mejoraba

el prondstico de cardiopatia coronaria y especialmente de diabetes en hombres con o sin
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SM**2, Por otra parte propuso que la PCRus se afiada como criterio clinico para el diagndstico
de SM 10,

En el afo 1997, en un estudio prospectivo sobre 28.263 mujeres adultas
aparentemente sanas, postmenopausicas, realizaron un seguimiento durante 3 afios de
eventos cardiovasculares asociados con los niveles de marcadores de la inflamacidn.
Observaron que los niveles de PCR fueron significativamente mayores entre las mujeres que
tenian todos los componentes del SM (obesidad, hipertrigliceridemia, niveles bajos de
colesterol HDL, HTA, alteracidn del metabolismo de la glucosa, o las que tenian 3 o mds
criterios) que las mujeres que no tenian ningin componente de SM. Ademas, los niveles de
PCR > 3mg/L al inicio del estudio proporcionaron una informacién prondstica en todos los
niveles de gravedad del SM. Este efecto aditivo era particularmente evidente entre aquellas
tenfan 3, 4, o 5 componentes del SM 3, Varios investigadores afirmaban también, que los
niveles en de PCR en sangre se asociaban con los componentes individuales del SM en
poblaciones mixtas 14414°,

Se ha confirmado el papel de la inflamacién en el desarrollo de la diabetes y la

150,151

enfermedad aterotrombdtica como un fuerte predictor del infarto agudo de

miocardio *2 y de DM 2 12, Estas observaciones proporcionan una fuerte evidencia de que la

Rl y la arteriosclerosis comparten una base inflamatoria comun 13

y que también estan
asociadas con varios componentes del SM.

En nifios la situacion es diferente, no esta suficientemente documentada la asociacion
de la inflamacion con el SM. Akinici y col. (2007), estudiaron los factores de riesgo de
arteriosclerosis en niflos cuyos padres tenian SM y observaron que los niveles de PCR se
correlacionaron positivamente con el IMC y con el nimero de componentes del SM. Ademas

demostraron que el nimero de componentes del SM de los padres era un predictor

significativo de los niveles de PCR de sus hijos .
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1.5 La osteocalcina

La osteocalcina, también conocida como proteina dsea Gla o BGP > es una de las

proteinas no colagenas mas abundantes de la matriz ésea.

1.5.1 Sintesis

Es sintetizada principalmente por los osteoblastos durante el proceso de remodelacion
6sea. Presenta un peso molecular aproximado de 5,8 kDa y consta de 49 aminodacidos. Se
caracteriza por la presencia de tres residuos acido gammacarboxiglutamicos (Gla) en las
posiciones 17, 21 y 24 ¥ (Figura 11) responsables de su alta afinidad por la hidroxiapatita del

hueso *8, El gen de la OC en el ser humano se localiza en el cromosoma 1g25-g31 **°,

( N
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l signal
peptidass
=N AAAA-  Pro-osteocalcin
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~E @

native non-carboxylated

osteocalcin osteocalcl
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&, fe* = plasma
osteocalcin propeptide
fragments

Figura 11. Esquema de las modificaciones postraduccionales de la OC 17
(Adaptado de Robins, S. 1993).

La sintesis de OC depende tanto de la vitamina D como de la vitamina K. La vitamina D

1,25-dihydroxy-D (1,25(OH) 2D) induce directamente la sintesis de osteocalcina a través de
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una regulacién transcripcional mediante el receptor nuclear de vitamina D °71%°, mientras que
la vitamina K actia como cofactor esencial en la carboxilacidn de la OC. La OC se somete a una
modificaciéon postraduccional llevada a cabo por la enzima conocida como GGCX que es
vitamina K dependiente. Esta modificacidon postraduccional consiste en la adicién de residuos
glutamil en las posiciones 17, 21 y 24, lo cual provoca un cambio conformacional que estabiliza
la proteina y le confiere afinidad por el calcio y |a hidroxiapatita del hueso **’. Dependiendo del
grado de carboxilacién de la OC tendremos OC carboxilada (OCc) y OC descarboxilada

(OCdc)*’.

1.5.2 Funcion

Posterior a su sintesis la mayor parte se incorpora a la matriz extracelular del hueso,
pero pequefias cantidades se liberan a la circulacién considerdandose un marcador de
formacién dsea ¢

Sin embargo la fraccién descarboxilada con menos de 3 residuos carboxilados, tiene
una menor afinidad por el hueso. Asi, una mayor proporcion de OCdc se encuentra en la
circulacién pudiendo actuar de forma directa sobre otras células, entre las que destacan las
células B pancreaticas y el adipocito 2. Estos hallazgos, han dado lugar a un nuevo concepto
del hueso como érgano enddcrino mediante la secrecién de OC, que actla incrementando la
secrecién de insulina, disminuyendo el nivel de glucosa plasmatica, aumentando la sensibilidad

a la insulina y el gasto energético (figura 12) 163164,
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Figura 12. Funcién enddcrina de la OC. Estimula la secrecién de insulina y la
proliferacion de células B en el pancreas, aumenta el gasto de energia por el
musculo y la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo, musculo y el higado.
Esquema realizado por la autora.

Las mutaciones en la GGCX podrian conducir a una actividad enzimatica anormal %>y
de forma concomitante modificar su actividad carboxilasa.

De esta forma, la inactivacién de la OC en ratones conlleva a un incremento de la grasa
visceral con intolerancia hidrocarbonada, concentraciones bajas de insulina, alteraciones en la
respuesta insulinica a la glucosa y descenso de la masa de células beta pancreaticas ®*. Estos
signos se asocian con el descenso de los niveles séricos de adiponectina, adipoquina conocida
por mejorar la insulinosensibilidad.

También se sabe que la OCdc es un marcador clinico del estado de la vitamina K *%°, asi
la deficiencia de vitamina K conduce a un incremento de la OCdc circulante. Tanto la
deficiencia de vitamina K como el gen rs699664 SNP en la GGCX se han asociado con el
metabolismo éseo y la homeostasis vascular 16717,

Ademas de participar en la mineralizacion del hueso, la OC se ha asociado con la

calcificacién vascular 173, se la ha descrito como un nuevo regulador de vias metabdlicas 12y es
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también un contribuyente activo a la calcificacidon extradsea. Entre otros, la OC promueve la
estimulacién de la diferenciacién y mineralizacién de CMLV 173,
Los estudios moleculares han demostrado que la OC se puede encontrar en las placas

ateroscleréticas

y se ha sugerido que su presencia en el plasma puede servir como una
fuente de OC, que a su vez puede contribuir a la calcificacién de la pared '’°. De acuerdo con
estos resultados, un estudio reciente ha informado que la OCdc podria ser un nuevo marcador
biolégico de la calcificacidn carotidea en hipertensos 7.

La OCdc, al no poseer las tres posiciones carboxiladas no tiene afinidad por la
hidroxiapatita del hueso y es liberada a la circulacién. Mayores concentraciones de OCdc se
asocian a fragilidad dsea y a un incremento del riesgo de sufrir fracturas °.

En animales de experimentacién se ha observado que la OCdc mejora la secreciéon de
insulina en las células beta del pancreas y mejora asi la sensibilidad a la insulina ®. Los
estudios clinicos realizados en poblacion adulta son compatibles con los resultados en

animales 177-180

, pues relacionan la OC con una disminucion de la cantidad de masa grasa, el
metabolismo de la glucosa, disminucién de la severidad de la obesidad y con la DM 2 8, Se ha
descrito que parte de los efectos positivos de la OC en el metabolismo son mediados por la

estimulacién de la secrecidn de adiponectina en los adipocitos 182183,

1.5.3 Valores de referencia en sangre

Hay varios métodos de laboratorio para la medicidn de la OC, que pueden
diferir en diversos aspectos, incluyendo el reconocimiento de las formas de OC (OC total, OCcy
0Cdc) ¥, Es muy importante establecer los intervalos de referencia especificos del método y
la presencia de factores que pueden interferir en la medicidn para interpretar adecuadamente
los niveles de OC en suero.

Las concentraciones circulantes de OC total varian con la edad, aumentan los niveles

durante el primer afo de vida y con la pubertad. Ademas se correlaciona con la velocidad de
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crecimiento en la pubertad. Se ha descrito un ritmo circadiano en ninos de tal modo que los
niveles mas elevados son por la mafiana. Su concentracion es 10 a 20 veces mas elevada en
nifios comparada con la de las mujeres premenopdusicas **’.

En un estudio realizado por Cioffi y col. (1997) determinaron los niveles de OC total en
1934 nifios y adolescentes sanos entre 1 y 16 afios de edad para establecer los valores de
normalidad seguln la edad. En los nifios entre 1y 11 afios de edad, los valores de la mediana de
las concentraciones de OC total fue < 88.5 pg/L. En las nifias a partir de los 12 afios los niveles
en sangre disminuyeron significativamente hasta los 16 afios con concentraciones de OC total
de 38.5 pg/L, alcanzando los valores de las mujeres adultas saludables en la edad. En nifios

este descenso ocurrié 2 afios mas tarde, a partir de los 14 afios la mediana de concentracion

de OC total fue de 86.5 pg/Ly a los 16 afios fue de 45.2 ug/L 84,

1.5.4 Osteocalcina y enfermedad cardiovascular

El conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos comunes compartidos por la
patologia vascular y el metabolismo 6seo es uno de los campos en el que mas se ha avanzado
recientemente. Diferentes proteinas producidas por las células dseas, como la OC, la
osteopontina, la osteoprotegerina (OPG), el ligando del receptor activador del factor nuclear
kappa-B (RANKL) y las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), estdn presentes en lesiones
ateroesclerdticas #°. Ademads, también se ha demostrado la presencia de células de estirpe
osteobléstica en la pared vascular 1,

La influencia de estos factores dseos en la patogenia de la ECV se ha puesto de
manifiesto a través de estudios en modelos animales. Ratones knockout para la proteina Gla
de la matriz dsea (MGP), proteina de amplia distribucién tisular, que incluye el hueso vy la
pared vascular, sufren una intensa calcificacién vascular por lo que se ha atribuido a esta

proteina un efecto inhibidor de la calcificacidn arterial &7,
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Aunque la OC se ha considerado clasicamente como un marcador de formacién dsea,
cada vez mas se reconoce su papel como hormona. En modelos animales de enfermedad
arterial periférica, la intensidad del dafo vascular se relaciona con el numero de células
mononucleares con inmunorreactividad para OC %, por lo que podria estar relacionada con la
afectacion vascular.

En humanos, ésta relacidn entre concentraciones bajas de marcadores de remodelado
6seo y la gravedad de la arteriosclerosis se ha ampliado recientemente. Asi, la secrecién de OC
es paralela a la de MGP tanto en vasos normales como en placas de ateroma !%°. Kanazawa
observd que las concentraciones séricas de OC han mostrado una correlacidon negativa con el
GIMc en pacientes con DM 2 de raza asiatica 7%, Ademas, pacientes adultos con ateromatosis
carotidea y calcificacion adrtica presentan concentraciones menores de OC respecto a
controles sanos &,

Si bien, en los ultimos tiempos se empieza a estudiar y conocer los efectos de la OC
producida por los osteoblastos sobre la pared vascular, son necesarios mas estudios para

determinar el valor de la OC en el diagndstico de la arteriosclerosis (Figura 13.).
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Figura 13. Representacién esquemadtica de la interrelacién entre células dseas, sistema
vascular, tejido adiposo y metabolismo energético. Los osteoblastos son la fuente de la OPG y
de OC. La OC ha demostrado ejercer efectos sobre el metabolismo energético: actia sobre
células beta del pancreas aumentado la sensibilidad a la insulina y estimula la secrecion de
adipoquinas, a través de las cuales podria influir en la ECV. Puede acumularse en la pared
vascular y participar en la mineralizacién vascular 16 .

Diversos estudios han sugerido una relacién entre la masa grasa y el metabolismo éseo
basados en que el aumento de la densidad mineral dsea se asocia con un incremento de la
masa grasa '°°. Hay que resefiar la importancia de la OC, molécula dsea que recientemente se
ha relacionado no solo con una disminucidon de la cantidad de masa grasa ¥1%2, sino
mejorando la sensibilidad a la insulina '®3. No obstante, aln no estd claro cudl es la forma
molecular de la OC asociada con el metabolismo energético en humanos.
1.5.4.1 Osteocalcina y arteriosclerosis

Como referimos antes, en los ultimos afos ha cobrado relevancia el estudio del
metabolismo 6éseo y su papel en el desarrollo de arteriosclerosis. Sabemos que las
calcificaciones vasculares en la intima arterial suelen asociarse con la existencia de placas
aterosclerdticas previas. Estas afectan a la capa media de las arterias donde el calcio se

acumula en las células del musculo liso vascular, produciendo rigidez y arteriosclerosis.
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La OC se la ha relacionado con parametros de arteriosclerosis en pacientes con DM 2,
la velocidad de onda de pulso brazo-tobillo Y*Y% y la enfermedad arteriosclerdtica

157

establecida Los estudios moleculares han demostrado también que la OC se puede

encontrar en las placas de ateroma 74

y se ha sugerido que su presencia en el plasma puede
servir como fuente de calcificaciéon de la pared del vaso 17>,
1.5.4.2 Relacién entre la osteocalcina y la adiposidad

Un ndmero creciente de estudios han indicado la presencia de vias comunes de
activacion entre metabolismo del tejido adiposo, energético y esquelético.

El enfoque principal hasta hace poco ha sido el de comprender cdmo factores
derivados de los adipocitos afectan el esqueleto. Algunos autores han reportado que el
aumento de la masa grasa era un factor protector de la osteoporosis °%92, pero estudios
recientes han desafiado este punto de vista y han observado que la masa grasa podria estar
relacionada de manera inversa con la osteoporosis 3.

Sin embargo, las funciones enddcrinas de las proteinas derivadas de los osteoblastos
liberadas en la circulacién han sido poco estudiadas. Hasta aqui sabemos que la OC es
producida especificamente por los osteoblastos y tiene varias propiedades hormonales, pero
sus efectos enddcrinos no estan totalmente estudiados.

Por otra parte, se ha observado que la OC en plasma disminuye ligeramente después
de comer, lo que sugiere que podria tener algln papel en la regulacién metabdlica 1**.

Lee y col. (2007) demostraron que la OC afecta a la adiposidad y a la homeostasis de la
glucosa en ratones, esto indica que el esqueleto a través de un mecanismo enddcrino influye
en el metabolismo energético. Los ratones con deficiencia de OC mostraron obesidad,
hiperglicemia, intolerancia a la glucosa y RIl. Cuando se administr6 OC a estos ratones
disminuyd la glucosa y aumentd el nivel de insulina en sangre %3, Estos hallazgos en ratones

representan la evidencia de una nueva via de las funciones de la OC, la cual, ademas de
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participar en el remodelado dseo tiene actividad de hormona metabdlica y de regulacion de la
homeostasis de la glucosa.

En nifios se desconoce la relacion entre las proteinas derivadas de los osteoblastos
como la OC con factores endocrinos y parametros que reflejan el metabolismo energético.
1.5.4.3 Osteocalcina y sindrome metabdlico

En modelos animales se ha sefialado que la OC actua sobre las células B pancreaticas y
del tejido adiposo aumentando la secrecidon de insulina, la proliferacién de las células B,
regulando la masa grasa corporal y la expresidn génica de la adiponectina 63,

Ademas, estudios posteriores han demostrado que la OC puede tener un papel
importante en la prevencion del desarrollo de la DM 2 en ratones de tipo salvaje, lo que
sugiere un potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades metabdlicas %1%, De
acuerdo con estas observaciones, la evidencia en humanos ha demostrado que los niveles de
OC en suero se asociaron inversamente con los niveles de glucosa en la sangre y positivamente
con la secrecién y la sensibilidad a la insulina 196197,

Se ha sugerido que los niveles de OC en suero estan inversamente relacionados con
fenotipos dismetabdlicos tales como la dislipemia aterogénica, obesidad abdominal, SM vy el
aumento de velocidad de la onda de pulso braquial-tobillo y del GIMc 1201,

Mientras que algunos estudios han sugerido que la OC total es una molécula
protectora de ECV 202203 otros han encontrado que el aumento de OC total en suero se
relaciona con una mayor prevalencia de arteriosclerosis carotidea 2°+2%, En este contexto,
informes recientes indican que la OCdc es la fraccidon asociada a la calcificacién de la arteria
cardtida en sujetos con hipertension 176 y SM 297,

Segun lo descrito por varios autores, la OCdc tiene efectos endocrinos en el tejido

163

adiposo, consiste en la reduccién de la masa de grasa ', en la regulacidon positiva de la

expresion de adiponectina 2 y en la secrecidn de insulina %3, Recientemente se ha informado
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gue una proporcion relativa de OCdc, pero no la OC total, estaba relacionada con parametros
endocrinos dependiendo del peso corporal, en nifios prepuberes 172,

El aumento del riesgo de ECV se ve comuUnmente en pacientes con SM 928, |a
presencia de factores de RCV también se ha demostrado en los hijos de las familias con SM, lo
que puede exponer a estos nifios a un riesgo mas alto y mas temprano de padecer ECV 7°#, De
hecho, varios autores han estudiado la presencia de factores de riesgo metabdlicos familiares
para predecir futuros eventos cardiovasculares en la descendencia 7*%%12, En nuestro trabajo
nos hemos propuesto investigar si los niveles de OC en sangre se ven influenciados por la

presencia de antecedentes familiares de SM en niflos sanos prepuberales.
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HIPOTESIS

Hipdtesis 1:

Hipotetizamos que las concentraciones séricas de PCR (marcador de inflamacién de
bajo grado) se relacionan con marcadores de RCV en nifios prepuberales sanos como el IMC, el
perimetro de cintura, PAS, PAD, grasa corporal, insulina, HOMA-IR, triglicéridos, colesterol HDL
y marcadores de arteriosclerosis preclinica como el GIMC. La asociacion de la PCR y el GIMC

puede ser modificada por el grado de peso corporal.

Hipdtesis 2:

Hipotetizamos que las concentraciones séricas de OCdc (marcador de metabolismo
6seo) se relacionan con marcadores de RCV en nifios prepuberales sanos el IMC, el perimetro
de cintura, PAS, PAD, grasa corporal, insulina, HOMA-IR, triglicéridos, colesterol HDL y
marcadores de arteriosclerosis preclinica como el GIMC. La asociacién de la OCdc y el GIMC

puede ser modificada por la presencia de antecedentes familiares de SM.
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OBJETIVO GENERAL
Estudiar si las concentraciones séricas de PCR y de OCdc son marcadores de

arteriosclerosis preclinica en la edad pediatrica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1- Estudiar si las concentraciones séricas de PCR se relaciona con el GIMc, marcador
de arteriosclerosis preclinica, en nifios sanos prepuberales.
2-  Estudiar si el grado de peso corporal modifica la asociacién entre la PCR y el GIMc.
3-  Estudiar si las concentraciones séricas de OCdc se relacionan con el GIMc en nifios
sanos prepuberales.
4-  Estudiar si la presencia de antecedentes familiares de SM modifican la asociacion

entre la OCdcy el GIMc.
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4.1 Diseino

Estudio clinico observacional transversal en la poblacién pediatrica de referencia de los

Centros de Salud de I'Alt Emporda (Girona).

4.2 Consideraciones éticas

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién Clinica
del Hospital de Girona Dr. Josep Trueta (comité de referencia). Se recogié un consentimiento
informado de los tutores legales de todos los nifios incluidos en el estudio. En todo momento
se respetaron los principios fundamentales de la declaracidn de Helsinki asi como la legislacion
vigente sobre la confidencialidad de datos personales y las normas éticas sobre estudios

clinicos en pacientes pediatricos.

4.3 Sujetos de estudio

Se estudiaron en total 203 nifios caucdsicos de edad escolar (101 nifios y 102 nifias,
edad media 7.5 afios), que se clasificaron segln el grado de peso corporal determinado a partir
del IMC [valor Z de IMC<0 (n=103) y valor Z de IMC>0 (n=100)] y segun los antecedentes
familiares de SM [descendientes de familias sin SM (MetS-, n= 104) y descendientes de familias
con SM (MetS+, n=99).

El rango de edad estudiado se determind entre 5-10 afios para coincidir con la visita
del nifio sano y poder realizar la inclusién de los nifios de estudio desde los Centros de
Atencién Primaria. Ademads, durante este periodo de edad el cuerpo experimenta un
incremento de tejido adiposo llamado “rebote adiposo”, que esta relacionado con la obesidad
en la edad adulta. Este rango de edad nos permitié también excluir a los nifios puberales, pues
es conocido que presentan cambios importantes en la sensibilidad a la insulina y en la
distribucidn de la grasa corporal durante este periodo de desarrollo. Los sujetos se incluyenron
en distintos centros de atencién primaria (CAP) de referencia de la comarca del Alt Emporda

(Figura 14). La distribucion por zonas demograficas fue la siguiente: en el drea correspondiente
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al CAP de La Escala se incluyeron 79 nifios (38.9%), en el CAP de Villafant 62 nifios (30.5%), en

el CAP de Figueres 50 nifios (24.6%) y en el CAP de Roses 12 nifios (5.9%).

El Port de la Seva

Cadagués

3

+

Empuriabrava

* ‘ Sant Pere Pescador

La Escala: 38.9% Figueres: 24.6%

Vilafant: 30.5% Roses: 5.9%

Figura 14. Areas de distribucidon de los CAP incluidos en el estudio. (Imagen
modificada por la autora).

Se considera que para que una muestra sea representativa de la poblacion a estudiar
es necesaria una participacién superior al 80%, en nuestro estudio la participacién maxima fue
del 50% al 70%. Asumimos, también que hayamos podido excluir de la muestra a aquellos
pacientes que solo hicieran uso de un sistema privado de atencidn sanitaria. En todo caso, las
caracteristicas antropométricas (peso, talla e IMC) de los nifios que finalmente se incluyeron
en la muestra de estudio demostraron seguir un patrén poblacional, por lo que consideramos
que el posible sesgo de seleccién haya sido realmente bajo. Ademas, todos los nifios estaban

sanos y tenian todos los parametros metabdlicos dentro de los valores de normalidad.

4.4 Criterios de inclusién y exclusidn de los sujetos
4.4.1 Criterios de inclusion

. Nifio/a prepuberal de entre 5y 10 afios de edad de las areas basicas de referencia
cuyos padres aceptaron que participara en el estudio.

. Ausencia de signos de pubertad segun los criterios de Tanner y Marshall 208209,
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4.4.2 Criterios de exclusion

Nifio/a prepuberal con enfermedad crénica grave, enfermedad crénica de caracter
inflamatorio o enfermedad aguda intercurrente, consumo de corticoides, antibidticos o
antiinflamatorios en los 15 dias previos al estudio. En estos ultimos supuestos, se retraso la
inclusion del nifo hasta haber transcurrido 15 dias del proceso intercurrente o del fin del uso

de medicacion.

. Recuento sanguineo anormal, o con alteracidon de la funcidon hepatica o renal o
tiroidea.

. Anomalias congénitas.

. Nifios con criterios diagndsticos de SM de acuerdo con la IDF 7%,

. Niflos con imagen de placa arteriosclerética en la ecografia, definida como el

aumento del GIM en al menos un 50% en relacién con la pared vascular contigua®.

4.5 Variables

4.5.1 Variables clinicas

El examen clinico y la recoleccién de la muestra de sangre se realizaron en todos los
pacientes entre las 8:00 y las 9:00 horas de la mafiana en condiciones de ayuno. Se realizé una
exploracién fisica para valoracion del estado general del nifio. El examen clinico constd de las
siguientes determinaciones:

. Peso: Expresado en gramos. La bascula utilizada es de marca Atlantida calibrada
antes de cada determinacidn. Los nifios se pesaron en ropa interior y sin zapatos.

. Talla: La altura se midid con los nifios sin zapatos en bipedestacién y en
condiciones estandarizadas con la cabeza situada en el plano de Frankfurt
(plano horizontal nariz-trago). El tallimetro de Harpenden esta fijado e
incorporado en la bascula con el plano superior mévil con una precision de

1 milimetro.
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. IMC: Indice de masa corporal o Quetelet (relacién peso/altura):
IMC= Peso (Kg)/ Talla? (m?)

. Se calcularon los valores estandarizados por edad y sexo (valores Z) para
el peso, la altura y el IMC en nifos utilizando valores de referencia
regionales 210,

. Medicién de perimetro de cintura: Con una cinta métrica graduada en centimetros
se mide el perimetro siguiendo una linea que pasa por el ombligo con el nifio en
posicién de decubito supino respirando relajadamente y con los brazos en posicién
anatomica. Se midid tal como lo realiza la Sociedad Espafiola de Estudio de la
Obesidad (SEEDO) 2%,

. Presidn arterial: Se midié antes de la extraccién de sangre en posicidn supina en el
brazo derecho después de 10 minutos de reposo, se utilizéd un esfigmomandmetro
electrénico (Dinamap Pro 100, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom)
con el tamafo del manguito adecuado para la circunferencia del brazo.

. Grasa corporal: La composicidn corporal (masa grasa, masa magra y agua corporal)
se midié con un aparato de impedancia bioeléctrica (Hydra Bioimpedance Analyzer
4200, Xitron Technologies, San Diego, CA) siguiendo la metodologia descrita
previamente en nifios prepuberales. Se trata de una técnica no invasiva que ha
sido utilizada y validada en nifios cuyas mediciones se correlacionan bien con
datos de absorciometria dual de rayos X (DXA) 212,

. GIMc y grasa visceral: Para obtener las imdagenes ecograficas y efectuar las
mediciones tanto de la GIMc como de la grasa visceral, se utilizé6 un ecégrafo de
alta resolucidon (MyLabTM25, Esaote, Firenze, Italy). Se midié el espesor de la
intima-media carotidea siguiendo las normas del consenso del afio 2008
americano y europeo (Figura 15) 2%, Se obtuvieron las imagenes del GIMc

durante la diastole cardiaca. Se utilizd un transductor lineal de 12 MHz aplicado en
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el lado derecho del cuello con el paciente en decubito supino, con la cabeza girada
hacia la izquierda se localizd la arteria cardtida comidn a 1 cm de distancia de su
bifurcacion. Se utilizé la media de cinco mediciones consecutivas del espesor de la

arteria cardtida para el estudio.

Posicidon del paciente Decubito supino con el cuello ligeramente hiperextendido y rotado 452 en
direccién opuesta al lado que se va a tomar la medicidn.

Territorios a explorar | Cardtida comun

Definicién de GIM Es el espesor de la intima media. Esta formada por dos lineas paralelas que
definen dos limites anatémicos: la interfase lumen-intima y
medio-adventicia.

Definicién de placa de | Estructura focal que invade el lumen arterial de al menos 0,5 mm o el 50%

ateroma del valor del GIM, o bien un valor desde la interfase media-adventicia a la
interfase intima-lumen superior a 1,2 mm °

Cémo tomar las El sistema debe estar perfectamente calibrado para proporcionar

mediciones mediciones exactas de GIM

Se debe medir la distancia entre la linea ecogénica que limita con el lumen
que es la intima hasta el inicio de la proxima linea ecogénica que
corresponde a la adventicia del vaso.

Figura 15. Recomendaciones para la medicidn del GIMc segun los consensos europeo y americano

29,17

Para la mediciéon de la grasa visceral hemos utilizado la grasa perirrenal. Se obtuvieron
imagenes con el nifio respirando relajadamente en posicidn supina, al final de la espiracion no
forzada. Se realizé con el transductor convex de 3.5 a 5.5 MHz. Se utilizé la media de tres
medidas consecutivas para el estudio. Se calculd el grosor de la capa de grasa de la fosa renal
posterior en el espacio perirrenal derecho, como lo describieron Hirooka y col. (2005) %3
(Figura 16). La grasa visceral medida por ecografia se relaciona bien con la medida realizada
por tomografia computarizada 213214,

Todas las medidas ecograficas se tomaron por un solo observador, el cual desconocia

las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los participantes. Los coeficientes de variacion

intra e inter-observacional para las medidas ecograficas fueron inferiores al 6%.
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Figura 16. Medicidn ecografica de la grasa perirrenal: la linea roja
marca los limites de la grasa (hiperecogénica) que rodea al rifidn

derecho, en la zona mds posterior. (Imagen realizada por la
autora).

4.5.2 Variables analiticas

A los sujetos en el estudio se les practicd una extraccién de sangre venosa (total

maximo de 15 ml) en el momento de la inclusidn. Todas las muestras de sangre se obtuvieron

entre las 8:00 y las 9:00 horas de la mafana en condiciones de ayuno.

A continuacion, a cada nifio se le realizd una analitica general (ver abajo) y se conservd
la muestra en una plasmoteca y seroteca que se mantuvo a -80 2 C.
Todas las extracciones se realizaron en un ambiente tranquilo y en el caso de los nifios,
después de haberles aplicado una crema anestésica EMLA en la piel, que es de uso habitual en

pediatria, y con personal experimentado que minimizaron las molestias de la puncién.

¢ Analitica general

Se analizaron las variables de laboratorio de rutina: hemograma, bioquimica,
inmunologia y hormonas. Estas variables de laboratorio se llevaron a cabo diariamente con la

inclusidn de cada individuo, en el Laboratorio Clinico del Hospital de Figueres.

64



MATERIAL Y METODOS

La glucosa se midié en suero por el método de la glucosa oxidasa. La insulina se midio
también en suero por immunoquimioluminiscencia (IMMULITE 200, Diagnostic Products, Los
Angeles, CA). Los limites de deteccion fueron de 0.4 mlU/L y el coeficiente intra- e inter-ensayo
fue menor que el 10%.

Se utilizé el método de Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR, Mathews , 1985)2
para estimar la sensibilidad a la insulina en las muestras de suero obtenidas. Estos parametros
han sido validados en diversas poblaciones pediatricas. No se realizaron pruebas dinamicas de
sensibilidad o secrecién de insulina en ningun individuo del presente estudio.

El colesterol total y el colesterol HDL se cuantificaron utilizando el método homogéneo
del detergente selectivo con acelerador. Los triglicéridos totales en suero se cuantificaron
monitoreando la reaccién de oxidasa y peroxidasa de glicerol fosfato. Todos estos parametros
fueron analizados en una muestra fresca de suero en el analizador C-8000 de Abbot (Abbot
Park, IL, US), con unos CV intra- e inter-ensayo inferiores al 10%.
¢ Elaboracion de una seroteca y una plasmoteca

Para obtener el plasma se recogidé la muestra de sangre venosa en un tubo de
centrifuga estéril con EDTA (anticoagulante). Inmediatamente después, se centrifugd a 3500
rpm durante 15 minutos a una temperatura de 32C a 42C. Una vez centrifugado se separo el
plasmay la fraccién celular (mayoritariamente leucocitos).

Para obtener suero se recogié la muestra de sangre en un tubo de centrifuga estéril sin
anticoagulante. Se dejé reposar la muestra durante 30 minutos y luego se centrifugd a 3500
rom durante 15 minutos a 42C. Como el tubo no tiene incorporado ningun anticoagulante se
obtiene el suero del sobrenadante.

Se hicieron alicuotas de 300ul a 400ul tanto del plasma como del suero en microtubos.
Asi se evitaron un gran numero de ciclos de congelacién- descongelacién de las muestras en

posteriores estudios. Estas alicuotas fueron etiquetadas correctamente con el cédigo de la
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muestra, la fecha, su contenido y guardadas a 802C en sus correspondientes cajas, para un

almacenamiento de larga duracion.

4.5.3 Variables especificas

4.5.3.1 Proteina C reactiva ultrasensible

Las concentraciones séricas de la PCRus se midieron en el laboratorio clinico utilizando
la técnica inmunoensayo ultrasensible de latex CRP Vario (Sentinel Diagnostics, Abbott
Diagnostics Europe, Milan, Italy). El limite inferior de deteccion fue de 0.2 mg/Ly los CV intra e
interensayo fueron inferiores al 3%. Todos los valores inferiores a 0.2 mg/L se codificaron
como 0.2. Los nifios con valores de PCRus superiores a 5.0 mg/L se excluyeron del estudio ya
que estaban por encima del valor de referencia normal para este test 2%,
4.5.3.2 Osteocalcina total

Para determinar cuantitativamente la concentracion de OC total en suero se utilizo el
kit "N-Mid® osteocalcin ELISA" de Nordic Bioscience Diagnostics, con referencia 30SC4000.
Este kit nos permitié medir tanto la forma intacta como el fragmento N- MID de las formas
carboxilada y descarboxilada de la proteina.

Este kit estd basado en la utilizacion de dos anticuerpos monoclonales altamente
especificos contra la OC humana. El anticuerpo captura reconoce la region media (aa 20-29)
mientras que el de deteccidén es un anticuerpo conjugado con una peroxidasa que reconoce la
regiéon N-terminal (aa 10-16). Por lo tanto, ademas de la OC intacta (aa 1-49) también se
detectaron los fragmentos N-Mid (aa 1-43).
¢ Protocolo

Primero se pipetearon 20 ul de los estandares, las muestras de concentracion
desconocida y los controles en los pocillos correspondientes que ya contienen el anticuerpo de
captura. A continuacion, se afiadieron 150 pl de la mezcla del anticuerpo biotinilado y el

anticuerpo conjugado con la peroxidasa. Se selld la placa y se incubaron las muestras a
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temperatura ambiente durante 2 horas sin agitacion. Pasado este tiempo, se lavaron 5 veces
las placas con 200 pl de solucién de lavado. Después se afiadieron 100 pl del sustrato
cromogénico de tetrametilbenzidina (TMB) y se incubd durante 15 minutos aproximadamente
en oscuridad (por ejemplo envolviendo la placa con papel de aluminio). Esta reaccidn
colorimétrica, fue parada con la adicion de 100 pl de acido sulfurico (solucién stop).
Finalmente se leyd la absorbancia a 450 nm con un filtro de referencia a 650 nm. En este caso,
los estandares se ajustaron a una recta por minimos cuadrados y las concentraciones de las
muestras se calcularon para la interpolacidn a esta recta.

e Caracteristicas del ensayo

El rango de la curva estandar fue de 0.5 ng/ml a 100 ng/ml. El limite de deteccidon fue
de 0.5 ng/ml de OC. El coeficiente de variacion fue menor del 5%. La capacidad total del
ensayo es de 96 cuantificaciones y se necesitan 20 ul de suero sin diluir en duplicados, una
recta patrén y controles y blancos en cada ensayo. La duracion del ensayo fue de
aproximadamente dos horas y media. No se conocen interferencias con el ensayo, por lo tanto
es especifico para la OC total. Para evitar la contaminacién de las muestras, usamos puntas de
micropipetas automaticas de un solo uso.

Dado que las concentraciones de OC varian con la edad de la persona y el ritmo
circadiano, con las tasas de filtracién glomerular y la medicacién, hemos llevado a cabo el
estudio con una poblacion homogénea y en la que se extrajo la muestra siempre a la misma
hora del dia, preferiblemente a primera hora y en ayunas.
4.5.3.3 Osteocalcina descarboxilada

Para llevar a cabo la determinaciéon cuantitativa de la forma descarboxilada (OCdc) de
los fragmentos de OC N-Mid, mid C-terminal e intacta en suero se ha utilizado un kit comercial
de inmunoensayo enzimatico in vitro denominado "Undercarboxylated Osteocalcin (Glu -OC)
EIA kit" con numero de catdlogo MK 118 de TakaraBio. Este kit utiliza anticuerpos

monoclonales especificos altamente reactivos contra la forma OCdc y con muy baja reactividad
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por las posiciones y—carboxiladas niumeros 17, 21 y 24 de la OC. El inmundgeno del primer
anticuerpo va desde el péptido de la posicion 14 al 30 y el epitope es probablemente el
residuo de dacido glutamico de la posicion 21 y 24. Mientras que el segundo anticuerpo
reconoce el residuo aminoacidico desde la posicidn 21 a la 31.

¢ Protocolo

El kit de inmunoensayo enzimatico (EIA) de la OCdc consiste en un EIA de fase sdlida
basado en el método de sandwich que utiliza dos anticuerpos monoclonales de ratéon anti-
OCdc para detectar la forma descarboxilada en dos pasos. Uno de los anticuerpos
monoclonales de ratén anti-OCdc estaba inmovilizado en la placa bloqueada contra uniones no
especificas. A continuacion, 100 pl de las muestras diluidas seis veces y los estandares fueron
afiadidos directamente a cada pocillo e incubados durante 2 horas a temperatura ambiente y
agitacién suave. El segundo paso consistié en lavar la placa tres veces con 400 ul de PBS y
afiadir 100 ul del segundo anticuerpo anti-OCdc marcado con la peroxidasa y se incubd una
hora a temperatura ambiente y agitaciéon suave. Durante esta incubacién, la OCdc se unié al
anticuerpo anti-OCdc de la placa y fue marcada por la peroxidasa (POD). Pasada esta hora se
lavé de nuevo la placa tres veces con 400 ul de PBS y se afiadieron 100 pl del sustrato de la
POD que consistieron en H,0; y 3.3', 5.5' TMB durante aproximadamente 15 minutos a
temperatura ambiente y agitacion suave. La reaccién entre la POD y el TMB resulté en el
desarrollo de color amarillo para la POD. La cantidad de color fue proporcional a la cantidad de
OCdc presente en las muestras y los estandares.

Para poder cuantificarlo se pard la reaccién con 100 pl de solucion stop (1IN H;SOa).
Finalmente ya se pudo medir la absorbencia a 450 nm utilizando un lector de placas de ELISA
para obtener la absorbancia de cada una de las muestras. Esta absorbancia sirvié para obtener
las concentraciones de OCdc de cada muestra.

Mediante una recta de 4 pardmetros (curva sigmoidal) creada con los estandares y por

interpolacion de la absorbancia de nuestras muestras en ésta, se obtuvieron las
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concentraciones en ng/ml. Esta concentracion se multiplicd por seis, que es el factor de
dilucion para obtener la concentracion real de OCdc de las muestras.
e Caracteristicas del ensayo

El rango de la curva estandar fue de 0.258 ng/ml a 8 ng/ml. El limite de deteccién fue
de 0.258 ng/ml y el CV fue del 6%. La capacidad total del ensayo es de 96 cuantificaciones y se
necesitan: 110 ul del volumen final (dilucién 1:16) en duplicados, una recta patrén y controles
y blancos en cada ensayo. La duracién del ensayo fue aproximadamente tres horas y media. El
kit mide especificamente OCdc con un 5% de reactividad cruzada con la forma carboxilada de
la OC humana. Para evitar la contaminacién de las muestras usamos puntas de micropipetas
automaticas de un solo uso.
4.5.3.4 Osteocalcina carboxilada y porcentaje de osteocalcina descarboxilada

La OCc fue calculada como la diferencia entre la OC total y la OCdc. Para obtener el

porcentaje de OCdc se dividid la OCdc por la OC total y se multiplicaron los valores por 100.

4.5.4 Antecedentes familiares de sindrome metabdlico

Para cada niflo, ambos progenitores fueron pesados, medidos y se les tomd una
muestra de sangre. La historia familiar de SM fue diagnosticado siguiendo los criterios de la
IDF 7. EI SM en los padres se definid si el IMC era mayor a 30 kg/m? y tenian dos 0 mas de las
siguientes alteraciones: 1) los triglicéridos en suero superiores a 150 mg/dl; 2) el colesterol
HDL menor de 40 mg/dL en hombres o menor de 50 mg/dl en mujeres; 3) tension arterial
mayor de 130/85 mmHg y 4) la glucosa en suero en ayunas superior a 100 mg/dl.

El SM de los abuelos se evalué mediante un cuestionario autoadministrado. En estos
sujetos, se definid el SM si se comunicaron al menos 2 de las siguientes anomalias:
1) el sobrepeso; 2) el aumento de las concentraciones de lipidos en suero o el uso de

hipolipemiantes; 3) la presién arterial alta de manera repetida o el uso de medicamentos
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antihipertensivos; 4) el aumento de la glucosa en sangre de manera repetida o del uso de
agentes hipoglucemiantes.
Los sujetos fueron clasificados como familias con antecedentes de SM (MetS+) cuando

al menos uno de los padres o dos abuelos se vieron afectados por la enfermedad 7.

4.6 Recogida y andlisis de datos

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS versién 12.0
(SPSS Inc, Chicago, IL). Los resultados se expresan como la media y el intervalo de
confianza del 95 %. Se comprobd si las variables a estudiar seguian la distribucion
normal con el test de Kolmogorov-Smirnov. Todas aquellas que no la seguian, fueron
transformadas logaritmicamente. Las diferencias en las variables clinicas, bioquimicas vy
vasculares entre los grupos de estudio fueron examinados mediante test-t por datos no
apareados. La relacidon entre variables se analizé mediante correlacion simple seguida de
analisis de regresiéon multiple para ajustar por posibles factores de confusion. La significacidn

estadistica se establecié en p<0.05.
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5.1 Proteina C reactiva y grosor de intima media carotidea

5.1.1 Descripcion de las variables clinicas y analiticas de la poblacion de
estudio agrupadas segun el grado de peso corporal

Para este estudio se han analizados 203 nifios prepuberales sanos de la poblacion
general (101 nifios y 102 nifias), cuya edad media fue de 7.5 afios. En la tabla 1 se representan
las caracteristicas clinicas y bioquimicas de todos los sujetos de estudio de acuerdo con el valor

de la mediana del IMC: Valor Z del IMC > 0, valor Z del IMC £ 0.

Tabla 1 Variables clinicas y bioquimicas de los sujetos de estudio para la poblacién total y en subgrupos
de acuerdo con la mediana del valor Z del IMC

Total Valor Z del IMC<0 Valor Z del IMC >0 p

(n=203) (n=103) (n=100)
Variables
Edad (afios) media 7.5(7.2;7.8) 7.4(7.1;7.6) 7.6(7.2;7.8) ns
Sexo femenino (%) 50 52 49 ns
Peso, Kg, 29.7 (28.3; 31.2) 23.4(22.4; 24.2) 36.3 (34.3; 38.2) <0.0001
Peso, z-score, 0.44 (0.25; 0.63) -0.62 (-0.73; -0.51) 1.51(1.30; 1.73) <0.0001
Altura, cm, 126 (125; 127) 123 (121; 124) 130 (127; 132) <0.0001
Altura, z-score, 0.32(0.17; 0.47) -0.14 (-0.35; 0.07) 0.79 (0.61; 0.96) <0.0001
IMC kg/m2, 18.1 (17.6; 18.7) 15.2 (15.0; 15.5) 21.1(20.4; 21.7) <0.0001
IMC, z.score, 0.34 (0.16; 0.53) -0.72 (-0.80; -0.63) 1.42 (1.21; 1.63) <0.0001
Perimetro cintura, cm, 59.3 (57.8; 60.7) 51.9 (51.0; 52.7) 66.8 (64.8; 68.8) <0.0001
PAS, mmHg, 103 (102; 105) 101 (100; 103) 105 (103; 108) 0.007
PAD, mmHg, 58 (57; 59) 56 (54; 58) 59 (58; 60) 0.033
Grasa corporal, %, 30.5(29.2; 31.9) 25.7 (24.0; 27.5) 35.4 (33.9; 36.8) <0.0001
GIMc, cm, 0.041 (0.040; 0.042) | 0.039(0.038; 0.041) 0.043 (0.041; 0.044) 0.01
Variables bioquimicas
Glucosa, mg/dL, 86 (85;89) 85 (84;86) 87 (86;89) 0.026
Insulina, pUl/mL, 3.1(2.6;-4,6) 1.9 (1.4; 2.3) 4.5 (3.6;5.3) <0.0001
HOMA-IR, 0.7 (0.58; 0.82) 0.40 (0.31; 0.50) 1.01 (0.80; 1.21) <0.0001
Triglicéridos mg/dL, 57 (53; 61) 49 (46; 53) 65 (59; 72) <0.0001
Colesterol HDL mg/dL, 58 (55; 59) 62 (59; 64) 53 (51; 56) <0.0001
PCRus, mg/L, 1.14 (0.94; 1.34) 0.73 (0.53; 0.92) 1.56 (1.24; 1.88) <0.0001
OC total (ng/mL) 69.2 (64.7; 73.7) 74.4 (66.7; 82.0) 63.9 (59.3; 68.5) 0.021
0Cdc (ng/mL) 34.8 (32.4; 37.1) 33.1(29.6; 36.4) 36.6 (33.3; 39.8) 0.141
Porcentaje de OCdc 52.3 (48.9; 55.7) 47.6 (42.4; 52.8) 57.2 (53.1; 61.3) 0.005

Los resultados de las variables cuantitativas se expresan como media e intervalo de confianza del 95%.
GIMc: Grosor intima-media carotidea; IMC: indice de masa corporal; PAS: Presidn arterial sist6lica; PAD:
Presién arterial diastdlica; HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina; HDL: Lipoproteina de alta
densidad; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OC: Osteocalcina; OCdc: Osteocalcina
descarboxilada.
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Al separar la poblacién por subgrupos de acuerdo con el valor Z del IMC (Tabla 1), se
observan las diferencias esperables asociadas a la obesidad. Los sujetos con mayor IMC
presentan mayor peso, altura, perimetro de cintura, PAD, grasa corporal, GlIMc, glucosa,
insulina, HOMA-IR, triglicéridos y menor colesterol HDL que los sujetos con menor IMC (todos
entre p<0.0001 y p<0.05). Los nifios con mayor IMC también presentan menores niveles
séricos de OC total (p=0.021) y mayor porcentaje de OCdc (p=0.005) comparado con los nifios
con menor IMC. No hay diferencias significativas entre la edad y sexo.

La concentracidn sérica media de PCR en la poblacién de estudio es 1.14 + 0.2 mg/L.
Los nifios con mayor IMC presentan mayores niveles séricos de PCRus comparados con nifios

con menor IMC (1.56 £ 0.3 vs 0.73 £ 0.2 mg/L; p<0.0001).

5.1.2 Asociacion entre la proteina C reactiva y el grosor de la intima media
carotidea en la poblacion general de nifios sanos prepuberales

Se ha analizado la asociacion entre la PCRus y los diferentes parametros clinicos vy
analiticos estudiados en nuestra cohorte de nifios sanos prepuberales de la poblacidn

general (Tabla 2).
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Tabla 2 Coeficientes de correlacion de la PCR con las variables seleccionadas para la poblacion total de
nifios sanos prepuberales

PCRus, mg/L Total (n=203)

R p
Edad, afios 0.195 0.006
IMC Z-score 0.527 <0.0001
Perimetro cintura, cm 0.518 <0.0001
Grasa corporal % 0.378 <0.0001
PAS, mmHg 0.238 0.001
PAD, mmHg 0.224 0.001
GIMc 0.369 <0.0001
Triglicéridos mg/dL 0.298 <0.0001
Colesterol HDL, mmol/L -0,299 <0.0001
Insulina, pUl/mL 0.358 <0.0001
HOMA-IR 0.367 <0.0001
OC total (ng/mL) -0.138 ns
OCdc (ng/mL) -0.020 ns
Porcentaje de OCdc 0.121 ns

GIMc: Grosor intima-media carotidea; IMC: indice de masa corporal; PAS: Presién arterial sistélica; PAD:
Presién arterial diastdlica; HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: indice de resistencia a la
insulina; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OC: Osteocalcina; OCdc: Osteocalcina descarboxilada.

En la poblacion de estudio, la PCRus se asocia positivamente con las variables
metabdlicas de RCV estudiadas, incluyendo el IMC, el perimetro de cintura, PAS, PAD,
grasa corporal, insulina, HOMA-IR, triglicéridos, y negativamente con el colesterol HDL
(todos entre p<0.05 y p<0.0001). Ademads se asocia de manera significativa con el GIMc
(p<0.0001), marcador de arteriosclerosis preclinica (Figura 17).

No se observan asociaciones entre la PCRus y pardmetros del metabolismo &seo
(concentraciones séricas de OC total y OCdc).

Para estudiar si la asociacidn que existe entre la PCRus y el GIMc es independiente de
la obesidad y otras variables de confusion se ha realizado un andlisis lineal multivariante con el

GIMc como variable dependiente (Tabla 3).
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Tabla 3 Modelo linear multivariado del GIMc como variable dependiente en nifios sanos prepuberales.

GIMc
B p r’
Poblacion total (n=203)
PCRus 0.261 0.003 14.5%
IMC 0.172 0.008 3.3%
Sexo 0.153 0.033 2.3%

Variables no predictoras: Edad, grasa corporal,
triglicéridos y Colesterol HDL. GIMc: Grosor intima-media
carotidea; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; IMC:
indice de masa corporal.

Los coeficientes de regresién ajustados por edad, sexo, IMC, grasa corporal y lipidos
séricos muestran que para la poblacion total estudiada, la PCR es una variable predictiva del
valor del GIMc. Los niveles de PCRus explican el 14.5% de la varianza del GIMcy el IMC el 3.3%
de la varianza del GIMC.

Visto que el IMC influye también en el valor del GIMC, se ha realizado un analisis lineal
multivariante con la PCRus como variable dependiente (Tabla 4). Corrigiendo por las posibles
variables confusoras, se observa que el IMC y en menor medida el Colesterol HDL son variables
predictoras del valor de la PCRus en la poblacién general, las cuales explican el 29.8% y el 4.2%

de la varianza de la PCRus, respectivamente.

Tabla 4 Modelo lineal multivariado de la PCRus como variable dependiente en nifios sanos prepuberales.

PCRus
B P r’
Poblacién total (n=203)
IMC 0.529 <0.0001 29.8%
Colesterol HDL -0.205 0.001 4.2%

Variables no predictoras: Edad, sexo, grasa corporal y
triglicéridos. PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; IMC:
indice de masa corporal; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta
densidad.
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5.1.2.1 Asociacion entre la proteina C reactiva y el grosor de la intima media
carotidea en niilos sanos prepuberales segtn el grado de peso corporal

Se ha analizado la asociacién entre la PCRus y los diferentes parametros clinicos
estudiados en subgrupos de la poblacidn segln el grado de peso corporal determinado a partir
del valor Z del IMC (Tabla 5).

Tabla 5 Coeficientes de correlacion de la PCR con las variables seleccionadas en nifos sanos
prepuberales en subgrupos de acuerdo con el valor Z del IMC

PCRus, mg/L Valor Z del IMC <0 (n=103) Valor Z del IMC >0 (n=100)
r p r p
Edad, afios 0.039 ns 0.267 0.007
IMC z-score 0.190 ns 0.530 <0.0001
Perimetro cintura, cm 0.057 ns 0.547 <0.0001
Grasa corporal % 0.150 ns 0.331 0.001
PAS, mmHg 0.124 ns 0.228 0.023
PAD, mmHg 0.156 ns 0.230 0.022
GIMc 0.329 0.002 0.333 0.002
Triglicéridos mg/dL 0.167 ns 0.242 0.015
Colesterol HDL, mmol/L -0.220 0.027 -0.169 ns
Insulina, pUl/mL 0.116 ns 0.339 0.001
HOMA-IR 0.141 ns 0.356 <0.0001
OC total (ng/mL) -0.087 ns -0.131 ns
OCdc (ng/mL) -0.153 ns 0.021 ns
Porcentaje de OCdc -0.040 ns 0.138 ns

GIMc: Grosor intima-media carotidea; IMC: indice de masa corporal; PAS: Presién arterial sistélica; PAD:

Presién arterial diastdlica; HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: indice de resistencia a la

insulina; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OC: Osteocalcina; OCdc: Osteocalcina descarboxilada.
En los nifios con valor Z del IMC>0, la PCRus se asocia con las variables metabdlicas de

RCV estudiadas, incluyendo el IMC, el perimetro de cintura, PAS, PAD, grasa corporal, insulina,
HOMA-IR, triglicéridos (todos entre p<0.05 y p<0.0001). En los nifios con valor Z del IMC <0,
la PCRus se asocia negativamente con el colesterol HDL (p=0.027).

La PCRus se asocia positivamente con el GIMC en ambos subgrupos de
nifios (p=0.002) (Figura 17).

No se observan asociaciones entre la PCRus y parametros del metabolismo dseo

(concentraciones séricas de OC total y OCdc) en ninguno de los subgrupos estudiados.
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Figura 17. Correlacion grafica de la PCRus con el
GIMc en niflos sanos prepuberales. Los puntos
negros y la linea continua de regresién representan
los sujetos con valor Z del IMC>0. Los puntos
blancos y la linea de puntos de regresién indican los
sujetos con valor z de IMC<0. Se muestran valores
de By de p a partir de analisis de regresion.

Para evaluar si la relacién que existe entre la PCRus y el GIMc es independiente de la
obesidad y de otras variables de confusion se ha realizado un modelo lineal multivariante por

subgrupos segln el valor Z del IMC con el GIMc como variable dependiente (Tabla 6).

Tabla 6 Modelo linear multivariado del GIMc como variable dependiente en nifios sanos prepuberales
en subgrupos de acuerdo con el valor Z del IMC.

GIMc
B p r’
Valor Z del IMC < 0 (n=103)
PCRus 0.325 0.003 10.5%
Valor Z del IMC > 0 (n=100)
PCRus 0.360 0.001 13.0%
IMC 0.330 0.002 11.1%

Variables no predictoras: Edad, grasa corporal,
triglicéridos y colesterol-HDL. GIMc: Grosor intima-media
carotidea; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; IMC:
indice de masa corporal.
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Los coeficientes de regresidn ajustados por edad, sexo, IMC, grasa corporal y lipidos
séricos, muestran que la PCRus es una variable predictora del valor del GIMc en los dos
subgrupos estudiados. En el subgrupo de nifios con menor IMC (valor Z del IMC <0) la PCRus
explica el 10.5% de la varianza del GIMc. En el subgrupo de nifios con mayor IMC (valor Z del
IMC >0), la PCRus y el IMC explican el 13.0% y el 11.1% de la varianza del GIMc,
respectivamente.

Al igual que en el apartado anterior, dada a la gran importancia del valor del IMC en la
varianza del GIMc, también se ha realizado un analisis lineal multivariante con la PCRus como

variable dependiente para valorar el grado de implicacion entre el IMCy la PCR (Tabla 7).

Tabla 7 Modelo linear multivariado de la PCRus como variable dependiente en nifios sanos prepuberales
en subgrupos de acuerdo con el valor Z del IMC

PCRus
B P r’
Valor Z del IMC <0 (n=103)
Colesterol HDL -0.217  0.03 4.7%
Valor Z del IMC >0 (n=100)
IMC 0.576 <0.001 33.2%

Variables no predictoras: Edad, sexo, grasa corporal y
triglicéridos. PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; IMC:
indice de masa corporal; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta
densidad.

Al corregir por las posibles variables confusoras se observa que en el subgrupo de
nifios con mayor peso corporal (valor Z del IMC >0), el IMC explica un 33.2% de la varianza de
la PCRus. Sin embargo, en el subgrupo de nifios con menor peso corporal (valor Z IMC <0) el
colesterol HDL es la uUnica variable que se asocia a la PCRus explicando el 4.7% de su

variabilidad.
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5.2 Osteocalcina y grosor de intima media carotidea

5.2.1 Descripcion de las variables clinicas y analiticas de la poblacion de
estudio agrupadas segun la presencia de antecedentes familiares de sindrome
metabdlico

Para este estudio se han analizados los mismos 203 nifios sanos (101 nifios y 102 nifias)
con edad media de 7.5 afios. En la tabla 8 se representan las caracteristicas clinicas y
bioquimicas de todos los sujetos de estudio asi como de subgrupos de acuerdo con la
presencia de antecedentes familiares con SM (MetS-: ausencia de antecedentes de SM vy
MetS+: presencia de antecedentes de SM).

Al separar la poblacidn por subgrupos segun la presencia de antecedentes familiares
con SM se observa que los nifios con antecedentes de SM (MetS+) tienen mayor peso, altura,
IMC, perimetro cintura, grasa corporal, insulina, HOMA-IR , triglicéridos, y menor colesterol
HDL que los nifios sin antecedentes de SM (MetS-) ( todos entre p<0.0001 y p<0.01) (Tabla 8).

Las concentraciones séricas de la PCRus y el GIMc también estan aumentados en el
grupo de nifios MetS+ respecto al grupo MetS- (p<0.0001 y p<0.001, respectivamente).

En el grupo MetS+ los niveles de la OC total y OCdc estan disminuidos (p<0.0001 vy

p<0.01 respectivamente) y el porcentaje de OCdc esta aumentado (p<0.01).
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Tabla 8 Variables clinicas y bioquimicas de los sujetos de estudio para la poblacidn total y en subgrupos
segun la presencia de antecedentes familiares de sindrome metabdlico

Total (1=203) |  MetS-(n=104) |  MetS+(n=99) p
Variables
Edad (afios) media + SD 7.5(7.2;7.8) 7.5(7.2;7.8) 7.5(7.2;7.8) ns
Sexo femenino (%) 50 48 51 ns
Peso, Kg, 29.7 (28.3;31.2) 26.7 (25.4; 28.0) 33.6 (31.1; 36.1) <0.0001
Peso, z-score, 0.44 (0.25; 0.63) 0.09 (-0.12; 0.32) 0.87 (0.56; 1.18) <0.0001
Altura, cm, 126 (125; 127) 124 (122; 125) 129 (126; 131) <0.0001
Altura, z-score, 0.32 (0.17; 0.47) 0.15 (-0.05; 0.30) 0.54 (0.32; 0.75) <0.001
IMC kg/m?, 18.1 (17.6; 18.7) 17.3 (16.6; 17.9) 19.5 (18.8; 20.3) <0.0001
IMC, z.score, 0.34 (0.16; 0.53) 0.05 (-0.19; 0.29) 0.79 (0.56; 1.03) <0.0001
Perimetro cintura, cm, 59.3 (57.8; 60.7) 57.9 (55.9; 59.8) 62.4 (60.3; 64.4) <0.0001
PAS, mmHg, 103 (102; 105) 103 (101; 105) 105 (103; 108) ns
PAD, mmHg, 58 (57; 59) 58 (56; 59) 59 (58; 61) ns
Grasa corporal, %, 30.5(29.2; 31.9) 28.5 (26.4; 30.5) 32.6 (30.8; 34.3) <0.01
GIMc, cm, 0.041 (0.040; 0.042) | 0.040 (0.038; 0.041) | 0.043(0.041;0.045) | <0.001
Variables bioquimicas
Glucosa, mg/dL, 86 (85;89) 86 (85; 87) 86 (85; 89) ns
Insulina, pUl/mL, 3.1(2.6;-4,6) 2.8(2.2;3.5) 3.1(2.5; 3.6) <0.01
HOMA-IR, 0.7 (0.58; 0.82) 0.62 (0.48; 0.7) 1.03 (0.85; 1.25) <0.01
Triglicéridos mg/dL, 57 (53; 61) 52 (48; 56) 67 (61; 74) <0.0001
Colesterol HDL mg/dL, 58 (55; 59) 59 (57; 62) 54 (52; 57) <0.01
PCRus, mg/L, 1.14 (0.94; 1.34) 0.90 (0.69; 1.10) 1.84 (1.44; 2.21) <0.0001
OC total (ng/mL) 69.2 (64.7; 73.7) 77.8 (70.4; 85.3) 60.1 (56.9; 63.2) <0.0001
0Cdc (ng/mL) 34.8 (32.4; 37.1) 35.9 (32.6; 39.3) 31.2 (28.8; 33.5) <0.01
Porcentaje de OCdc 52.3 (48.9; 55.7) 46.5 (44.2; 50.8) 51.9 (49.9; 57.6) <0.01

Los resultados de las variables cuantitativas se expresan como media e intervalo de confianza del 95%.
MetS-: Descendientes de familias sin sindrome metabdlico; MetS+: Descendientes de familias con
sindrome metabdlico; GIMc: Grosor intima-media carotidea; IMC: indice de masa corporal; PAS: Presién
arterial sistdlica; PAD: Presion arterial diastdlica; HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina; HDL:
Lipoproteina de alta densidad; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OC: Osteocalcina; OCdc:
Osteocalcina descarboxilada.

5.2.2 Asociacidn entre la osteocalcina y el grosor de la intima media carotidea
en la poblacidn general de nifios sanos prepuberales

A continuacién se ha analizado la asociacidn entre el GIMc y los diferentes parametros
clinicos y analiticos estudiados en nuestra cohorte de nifios sanos prepuberales de la poblacién
general (Tabla9).

Observamos que en la poblacidn general, el GIMc se asocia positivamente con el IMC,
el perimetro de cintura, la grasa corporal, la insulina, HOMA-IR, la PCRus y negativamente con

colesterol HDL y OC total (todos entre p=0.01 y p<0.0001).
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Tabla 9 Coeficientes de correlacion del GIMc con las variables seleccionadas para la poblacion total de
nifios sanos prepuberales

GIMc, cm Total (n=203)

r p
Edad, afios 0.187 0.01
IMC z-score 0.332 <0.0001
Perimetro cintura, cm 0.353 <0.0001
Grasa corporal % 0.202 0.009
PAS, mmHg 0.127 ns
PAD, mmHg 0.080 ns
PCRus, mg/dL 0.305 <0.0001
Triglicéridos mg/dL 0.116 ns
Colesterol HDL, mmol/L -0.196 0.01
Insulina, pUl/mL 0.223 0.004
HOMA-IR 0.229 0.003
OC total (ng/mL) -0.222 0.004
OCdc (ng/mL) -0.114 ns
Porcentaje de OCdc 0.120 ns

GIMc: Grosor intima-media carotidea; IMC: indice de masa corporal; PAS: Presién arterial sistélica;
PAD: Presién arterial diastdlica; HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina; HDL: Lipoproteina de alta
densidad; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OC: Osteocalcina; OCdc: Osteocalcina descarboxilada

Para estudiar si la asociacion entre la OCy el GIMc es independiente de los marcadores
de RCV (como el IMC y la PCRus) y otras variables de confusién, se ha realizado un modelo

lineal multivariante con el GIMc como variable dependiente (Tabla 10).

Tabla 10 Modelo lineal multivariante del GIMc como variable dependiente en nifios sanos prepuberales.

GIMc
B P r?
Poblacién total (n=203)
PCRus 0.299 <0.001 9.0%
IMC 0.389 <0.0001 15.1%
Porcentaje de OCdc 0.038 ns --

Variables no predictoras: Edad, sexo, grasa corporal,
triglicéridos, colesterol-HDL, OC total y OCdc. GIMc: Grosor
intima-media carotidea; IMC: indice de masa corporal;
PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OCdc: Osteocalcina
descarboxilada
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Una vez mas observamos que para la poblacion total de estudio, la PCRus y el IMC son
variables predictoras del valor del GIMc explicando el 9% y 15.1% de su variacion,
respectivamente. La OC total, la OCdc y el porcentaje de OCdc no son variables predictoras del

GIMc en la poblacidn total de nifios sanos prepuberales.

5.2.3 Asociacidn entre la osteocalcina y el grosor de la intima media carotidea
en nifos sanos prepuberales segun la presencia de antecedentes familiares de
sindrome metabdlico

Se ha analizado la asociacidon entre el GIMc y los diferentes parametros clinicos
estudiados en subgrupos de la poblacién segin la presencia de antecedentes familiares

de SM (Tabla 11).

Tabla 11 Coeficientes de correlacion del GIMc con las variables seleccionadas en nifios sanos
prepuberales en subgrupos segun la presencia de antecedentes familiares de sindrome metabdlico

GIMc, cm MetS- (n=104) MetS+ (n=99)

r p r p
Edad, afios 0.003 ns 0.316 0.005
IMC z-score 0.258 0.014 0.329 0.003
Perimetro cintura, cm 0.243 0.021 0.373 0.001
Grasa corporal % 0.157 ns 0.175 ns
PAS, mmHg 0.138 ns 0.70 ns
PAD, mmHg 0.041 ns 0.149 ns
PCRus, mg/dL 0.400 <0.0001 0.287 0.01
Triglicéridos mg/dL 0.051 ns 0.026 ns
Colesterol HDL, mmol/L -0.178 ns -0.126 ns
Insulina, pUl/mL 0.075 ns 0.286 0.01
HOMA-IR 0.089 ns 0.300 0.008
OC total (ng/mL) -0.040 ns -0.179 ns
OCdc (ng/mL) -0.136 ns 0.281 0.005
Porcentaje de OCdc -0.016 ns 0.449 <0.0001

Los resultados de las variables cuantitativas se expresan como media e intervalo de confianza del 95%.
MetS-: Descendientes de familias sin sindrome metabdlico; MetS+: Descendientes de familias con
sindrome metabdlico; GIMc: Grosor intima-media carotidea; IMC: indice de masa corporal; PAS: Presion
arterial sistdlica; PAD: Presion arterial diastdlica; HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina; HDL:
Lipoproteina de alta densidad; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OC: Osteocalcina; OCdc:
Osteocalcina descarboxilada

Se observa que el GIMc se asocia significativamente con el IMC, el perimetro de

cintura y la PCRus en los dos subgrupos de estudio (p<0.05 a p<0.0001).
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En el grupo de niflos MetS+ el GIMc se asocia también con la edad, la insulina, la
HOMA-IR, la OCdc y especialmente el porcentaje de OCdc (p<0.05 a p<0.0001) (Tabla 11). Estas

asociaciones no existen en nifios con ausencia de antecedentes de SM (Tabla 11 y Figura 18).
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Figura 18. Correlacion grafica de la OC total, OCdc y porcentaje de OCdc con el GIMc. En las graficas las
lineas de regresién fueron significativamente diferentes para la asociacién de OCdc y porcentaje de
OCdc con el GIMc (p <0.05). Los puntos negros y lineas de regresién continuas representan los nifios con
presencia de antecedentes de SM (MetS+). Los puntos blancos y lineas de regresion de puntos
representan los nifios con ausencia de antecedentes de SM (MetS-). Se muestran los valores de By de p

a partir del analisis de regresion.

Para estudiar el efecto del SM sobre la asociacién entre el porcentaje de OCdc vy el
GIMc, se ha realizado un modelo lineal multivariante con el GIMc como variable dependiente

teniendo en cuenta posibles variables confusoras (Tabla 12).

Tabla 12 Modelo linear multivariante del GIMc como variable dependiente en nifios sanos prepuberales
en subgrupos segun la presencia de antecedentes familiares de sindrome metabdlico

GIMc
B P r’

MetS- (n=104)

PCR 0.395 <0.0001  15.6%
Porcentaje de OCdc -0.017 ns --
MetS+ (n=99)

IMC 0.270 0.01 12.2%
Porcentaje de OCdc 0.395 <0.0001 21.5%

Variables no predictoras: Edad, sexo, grasa corporal,
triglicéridos, colesterol-HDL, OC total, OCdc. MetS-:
Descendientes de familias sin sindrome metabdlico; MetS+:
Descendientes de familias con sindrome metabdlico; GIMc:
Grosor intima-media carotidea; IMC: indice de masa
corporal; PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; OCdc:
Osteocalcina descarboxilada
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RESULTADOS

El grupo MetS- la PCRus es la Unica variable predictora del GIMc explicando el 15.6%
de su variabilidad. En el grupo MetS+, el porcentaje de OCdc y el IMC son variables predictoras

del GIMc y explican el 21.5% vy el 12.2% de la varianza del GIMc, respectivamente.
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DISCUSION

6.1 La proteina C reactiva y el riesgo cardiovascular

La evidencia cientifica sugiere que la ECV tiene su origen en edades tempranas de la
vida y que el RCV esta determinado por la suma de factores de riesgo que persisten en el
tiempo produciendo en consecuencia una repercusion negativa sobre la calidad de vida . La
arteriosclerosis es un proceso que comienza en la infancia, progresa a través de la
adolescencia y la edad adulta pudiendo causar enfermedad coronaria en adultos jévenes y
mayores 218219,

Sabemos que en las ultimas décadas, los trastornos nutricionales infantiles como el
sobrepeso y la obesidad estan en constante aumento a nivel mundial. Se estima que uno de
cada dos nifios obesos continta siéndolo en etapas posteriores, con el consiguiente aumento
del riesgo tres veces superior de padecer SM respecto a adultos obesos que no habian
presentado problemas de peso en la nifiez 2?°. La infancia es la etapa mas importante para
actuar en la prevencién del RCV, pues en esta etapa se define la adiposidad. El nimero total de
adipocitos esta incrementado en obesos respecto a los nifios con normopeso, de ahi que hasta
el 75% de los nifios obesos frente al 10% de los nifios con normopeso desarrollan obesidad en
etapas posteriores 2!, Ademas, recientemente se ha informado que la obesidad tiene efectos
tempranos (en la primera década de la vida) sobre los niveles de PCRus 3.

Es bien sabido que el aumento del IMC se asocia con los marcadores de RCV mas
conocidos, como el aumento del perimetro de cintura, la grasa corporal, el aumento de la
HOMA-IR, la presién arterial, el aumento del GIMc y los niveles de PCRus en sangre en nifos y
adolescentes 222°%, En nuestro estudio aportamos nuevas evidencias al demostrar que la
asociacién entre la PCRus y el GIMc es independiente del IMC. Se podria explicar siguiendo el
concepto de la capacidad de expansion del tejido adiposo, el equilibrio metabdlico se
mantiene siempre y cuando el depdsito adiposo pueda guardar el suministro de calorias de

manera segura, es decir, sin provocar un estado inflamatorio de bajo grado crénico *. En
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consecuencia, las complicaciones vasculares de la obesidad pueden estar mas relacionadas con

la inflamacion de bajo grado que lo que el exceso de grasa almacenada pueda provocar.

7

6.1.1 Asociacion entre la proteina C reactiva y el grosor de la intima media

carotidea en nifios sanos prepuberales

EL GIMc es un marcador ya establecido de arteriosclerosis subclinica y un predictor de
eventos vasculares 28223 Por otra parte, la PCRus es un biomarcador sensible de la inflamacién
cada vez mds aceptado como un marcador de riesgo de arteriosclerosis. Wang C y col. (2003)
observaron que la PCR tiene efectos proaterogénicos directos sobre las CMLV, aumentando la
migracion, proliferacion y formacién de neointima %,

Estudios realizados en poblaciones de adultos han demostrado que los niveles mas
altos de PCR en suero se han asociado con mayor GIMc #2%%2°, Esta mayor concentracion de
PCR en sangre de manera persistente en el tiempo estd fuertemente asociada con mayor
riesgo vascular 16226 y ademads se ha postulado que los niveles més altos de PCR podrian ser un
marcador de desestabilizacion de placas arteriosclerdticas 2. Estas afirmaciones destacan el
papel directo de la PCR en la patogénesis de la arteriosclerosis 12228, Por lo tanto en adultos, la
inflamacién persistente puede reflejar cierta predisposicidon de las lesiones arterioscleréticas
de pasar de ser subclinicas a enfermedad sintomdtica. Por otra parte, Reynolds y col. (1987)
han constatado la presencia de la PCR en las paredes de las arterias afectadas y no se ha
detectado en las paredes de los vasos sanos 22°. Sin embargo hay menos experiencia con las
formas preclinicas de enfermedad arteriosclerdtica en nifios.

En el presente estudio realizado sobre una muestra de 203 nifios sanos prepuberales
entre 7 y 8 anos de edad, aportamos evidencias de las relaciones existentes entre la
inflamacién y la pared vascular, aquellos nifios con mayores niveles de PCRus se asociaron
significativamente con aumento del GIMc. Estudios previos realizados en nifios sanos de 10
afios de edad arrojaron conclusiones similares 3. Los cambios estructurales muy sutiles en la

pared de la arteria cardtida pueden ser valorados con fiabilidad en los nifios mediante la
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medicion del GIMc. Nuestros hallazgos complementan las observaciones de estudios
anteriores al demostrar que la PCRus sérica elevada se asocia a cambios estructurales de las
arterias de nifios sanos.

Estos cambios se pueden explicar en tres etapas de desarrollo de las lesiones
aterosclerdticas por mediacion inflamatoria (Figura 19). La primera etapa correspondria a un
arteria con pared vascular normal, con la capa interna revestida por una monocapa de células
endoteliales que esta en contacto con la sangre, la capa intima con células de musculo liso
(CMLV) y la capa media con CMLV embebidas en una matriz extracelular. La segunda etapa
corresponderia con un aumento de la sobrecarga lipidica persistente, que produce la
activacion de la inflamacién incluyendo la adhesién de la PCR circulante en la sangre a la
monocapa endotelial. Esto desencadena una cascada de respuesta inflamatoria con Ia
migracion de células inflamatorias a la capa intima, reclutacion de macréfagos que fagocitan
los lipidos, produciendo las llamadas células espumosas, nucleo de la placa de ateroma. Los
procesos claves de la arteriosclerosis que ocurren en esta etapa son engrosamiento de la
intima y acumulacién de lipidos. En la tercera etapa se observa la progresion de la lesion
arteriosclerédtica. Ante el dafo vascular crénico, el endotelio se torna permeable y facilita la
infiltracién de células inflamatorias, PCR, lipidos y células espumosas desde la luz vascular
hacia la intima. La respuesta inflamatoria se perpetula, produciendo el engrosamiento de las
capas intima y media debido a la ocupacidon de éstas capas por células inflamatorias,
reactantes de fase aguda, hiperplasia de las CMLYV, lipidos y detritus celulares. Los procesos
claves de esta etapa son la presencia de PCR y células inflamatorias en la intima, la persistente
proliferacion de CMLV y la formacién de la placa de ateroma con contenido de lipidos y
componentes inflamatorios. La arteriosclerosis puede permanecer estable y reducir la luz del

vaso sin dar sintomas durante afos.
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luz vascular

* celulas inflamatorias

Figura 19. Modelo propuesto de asociacion entre la proteina C reactiva
(PCR) y el grosor de la intima media carotidea (GIMC).

a) Estructura de la pared arterial normal. Intima: capa interna o la
tunica intima. CMLV: células musculares lisas vasculares; media: capa
media o tlnica media; adventicia: capa adventicia o capa exterior de
las arterias. b) Los pasos iniciales de la aterosclerosis. c) La progresién
de la lesidn arteriosclerdtica. (Imagen realizada por la autora).
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6.1.2 Asociacion entre la proteina C reactiva y el grosor de la intima media
carotidea en niilos sanos prepuberales segtn el grado de peso corporal

El grado de peso corporal se ha determinado mediante el valor del IMC. El valor del
IMC se relaciona con la PCR y el GIMc. En nuestro estudio hemos querido estudiar si influye en
la asociacion de estas dos variables.

Respecto a la relacidn del IMC con la PCR, los estudios realizados en poblaciones de
adultos han confirmado ampliamente las asociaciones independientes entre la PCRus y el IMC,
asi como su relacién con el perimetro cintura-cadera y con la HOMA-IR 1#4, Nuestros resultados
han confirmados que los niveles séricos de PCRus se asocian con parametros de
obesidad en nifios sanos prepuberales. Conclusiones similares han sido informadas por otros
autores 114116118 E| mecanismo propuesto es que el tejido adiposo tiene capacidad para la
activacion de citoquinas como la IL-6, el principal regulador de la sintesis de la PCR por el
higado 144239232 Concretamente se ha demostrado que la IL-6 es liberada a la circulacién

230 3 su vez estas citoquinas median la Rl en el musculo

sistémica por el tejido adiposo
esquelético y en el tejido adiposo 23 Por lo tanto, la asociacidn de la PCR con los indices de
obesidad puede reflejar el papel de las citoquinas en la mediacion de los efectos metabdlicos
de la obesidad, incluso en ausencia de un proceso inflamatorio agudo que implique la
activacion de los leucocitos.

La relacidn entre el IMC con el GIMc ha sido ampliamente estudiada en poblaciones de
adultos. La evidencia cientifica ha demostrado que el IMC en la infancia se relaciona con el
valor del GIMc en la edad adulta, pero a su vez esta asociacién es independiente del IMC que
se tenga de adulto 9233,

El valor normal del GIMc esta estandarizado en adultos, no es asi en nifos. Jourdan y
col. (2005) han estudiado el GIMc de 247 nifios caucdsicos sanos y elaboraron unos percentiles

de normalidad en funcién de la edad a partir de los 10 afios. Observaron que el valor del GIMc

aumento ligeramente con la edad y este valor se vio sesgado en la pubertad por el aumento
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del IMC %. En cambio Ishizu y col. (2004) estudiaron el GIMc de 60 nifios sanos de 5 a 14 afios
de edad, elaboraron una ecuacién para predecir este incremento con la edad expresado en
mm: 0.009 x edad (afios) + 0.35 2**, En el presente trabajo, el valor medio del GIMc fue de
0.041 cm, similar a los estudios previos. Bohm y col. (2009) realizaron un estudio en 267 nifios
de edades comprendidas entre 6 y 17 afios. Observaron que el GIMc se relacionaba
positivamente con la edad, el sexo, la TAS y el IMC; los varones tenian valores mas elevados 2%,
En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas con el sexo, ni con la TAS. Estos
resultados se pueden explicar por las caracteristicas de la muestra estudiada: nifios sanos de
7 afios de edad, todos en estado prepuberal, a esta edad en condiciones normales no esta
presente el estimulo hormonal que acelera la velocidad de crecimiento y el desarrollo puberal
con aumento de la masa grasa, el IMC y el GIMc 24?37, Sin embargo observamos que los nifios

25235 v con el

con mas IMC tenian mayor GIMc resultados que coinciden con otros autores
trabajo de Vercoza y col. (2009) que estudiaron el GIMc de 93 nifios asintomaticos entre 4 y 14
afios y observaron que los més obesos también presentaban valores superiores de GIMc 2%,
Esta diferencia de GIMc entre los grupos de estudio muestra una tendencia al incremento del
mismo con la obesidad.

Teniendo en cuenta que la obesidad provoca un estado inflamatorio de bajo grado y
que la PCRus se asocid positivamente con el GIMc en todos los grupos de IMC (valor Z del IMC
<0 vy valor Z del IMC >0), nos hemos planteado si esta asociacién se ve incrementada mas
precozmente por el valor del IMC o por las concentraciones de PCR en sangre. Nuestros datos
indican que el aumento del GIMc se relaciona mas con la inflamacién persistente de bajo
grado que con el IMC en los nifios prepuberes sanos. De esta manera queda reforzado el
concepto de que los marcadores inflamatorios, tales como PCR pueden jugar un papel
preponderante y precoz en la patogénesis de la arteriosclerosis promoviendo el

engrosamiento arterial, independientemente del valor del IMC. La exposicién a factores de

RCV en la infancia incrementa en 0.1 mm el GIMc en la etapa adulta, asociandose a un
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incremento del RCV del 30%. Por tanto, consideramos que es de vital importancia la actuacion
preventiva a edades precoces sobre la futura arteriosclerosis en el adulto joven, pues la
obesidad en la infancia predice el GIMc en adultos 2%,

Aunque la exposicion a factores de riesgo en la infancia puede contribuir al desarrollo
de arteriosclerosis en el futuro, son necesarios estudios poblacionales mas extensos y de
seguimiento longitudinal para establecer una relacién causal. Tomados en conjunto, nuestros
hallazgos implican que la salud publica debe realizar estrategias dirigidas a la prevencion
precoz de ECV que incluyan las mediciones no invasivas de los cambios estructurales arteriales
y la inflamacién de bajo grado y no centrarse solamente en mediciones del IMC o de la

adiposidad.

6.2 La osteocalcina y el riesgo cardiovascular

En poblaciones adultas, la relacién entre la disminucién de la masa dsea, fractura
vertebral y mortalidad de origen cardiovascular estd bien documentada *°. Ademas Farhat y
col. (2007) agregaron que esta reduccidon de la masa désea en pacientes con ECV era

independiente de la edad #*!. También se ha descrito una asociacidn significativa entre una

242 243

baja masa 6sea y el infarto agudo de miocardio ***, ictus y arteriopatia periférica .

Estudios recientes han vinculado la OC con el RCV al relacionarla con las placas de

185y con el metabolismo energético 163,

arteriosclerosis
Ante la necesidad de comprender las vias metabdlicas que producen el SM y su
relacién con la arteriosclerosis, se han buscado nuevos marcadores del RCV hasta ahora menos
conocidos para intentar explicar una de las vias utilizadas. En los ultimos tiempos, se ha
avanzado en el estudio de la OC como nuevo marcador de RCV en pacientes con SM.
Informes clinicos recientes sobre poblaciones de adultos han documentado

asociaciones significativas entre los niveles circulantes de OC total y componentes del SM

como el IMC, el perimetro de cintura y la Rl 178180198.245 | aa vy col. (2007) observaron que los
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ratones que carecen de OC tienen mayor cantidad de grasa visceral, intolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina en comparacidon con ratones salvajes; al inyectarles OC disminuyé la
grasa visceral y mejoraron la tolerancia a la glucosa y los niveles de insulina en sangre 163,

Nuestro estudio ha demostrado las asociaciones clinicas entre las diferentes formas de
OC (total y descarboxilada) con parametros metabdlicos en nifios sanos. La presencia de
antecedentes familiares de SM influye en los nuevos marcadores de RCV de sus hijos.
Asimismo, confirmamos la hipdtesis de que la OCdc y no la OC total, se asocia a un perfil
cardiovascular desfavorable en los hijos de padres con antecedentes de SM.

A pesar de que la mayoria de estos estudios no discriminan entre las formas de OCdc y

la OC total, las asociaciones se asumieron siguiendo el supuesto papel de la OCdc en la

15 175

regulacién del metabolismo energético *’ y en la calcificacion de la pared vascular

Nuestros resultados apoyan estos hallazgos y los experimentados en modelos animales 162163,
La concentracidn sérica de OC total fue mds baja en el grupo de nifios con padres con SM, sin
embargo el porcentaje de OCdc fue mayor en los hijos de familias MetS+; este aumento
posiblemente esta relacionado con la participacién de la OCdc en la regulacién de la secrecién
de insulina.

En un trabajo reciente, se ha observado que un aumento de la proporcién relativa de
OCdc puede contribuir a la mejora de la secrecion de insulina en sujetos mas delgados y
compensar el déficit de adiponectina, hormona que también participa en la regulacion del
metabolismo energético y es deficitaria en sujetos obesos 172, Mientras que hasta aqui se ha
sugerido a la OC como protectora de la ECV 178202203 otros investigadores han encontrado que
el aumento de la forma OCdc en suero estd asociada con la calcificacién de la arteria carétida
en sujetos con hipertensién ¢ y SM 2%, Sin embargo en el trabajo presentado por Prats-Puig y
col. (2009) observaron que la proporcion relativa de OCdc pero no la OC total estaba

relacionada de manera diferente con parametros enddcrinos y esta asociacion era

dependiente del peso corporal en nifios prepuberales sanos 2. Por lo tanto, no podemos
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excluir la posibilidad de que los efectos metabdlicos y vasculares de la OCdc pueden estar
disociados. Si bien hemos encontrado una menor concentracion de OC total y OCdc en el
grupo de familias MetS+ es de destacar que tanto la OCdc y especialmente el porcentaje de
OCdc se relaciond positivamente con el grupo de niflos con mas RCV. Nuestros resultados
aportan evidencias de que el porcentaje de OCdc puede ser un nuevo marcador de RCV

subclinico presente en nifios con historia familiar de SM.

6.2.1 Asociacion de la osteocalcina y el grosor de intima media carotidea en
nifios sanos prepuberales

La influencia de marcadores dseos en la patogenia de la ECV se ha puesto de
manifiesto a través de estudios en modelos animales. Ratones knockout para la OC sufren una
intensa calcificacion vascular por lo que se ha atribuido a esta proteina un efecto inhibidor de
la calcificacién arterial 87

En nuestro estudio hemos observado que los niveles séricos de OC total se relacionan
negativamente con el valor del GIMc en nifios sanos prepuberales, mientras que la forma
descarboxilada de OC no presentd asociacion en este grupo de nifios. Kanazawa y col. (2009)
en un estudio realizado sobre pacientes con DM 2 de raza asiatica afirmaba que el aumento de
la OC total en suero se asociaba negativamente con la velocidad de onda de pulso braquial-
tobillo y el GIMc, en consecuencia disminuia el riesgo de ECV 178,

Ademas, pacientes adultos con ateromatosis carotidea y calcificacion adrtica
presentaron menores concentraciones de OC en sangre respecto a los controles sanos .
Zhang y col. (2010) afirman en su trabajo que las concentraciones bajas de OC sérica se
asociaron a un menor riesgo de cardiopatia isquémica 22,

Sin embargo, otros autores que también estudiaron la relacién entre los niveles séricos
de OC y las ECV han obtenido resultados controvertidos 176178202204 En yn estudio realizado

sobre modelos animales con enfermedad arterial periférica, concluyeron que la intensidad de

ésta se relaciona con el nimero de células mononucleares con inmunorreactividad para
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la OC 8 por lo que podria estar relacionada con el grado de afectacién vascular. Siguiendo
esta misma linea, Idelevich y col. (2011) describian el posible mecanismo de asociacion de la
OC con el GIMc, observaron que la OC mediaba la diferenciacién osteocondrogénica de las
CMLV a través de la regulacién positiva del factor 1-a inducible por hipoxia 1’3, Las CMLV
activadas migraban desde la capa media arterial hacia el lumen del vaso donde proliferaban,
promovian la hiperplasia de la intima y la sintesis de citoquinas; ademas la OC aceleraba la
mineralizacidn vascular 1724247 varios autores mas tarde apoyaron éstos hallazgos 2°%2%, En
trabajos mas recientes realizados en adultos, se observaron que los niveles séricos mas
elevados de OC total se asociaron con una mayor prevalencia de arteriosclerosis carotidea en
mujeres posmenopausicas 2%y en pacientes con DM 2 205206,

Sin embargo, estos resultados contradictorios entre los diferentes autores sobre
el papel de la OC en el desarrollo de la arteriosclerosis, pueden explicarse en parte
por diferencias en las caracteristicas de los individuos estudiados, por la presencia de
otras variables confusoras como factores raciales, adiposidad y enfermedad de base en
algunos casos.

Aunque en el momento actual no se conoce si la OC producida por los osteoblastos
ejerce o no un papel modulador sobre la pared arterial y desarrollo de arterioesclerosis,
futuros estudios deben confirmar el valor de la determinacidon de la OC en el diagnédstico

preclinico y en el seguimiento de la patologia vascular, ya que los datos iniciales son

prometedores.

6.2.2 Asociacidn entre la osteocalcina y el grosor de la intima media carotidea
en nifios sanos prepuberales segun la presencia de antecedentes familiares de
sindrome metabdlico

Sabemos que el SM es un conglomerado de alteraciones del metabolismo relacionadas
con el RCV, incluyendo la obesidad, los trastornos en el metabolismo de lipidos y de la

glucemia en ayunas. Las personas diagnosticadas de SM tienen un riesgo 2 veces mayor de
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padecer ECV 2%, Ademds se ha demostrado que los padres con SM transmiten el RCV a sus
hijos exponiéndolos a desarrollar la ECV de forma precoz. 7%

En nuestro trabajo observamos que en el grupo de nifios con antecedentes familiares
de SM (MetS+) el GIMc se asocié de manera significativa con el aumento de la OCdc,
especialmente el porcentaje de OCdc, en cambio no hubo asociacién con la OC total. También
se asocid positivamente con marcadores de RCV cldsicos como el IMC, el perimetro cintura, la
HOMA-IR y la PCRus. En cambio al analizar el grupo de nifios sin antecedentes de SM, el GIMc
no mostro asociacion con la OC total, ni con las formas de OCdc.

Resultados similares presentaron en el trabajo realizado en nifios prepuberales no
diabéticos por Prats y col. (2010) donde encontraron que el aumento de relacién OCdc/OCc se
asociaba a niveles mas altos de HOMA-IR 2. Otros autores han asociado a la OCdc con el
aumento del GIMc y la calcificacidn de la carétida en pacientes con hipertension arterial y con
SM 176,207

Estos hallazgos pueden interpretarse porque la OCdc es la forma de OC con actividad
hormonal al relacionarse con el metabolismo de la glucosa a través de las células B del
pancreas y la HOMA-IR, mecanismo hasta ahora mas estudiado. Sin embargo no existe
suficiente experiencia descrita sobre los posibles efectos de la OCdc en los cambios
estructurales de la pared vascular. Posiblemente se deba a que la fraccién descarboxilada es la
forma libre y circula en sangre periférica, por lo que ante situaciones que produzcan trastornos
del metabolismo energético como el SM, lleva al aumento la relacion OCdc/Occ elevando sus
concentraciones en sangre, incrementando en consecuencia su actividad enddcrina sobre el
metabolismo lipidico y glucidico y la produccién de cambios estructurales de la pared muscular
al activar la proliferacién y la migracion de las CMLV hacia el lumen del vaso, activacion de
citoquinas inflamatorias, hiperplasia de la intima vascular y mineralizacién de la pared

vascular.
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Los resultados sugieren que la presencia de antecedentes familiares de SM modifica la
relacion de la OCdc/Occ y su asociacién con el GIMc. En nuestro trabajo ha quedado
demostrado que nifios sanos con antecedentes familiares de SM tienen aumento de la OCdc
en sangre, siendo la forma descarboxilada de OC en suero y no la OC total la que puede servir
como una fuente de OC para la calcificacién de la pared vascular y en consecuencia aumenta el
valor del GIMc . Con lo cual se sugiere que el aumento del nivel de OCdc circulante puede
postularse como un nuevo marcador pre-clinico de calcificacion de la arteria cardtida al
encontrarse elevada en los nifos sanos que tienen antecedentes familiares de SM. Resultados
similares apoyan esta hipdtesis en sujetos adultos con hipertension arterial 17,

Consideramos que son necesarios no obstante, mas estudios para aclarar si esta
asociacion diferencial de la OCdc con marcadores metabdlicos y con el GIMc, es un
intermediario y/o un efector en el desarrollo de la arteriosclerosis desde etapas muy
tempranas, antes de evidenciar la calcificacién de la pared vascular.

El mecanismo propuesto de la actividad de la OCdc sobre la pared vascular en nifios
sanos prepuberales con antecedentes familiares de SM se podria explicar por un aumento de
reactantes de fase aguda y de la OCdc circulante, produciendo hiperplasia y migracién de las
CMLV hacia la intima. El endotelio permeable por la liberacion de citoquinas permite el paso
de OCdc y lipidos desde el lumen vascular hacia la intima, produciendo aumento del GIM y la

mineralizacién de la pared vascular (Figura 20).
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lipidos

intima

Figura 20. Modelo propuesto de asociacién entre la osteocalcina descarboxilada y el grosor de la intima
media carotidea en pacientes con antecedentes de SM. OCdc: Osteocalcina descarboxilada,
CMLV: Células musculares lisas vasculares. (Imagen realizada por la autora).

6.3 Discusidn conjunta de los resultados

En resumen, la arteriosclerosis comienza en edades muy tempranas. Su deteccién en
etapas preclinicas es de gran interés. El estudio de los cambios estructurales de la arteria
carétida se puede realizar a través del GIMc, marcador precoz de arteriosclerosis. El aumento
del GIMc estd determinado por la presencia de un proceso inflamatorio persistente de bajo
grado que es independiente del IMC. La determinacién de la PCRus se asocié positivamente
con el GIMc y esta asociacidén fue mas potente que la asociacidn con el IMC. En la figura 21
mostramos el mecanismo propuesto que explicaria la asociacién entre la PCR y el GIMc tanto
para la poblacién general como en los subgrupos del valor Z del IMC > y <0. El tejido adiposo
estimula la sintesis y liberacién de la PCR a través del higado. El aumento persistente de PCR
en sangre produce cambios estructurales de la pared vascular aumentando el GIMc vy

desarrollo de arteriosclerosis.
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Por otro lado, el metabolismo 6seo a través de la OC en su forma descarboxilada
interviene en el metabolismo energético y los pacientes con SM tienen alterada esta relacion.
En las cohortes estudiadas, los nifilos sanos con antecedentes familiares de SM, ademas de
asociarse positivamente con marcadores de RCV conocidos como la PCRus, el IMC y el GIMc,
tienen aumentado los niveles en sangre de OCdc y el porcentaje de OCdc. Por ultimo,
observamos que el porcentaje de OCdc se asocido de manera significativa con el GIMc en el
grupo de nifios con antecedentes familiares de SM. Nuestros resultados siguieren que es la
forma descarboxilada de la OC la que podria ejercer efectos nocivos en la pared vascular de los
nifios prepuberes sanos con antecedentes familiares con SM. También mostramos el
mecanismo propuesto que explica la relacidn entre la OCdc y el GIMc en nifios con
antecedentes familiares de SM en la figura 21. En los nifilos con antecedentes de SM aumenta
la proporcién de OCdc en sangre. Se ha demostrado que la OCdc tiene actividad sobre el
metabolismo energético, estimulando las células B del pancreas y la sintesis de citoquinas en el
tejido adiposo e higado. Esto provocaria un aumento de citoquinas inflamatorias que
producirian cambios estructurales en la pared vascular: aumento del GIMc y mineralizacién de
la misma. Por otro lado, se ha descrito la presencia de OCdc en la pared vascular, sugiriendo
que la OCdc puede actuar directamente sobre la pared vascular y producir los cambios
estructurales arterioscleréticos.

Hemos visto hasta ahora que el GIMc es un potente predictor de eventos
cardiovasculares adversos *°, que los pacientes con SM tienen un mayor riesgo de desarrollar
ECV 18, que la concentracion de factores de riesgo metabdlicos en edades tempranas de la

82,248,249

vida puede conferir un mayor riesgo de ECV en la edad adulta mediante la induccion de

130 qumentando el estrés

cambios estructurales y funcionales en el sistema circulatorio
oxidativo 3%°°, y/o acelerando la aterogénesis 12321232,

Reconocemos las limitaciones de nuestro estudio. El disefio transversal no puede

probar una relacién de causalidad entre la PCRus, la OCdc y la progresidon de la ECV. Se
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requiere una extensién longitudinal de nuestro estudio con el fin de inferir, por ejemplo, si los
nifilos sanos que tienen mayores niveles en sangre de PCRus o de OCdc antes de la pubertad
tienden a desarrollar un fenotipo cardiovascular mas adverso con el tiempo. Sin embargo,
hasta ahora este es el Unico ensayo con una muestra importante realizado en nifios sanos
prepuberales que aporta evidencias sobre la presencia de nuevos marcadores de RCV en

etapa subclinica.

Hueso
Tejido

adiposo

IL6
células

inflamatorias
PCR

citoquinas

Desde cambios
estructurales de
la pared vascular
a arteriosclerosis

Figura 21. Modelo propuesto de asociacion entre la PCR, la OCdc y el GIMc.
Las flechas verdes ilustran el mecanismo propuesto que explica la asociacién entre la PCR y el GIMc
tanto para la poblacién general como en los subgrupos del valor Z del IMC > y < 0.
Las flechas azules ilustran el mecanismo propuesto que explica la relacidn entre la OCdc y el GIMc en
nifios con antecedentes familiares de SM. (Imagen realizada por la autora).
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CONCLUSIONES

Las concentraciones séricas de la PCR se asocian a un perfil metabdlico y vascular
desfavorable y presenta asociaciones positivas con el GIMc en nifios prepuberales
sanos.

El grado de peso corporal no modifica la asociacion entre la PCR y el GIMc. La PCR
es un marcador de arteriosclerosis preclinica en la edad pediatrica independiente
del grado de peso corporal.

El porcentaje de OCdc se asocia a un perfil vascular desfavorable y presenta
asociaciones positivas con el GIMc en nifios prepuberales sanos.

La presencia de antecedentes familiares de SM modifica la asociacidon entre el
porcentaje de OCdc y el GIMc. El porcentaje de OCdc es un marcador de
arteriosclerosis preclinica en nifos prepuberales que presentan antecedentes

familiares de SM.
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