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Céllules presentadores d'antigens
Alt pes molecular

Aspartat transaminasa

Bacils gram negatius

Bacils gram positius

Bactericidal/permeability-increasing protein

Baix pes molecular

Cél-lula presentadora d'antigen
Colesterol total

o-defensines

Diabetis mellitus

ARN de doble cadena

Error estandard de la mitjana
Sintassa dels acids grassos
Gammaglutamil transferasa
Gruix de la intima-média carotidia
Lipoproteines d'alta densitat
Antigen leucocitari huma

Human neutrophil peptides
Estimacio6 de la resisténcia a la insulina
Hipertensio arterial

International Diabetes Federation
Immunoglobulina / Anticds
Interleucina

index de massa corporal
Interfer6-gamma

Insulin receptor substrate
Lipoproteines de baixa densitat

Limfocits granulars grans
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PCRus
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SDS
SOG
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T reg
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TCR
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Th
TLR
TMB
TNF-alfa
VLDL

Lipopolisacarid

Macrofags

Complex principal d'histocompatibilitat
Cél-lules Natural Killer

Neutrofils

Organitzacion Mundial de la Salud
Perimetre abdominal

Patrons associats a molecules de patogens
Proteina C-Reactiva ultrasensible

Pes molecular mitja

Cél-lules polimorfonuclears

Standard deviation score (z-score)
Sobrecarrega oral de glucosa

ARN de cadena simple

Cél-lules T reguladores

Pressi¢ arterial

Pressio arterial diastolica

Pressio arterial sistolica

Receptor de les cel-lules T
Triglicerids

Cél-lules T helper

Receptors tipus Toll (Toll-like receptor)
Tetrametilbencidina

Factor de necrosis tumoral alfa

Lipoproteines de molt baixa densitat
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RESUM

La prevalenga de l'obesitat infantil s’ha triplicat en els ultims anys. L'obesitat (especialment I'obesitat
abdominal) és un factor de risc de malaltia metabolica i cardiovascular (dislipémia, alteracio hidrocarbonada,

hipertensio arterial, malaltia arteriosclerotica i resisténcia a la insulina).

El sistema immunitari esta format per una col-leccié de cel-lules i proteines que tenen com a funci6 protegir
I'organisme de la invasi6 d'antigens estranys. L'activaci6 cronica del sistema immunitari esta relacionada amb
l'obesitat i la resisténcia a la insulina. Entre les molécules del sistema immunitari innat, les a-defensines
(DEFA1-3), péptids pro-inflamatoris, i la proteina bactericida incrementadora de la permeabilitat (BPI), péptid
antiinflamatori, sén antibiotics naturals produits per neutrofils que s’han relacionat amb I'obesitat, diabetis tipus
2 i risc cardiovascular en adults. Per altra banda, estudis en ratolins suggereixen que els limfocits B, cél-lules
de la immunitat adquirida, promouen la resisténcia a la insulina en acumular-se en el teixit adipds i produir

anticossos (Ig) patogens.

En el nostre treball, hipotitzem que les molécules del sistema immunitari podrien ser nous determinants del
desenvolupament de I'obesitat abdominal i associar-se amb coneguts parametres de risc cardiometabdlic, tals
com lipids, resisténcia a la insulina, composicié corporal, i tensio arterial, en I'edat pediatrica. Amb aquest
objectiu, es va estudiar la relacié entre els nivells circulants de les molécules del sistema immunitari innat: a-
defensines i BPI i del sistema immunitari adquirit: 19G, IgA i IgM amb 'obesitat i factors de risc cardiometabolic

en nens prepuberals.

Per a I'estudi de les molécules del sistema immunitari innat, es va utilitzar una cohort pediatrica procedent de
Centres de Salut de I'Alt Emporda que es va incloure entre els anys 2010-2013 a I'Hospital de Figueres i de la
qual es va fer un seguiment posterior tres anys més tard (estudi descriptiu transversal i longitudinal). En total,
es van estudiar 250 nens caucasics d’edat escolar (126 nens i 124 nenes, amb una edat mitjana de 7.7+0.2

anys; 26.4% amb sobrepés i 22.4% amb obesitat i un seguiment als 10.8 £0.2 anys).

Per a l'estudi de les molécules del sistema immunitari adquirit, es va utilitzar una cohort pediatrica procedent
de Centres de Salut de Girona que es va incloure entre els anys 2012-2014 a I'hospital Dr. Josep Trueta de
Girona (estudi descriptiu transversal). En total, es van estudiar 270 nens caucasics d'edat escolar (147 nens i

123 nenes, amb una edat mitjana de 8.4+0.1 anys; 24.1% amb sobrepes i 22.2% amb obesitat).

Els resultats de I'estudi van demostrar que els nens amb sobrepés i obesitat presentaven valors més alts de
les a-defensines i més baixos de BPI que els nens prims. Les a-defensines s’associaven a un perfil metabolic

desfavorable als 7 anys i eren predictores de I'lMC i del perimetre abdominal als 7 i als 10 anys de vida.
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Contrariament, les concentracions plasmatiques de BPI s’associaven a un perfil metabdlic més favorable i

eren predictores del perimetre abdominal als 7 anys de vida.

Pel que fa referéncia a la immunitat adquirida, els nens amb sobrepés i obesitat mostraven valors més elevats
d'immunoglobulines IgG i IgA que els nens prims, mentre que els nivells en sérum d’'immunoglobulina IgM van
ser similars en tots els grups d’estudi. Els nivells de 1gG i IgA, s'associaven amb un fenotip metabolic menys

favorable, sobretot en nens obesos, i eren predictors independents de 'THOMA-IR i dels TG als 7 anys de vida.

Els nostres resultats suggereixen un paper addicional de la immunitat innata i adquirida en la regulacié de la
resisténcia a la insulina i l'obesitat en edat pediatrica. La deteccid precog de concentracions disminuides de
BPI i augmentades de les a-defensines i d'immunoglobulines (IgG i IgA) pot contribuir a predir I'increment de
pes, especialment de tipus abdominal, i I'aparicié de resisténcia a la insulina en nens prepuberals i, per tant,

ajudar a evitar el desenvolupament d'obesitat infantil.
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RESUMEN

La prevalencia de la obesidad infantil se ha triplicado en los ultimos afios. La obesidad (especialmente la
obesidad abdominal) es un factor de riesgo de enfermedad metabdlica y cardiovascular (dislipemia, alteracion

hidrocarbonada, hipertension arterial, enfermedad arteriosclerética y resistencia a la insulina).

El sistema inmunitario estd formado por una coleccion de células y proteinas que tienen como funcion
proteger el organismo de la invasidn de antigenos extrafios. La activacion cronica del sistema inmunitario esta
relacionada con la obesidad y la resistencia a la insulina. Entre las moléculas del sistema inmunitario innato,
las a-defensinas (DEFA1-3), péptidos pro-inflamatorios, y la proteina bactericida incrementadora de la
permeabilidad (BP!), péptido antiinflamatorio, son antibiéticos naturales producidos por neutréfilos que se han
relacionado con la obesidad, la diabetes tipo 2 y el riesgo cardiovascular en adultos. Por otro lado, estudios
recientes en ratones sugieren que los linfocitos B, células de la inmunidad adquirida, promueven la resistencia

ala insulina al acumularse en el tejido adiposo y producir anticuerpos (Ig) patégenos.

En nuestro trabajo, hipotetizamos que las moléculas del sistema inmunitario podian ser nuevos determinantes
del desarrollo de la obesidad abdominal y asociarse con conocidos parametros de riesgo cardiometabolicos,
tales como lipidos, resistencia a la insulina, composicion corporal, y tension arterial, en la edad pediatrica.
Con este objetivo, se ha estudiado la relacién entre los niveles circulantes de las moléculas del sistema
inmunitario innato: a-defensinas y BPI y del sistema inmunitario adquirido: 19G, IgA e IgM con la obesidad y

factores de riesgo cardiometabdlico en nifios prepuberales.

Para el estudio de las moléculas del sistema inmunitario innato, se ha utilizado una cohorte pediatrica
procedente de Centros de Salud del Alt Emporda que se incluy6 entre los afios 2010-2013 en el Hospital de
Figueres y en la cual se realizd un seguimiento tres afios mas tarde (estudio descriptivo transversal y
longitudinal). En total, se han estudiado 250 nifios caucasicos en edad escolar (126 nifios y 124 nifias, con
una edad media de 7.7 £ 0.2 afios; 26.4% con sobrepeso y 22.4% con obesidad y seguimiento a los 10.8

0.2 afios).

Para el estudio de las moléculas del sistema inmunitario adquirido, se ha utilizado una cohorte pediatrica
procedente de Centros de Salud de Girona que se incluy6 entre los afios 2012-2014 en el hospital Dr. Josep
Trueta de Girona (estudio descriptivo transversal). En total, se han estudiado 270 nifios caucasicos en edad
escolar (147 nifios y 123 nifias, con una edad media de 8.4 £ 0.1 afos; 24.1% con sobrepeso y 22.2% con
obesidad).
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Los resultados del estudio demostraron que los nifios con sobrepeso y obesidad presentaban valores mas
altos de a-defensinas y mas bajos de BPI que los nifios delgados. Las a-defensinas se asociaban a un perfil
metabolico desfavorable a los 7 afios y eran predictoras del IMC y del perimetro abdominal a los 7 y a los 10
afos de vida. Contrariamente, las concentraciones plasmaticas de BPI se asociaban a un perfil metabdlico

mas favorable y eran predictoras del perimetro abdominal a los 7 afios de vida.

En cuanto a la inmunidad adquirida, los nifios con sobrepeso y obesidad mostraban valores mas elevados de
inmunoglobulinas IgG e IgA que los nifios delgados, mientras que los niveles en suero de inmunoglobulina
IgM fueron similares en todos los grupos de estudio. Los niveles de 1gG e IgA, se asociaban con un fenotipo
metabolico menos favorable, sobre todo en nifios obesos y eran predictores independientes de HOMA-IR y

TG los 7 afos de vida.

Nuestros resultados sugieren un papel adicional de la inmunidad innata y adquirida en la regulacion de la
resistencia a la insulina y la obesidad en edad pediatrica. La deteccién precoz de concentraciones
disminuidas de BPI y aumentadas de a-defensinas y de inmunoglobulinas (Ig G y IgA) puede contribuir a
predecir el incremento de peso, especialmente de tipo abdominal, y la aparicion de resistencia a la insulina en

nifios prepuberales y, por tanto, ayudar a evitar el desarrollo de obesidad infantil.
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SUMMARY

The prevalence of childhood obesity has tripled in recent years. Obesity (especially abdominal obesity) is a
risk factor for metabolic and cardiovascular disease (dyslipidemia, glucose intolerance, arterial hypertension,

atherosclerotic disease and insulin resistance).

The immune system consists of a collection of cells and proteins whose function is to protect the body from the
invasion of foreign antigens. Chronic activation of the immune system is related to obesity and insulin
resistance. Among the molecules of the innate immune system, o-defensins (DEFA1-3), pro-inflammatory
peptides, and bactericidal permeability-increasing protein (BPI), an anti-inflammatory peptide, are natural
antibiotics produced by neutrophils that have been linked to obesity, type 2 diabetes and cardiovascular risk in
adults. On the other hand, recent studies in mice suggest that B lymphocytes, cells of acquired immunity,

promote insulin resistance by accumulating in adipose tissue and producing pathogenic antibodies (1g).

In our work, we have hypothesized that the molecules of the immune system may be new determinants of the
development of abdominal obesity and may be associated with known cardiometabolic risk parameters, such
as lipids, insulin resistance, body composition, and blood pressure, in the pediatric age. To this end, we
studied the relationship between the circulating levels of the molecules of the innate immune system: a-
defensins and BPI and of the acquired immune system: 1gG, IgA and IgM with obesity and cardiometabolic risk

factors in prepubertal children.

For the study of the innate immune system molecules, we used a pediatric cohort from Alt Emporda Health
Centers that was recruited between 2010-2013 in the Figueres Hospital and was followed-up three years later
(descriptive cross-sectional and longitudinal studies). In total, we studied 250 Caucasian school-age children
(126 children and 124 girls, with a mean age of 7.7 + 0.2 years, 26.4% being overweight and 22.4% being

obese, with a follow-up at 10.8 + 0.2 years).

For the study of the acquired immune system molecules, we used a pediatric cohort from Girona Health
Centers that was recruited between 2012-2014 at the Dr. Josep Trueta Hospital in Girona (descriptive cross-
sectional study). In total, we studied 270 Caucasian school-age children (147 children and 123 girls, with a

mean age of 8.4 + 0.1 years, 24.1% being overweight and 22.2% being obese).

The results of our study showed that overweight and obese children had higher values of a-defensins and
lower BPI values than lean children. a-Defensins were associated with an unfavorable metabolic profile at 7
years and were predictors of BMI and abdominal perimeter at 7 and 10 years of age. In contrast, plasma BPI
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levels were associated with a more favorable metabolic profile and were predictors of the abdominal perimeter

at 7 years of age.

In terms of acquired immunity, overweight and obese children showed higher IgG and IgA immunoglobulin
values than lean children, whereas serum immunoglobulin IgM levels were similar in all study groups. 1gG and
IgA levels, were associated with a less favorable metabolic phenotype, especially in obese children and were

independent predictors of HOMA-IR and TG at 7 years of age.

Our results suggest an additional role of innate and acquired immunity in the regulation of insulin resistance
and obesity in the pediatric age. Early detection of decreased concentrations of BPI and increased levels of a-
defensins and immunoglobulins (IgG and IgA) may contribute to predict weight gain, especially of abdominal
type, and the appearance of insulin resistance in prepubertal children and therefore, help to prevent the

development of childhood obesity.
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INTRODUCCIO
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1 INTRODUCCIO

1.1 RISC CARDIOVASCULAR | OBESITAT INFANTIL

La prevalenga de l'obesitat infantil s’ha triplicat en els ultims anys. L'obesitat (especialment ['obesitat
abdominal) és un factor de risc de malaltia metabolica i cardiovascular (dislipémia, alteracié hidrocarbonada,

hipertensio arterial (HTA) i malaltia arteriosclerotica)’.

Es considera que existeixen tres periodes de maxima plasticitat en el desenvolupament del ser huma: etapa
prenatal, post natal precog i pubertat. Estudis recents han revelat que alteracions del desenvolupament en
aquestes etapes condicionen el risc d'obesitat i de malaltia cardiovascular. Aixi doncs, aquestes etapes,

esdevenen finestres d’oportunitat per a la prevencio precog del risc metabolic i cardiovascular de l'individu.

L'obesitat no només és una malaltia en si mateixa, sind6 que a més, esta involucrada en l'aparicio d’altres
malalties?. De fet es considera que I'obesitat pot afectar desfavorablement a qualsevol organ o sistema del
cos huma. Perd a I'hora de valorar les consequéncies que l'obesitat t¢ per a la nostra salut hem de
considerar, no només la magnitud de I'obesitat, sind també la distribuci6 del greix en el cos. Aixi doncs, hi ha
malalties que estan més relacionades amb la distribucié central del greix corporal (malalties metaboliques i
vasculars) i d'altres, com les malalties osteoarticulars, que tenen a veure només amb I'excés de pes en

general.

Es coneix que I'obesitat visceral o central s'acompanya d’un increment del risc cardiovascular degut a que
comporta la presencia de dislipemia, HTA i insulinoresisténcia. Les consequéncies de la insulinoresisténcia
sobre el metabolisme lipidic son dues. En primer lloc es produeix un increment de la lipdlisi a nivell del teixit
adipds visceral. Aixo origina una major disposicié d'acids grassos lliures al fetge i incrementa la sintesi de
triglicérids (TG) i de colesterol VLDL (“very low density lipoproteins”, lipoproteines de molt baixa densitat). En
segon lloc, es produeix una disminucié de la hidrolisi dels TG circulants produint un increment addicional de la
trigliceridémia. També es produeix una disminucié del colesterol HDL (“high density lipoproteins”, lipoproteines

d’alta densitat). En conjunt, tot aixd provoca un increment del risc cardiovasculars.

La dislipémia associada a I'obesitat visceral també esta condicionada per l'increment de cortisol en sang. Una
resposta inadequada davant de l'estrés pot originar una secrecié excessiva de glucocorticoids i s’ha descrit
que a nivell del greix visceral, existeix més densitat de receptors de glucocorticoids. La participacié de I'eix

hipotalam-suprarenal ha conduit a considerar I'obesitat com una part del sindrome plurimetabolic?.
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111 OBESITAT

L'obesitat és una malaltia cronica, complexa i multifactorial que normalment s’inicia en la infancia i
adolescéncia. L'obesitat infantil, al igual que la de I'adult, ha experimentat un increment progressiu durant els
ultims 30 anys en tots els paisos desenvolupats®6. Per aquesta rao, la Organitzacion Mundial de la Salud
(OMS) la va declarar en el 1998 com I'epidémia del segle XXI.

Des del punt de vista sanitari, lincrement de la prevalenca de I'obesitat infantil comporta un increment del risc
de patologies associades en I'edat adulta, principalment cardiovasculars i endocrino-metabdliques’.# amb un

increment secundari de la carrega sociosanitaria.

La valoracié quantitativa del greix corporal del nen i de 'adolescent s’efectua per mitja de dues estrategies
diferents: estimacié (mitjangant la valoracio de parametres antropométrics: pes, talla, index de massa corporal
(IMC) i index cintura-maluc o perimetre abdominal) o per mesura directa (utilitzant técniques especifiques com
la densinometria o la impedanciometria bioeléctrica). De tots aquests métodes, I'estimacié indirecta amb

'IMC és el més utilitzat.

1.1.1.1  Index de massa corporal: IMC

L'IMC, descrit per Quetelec® el 1832 es calcula dividint el pes (en kilograms) entre el quadrat de la talla (en
metres): pes/tallaz=kg/m2. No és, per tant un index propi de la natura siné un index matematic. Aixi doncs, tot i
que té importants limitacions, és util per a la detecci6 o el cribratge poblacional d’individus amb excés de greix
corporal per damunt d’'un determinat llindar'®. Es facil de determinar i presenta una bona correlacié amb el

compartiment gras i amb els desordres metabdlics associats a I'obesitat".

En adults, s’estableix el valor normal d'IMC entre 20 i 25 kg/m?, considerant I'existéncia de sobrepées quan
'IMC es troba entre 25 i 29'9 Kg/m? i d’obesitat quan és igual o superior a 30 kg/m2. Perd a nivell de la
poblacié infanto-juvenil, els punts de tall sén més dificultosos, donades les caracteristiques de creixement i
desenvolupament propies d’aquest periode que dificulten la definicié de valors absoluts de pes, talla i IMC.
Per aquest motiu, es comparen aquests parametres del nen amb valors de referéncia en funcié de I'edat, el
sexe i la poblacié a la que pertanyen i s’expressen com valor z de pes talla i IMC (pes-SDS, talla-SDS i IMC-
SDS). En aquest treball hem fet servir les taules de Carrascosa'? (grafiques de creixement, realitzades entre
I'any 2000 i el 2010 a nivell de diferents comunitats autonomes: Andalusia, Aragd, Catalunya, Madrid i Pais

Basc).

26



TESI DOCTORAL
Sistema immunitari i marcadors de risc cardiometabdlic en I'edat pediatrica

L’evolucio del valor z de I'IMC reflecteix les etapes del creixement del teixit adipos infantil. Al naixement hi ha
un increment rapid del teixit adipés que engloba tot el primer any de vida, seguit d'una disminucio fins als 6
anys. Posteriorment hi ha un nou rebot de l'increment del teixit adipds que es produeix a partir dels 6 anys
d’edat. L'edat d'inici d’aquest rebot del teixit adipés sembla ser el millor marcador d'obesitat de I'edat adulta.
Quan més precog és aquest rebot, més gran és el risc de patir obesitat o d’alguna de les seves comorbilitats

associades a I'edat adulta®.

A més a més, s’han descrit estudis longitudinals que suggereixen que I'obesitat infantil, després dels 3 anys
de vida, s'associa a llarg termini amb un major risc d’obesitat en I'edat adulta i amb un increment de les

malalties associades, com la resistencia a la insulina, la diabetis tipus 2 i les malalties cardiovasculars’.

1.1.1.2  Perimetre abdominal

El greix abdominal es distribueix en dos compartiments: el subcutani, que en adults predomina en el sexe

femeni, i el visceral, que és major en el sexe masculis.

El perimetre abdominal, valora indirectament el greix a nivell abdominal essent, a nivell individual, el millor
predictor de la grassa visceral en nens i adolescents'™. Aixo, fa que sigui considerat un bon marcador de risc

cardiovascular i metabdlic en escolars'4.

Al igual que ens passa amb I'IMC, per interpretar el resultat del perimetre abdominal, necessitem comparar-lo
amb estandards poblacionals. En aquest cas, es recomana I'iis de patrons nacionals, donat que existeix molta
variabilitat geografica’s. El principal problema en I'edat pediatrica és, de nou, definir quin punt de tall segons
sexe i edat, i en els diferents grups étnics. En el nostre pais, en poblacio pediatrica, existeixen diferents taules
de referéncia. Destaquen les realitzades per Moreno i col-ls. el 1999 (que inclouen nens de 6 a 14’9 anys de
la provincia de Saragossa)'® i el 2007 (que inclouen dades d’adolescents de 13 a 18 anys de Granada,
Madrid, Santander, Saragossa i Murcia)'”. També disposem de les dades de I'estudi enKid, recollides entre el
1988 i el 2000 i que inclouen valors de nens i adults entre 2 i 25 anys representatius del territori nacional'®. A

nivell de Catalunya s'utilitzen les taules de Carrascosa’.

1.1.1.3  El teixit adipds

Degut a la seva capacitat per captar acids grassos lliures del torrent circulatori i acumular-los en forma de TG,

classicament, el teixit adipds s’ha considerat com un teixit d'emmagatzematge d’energia.
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Els estudis d’aquest teixit s’han centrat a determinar la seva relacio amb el metabolisme i 'emmagatzematge
d’acids grassos, el desenvolupament del propi teixit i la seva resposta a senyals endocrines i neuronals. Tot i

aixo, ja des dels anys 40, s’hipotetitza sobre I'existéncia d’una comunicacié entre el teixit adipos i altres teixits.

Durant les ultimes decades s’han identificat diferents proteines secretades pels adipocits que actuen sobre

altres teixits, conferint aixi una funcié endocrina important al teixit adipds°.
1.1.1.3.1  Caracteristiques del teixit adipds

El teixit adipés esta format per adipocits i teixit connectiu altament vascularitzat i innervat on trobem
preadipocits, macrofags, cel-lules endotelials, fibroblasts i leucocits. La composicié multivariada del teixit
adipds fa que sigui un important mediador en el metabolisme i en la inflamaci6. La seva localitzacié és
majoritariament en la regidé subcutania (teixit adipds subcutani) i al voltant de les visceres (teixit adipos

visceral)'®,

Les cel-lules especifiques del teixit adipés, els adipdcits, presenten la capacitat d’acumular acids grassos en
forma de TG quan hi ha un excés d’energia i d’alliberar-los en cas de necessitat energética. Per dur a terme
aquestes accions, els adipocits expressen tots els enzims necessaris per a la lipolisi i la lipogenesi i també per

a la sintesis dels acids grassos.

Amb l'acumulacié d'energia el teixit adipds es va expandint. Els adipdcits secreten substancies
proinflamatories que promouen la inflamacié sistémica. A més a més, els adipocits hipertrofiats amb alt
contingut lipidic moren i alliberen el seu contingut a I'espai intersticial, fet que facilita el reclutament de
neutrofils i macrofags. En pacients obesos, aquest reclutament de macrofags comporta una inflamacio cronica

de baix grau (Figura 1).
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Figura 1. Conseqiéncies de l'augment de teixit adipds en pacients obesos.
Adaptat de Kennedy A. J Nutr 2009;139:1-4.
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1.1.1.3.2  El teixit adipos com a organ endocri

Des de fa uns anys, s’ha descrit que el teixit adipds no només respon a nutrients, senyals hormonals i
neuronals, sind que també produeix i secreta determinades hormones (Figura 2). Per aix0, es considera com

un organ endocri, que pot actuar sobre altres teixits20.

Factors secretats per I'adipocit

Citoquines inflamatories

O

Adipocitoguines Interferons Interleuguines Factors de Quimicguines

creixement
Leptina IFNb IL-1 1L-8
Resistina IFNy IL-6 TNFo IP-10
Visfatina FANTES
MCP-1

Factors anti-inflamatoris

1]

Citonguines Antagonistes Beceptors Adipoguines
anti-inflamataries Receptors Solubles
-4 IL-1Ra IL-1R1I Adiponectina
1IL-10 sINFR
TGFhb sIL-1R

Figura 2. Quadre resum dels factors inflamatoris i antiinflamatoris secretats pel teixit adipés.
Adaptat de Wozniak SE. Dig Dis Sci 2009; 54:1847-56.
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Mitjangant aquests senyals moleculars, I'adipocit participa en la regulacié de mdltiples funcions cel-lulars i es
comunica amb les cél-lules d'altres teixits localitzats en organs distants, com 'hipotalem, el pancrees, el fetge,

el muscul esquelétic, els ronyons, I'endoteli i el sistema immune. (Figura 3).

Efectes beneficiosos

Disminucio ingesta e
Nteracio
fibrinolisi

Leptma Angiotensinogen
- >A PAI-1

I -t: T “> "
' 0 Resistencis & insufine
Sensibilitst & insulfine ‘ ,————'

Sensibifitat e insuline / “.-6
' Antisterogenica ASP

» T
Sens-bim Resistina
lmsuina

Resistencie s insufine

Figura 3. Factors secretats pel teixit adipds implicats en la homedstasi energética, la sensibilitat a la insulina i la
homeostasi vascular.
Adaptat de Menéndez A. Rev Pediatr Aten Primaria 2009;11 Supl 16:5259-s277.

Efectesdeleteris

Una de les hormones més importants secretada pel teixit adipds és I'adiponectina?’. Tot i aix0, d'altres
adipoquines importants sén expressades i secretades pel teixit adipds. Aquestes sén: la leptina, la visfatina i

el factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa), entre d'altres20.

1.1.1.3.3 L’Adiponectina

L’adiponectina és una proteina produida principalment pel teixit adipds i alliberada al torrent circulatori a
concentracions elevades. Aproximadament, la concentracié d’adiponectina (5-10 pg/ml) representa un 0.01%

del total de proteines sériques?".

Una de les caracteristigues més importants de I'adiponectina és que disminueix en casos d’obesitat i en la
diabetis?223, A més a més, les concentracions d’aquesta hormona en el torrent sanguini es correlacionen

negativament tant amb la grandaria dels adipocits com amb el percentatge de greix corporal?!-24,
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Existeix també un dismorfisme sexual per a la seva concentraci6 sérica. Concretament, les dones presenten
uns valors més elevats d’aquesta hormona que no pas els homes, degut a que els androgens tenen un efecte

inhibidor de la sintesi d’adiponectina?.

En els ultims anys, I'adiponectina ha estat una de les adipoquines més estudiades pel seu important paper

com a nexe d’unié entre I'obesitat, la resisténcia a la insulina i les malalties cardiovasculars (Figura 4).

IPr'lm lEIbE
| Lipodistrofia
I dones l homes

L -
S #

' Sensibiltat Resistenda

Estimuls inflamatoris N N
Insulina Insulina

" Tractament

" Diabetis lD'labefls
tipusl tipus2 Agonistes PFARy

l Malalties cardiovasulars

Figura 4. Factors o estats patologics que afecten els nivells d’adiponectina.
Resum de les diferents condicions o malalties que estan associades a nivells alts (fletxa verda) o nivells baixos
(fletxa vermella) d’adiponectina. Adaptat de Nedvidkova J. Physiol Res 2005; 54:133-134.

1.1.1.3.4 Estructura de I'’Adiponectina

L’adiponectina és una proteina de 30 kDa formada per 244 aminoacids i codificada per tres exons del gen

ADIPOQ localitzat en el cromosoma 3q2726-28,

La molécula de I'adiponectina presenta 4 regions diferents: la primera consisteix en un péptid senyal curt a
I'extrem N-terminal que permet la secrecio de la hormona a I'exterior de la cél-lula. La seguent regi6 consisteix
en un fragment petit que canvia segons les especies. La tercera €s un domini de col-lagen de 65 aminoacids.

| finalment, la regié C-terminal consisteix en un domini globular (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de I'adiponectina on s'observen els quatre dominis i el nombre d’aminoacids que componen

aquests dominis.
Adaptat de Ebrahimi-Mamaeghami M. Vascular Health and Risk Management 2015;11:50-70.

1.1.1.3.5 Adiponectina d’alt pes molecular

L’adiponectina no circula mai en forma de monomers, sin6 que, a causa de les interaccions en el domini del
col-lagen, I'estructura monomérica s’agrega formant diferent formes multimériques. Aquestes formes inclouen
I'adiponectina de baix pes molecular (BPM) formada per la uni6 de tres monomers. La forma hexamérica, de
pes molecular mitja (PMM), formada per la unié de dos trimers mitjangant ponts disulfur, i la forma d’alt pes
molecular (APM), d’aproximadament 500 kDa, constituida per la uni6 no covalent de vuit 0 més hexamers

(Figura 6).

i

i

Y

Hexamero (PMM)

Trimero &
(BPM) s

Multimero (APM)

Figura 6. Diferents formes moleculars de I'adiponectina. Giannessi D et al. Adiponectin circulating levels: a new emerging
biomarker of cardiovascular risk. Pharmacological Research 2007; 56(6):459-67.
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Es postula que la funci6 biologica i el mecanismes de secrecié sén diferents per a cada una de les formes
d’adiponectina. A més a més, s’ha suggerit que el percentatge de cada forma en relacié amb I'adiponectina

total pot variar en funci6 de les diferents condicions fisiologiques??.

Estudis dels darrers anys demostren que la forma d'APM és la que esta considerada com la forma
biologicament activa de la proteina i la que s’ha relacionat amb el desenvolupament de la sindrome
metabolica?*. Concretament, s’ha demostrat que baixes concentracions d'adiponectina d’APM es
correlacionen amb diversos components de la sindrome metabdlica i obesitat, tals com una distribucié de la
massa grassa en la meitat superior del cos, una major resisténcia a la insulina, una disminucié de I'oxidaci6

dels lipids, un augment del colesterol total (CT) i una disminucié dels nivells ’HDL22. 24,

Aquestes observacions indiquen la importancia, des del punt de vista clinic de mesurar les concentracions

d’'adiponectina d’ APM en sang dels pacients?.

1.1.2 HIPERCOLESTEROLEMIA

En les darreres décades, coincidint amb el desenvolupament industrial d’Espafia i Catalunya, s’ha detectat un
increment progressiu d’hipercolesterolémia en la poblacié infantil espanyola. El colesterol i la seva fraccié
HDL s’ha correlacionat amb la talla, el pes, la tensié arterial sistolica (TAS), la tensio arterial diastolica (TAD) i

la glucemia. El colesterol total (CT) s’ha correlacionat positivament amb les xifres de TG30-32,

Estudis epidemioldgics realitzats en el nostre pais, presenten una alta taxa de prevalenga de nens amb xifres
de CT per damunt de 200 mg/dI3335, A més a més, sabem que les concentracions de lipids en la infancia sén
predictors de les que es presentaran més endavant en I'edat adulta®3-37. Es coneix que, tant els nens com els
adolescents que tenen uns nivells elevats de CT, tenen una major probabilitat de presentar
hipercolesterolemia en I'edat adulta, més que la resta de la poblacio. Durant 'adolescéncia el CT és més
elevat en nenes que no pas en nens. Aixi mateix, en ambdds sexes, el CT baixa de forma important en els

primers anys de I'adolescencia per elevar-se posteriorment durant els darrers anys33-35,

Alguns autors han posat de manifest la relaci6 existent entre la preséncia de lesions arteriosclerdtiques greus
en adolescents i les concentracions de lipids abans de la seva mort®.38, E| procés aterosclerotic comenca en
la infantesa i progressa lentament durant I'adolescéncia conduint posteriorment al desenvolupament de la
cardiopatia isquémica. Els factors de risc que acceleren I'ateriosclerosis i la cardiopatia isquémica en el

adults, entre ells la hipercolesterolemia, actuen ja en edats joves33-%.
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La preséncia d’'una hiperlipemia familiar incrementa el risc de desenvolupar cardiopatia isquémica prematura.
Per aquest motiu, es recomanable la determinacio del CT en tots els nens amb historia familiar de malaltia
cardiovascular prematura o quan un dels pares té historia d’'una hiperlipemia familiar3s. Les estries grasses de

les artéries coronaries es correlacionen amb el colesterol VLDL.

Aquestes dades suggereixen que s’ha de prevenir el seu desenvolupament ja des de les primeres edats de la

vida%®.

113  HIPERTENSIO

El concepte d’hipertensié (HTA) com a problema de salut en la infancia comenca a perfilar-se a la década
dels anys 60. Apareixen estudis epidemiologics a gran escala en els quals es posa de manifest que la HTA
lleugera i moderada és més comu del que fins aleshores es pensava, tant a la infancia com a I'adolescéncia.
Tot i que la prevalenca de la HTA és molt menor en els nens que en els adults, s’han de dedicar esforgos per
identificar els factors ambientals que influeixen en el desenvolupament de la HTA i dissenyar estratégies

d’intervencié a les primeres etapes de la vida per reduir-ne la prevalenga a I'edat adulta.

La HTA exerceix els seus efectes nocius a través de diferents mecanismes. En primer lloc, pels canvis
hemodinamics que es produeixen en la HTA cronica: la complianga vascular (capacitat de distensié d'un vas
sanguini) es troba disminuida, la velocitat de flux sanguini s'incrementa i la viscositat de la sang també. En
segon lloc, es produeix disfuncid endotelial, que implica una major adheréncia de macrofags i plaquetes a
I'endoteli amb invasio de mondcits en la capa subintima. En tercer lloc, les plaquetes produeixen el factor de
creixement derivat de les plaquetes que pot alliberar citoquines i desencadenar un procés inflamatori. La HTA
pot desencadenar també una resposta proliferativa en les cél-lules musculars llises per estirament mecanic
d’'aquestes, aixi com per la preséncia de substancies tipus angiotensia i norepinefrina. En quart lloc, es
produeixen alteracions de la funci6 plaquetaria, tornant-se les plaquetes més proclius a l'agregacid,
segurament per modificacions de l'estructura i funcidé de la membrana plaquetaria, aixi com per I'efecte de
substancies vasoactives com I'angiotensina, I'epinefrina, i la vasopresina entre d’altres. L'increment de la capa
muscular i del teixit connectiu de la paret arterial en la HTA cronica condueix a una disminucié de I'aclaracié
de lipoproteines. S’ha comprovat, mitjangant l'increment de la permeabilitat parietal, que afavoreix la

deposicio d'aquestes®.

A partir d'un estudi organitzat per el NIH Task Force on Blood Pressure Control in Children es va definir la
HTA en nens com la tensi6 arterial (TA) igual o superior al percentil 95 de la distribucié per edat i sexe. El

darrer informe de la Task Force, seguint la linia del primer, exposa que el diagnostic dHTA en el nen es
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realitza amb xifres molt inferiors a les de 'adult i que la TA, tot i que és més baixa en el nen, va augmentant

progressivament durant les primers décades del vida“0.

1.1.4 RESISTENCIA A LA INSULINA

La resisténcia a la insulina és un estat patologic en el qual I'organisme és incapag de respondre de manera
normal a les accions de la insulina, requerint més concentracions d'insulina del que és normal per tal de
mantenir uns nivells de glucosa en sang saludables*!. Es basa, sobretot, en la inhabilitat del muscul i del teixit
adipds per captar la glucosa i la inhabilitat del fetge per suprimir la formacio de glucosa en resposta a

concentracions creixents d’insulina (Figura 7).
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Figura 7. Principals teixits implicats en el metabolisme glucolipidic regulat per la insulina, amb implicacions en
I'etiopatogénia de la resisténcia a la insulina.
Adaptat de Inove H. Biomedical Reviews 2011;22:31-39.

La insulina desencadena respostes metaboliques pleiotropiques, unint-se i activant un receptor especific de la

membrana plasmatica, amb activitat tirosina-quinasa“2. Els substrats d’aquest receptor, principalment les
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proteines IRS (insulin receptor substrate), son fosforilades en els seus residus de tirosina, de manera que
serviran com a ancoratge de proteines adaptadores que activaran diferents rutes de senyalitzacio. Les
alteracions en la regulacié d'un o diversos punts d’aquesta ruta de senyalitzacié actuen com a factors

desencadenants de la resisténcia a la insulina.
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Figura 8. Representaci6 esquematica de les principals accions de la insulina.
Longo DL, Fauci AS, Kasper DL, Hauser SL, Jameson JL, Loscalzo J: Harrion Principios de Medicina Interna,18a edicié.

Es coneix que un excés de teixit adipos altera I'expressié d'algunes proteines amb funcié endocrina.
L’expressio alterada, provoca efectes perjudicials en els teixits periférics sensibles a la insulina, induint o
contribuint al desenvolupament de la resisténcia a la insulina. S’ha proposat també, la hipotesi que I'abséncia
de compartiments especialitzats en 'emmagatzematge de lipids, o bé, la seva deficiéncia, podria associar-se

amb formes greus de resisténcia a la insulina*?.

L’associacio tan estreta entre 'obesitat i la resisténcia a la insulina i la seva progressio cap a la diabetis tipus
2 (quan la secreci6 de la insulina no pot compensar la resisténcia a la insulina en els teixits periférics) és un
greu problema de salut. La identificacié dels factors que contribueixen al desenvolupament de la resisténcia a

la insulina és el primer pas per establir les bases moleculars d’aquesta alteracié metabolica.
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Existeixen diverses tecniques utilitzades per mesurar la resisténcia o sensibilitat a la insulina, pero en l'edat
pediatrica no hi ha un estandard internacionalment acceptat per definir-la i quantificar-la. Aixo es deu, en part,
a la varietat de tecniques utilitzades per mesurar la sensibilitat insulinica, la variabilitat entre elles i 'abséncia
d'estudis en grans cohorts de nens i estudis longitudinals que correlacionin xifres d'insulina amb events

adversos cardiovasculars. De totes maneres, una de les técniques més usades és I'index HOMA-IR.

1.1.4.1  Lindex HOMA-IR:

L'index HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance) va ser desenvolupat el 1985 per
Matthews et al*4. La seva base metodologica és un model matematic desenvolupat a partir de dades
conegudes de la relacié de interdependencia entre la glucémia i la insulina. Aquest model, es basa en que,
quan existeix una resisténcia a la insulina, la glucémia tendeix a mantenir-se a prop de la normalitat gracies a
una secreci6 incrementada compensadora d'insulina i viceversa; quan existeix una secrecid inadequada
d’insulina, aquesta tendeix a mantenir-se al voltant dels valors de la normalitat a expenses d’una glucemia

basal elevada.

A partir d'aquestes dades i, després d’'un complex desenvolupament metodologic, es va trobar una férmula
amb la qual una determinada combinacié de resisténcia a la insulina i defecte secretor d'insulina es correspon
amb una combinacié Unica de glucémia i insulinémia*®. Per a la seva determinacié és necessari congixer la

insulinémia i la glucémia en deju i es calcula com: insulina en deju (uU/ml) x glucémia en deju (mmol/L)/22.5.

El seu principal inconvenient és una alta variabilitat intraindividual proxima al 30%, degut a la pulsatibilitat de
la secrecio de la insulina en resposta a I'estrés i a I'exercici i que reflecteix, fonamentalment, la resisténcia a
nivell hepatic que és la que predomina en deju. Tot i aixo, ha sigut ampliament utilitzat en estudis de poblaci6

pediatrica?246-48,

115 MALALTIA CORONARIA

La malaltia cardiovascular arteriosclerdtica és una de les primeres causes de mort en els adults en les
societats occidentals i esta fortament associada amb la sindrome metabodlica i la diabetis tipus 24°.
Actualment, 'obesitat pediatrica, sobretot la de tipus androide (obesitat central o abdominal), s’associa a un

increment del risc de malaltia cardiovascular, tan en els homes com en les dones.
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El risc coronari depén tant de la intensitat com de la durada de la sobrecarrega adiposa central, és a dir, els
adults amb obesitat androide, que ja ho eren a la infancia, presenten més risc coronari que aquells que ja

eren prims®.

En nens la malaltia coronaria no existeix o és poc frequent perd es poden trobar indicis d’aterosclerosis.
Durant els darrers anys han sorgit marcadors de malaltia coronaria en adults com poden ser la PCR

ultrasensible (PCRus) i el gruix de la intima-média carotidia (GIMc).

1.1.5.1  PCR ultrasensible (PCRus)

La proteina C reactiva és un marcador no especific d'inflamaci6 i un predictor de malaltia coronaria, de
malaltia cardiovascular i de malaltia cardiovascular subclinica. Durant els darrers anys, I'evidencia disponible
suggereix que un increment moderat de la concentracié de PCRus incrementa el risc d'infart de miocardi i de

malalties cerebrovasculars0-53.

La PCRus i altres marcadors d'inflamacié i oxidacié son candidats per millorar la prediccié del risc
cardiovascular. El seu paper com a marcadors d'inflamacié pot ser rellevant, donat el component inflamatori
(ja demostrat) que presenten aquestes malalties. Tot i aixd, encara és controvertit si la PCRus pot
proporcionar un pronostic significatiu per sobre daltres factors de risc més tradicionals5455. En adults, hi ha

diversos estudis que demostren I'iis de la PCRus com a marcador de risc cardiovascular®®.57,

En nens, s’ha investigat la relacié de la PCR amb factors de risc classic i amb 'obesitat®8. S’ha plantejat que
I'exposicié a factors de risc cardiovasculars des de la infancia (obesitat, hipercolesterolémia familiar, diabetis)
en pacients genéticament predisposats, podria induir a la producci6 de canvis en les arteries que facilitarien el
desenvolupament d’ateriosclerosi precog?®. En estudis d’anatomia patologica d’artéries de nens amb obesitat,
s’han observat lesions precoces (estries lipoidees i engruiximent de la intima)80. Estudis en nens han
demostrat I'associacié directa i significativa de la PCRus amb el grau d’adipositat (sobretot amb I'lMC) perd no
amb marcadors d’aterosclerosi subclinica (com el gruix de la intima média carotidia i la funcié endotelial

mediada pel flux a nivell de I'arteria braquial)3361.

1.1.5.2  Gruix de la intima-média carotidia (GIMc)

L’estructura arterial esta formada per tres tuniques que s’anomenen, des de la llum arterial fins a la periféria
com a: intima arterial, capa média 0 musculo-esquelética i capa externa o adventicia. El GIMc es defineix com

la distancia entre els marges de les interfases entre la llum arterial-intima i entre la média-adventicia.
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Cal recordar, que la disfuncié endotelial forma part de la patogénesi de I'arteriosclerosi i que és un marcador
de dany que precedeix a la formaci6 de la placa. Condueix a una disminuci6 de la dilatacié mediada pel flux
de les artéries i estaria induida predominantment per lalliberacié d'oxid nitric endotelial i conduiria

posteriorment a un engruiximent de la intima i la capa media arterial62,

L’ecografia d'alta resolucié, ha demostrat ser un excel-lent métode no invasiu per avaluar la disfuncid
endotelial present en tot l'arbre arterial. Es capag de detectar canvis funcionals inicials com la pérdua de la
dilatacié depenent de I'endoteli, I'engruiximent de I'endoteli o la formacié de petites plaques (Figura 9)8364,
Aquestes manifestacions sén marcadors de malaltia arteriosclerética subclinica i s’associen a diversos factors

de risc cardiovasculars>70,

Estudis previs han demostrat una disminucié de la dilatacié mediada pel flux de les artéries i un increment del
gruix de la intima-media d’aquestes arteries en nens i adolescents amb hipercolesterolémia familiar
heterozigota, hiperlipidémia familiar combinada, diabetis tipus 1, homocistinuria homozigota i en fills de pares

amb malaltia coronaria precog®-71. Hi ha escassa evidéncia d’aquestes alteracions en nens obesos’275,

Mesura de la intima-meédia de la carotida

Imatge ampliada de les capes de la
carotida.

Per ordre de dins afora trobem:
llumvascular, intima, média i
adventicia.

Llum vascular

GIMc
media 1

Adventicia

. INntima

Figura 9. Mesura del gruix de la intima-média carotidia (GIMc).
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116 SINDROME METABOLICA

Existeix controvérsia sobre si la sindrome metabolica €s una veritable entitat clinica o simplement una suma
de factors de risc cardiovascular’6’”. La sindrome metabolica descriu un conjunt de factors de risc
cardiovascular (dislipémia aterogénica, HTA, hiperglucémia, obesitat, estat protrombatic i proinflamatori) que

tendeixen a presentar-se conjuntament.

L'origen de la sindrome metabdlica és multifactorial perd té dos pilars molt relacionats: I'obesitat i la
resisténcia a la insulina®. Hi ha altres factors que modulen la interacci6 entre ells com la inactivitat fisica,

factors genetics, anomalies endocrinologiques o alteracions en el metabolisme lipidic o glucémic (Figura 10).
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SINDROME METABOLICA

Figura 10. Factors associats al desenvolupament de la sindrome metabdlica.
Lizarzaburu J.C. An. Fac. Med. 2013;74(4):315-320.

La sindrome metabolica, és doncs, un marcador de risc per al desenvolupament de malaltia cardiovascular i
DM tipus 2. En un estudi amb nens i adolescents finlandesos de 9 a 18 anys que es van seguir durant 21
anys, es va demostrar que la sindrome metabdlica en edats precoces s’associava a major rigidesa arterial,
mesurada per mitja de la velocitat de pols arterial (métode que es correlaciona amb esdeveniments
cardiovasculars). Aquest estudi també demostrava que els pacients que presentaven més components de la
sindrome metabolica en la infancia i adolescéncia tenien més velocitat de pols arterial a I'edat adulta i que
aquells nens que s’havien recuperat de la sindrome metabodlica durant el seguiment, presentaven menys

rigidesa arterial que els altres’.
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En la mateixa linia, les dades de la National Heart Lung anb Blood Institute Lipid Research Clinics Princeton
Prevalence Study van demostrar que el diagndstic de la sindrome metabolica entre els 5 i els 19 anys
s’associava a diagnostic de sindrome metabolica en I'edat adulta i al desenvolupament de DM tipus 2 als 25
anys de seguiment8, Aixi mateix, Magnussen i col. van demostrar que el diagnostic de la sindrome
metabolica entre els 9 i els 18 anys, després d'un periode de seguiment entre 14 i 27 anys, incrementava 3.4
vegades el risc de presentar una intima meédia carotidia més gruixuda i 12.2 vegades el risc de desenvolupar
una DM tipus 281.

L'analisi conjunt de 3 grans estudis (Fels Longitudinal Study, Muscatine Study i Princeton Followup Study),
amb dades de 1789 pacients, va demostrar que la combinacio de factors de risc cardiovascular tenia més
sensibilitat i especificitat per predir el desenvolupament de la sindrome metabdlica i de la DM tipus 2 en edat

adulta que els diferents marcadors de risc cardiovascular individualment®2,

Un altre punt de controvérsia és si el risc cardiovascular que acompanya a la sindrome metabolica és major a
la suma dels riscs dels diferents factors de risc cardiovasculars. Hi ha resultats contradictoris en aquest punt,

segurament per les diferents definicions de sindrome metabolica que s’han utilitzat en diferents estudis.

Dades del Bogalusa Heart Study i Cardiovascular Risk in Young Finns Study, van demostrar que quatre
definicions diferents de sindrome metabolica predeien en nens i adolescents de 9 a 18 anys el
desenvolupament d’aterosclerosis subclinica i de DM tipus 2, després d’'un periode de seguiment de 14-27

anyss3,

La sindrome metabdlica és un concepte clinic, no un concepte fisiopatologic de coexistencia de diferents
factors de risc cardiovascular. Intenta doncs, des d’'un punt de vista pragmatic aconseguir millors resultats
clinics i identificar els pacients de risc. El tractament d’aquests pacients, es basa en una intervencio integral
sobre I'estil de vida, amb la promocié d’activitat fisica diaria i el control de I'obesitat. Aquest abordatge sembla
més efectiu que centrar-se a tractar cada un dels factors de risc per separat 8. A més a més, el tractament
integral ens permet millorar també no només els factors de risc cardiovascular ja coneguts, sind també aquells
més desconeguts 0 no valorats en la practica clinica habitual com la resisténcia a la insulina, I'estat

protromboatic i proinflamatori o la disfuncio endotelial®®.

En els darrers anys el concepte de la sindrome metabdlica ha anat madurant, i s’ha unificat criteris per al seu
diagnostic tant a nivell dels adults com en els nens887. Actualment hi ha diversos criteris diagnostics
proposats per organismes internacionals d'experts, que difereixen entre si en els seus components i els seus

punts de tall (Taula 1).
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No hi ha una definicié de la sindrome metabolica consensuada internacionalment, pero el criteri més utilitzat
pels estudis poblacionals és el de la National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panell |l
(NCEP-ATP 11I13) que considera que una persona té sindrome metabdlica quan té almenys tres de les

alteracions descrites a la Taula 188.

Taula 1. Definicions de la sindrome metabdlica segons la National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Ill (ATP
1), 'Organizacié Mundial de la Salud (OMS), 'American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) i la International Diabetes
Federation (IDF). Lizarzaburu J.C. An. Fac. Med. 2013;74(4):315-320.

ATP Il OMS AACE IDF
Triglicéridos mayor o igual a 150 mg/dL X X X X
o danae X X X X
Presion arterial mayor de 130/85 mmHg X X X X
Insulino resistencia (IR) X
Glucosa en ayunas mayor de 100 mg/dL X X X
Glucosa 2 h: 140 mg/dL
Obesidad abdominal X X
indice de masa corporal elevado X X
Microalbuminuria X
Factores de riesgo y diagndstico 3 mas IR Mas de 2 21:::5 ;:J%ﬁ:igl

En nens i adolescents, els més validats son els criteris de la International Diabetes Federation (IDF) que

s'estableixen, en nens entre 10i 16 anys (Taula 2).
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Taula 2. Criteris diagnostics de la sindrome metabolica en adolescents. Definicions segons la International Diabetes Federation
2007 (IDF). Glieme-Hidalgo M., Mufioz-Calvo M.I. Pediatria Integral 2015; XIX (6):428-435.

6-<10 anos 10-16 anos >16 anos

Perimetro >P90 >P90 >90cm en varones

de cintura >80cm en mujeres
Tension arterial SD para SM TAS 2130 mmHg  TAS 2130 mmHg

TAD =85 mmHg TAD =85 mmHg

Triglicéridos SD para SM 2150 mg/dl 2150 mg/dl
C-HDL SD para SM <40 mg/dl <40 mg/dl
ATG SD para SM >100 mg/dl >100 mg/dl

SD: Sin definicion; TA= tension arterial; C-HDL= lipoproteinas de alta densidad; ATG:
alteracion de la glucemia en ayunas.
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1.2 SISTEMA IMMUNITARI

Durant els ultims anys, els investigadors han evidenciat que el sistema immunologic esta intimament
relacionat amb la regulacié metabdlica i el control de pes. Inicialment es va determinar que el procés
d’inflamacié cronica que es produia en l'obesitat era el responsable de I'activacié secundaria del sistema
immunitari. No obstant aixd, els darrers estudis apunten a I'existéncia d’una relacio i/o interaccio bilateral entre

el sistema immunitari i el metabolisme.89

El sistema immunitari esta format per una col-leccié de cel-lules i proteines que tenen com a funcié protegir
I'organisme de la invasié d'antigens estranys com ara microbis (organismes com els bacteris, els fongs i els

parasits), virus, cél-lules canceroses i toxines.

El sistema immunitari pot ser descrit de manera simple, dividint-lo en dues "linies de defensa": la immunitat

innata i la immunitat adquirida.

La immunitat innata representa la primera linia de defensa per a un patogen intris. Es un mecanisme de
defensa independent de I'antigen (no especific) que és utilitzat per I'amfitrio de manera immediata al contacte
o dins de les primeres hores de la trobada. La resposta de la immunitat innata no té memoria immunologica i,
per tant, és incapag de reconéixer o "memoritzar" el mateix patogen en cas que el cos s’hi torni a exposar en

un futur.

La immunitat adquirida, d'altra banda, és dependent i especifica d'antigen i, per tant, implica un temps de
retard entre l'exposicio a I'antigen i la resposta maxima. El segell distintiu de la immunitat adquirida és la
capacitat de memoria que permet a I'amfitrié una resposta immunitari més rapida i eficag en cas de tornar-se

a exposar al mateix antigen.

La immunitat innata i adquirida no sén mecanismes mutuament excloents de la defensa de I'hoste, siné que

s6n complementaris90-94,

121 IMMUNITAT INNATA

Els éssers humans estem exposats diariament a milions de potencials patogens, amb els que entrem en
contacte a través de la pell, del sistema digestiu o de la inhalaci6. La nostra capacitat per evitar la infecci6
depén, en gran part, de la nostra immunitat adquirida perd aquesta resposta pot retardar-se una setmana
abans d’obtenir un resultat eficag. Per tant, durant les primers hores i dies de I'exposici6 a un nou patogen, és

la nostra immunitat innata la que ens protegeix i, a més a més, ens ajuda a activar la immunitat adquirida®.
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La funcié principal de la immunitat innata és el reclutament de cél-lules immunitaries a llocs d'infeccio i
inflamacié a través de la producci6 de citoquines (proteines implicades en la comunicacié cél-lula-cel-lula). La
produccio de citoquines condueix a l'alliberament dels anticossos i altres proteines i glicoproteines que activen
el sistema del complement, una cascada bioquimica que funciona per identificar i opsonizar antigens estranys
(procés pel qual es marca un agent patogen per a la seva posterior ingestio i destruccié per un fagocit).

D’aquesta manera, els antigens esdevenen susceptibles a la fagocitosi.

La resposta immunitaria innata també promou I'eliminacié de les cél-lules mortes o complexos d'anticossos i
elimina substancies estranyes presents en organs, teixits, sang i limfa. També pot activar la resposta

immunitaria adquirida a través d'un procés conegut com la presentacio d'antigens90-4,

Nombroses cel-lules estan implicades en la resposta immunitaria innata, com ara fagocits (macrofags i
neutrofils), cél-lules dendritiques, mastocits, basdfils, eosindfils, cél-lules assassines naturals (NK) i limfocits

(cél-lules T).

Els fagocits se subdivideixen en dos tipus principals de cél-lules: neutrofils i macrofags. Tots dos tipus de
cellules comparteixen una funcié similar que és la de fagocitar i destruir els microorganismes. A més de les
seves propietats fagocitiques, els neutrofils contenen granuls que, quan s'alliberen, ajuden a l'eliminacié de
patogens. A diferéncia dels neutrofils (que sén cél-lules de curta durada), els macrofags son cel-lules de llarga
vida que no només juguen un paper en la fagocitosi, siné que també estan involucrats en la presentaci6
d'antigens a les cél-lules T. Els macrofags reben diferents noms segons el teixit en el qual resideixen. Per
exemple, els macrofags presents en el fetge es denominen cél-lules de Kupffer, mentre que els presents en el

teixit connectiu son anomenats histiocits.

Les cél-lules dendritiques també fagociten i funcionen com a cel-lules presentadores d'antigen (APCs) i

actuen com a missatgers importants entre la immunitat innata i adquirida.

Els mastocits i basofils comparteixen moltes caracteristiques, i tots dos sén basics en la iniciacié de les
respostes inflamatories agudes, com les que s'observen en l'al-lérgia i I'asma. A diferencia dels mastocits, que
generalment resideixen en el teixit connectiu que envolta els vasos sanguinis, els basofils els trobem en la

circulacio.

Els eosindfils son granuldcits que posseeixen propietats fagocitiques i juguen un paper important en la
destruccié dels parasits que son massa grans com per ser fagocitats. Juntament amb els mastocits i basofils,

els eosinofils, també controlen els mecanismes associats amb I'al-lergia i I'asma.
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Les cél-lules NK (també conegudes com a limfocits granulars grans [LGLs]) tenen un paper important en el
rebuig de tumors i en la destruccié de les céllules infectades per virus. La destruccié de les cél-lules
infectades s'aconsegueix a través de l'alliberament de perforines i enzims a partir de granuls de cel-lules NK

que indueixen apoptosi (mort cel-lular programada)®.

Les principals caracteristiques i funcions de les cél-lules implicades en la resposta immunitari innata es

resumeixen a la Figura 11.

Cell Image % in adults Nucleus Functions Lifetime Main targets
Macrophage* Varies Varies « Phagocytosis Months — years « Various
v « Antigen
\ . presentationto T
cells
Neutrophil 20-75% Multi-lobed « Phagocytosis 6 hours —few « Bacteria
« Degranulation days « Fungi
(discharge of
contents of a cell)
Eosinophil 1-6% Bi-lobed « Degranulation 8-12 days « Parasites
; + Release of (circulate for 4-5 | « Various allergic
enzymes, growth hours) tissues
factors, cytokines
Basophil <1% Bi- or tri-lobed « Degranulation Lifetime « Various allergic
« Release of uncertain; likely tissues
histamine, a few hours —
enzymes, few days
cytokines
Lymphocytes 2040% Deeply staining, T helper (Th) cells Weeks to years | « Th cells: intracellular
(T cells) eccentric (CD4+): immune bacteria
response mediators « Cytotoxic T cells:
virus infected and
Cytotoxic T cells tumour cells
(CD8+): cell « Natural killer cells:
destruction virus-infected and
tumour cells
Monocyte 2-6% Kidney shaped Differentiate into Hours — days « Various
macrophages and
o 0 dendritic cells to elicit
an immune response
Characteristics and function of cells involved in innate immunity [1,34]. *Dust cells (within pulmonary alveolus), histiocytes
(connective tissue), Kupffer cells (liver), microglial cells (neural tissue), epithelioid cells (granulomas), osteoclasts (bone), mesangial cells (kidney)

Figura 11. Caracteristiques i funcio de les cél-lules involucrades en la immunitat innata.
Adaptat de Warrington R. et al. Allergy, Asthma & Clinical Immunology 2011;7(Suppl 1):51.

A grans trets, la immunitat innata compren quatre tipus de barreres defensives: anatomica (pell i mucoses),

fisiologiques (temperatura, pH baix i mediadors quimics), endocitica i fagocitica, i inflamatoria.

La Taula 3 resumeix els mecanismes de defensa de I'hoste no especifics per a cadascuna d'aquestes

barreres.
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Taula 3. Resum dels mecanismes de defensa de I'hoste no especifics.
Adaptat de Warrington R. et al. Allergy, Asthma & Clinical Inmunology 2011;7(Suppl 1):S1.

Barrier Mechanism
Anatomic
Skin « Mechanical barrier retards entry of microbes

+ Acidic environment (pH 3-5) retards growth of microbes
Mucous - Normal flora compete with microbes for attachment sites
membrane + Mucous entraps foreign microbes

- Cilia propel microbes out of body

Physiologic

Temperature « Body temperature/fever response inhibits growth of some pathogens
Low pH « Acidic pH of stomach kills most undigested microbes

Chemical « Lysozyme cleaves bacterial cell wall

mediators « Interferon induces antiviral defenses in uninfected cells

» Complement lyses microbes or facilitates phagocytosis

Phagocytic/endocytic barriers

« Various cells internalize (endocytosis) and break down foreign macromolecules
- Specialized cells (blood monocytes, neutrophils, tissue macrophages) internalize (phagocytose), kill and digest whole organisms

Inflammatory barriers

- Tissue damage and infection induce leakage of vascular fluid containing serum protein with antibacterial activity, leading to
influx of phagocytic cells into the affected area

Les barreres fisiques i quimiques son les que impedeixen I'accés dels microorganismes al nostre cos: la pell,

I'acidesa del pH de I'estémac, els components de les capes de mucoses i la flora habitual del nostre cos.

La pell i les superficies epitelials que recobreixen els tractes respiratoris, intestinals i urinaris proporcionen una
barrera fisica entre l'interior i I'exterior del cos que evita I'entrada de microorganismes. Aquestes superficies
epitelials internes, també estan recobertes d’una capa mucosa (constituida basicament per mucina i altres
glicoproteines) que fa de proteccié contra agressions microbianes (evitant I'adhesié del patogen a l'epiteli i
facilitant el seu aclariment a través dels cilis), mecaniques i quimiques. Aquesta capa mucosa, conté a més a
més substancies que son capaces d’eliminar els patdogens o inhibir-ne la seva proliferacio. Entre les més
abundants trobem els péptids antimicrobians, també anomenats defensines i la BPI (bacterial/permeability-

increasing protein).

1.2.1.1 a-defensines

Com ja hem comentat, els animals estan constantment exposats a molts microorganismes i no obstant aixo,
rarament s'infecten. Aixo és gracies a la funcié que fa la barrera de la pell i els epitelis (que eviten I'entrada
dels microorganismes) i a la preséncia de substancies antimicrobianes. Durant els darrers anys, s’ha

comengat a conéixer el paper d’aquestes substancies antimicrobianes naturals.

Els péptids antimicrobians endogens, constituits per les defensines i les catelecidines, sén molécules petites,
produides fonamentalment pels leucocits i per les cél-lules epitelials que posseeixen un rang ampli d’acci6

davant d'una gran varietat de microorganismes®.
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Les defensines es van descriure per primera vegada en el 1983%, per6 cada cop es publiquen més estudis

que descriuen els multiples i complexes mecanismes a través dels quals actuen aquestes molécules.

1.2.1.1.1  Caracteristiques generals de les a-defensines

Les defensines son molécules efectores de la immunitat innata constituides per péptids de petita mida (3-6
kDa) que sén altament basics i rics en cisteina. Sén produides pels leucocits i per les cél-lules epitelials%-
9,Tenen una activitat antimicrobiana d’ampli espectre que engloba bactéries, fongs i virus (inclos el VIH)99.100
a més a més, poden neutralitzar toxines'01.102.S6n molecules que es troben presents en tots els organismes

vertebrats. S’han trobat molécules equivalents en invertebrats i fins i tot en plantes'%(Figura 12).

Cysteine#  npisuifide bon

residues!
» ./

B-sheets

Figura 12. Estructura terciaria representativa de les a i f-defensines. Font: Rodriguez M. Tesis: “Defensinas:
moléculas de la inmunidad innata con actividad frente a la infeccién por VIH y su progresién a SIDA”. UAB 2006.

1.2.1.1.2  Classificacio i estructura de les a-defensines
En els humans, es diferencien dues grans subfamilies de defensines: les a-defensines i les 3-defensines.

Els peptids madurs dels diferents tipus de defensines comparteixen diverses caracteristiques, incloent-hi

sequencies polipeptidiques curtes (de 18 a 45 aminoacids), tres ponts disulfur intramoleculars, una gran
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carrega positiva i una estructura terciaria en la qual predomina el plegament B. La base de I'estructura
terciaria de les a- i B-defensines consisteix en tres fulles antiparal-leles, en plegament B, unides per tres ponts

disulfur104-109,

Les a-defensines i les B-defensines es diferencien entre elles per I'aparellament dels seus sis residus de
cisteina conservats, entre els quals es formen els tres ponts disulfur intramoleculars. Les a-defensines tenen
un aparellament entre els residus 1-6, 2-4, 3-5 i les B-defensines entre els residus 1-5, 2-4, 3-6. Donat que les

cisteines 5i 6 son adjacents, les dues families sén molt similars estructuralment04.110.111,

En solucié, la majoria de les a i B-defensines sén monomeriques, tot i que la a-defensina-1 (DEFA1) i la a-

defensina-3 (DEFA3) formen dimers i la a-defensina-2 (DEFA2) pot formar oligdmers.

1.2.1.1.3  Estructura genomica de les a-defensines

Totes les defensines es sintetitzen com a prepropéptids i son processades en diferents graus segons el seu

lloc d’expressid %97, Els gens que codifiquen les defensines es localitzen en el cromosoma 8112,

El gen de la DEFA1 i el de la DEFA3 son practicament idéntics, excepte per un canvi puntual d’'una base
nitrogenada en el genoma que ddna lloc a la substitucio del primer residu aminoacidic d’alanina en la DEFA1
per acid aspartic en la DEFA3. El gen per la DEFA2 no s’ha trobat, aixi doncs, es postula que aquesta es

generi a partir de la DEFA1 o 3 a través d’'un processament proteolitic (Figura 13).

CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

l a-defensin-1

P rorenee | CYCRIPACTAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

' n-defensin-2

CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

a-defensin-3

Figura 13. Esquema de les a-defensines 1, 21 3.
Adaptat de Namba A.M. J. Braz. Chem. Soc. 2007; 18(3):611-621.
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1.2.1.1.4 Fonts cel-lulars i estructura dels teixits

Els leucocits i les cél-lules epitelials son les principals fonts de defensines®:13, Tot i que s’han descrit 6 tipus
diferents de les a-defensines, les a-defensines 1,2,3 i 4 son les que es troben sobretot en els neutrofils (motiu

pel qual també s’anomenen HNP, human neutrophil peptides)!4.

Encara que els neutrdfils sén la font principal de produccio de les a-defensines 1, 2 i 3, s’ha descrit que altres
subtipus de leucocits també poden produir-les (mondcits, macrofags, cél-lules NK, céllules B o cel-lules T).
Les a-defensines 5 6 son produides sobretot per les cel-lules de Paneth de l'intesti’?, tot i que també es

poden trobar en altres teixits, com en les glandules salivals o el tracte genital femeni®16. 117,

A més a més, tan les a-defensines com les B-defensines s’han trobat també en la llet materna, indicant un

possible paper protector del nadé davant les infeccions (Figura 14).
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Figura 14. Localitzacio, transcripcié i traduccio de les defensines.
Adaptat de Yang et al, Annu Rev Immunol. 2004;22:81-215.
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1.2.1.1.5 Molécules efectores i requladores de la immunitat
Les defensines tenen multiples funcions defensives:97.9.118 que es poden dividir en quatre apartats:
A) Efecte antimicrobia directe:

Totes les defensines trobades fins ara tenen un efecte antimicrobia directe. S’ha demostrat la seva capacitat
per destruir (in vitro) un ampli rang de bactéries gram positives i gram negatives, virus (amb o sense
embolcall), fongs i alguns parasits (sobretot quan les defensines es troben en condicions de baixa
concentraci6 de sal i de proteines plasmatiques). Es desconeixen pero, el o els mecanismes pels quals poden

desenvolupar aquesta activitat microbicida.

Se sap que les defensines son molécules de carrega positiva i tenen dominis hidrofobics o amfipatics. Una
possibilitat és que utilitzin els seus dominis hidrofobics o amfipatics per inserir-los en la superficie de la
membrana de les seves victimes, alterant d'aquesta manera la integritat de les membranes dels
patdogens'9.120, Gran part de la seva selectivitat per atacar els patdgens i respectar la cél-lula hoste pot
provenir de la seva preferéncia per les membranes que no contenen colesterol. Aixi doncs, després de trencar
la membrana del patogen, els peptids carregats positivament (com les defensines) poden interactuar també
amb diversos objectius carregats negativament dins del microorganisme, incloent-hi I'ADN. Degut a la
naturalesa poc especifica de la interaccio entre péptids antimicrobians (defensines) i els microorganismes

patdgens atacats, és dificil per als agents patdgens adquirir resisténcia a ells.

Per tant, en principi, defensines i altres péptids antimicrobians podrien ser agents terapéutics utils per

combatre la infeccio, ja sigui sols 0 en combinacié amb farmacs més tradicionals.

L’activitat antimicrobiana directa de les defensines desapareix en concentracions fisiologiques de sal (ex. 150
mM de NaCl) i en concentracions creixents de cations divalents i de les proteines del sérum. Per aixd s’ha
especulat que la seva funcié pot estar restringida a ambients amb baixes quantitats de sal i proteines sériques

com la superficie de les mucoses®.
B) Defensines com a agents quimiotactics:

Algunes o-defensines i B-defensines tenen activitat quimiotactica i sén capaces d'induir la produccié de

citoquines. Per tant, les defensines també poden modular el sistema immunitari.

Com ja hem comentat, les defensines sén quimiotactiques per als leucocits a concentracions nanomolars. La
DEFA1 és quimiotactica per als monocits, limfocits CD8, limfocits CD4 natius i cél-lules dendritiques
immadures'?'123, Les DEFA3 i 5 també han demostrat ser quimiotactiques per a macrofags, cel-lules

mastoides i limfocits.
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Tot i que encara no s’han identificat els receptors especifics responsables de I'activitat quimiotactica de les
DEFA1 i 3, s’ha vist que I'activitat quimiotactica pot ser bloquejada per la toxina pertusica’24125, fet que indica
que deuen estar involucrats amb receptors acoblats a proteines G (proteines d'uni6 a nucledtids de guanosina
que formen una familia de proteines que transmeten el senyal cellular des de receptors cel-lulars a l'interior

de la céllula).
C) Defensines com a mediadors inflamatoris:

Les DEFA1 i 3 han demostrat capacitat per induir la desgranulacié de mastocits i I'alliberacié d’histamina i

prostaglandina D2%.També incrementen la produccio d’IL-8 en cél-lules epitelials bronquials i en mondcits?4.

Donat que la IL-8 és un potent agent quimiotactic per als neutrofils, és molt probable que les defensines (de
manera indirecta) atreguin als neutrofils cap als focus inflamatoris. La degranulacié dels neutrofils produira a

la vegada més DEFA1 i 3, amb la qual cosa, es pot produir un cicle de retroalimentacié positiva®.

Per altra banda, també s’ha descrit que les DEFA1 i 3 poden incrementar la produccié de TNF-a i IL-1 i

disminuir la produccié d’IL-10 en els monocits'26,
D) Molécules potenciadores de la immunitat adquirida

El reclutament de les cél-lules dendritiques cap a les zones d’entrada dels microorganismes i la seva posterior
maduracié son esdeveniments claus per aconseguir una bona resposta immunitaria adquirida. Les DEFA1i3

tenen la capacitat d’atraure cél-lules dentritiques immadures.

Donat que les defensines s’alliberen en grans quantitats com a resposta a estimuls inflamatoris i microbians,
és molt possible que contribueixin també al reclutament de cél-lules dendritiques immadures cap a les zones

d’entrada dels microorganismes.
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1.2.1.1.6 Relacié de les a-defensines amb l'obesitat i factors de risc cardiovascular

Es coneix, que, durant la progressio de I'obesitat, moltes citoquines regulen la derivacio de neutréfils cap al
teixit adip6s'?’. En el teixit adipds, els neutrofils, poden estimular la secrecié de citoquines proinflamatories i
també secretar directament proteines a la circulacio com les a-defensines'?8.129, De fet, es postula que els
neutrofils son les primeres cél-lules del sistema immunitari a infiltrar el teixit adipés visceral durant I'obesitat i a

iniciar el procés inflamatori del teixit adipds1%.

En la literatura, s’han descrit associacions entre els nivells circulants de les a-defensines i parametres de risc
cardiovascular i de sindrome metabdlica en adults. Tot i aixd, es desconeix la relacié de les defensines amb el

risc d'obesitat i de malaltia cardiovascular en etapes precoces de la vida.

Diversos estudis correlacionen els nivells de les a-defensines amb l'aparicié d’obesitat’3!.132, dislipgmia?32133,
diabetis'34.135 aterosclerosi3213¢ j amb pacients amb malaltia cardiovascular de base37.138 i en tots els casos

la postulen com un factor d’estudi pronostic de risc cardiovascular.

Estudis de les a-defensines i I'obesitat:

En la poblacié adulta, hi ha diferents publicacions que correlacionen els nivells de les a-defensines amb la
obesitat. Alguns estudis més generals, descriuen una associacié positiva entre l'increment del nombre dels
neutrofils i el perimetre abdominal®39. D’altres més especifics, correlacionen directament els nivells de les a-
defensines amb la obesitat. En un d’ells, realitzat en dones obeses, sotmeses a cirurgia i a les que es va
realitzar un control evolutiu de la pérdua de pes, es va comprovar que la pérdua de pes es correlacionava

directament amb una disminucié del nivell pertinent de les a-defensines?®!.

Estudis de les a-defensines i les dislipémies:

En la literatura, també hi ha publicacions que correlacionen els nivells de les a-defensines amb la dislipemia.
En treballs experimentals realitzats amb ratolins en qué s’estudiava un grup de ratolins alimentats amb una
dieta rica en greixos i es comparava amb un altre grup alimentat amb dieta normal, es va objectivar que la
proporcié de neutrofils en el teixit adipds visceral del grup dels ratolins alimentats amb dieta rica en greixos

s'incrementava ja des del tercer dia d'inici de I'alimentaci140.141,

En aquesta mateixa linia, i partint d’estudis realitzats en pacients adults amb hiperlipidemia constatada en els
que es van determinar els nivells de les a-defensines en sérum, es va evidenciar un increment dels nivells de
les a-defensines en el grup de pacients afectes de dislipeémia respecte al grup de pacients control. Aquests
treballs conclouen que I'augment de I'expressié de les a-defensines és un marcador inflamatori potencial que

pot predir el risc de desenvolupar malaltia coronaria en el grup de pacients afectes de dislipémia133.136.
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Estudis de les a-defensines i la diabetis:

Trobem també evidéncia d’una clara correlacié entre els nivells de les a-defensines i la diabetis. Els nivells de
les o-defensines 1-3 s’han trobat més elevats en pacients amb diabetis (tipus 1 i tipus 2) en comparacié amb
pacients sans'¥. A més a més, si ens fixem concretament en els pacients afectes de diabetis mellitus tipus 1,
hi ha treballs que evidencien que les a-defensines poden servir com a marcador de risc clinic per a la
morbilitat relacionada amb malalties cardiovasculars i amb la mortalitat associada a aquest grup de

pacients 3!

Estudis de les a-defensines i l'aterosclerosi:

Com ja sabem, I'aterosclerosi és un factor de risc molt important en I'estudi de malalties cardiovasculars. Hi ha

diferents publicacions on s’estableix una associacié entre els nivells de les a-defensines i I'aterosclerosi.

Es creu que les a-defensines humanes estan associades amb el colesterol seric i la reactivitat vascular i
poden tenir implicacions cliniques en pacients amb hipercolesterolemia o bé en la disfuncio vascular'®, Aixi
doncs, partint de la base de que les lesions aterosclerotiques humanes contenen a-defensines humanes
també s’han publicat estudis on es demostra que les a-defensines alliberades pels neutrofils activats poden
proporcionar una relacié entre la inflamacié i I'aterosclerosi al canviar el patré de catabolisme del colesterol
LDL™2, Estudis en ratolins, per exemple, han comprovat que les a-defensines poden modificar la composicio i
les concentracions de LDL, facilitar la seva interaccié i aclariment i promoure la seva disposicié a nivell

vascular (fins i tot amb nivells plasmatics baixos de colesterol)!43.144,

En aquesta mateix linia, en estudis prospectius de factors de risc cardiovascular en individus sans, també
s’han trobat correlacions entre els nivells de les a-defensines 1-3 i el colesterol séric i la reactivitat vascular,
pel que es postula que poden tenir implicacions cliniques en pacients amb hipercolesterolemia i/o en la

disfuncid vascular?e.

Amb tot aix0, es creu que les a-defensines poden esdevenir una pega vital, com a factor prondstic, per valorar
els pacients de risc cardiovascular que presenten inflamacié perd encara no han desenvolupat

aterosclerosi®#4.

Estudis de les a-defensines i la patologia vascular de base:

En estudis en pacients amb patologia vascular de base, amb malaltia arterial periférica’3” o amb malaltia

coronaria’s8, s’ha hipotitzat que les a-defensines podrien actuar com a prondstic cardiovascular a llarg termini.
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Tots aquests resultats, ens informen que, a part del seu paper en la immunitat innata, les a-defensines estan
relacionades amb l'obesitat, la diabetis tipus 2 i els risc cardiovascular en adults. Segons el nostre
coneixement no hi ha estudis al respecte en nens. La nostra hipotesi és que les defensines poden ser nous

marcadors d’obesitat i de risc cardiovascular en nens.

1.2.1.2  Bactericidal/permeability-increasing protein (BP)

La bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) és una proteina que es troba en els granuls de les
cellules polimorfonuclears (PMN) de mamifers, una cél-lula essencial en la defensa contra els

microorganismes invasors.
1.2.1.2.1 Caracteristiques generals de la BPI

La BPI humana és una proteina de 55-kDa que va ser aillada dels neutrofils polimorfonuclears per primer cop
lany 1978 (Weiss et al)™5, perd no ha estat fins 20 anys més tard, en qué se n'ha estudiat I'estructura
complerta™6. La BPI, s'emmagatzemen en els granuls citoplasmatics dels PMN conjuntament amb les
defensines (1-4), la proteinasa 3 i 'azurocidina. Durant els darrers anys s’ha vist que la BPI té un efecte
bactericida i que és altament especifica per a bacteris gram negatius, mentre que és inndcua davant d'altres

microorganismes o per a les cél-lules eucariotes.
1.2.1.2.2 Estructura genomica de la BPI

El gen de la BPI es localitza en el cromosoma 20 i esta constituit per 15 exons de grandaria variable entre
43pb (exd 12) fins a 358 pb (ex6 15) amb 14 introns que varien en grandaria de 0,6 kb (intr6 8) a 6,6 kb (intrd
5)147.

La seqenciacié de BPI revela que es tracta d’'una proteina amb un extrem basic (hidrofob N-terminal) i un

altre extrem acid (hidrofil C-terminal) (Figura 15).
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N-terminal C-terminal

Figura 15. Imatge de I'estructura de la BPI.
Adaptat de Weitz A. International Journal of Antimicrobial Agents 2013; 2: 571-574.

1.2.1.2.3 Fonts cel-lulars i distribucio en els teixits

Com ja hem comentat, la BPl s'emmagatzemen sobretot en els granuls citoplasmatics dels PMNs
conjuntament amb les defensines (1-4), la proteinasa 3 i 'azurocidina. Es postula, que pot estar unit a la
membrana dels granuls azurdfils i a la membrana cel-lular dels neutréfils (PMNs) per mitja del seu extrem C-

terminal hidrofob148.149,

Tot i aixi, la BPI, també s'ha aillat en els granuls dels eosindfils humans's3, en la superficie de mondocits de
sang periferica’®, en les cél-lules epitelials de les mucoses del colon's! i en els fibroblasts de la dermis?%2,
perd en quantitats inferiors. Cal tenir en compte perd, que I'expressié de la BPI en les céllules epitelials

només s’ha detectat després de I'estimulacié amb estimuls inflamatoris 151152,

1.2.1.2.4 Molécules efectores i requladores de la immunitat

El mecanisme precis pel qual la BPI actua com a molecula bactericida és encara desconegut, pero es coneix
que s’ha d'adjuntar a la superficie dels bacteris gram negatius per ser activa. S’ha descrit que la BPI pot
actuar davant els bacteris gramnegatius, mitjangant tres vies: en primer lloc, pot ser citotoxica directament a
través dels seus efectes sobre les membranes bacterianes'>, en segon lloc, actua com una opsonina per
millorar la fagocitosi de neutrdfils, i en tercer lloc, pot neutralitzar liposacarids (LPS) bacterians'%5.1%6, A més a
més, es coneix, que aquests efectes citotoxics de la BPI sobre els bacteris gram negatius sén reforcats

sinergicament per I'actuacié dels membres de la familia de les defensines?36.
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Cal recordar que els LPS s'han denominat també com "endotoxines", donada la potent resposta inflamatoria
que generen. Els LPS indueixen, en I'hoste, l'alliberament de cél-lules mediadores inflamatories que fins i tot
poden conduir, en Ultim extrem, a un xoc endotoxic irreversible. Se sap que la BPI s'uneix al lipid A, el

component més toxic i biologicament més actiu dels LPS (Figura 16).

Aixi doncs, es creu que la uni6 de la BPI als LPS, condueix a l'activacié d’enzims bacterians que son els
responsables de degradar fosfolipids i peptidoglicans i alterar la permeabilitat de la membrana externa de la

cel-lula, i en Ultima instancia provocar la mort cel-lular per un mecanisme encara desconegut.

Per tant, la BPI és coneguda sobretot per la neutralitzacié que fa a nivell de la I'endotoxina o dels

lipopolisacarids de la superficie dels bacteris gram-negatius's’.

* 0 pcplit(])cs
v
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BPI
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TNF-0, TL-1f, ...

macrophage

Figura 16. Relaci6 de BPI i LPS.
Adaptat de Levy O. Blood 2000; 96:2664-72.

També s’han descrit que la proteina BPl és un antigen diana per la formacié d'autoanticossos
anticitoplasmatics dels neutrdfils (ANCA). La preséncia d'anticossos anti-BPI (BPI-ANCA) s’ha descrit en
pacients amb granulomatosis de Wegener i també amb pacients amb malalties inflamatories intestinals (com

la colitis ulcerosa) i en la fibrosis quistica.
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Aixi doncs, la preséncia d’aquests anticossos (BPI-ANCA) pot empitjorar el procés d'inflamaci6 donat que es
redueix la capacitat natural que té la BPI per destruir i neutralitzar els bacteris gram-negatius. La presencia de

BPI-ANCA s’ha associat a un increment de I'activitat inflamatoria i a un major dany dels organs*8,

1.2.1.2.5 Relacié de la BPl amb I'obesitat i factors de risc cardiovascular

Tot i que la BPI ha sigut ampliament estudiada pel seu paper immunologic bactericida, en els darrers anys
també s’han publicat associacions entre els nivells circulants de BPI i parametres de risc cardiovascular i de
sindrome metabdlica en adults. Tot i aix0, es desconeix la relacio de la BPI amb el risc d’obesitat i de malaltia

cardiovascular en etapes precoces de la vida.

Diversos estudis correlacionen els nivells de BPI amb el transport de lipids'®, la sensibilitat a la insulina i la

tolerancia a la glucosa'6.161  |a malaltia coronaria62 i amb I'angiogénesi'es,

BPI i metabolisme dels lipids

Com ja hem comentat, la BPI té llocs d’uni6 a lipids i per tant, pot actuar com a proteina transportadora de
lipids. S’han publicat estudis que correlacionen els nivells plasmatics de la BPI amb nivells de CT, colesterol
HDL i LDL'°. D’altres els correlacionen amb factors de risc cardiovascular (envelliment, obesitat, diabetis i

malalties coronaries)32

En subjectes amb tolerancia normal a la glucosa en qué es van avaluar els nivells en serum de BPI i es van
correlacionar amb el metabolisme dels lipids (CT, colesterol HDL i colesterol LDL) i amb la reactivitat vascular
braquial (a partir d’ecografia d’alta resolucio) es va postular que la BPI podia constituir un biomarcador de
metabolisme dels lipids i que podia ajudar a identificar aquells individus amb la funcié endotelial

conservada'se.

BPI i sensibilitat a la insulina i tolerancia a la glucosa

S’han descrit estudis que demostren I'associacié entre la BPlI amb la sensibilitat a la insulina i amb la
tolerancia a la glucosa'®. En un treball que va estudiar els nivells de BPI circulants en subjectes amb
diferents graus de tolerancia a la glucosa es va objectivar que els nivells de BPI circulants en sérum, tenint en
compte 'edat i 'IMC, eren menors en pacients amb DM tipus 2 que en el grup control. Es va objectivar també,
que els nivells de BPI circulants es correlacionaven negativament amb la concentracié de glucosa i d’insulina

en deju i amb la postcarrega de glucosa. Aixi mateix, en pacients amb intolerancia a la glucosa també es va
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trobar una relacio inversa entre els nivells de BPI, 'IMC, la relacié cintura-maluc i la sensibilitat a la insulina
ajustada per I'IMC i per 'edat. Tots aquests resultats van suggerir que la BPI estava associada a les vies

metabdliques1e0,

Altres treballs realitzats amb pacient obesos amb DM tipus 2, van trobat també una correlaci6 directa entre la
concentracié plasmatica de BPI i la sensibilitat a la insulina i les concentracions de colesterol HDL, i una
correlacioé inversa amb altres parametres metabdlics (relacio cintura-maluc, perimetre abdominal o TG en

deja)e!,

Per tant, els estudis publicats sobre la BPI en relacié amb la insulina i la tolerancia a la glucosa li donen un
efecte protector, trobant-se una correlacio negativa entre els nivells de BPI i el nivells de glucosa, d'insulina i

de resisténcia a la insulina.

BPI i malaltia coronaria

En treballs realitzats amb pacient afectes de malaltia coronaria greu s’ha descrit que la BPI es correlaciona
inversament amb la severitat de les alteracions i pot ser un bon biomarcador per a I'estenosi coronaria

severa'ez,

En un estudi realitzat en pacients amb malaltia coronaria (total i parcial) comparats amb un grup control, es va
objectivar una clara correlacio negativa entre els nivells de BP!I i la gravetat de I'estenosi aterosclerotica greu i
es va postular que la BPI podria ser un bon biomarcador de la lesidé coronaria aterosclerotica en pacients

adults'62,

BPI i angiogénesi

La inhibici6 de I'angiogenesi es considera una eina prometedora en el tractament de I'aterosclerosi. Aquest fet
ha conduit a la recerca de nous inhibidors de I'angiogénesi enddgena o sintética. Recentment, es va descobrir

que la BPI inhibia I'angiogénesi per induccié especifica de I'apoptosi en les cél-lules endotelials 63,

Tots aquests resultats, ens informen que, igual que les defensines, a part del seu paper en la immunitat
innata, la BPI esta relacionada amb I'obesitat, la diabetis tipus 2 i el risc cardiovascular en adults. Segons el
nostre coneixement, no hi ha estudis al respecte en nens. La nostra hipotesi €s que la BPI pot ser un nou

biomarcador d’obesitat i de risc cardiovascular en nens.
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1.2.2  IMMUNITAT ADQUIRIDA

La immunitat adquirida o adaptativa es desenvolupa quan la immunitat innata és ineficag per eliminar |'agent
patogen i s'estableix la infecci6. Les funcions principals de la resposta immunitaria adquirida sén: 1) el
reconeixement d'antigens especifics "no propis” respecte la presencia d'antigens "propis”; 2) la generaci6 de
vies efectores immunologiques que eliminen els patogens especifics o les cél-lules infectades per patdgens;
3) i el desenvolupament d'una memdria immunoldgica que pot eliminar rapidament un patogen especific en

cas de produir-se una reinfeccio posterior2.

Aixo fa, que a diferéncia de la resposta immunitaria innata, les respostes adaptatives proporcionin una
proteccié especifica i de llarga durada contra el patogen. El sistema immunitari adquirit esta compost d’'una
serie de cél-lules i mecanismes complexos, sovint entrellagats entre ells que ens permeten dur a terme totes
aquestes tasques. Les cél-lules del sistema immunitari adaptatiu inclouen: a) cél-lules T, que s'activen a

través de l'accié de les cél-lules presentadores d'antigens (APC), i b) cél-lules B.

1.2.2.1 Cel-lules T i APC

Les cél-lules T deriven de cél-lules mare hematopoétiques en la medul-la 6ssia. Un cop formades migren i
maduren en el timus. Aquestes céllules expressen en la seva membrana, un receptor unic d'unié a I'antigen,
conegut com el receptor de cél-lules T (TCR), i requereixen de l'accié d'una APC (en general cél-lules
dendritiques, pero també els macrofags, fibroblasts i cél-lules epitelials) per reconéixer un antigen especific. A
les superficies d'APC s’expressen proteines conegudes com el complex principal d'histocompatibilitat (MHC).
Aquestes proteines de I'MHC es classifiquen com a classe | (també anomenat antigen leucocitari huma [HLA]
A, B i C) que es troben en totes les cél-lules nucleades, o de classe Il (també anomenat HLA, DP, DQ i DR)
que es troben només en certes cél-lules del sistema immunitari, incloent-hi macrofags, cél-lules dendritiques i

cél-lules B.

En els péptids endogens (intracel-lulars) trobem les molécules MHC de la classe |, mentre que en els péptids

exogens (extracel-lulars) trobem les molécules de la classe II.

Quan una cel-lula esta infectada per un patogen o bé ha fagocitat proteines estranyes, la proteina MHC
mostra fragments d’antigens (péptids)%29. Aixi les céllules T, quan es troben amb un APC que ha degradat
un antigen, s'activen i presenten fragments de I'antigen units a les seves molécules MHC. El complex MHC-
antigen activa el TCR i la céllula T segrega citoquines que controlen addicionalment la resposta immunitaria.
(Figura 17).
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Aquest procés de presentacio d'antigens estimula les cel-lules T a diferenciar-se en qualsevol de les cél-lules
T-citotoxiques (céllules CD8 +) o T-helper (Th) (cél-lules CD4 +).
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Figura 17. Immunitat adquirida. Activacio i funci6 de cél-lules T i B.
Adaptat de Warrington R. et al. Allergy, Asthma & Clinical Inmunology 2011;7(Suppl 1):S1.

Cél-lules T citotoxiques

Les cel-lules T citotoxiques estan implicades principalment en la destruccié de cél-lules infectades per agents

estranys. S'activen per la interaccio de la seva TCR amb molécules MHC de classe | unides a péptids.

L'expansio clonal de les cél-lules T citotdoxiques produeix cél-lules efectores que alliberen perforina i granzima
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(proteines que provoquen la lisi de les cél-lules diana) i granulisina (una substancia que indueix a l'apoptosi de

les cél-lules diana).

Un cop resolta la infeccio, la majoria de les cél-lules efectores moren i sén eliminades pels fagocits. No
obstant aixo, algunes d'aquestes cel-lules es mantenen com a céllules de memoria que es poden diferenciar

rapidament en cel-lules efectores, en cas de donar-se de nou una altra trobada amb el mateix antigen®2.9,
Cél-lules T helper

Les cél-lules T helper (Th) juguen un paper important en I'establiment i la maximitzacié de la resposta
immunitaria. Aquestes cel-lules no tenen accio citotoxica o activitat fagocitica, i no poden destruir les cél-lules
infectades o els patogens. No obstant aix0, fan de mediadores de la resposta immunitaria dirigint les altres

cellules a realitzar aquestes tasques.

Les cél-lules Th s'activen a través del reconeixement d’antigens TCR units a molécules de classe Il del MHC.
Un cop activades, les cél-lules Th alliberen citoquines que influeixen en l'activitat de molts tipus de cel-lules,
incloent-hi les APCs, a les que també activen. Les APC poden induir dos tipus de respostes de les cél-lules
Th: Th1 o Th2. La resposta Th1 es caracteritza per la producci6 d'interfero-gamma (IFN-g) que estimula les
activitats bactericides de macrofags, i altres citoquines. Aquestes, indueixen a les cél-lules B a produir
opsonitzacié (recobriment) i anticossos neutralitzants. La resposta Th2 es caracteritza per l'alliberament de
citoquines (interleucina 4, 5 i 13) que estan implicades en l'activacio6 i/o reclutament dimmunoglobulina E

(IgE), mastocits, eosindfils i en I'activacié de les cél-lules B per produir anticossos.

Els mastocits i els eosindfils sén instruments basics en la iniciacio de la resposta inflamatoria aguda, com la
que s'observa en l'al-lérgia i I'asma. Els anticossos IgE també s'associen amb reaccions al-lérgiques. Per tant,
un desequilibri en la produccid de citoquines Th2 s'associa amb el desenvolupament de condicions atopiques

(allergiques).
Igual que les cél-lules T citotoxiques, la majoria de les cel-lules Th moriran durant la resoluci6 de la infecci6 i
només algunes d’elles quedaran com a cél-lules de memoria®93,

Cél-lules T reguladores

Un tercer tipus de cel-lula T és la coneguda com la cél-lula T reguladora o supressora (T reg) i també juga un
paper important en la resposta immunitaria. La funcio de les cél-lules T reg és limitar i suprimir el sistema
immunologic i, per tant, esdevenen essencials per controlar les respostes immunitaries aberrants als antigens

propis i per evitar el desenvolupament de les malalties auto-immunitaries.
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1.2.2.2 Céllules B

Les cél-lules B deriven de les cél-lules mare hematopoétiques de la medul-la dssia i, un cop madures, deixen

la medul-la dssia, expressant un unic receptor d'unié a antigen en la seva membrana.

A diferéncia de les cél-lules T, les cél-lules B poden reconeixer antigens lliures directament, sense la
necessitat de APCs. La funcié principal de les cel-lules B és la produccié d'anticossos contra antigens
estranys929, Quan les cél-lules B s’activen, se sotmeten a una proliferacié i es diferencien en cél-lules
plasmatiques secretores d’anticossos o en cél-lules de memoria (Figura 17). Les cél-lules B de memoria sén
supervivents d'infeccions passades i segueixen expressant receptors d'unié a l'antigen. Aquestes cel-lules

poden ser cridades a respondre amb rapidesa i eliminar un antigen en cas de produir-se una re-exposicio.

Per altra banda, les cél-lules plasmatiques no expressen els receptors d'unio a antigen. Aquestes son cel-lules

de vida curta que se sotmeten a I'apoptosi quan I'agent d'incitacio que indueix la resposta immunitari s'elimina.

Aixi doncs, les cél-lules B, juguen un paper molt important en la resposta immunitaria humoral o a través
d’anticossos, a diferéncia de la resposta immunitaria mediada per cél-lules, que es regeix principalment per

les cél-lules T92.93,

1.2.2.3  Immunitat humoral i immunitat cel-lular

La immunitat humoral és la branca del sistema immunitari adquirit que esta constituida per les cél-lules B. La
producci6 dels anticossos (també anomenades immunoglobulines) comenga quan els receptors d’unié a
antigens de les céllules B reconeixen i s’'uneixen a I'antigen en la seva forma nativa. Aixo atreu la cooperacid
de les céllules Th que secreten citoquines i ajuden a la multiplicacio de les cél-lules B i a la seva maduraci6
en ceél-lules plasmatiques secretores d'anticossos. Els anticossos secretats s'uneixen a antigens en la
superficie dels patogens, i els destrueixen a través de la neutralitzacié de toxines, I'activacié classica del
complement, I'opsonitzacié i la promocio de la fagocitosis. Després de I'eliminacié del patogen, els complexos

antigen-anticos s'eliminen a través la cascada del complement 92,

Els anticossos juguen un paper important en la contenci6 de la proliferacié de virus durant la fase aguda de la
infeccid. Perd, un cop s'ha produit la infeccid, generalment no sén capagos d'eliminar el virus. Un cop

establerta una infeccio, els mecanismes immunitaris cel-lulars sén els més importants per defensar I'hoste.

La immunitat cel-lular no implica la produccié d’anticossos, perd protegeix I'organisme a través de: 1)
l'activacio de cél-lules T citotoxiques especifiques contra I'antigen que indueixen I'apoptosi de les cél-lules que

mostren epitops (regions localitzades en la superficie d'un antigen que sdn capaces de provocar una resposta
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immunitaria) o que mostren antigens estranys en la seva superficie (cél-lules infectades per virus, cel-lules
amb bacteris intracel-lulars, i les cél-lules canceroses que presenten antigens tumorals); 2) l'activacié de
macrofags i de cél-lules NK, que els permet destruir els patogens intracel-lulars; 3) I'estimulacié de la

produccio6 de citoquines que activa la resposta immunitaria®.

La immunitat cel-lular s’adrega principalment als microorganismes que sobreviuen en els fagocits, aixi com a
aquells que infecten cél-lules no fagocitiques. Aquest tipus d'immunitat és més eficag en I'eliminacid de
cel-lules infectades per virus, perd també pot participar en la defensa contra infeccions per fongs, protozous,

cél-lules canceroses i bacteris intracel-lulars.

La immunitat mediada per cél-lules també juga un paper important en el rebuig del trasplantament.

1.2.2.4  Immunoglobulines:

Com hem comentat en l'apartat anterior, les immunoglobulines (també anomenades anticossos) son
glicoproteines produides pels limfocits B o per les cél-lules plasmatiques. Sén responsables de la resposta

immunitaria humoral i actuen protegint 'organisme de diferents microorganismes (bactéries, virus i fongs) 64,

Segons la naturalesa de les seves cadenes pesades, els seu pes molecular, el seu coeficient de sedimentacio
i el contingut d’hidrats de carboni, es diferencien cinc classes d'immunoglobulines: 1gG, IgA, IgE, IgD i IgM.
Les principals caracteristiques de cada subtipus es descriuen a la Taula 4. També s’han descrit 2 subclasses
d’lgA en funcié de les caracteristiques de les seves cadenes pesades (IgA1 i IgA2) i quatre subclasses d’lgG
(IgG1, 1gG2, 1gG3 i IgG4)164.165,

La principal caracteristica de les immunoglobulines, és que reconeixen i s'uneixen especificament a
I'antigen'®. En el nostre organisme, es poden trobar en els liquids bioldgics (de forma soluble) on actuen
neutralitzant i col-laborant en la destruccié d’antigens (actuen com anticossos), o bé unides a la membrana
dels limfocits B on actuen com a receptors d’antigens (forma monomeérica). Les IgG, IgD i IgE se secreten en

forma monomeérica, mentre que les IgM i IgA ho fan en forma polimérica’®7.
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Taula 4. Principals tipus i caracteristiques de les immunoglobulines. Adaptat per I'autora.

Es troba en les mucoses del tub digestiu, del tracte respiratori
i del tracte urogenital. Impedeix la colonitzacié de patdgens.
També es pot trobar en el sérum, la saliva, les llagrimes i la
llet.

La seva funcié consisteix principalment a fer de receptor
d’antigens en els limfocits B que no han estat exposats als

antigens.

Suneix a lallergen i desencadena [Ialliberacio
d’histamina dels mastocits i dels basdfils. Esta implicada en

I'al-lérgia. També protegeix davant dels parasits.

Proporciona , amb la seves quatre formes la major part de la
proteccio immunitaria. Forma anticossos contra els patogens
invasors. Es I'Unic anticos capag de creuar la placenta i

proporcionar immunitat passiva al fetus.

S'expressa en la superficie dels limfocits B i en forma
secretada en el torrent sanguini. Elimina als patogens en els
estadis inicials de la resposta immunitaria mediada pels
limfocits B (humoral) fins que existeixen suficients

immunoglobulines 1gG.

Y Monomer
IgD, IgE, 1gG

g
.y

Dimer

IgA
entamer
IgM
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1.2.2.4.1 Estructura general de les immunoglobulines

La unitat estructural basica de les immunoglobulines consisteix en quatre cadenes polipeptidiques, dues de
lleugeres (L) idéntiques (que contenen uns 220 aminoacids) i dues cadenes pesades (H) idéntiques (que

contenen uns 440 aminoacids) (Figura 18).

Una combinacié d’enllagos no covalents i covalents (disulfur) sosté les quatre cadenes juntes. La molécula es
compon de dues meitats idéntiques, cadascuna amb el mateix lloc d’'unié a I'antigen. Entre les cadenes
pesades, a prop dels ponts disulfur, hi ha la regié frontissa, que és flexible i permet que els bragos se separin

0 s'apropin I'un a l'altre.

L’enzim papaina escindeix la molécula d'immunoglobulina per la seva regio6 frontissa i forma 3 fragments: un
fragment constituit per la meitat aproximada de les dues cadenes H (fragment Fc) i dos fragments formats per
una cadena L i aproximadament la meitat d'una cadena H (fragments Fab)'64166, E| fragment Fc és el
responsable de la unié al receptor Fc que hi ha en algunes cél-lules. El fragment Fab és on es troba la regi6
d'unié a l'antigen. La sequéncia d’'aminoacids en el fragment Fab és variable i les alteracions d’aquesta
sequencia determinen l'especificitat d’'un anticos a un antigen especific. La major part de la seqiéncia del

fragment Fc és constant.
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Figura 18. Estructura d’'una immunoglobulina tipica.
Font: Gartner J.L. Hialtt L. Altes de Histologia. 22 ed. Méxic. Editorial McGraw-Hill Interamericana; 199. P. 256-267.
Negroni M. Microbiologia Estomatolégica, 22 ed. Editorial médica panamericana; 200.p. 166-183.
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1.2.2.4.2 Immunoglobulina G

Es la més abundant de totes les immunoglobulines. Representa el 80% de les immunoglobulines sériques i es
troba en els fluids interns del nostre cos (sang, liquid cefaloraquidi i liquid peritoneal)'6-168, La seva

concentracio habitual en el sérum és de 800 a 1500 mg/d.

Té una estructura monomeérica i un pes molecular d’'uns 150 kDa. Presenta una estructura basica amb quatre
cadenes: dues cadenes pesades (H) gammes i dues cadenes lleugeres (L) kappa o lambda'®” (Figura 19). En
funcié de les seves cadenes es diferencien quatres subclasses d'lgG (IgG1, 1gG2, IgG3 i IgG4) amb un pes

molecular de 146 kDa, 146 kDa, 170 kDa i 4kDa respectivament i una vida mitjana de 23 dies"66.

Es responsable de la resposta immunitaria secundaria i presenta una elevada capacitat d'unié a l'antigen. Les
seves principals funcions son: activacio del complement, estimulacié de la quimiotaxi i opsonitzacidé per
facilitar la fagocitosi. Es I'inica immunoglobulina que travessa la barrera placentaria i ddna immunitat passiva

al fetus 166,167,169
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Figura 19. Estructura IgG.
Font: Alberts B., Johnson A., Lewis J. et all. Molecular Biology of the cell. 6th Edition, 2014. The Adaptative
Immune System. Chapter 25.
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1.2.2.4.3 Immunoglobulina A

Es una proteina plasmatica coneguda també com a anticos secretor. Es troba tant en les secrecions mucoses
de I'aparell respiratori, com del tracte gastro-intestinal, del genito-urinari, i també en la saliva, les llagrimes i la
llet materna. En trobar-se a la llet materna, durant els primers mesos de vida, transmet immunitat de la mare

al nadg164. 167,

Té una estructura basica de quatre cadenes: dues cadenes pesades alfa i dues cadenes lleugeres Kappa o
lambda. Es seu pes molecular oscil-la entre 150 a 400 kDa i té una vida mitjana d’'uns 6 dies'6.167, Segons

com siguin les seves cadenes, es diferencien dos subtipus principals d’IgA: la IgA1 i la IgA2.

En la sang es troba en forma mondmerica i en les secrecions mucoses en forma dimerica unida per una
cadena J'%6. La cada J és un peptid de 15 kDa que fa de nexe o unié6 de monomers d'IgA o d’'IgM per a la

formacio pertinent d'immunoglobulines polimériques (Figura 20).

La seva principal funcio, és impedir I'entrada de microorganismes i macromolécules a I'organisme. Aixi doncs,
actua a nivell de la mucosa epitelial impedint I'adheréncia de microorganismes com els virus, els bacteris i els

fongs164,
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Figura 20. Estructura immunoglobulina A (IgA).
Font: Alberts B., Johnson A., Lewis J. et all. Molecular Biology of the cell. 6th Edition, 2014. The Adaptative
Immune System. Chapter 25.
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1.2.2.4.4  Immunoglobulina M

La immunoglobulina M és una proteina plasmatica que es troba localitzada en la membrana dels limfocits B.
Es la primera descrita en el curs de l'evolucié filogénica i oncogénica (el fetus ja pot sintetitzar-la en

determinades circumstancies).

La IgM, és la primera classe d'anticds que secreten les cél-lules B davant la preséncia d'un antigen'66. Les

molécules d'lgM s’insereixen a la membrana plasmatica on funcionen com a receptors per a I'antigen.

En la circulaci6 té una estructura pentamérica, formada per cinc monomers. Cada monomer esta format per
quatre cadenes unides per ponts disulfur i per la cadena J (Figura 21). Té un pes molecular d’'uns 950 kDa i

una vida mitjana de cinc dies. Presenta deu llocs teorics d'unié a I'antigen.

Quan un antigen amb multiples determinants antigenics idéntics s'uneix a una sola molécula d'IgM
pentamérica secretada, s'altera I'estructura del pentamer i amb aixo es pot activar el sistema del complement.
Quan l'antigen esta en la superficie d'un patogen invasor, aquesta activacié del complement pot eliminar el
patogen per l'activacié de la fagocitosis o0 bé directament. Perd, I'activacio del complement també pot
augmentar en gran mesura la resposta immunitaria a un antigen: la unié d’'un component del complement
activat a un complex antigen-anticds, pot, per exemple, augmentar I'habilitat de I'antigen per estimular una

resposta de cél-lules B més de mil vegades.

La seva funcio, és intervenir en la lisi de microorganismes que es troben a nivell sanguini, a través de

l'activacié del sistema de complement (per la via classica i per la neutralitzaci6)16e.

antigen-binding
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Figura 21. Estructura immunoglobulina M (IgM).
Font: Alberts B., Johnson A., Lewis J. et all. Molecular Biology of the cell. 6th Edition, 2014. The Adaptative
Immune System. Chapter 25.

70



TESI DOCTORAL
Sistema immunitari i marcadors de risc cardiometabdlic en I'edat pediatrica

1.2.2.5 Relacid de les immunoglobulines amb l'obesitat i factors de risc cardiovascular

En la literatura, s’ha descrit 'associacio entre els nivells circulants d’immunoglobulines i parametres de risc
cardiovascular i de sindrome metabolica. Concretament, trobem estudis que correlacionen els nivells
d’immunoglobulines amb ['obesitat'’0-175, |a diabetis tipus 2176-178, |a resistencia a la insulina'7%.180 j el risc de

malaltia cardiovascular'®'.182, Son escassos, pero, els estudis en nens 83184,

Immunoglobulines i obesitat

Hi ha amplia literatura que correlaciona el sistema immunitari adquirit amb I'obesitat.

Molts treballs, han objectivat una associacio entre els nivells d'immunoglobulines (sobretot IgG i IgA) i
l'obesitat. En un estudi realitzat amb pacients obesos sotmesos a la col-locacié d'una banda gastrica ajustable
amb controls seriats d'immunoglobulines seériques abans i després de I'operacié (3 mesos i 12 mesos) han
trobat una disminucio global dels nivells d'immunoglobulines (IgG i IgM ja als 3 mesos i IgA en el control dels

12 mesos) coincidint amb la progressiva disminuci6 del pes i de 'IMC170,

La relaci6 entre els nivells dimmunoglobulines i 'obesitat s’ha objectivat també en estudis experimentals amb
roedors alimentats amb dieta rica en greixos, que han demostrat, no només que els limfocits B eren les
primeres céllules reclutades pel teixit adipds visceral sind també, que en el grup de ratolins obesos hi havia
un increment de I'activacié dels limfocits B respecte al grup control de ratolins no obesos'”!. Aquestes

mateixes troballes s’han constatat també en pacients adults amb obesitat'72,

En altres estudis realitzats en pacients obesos, s’ha evidenciat una disminucié dels nivells d'IgM en sang i un
increment del nombre de leucocits.’3 En aquesta mateixa linia, estudis realitzats en pacients obesos
sotmesos a dejuni evidencien una disminucié dels leucocits i de les cél-lules T i B'74. Fins i tot, en estudis
realitzats en pacients obeses durant 'embaras i el puerperi, s’ha constatat un increment global d'lgA tant a

nivell plasmatic com en el calostre7s.,

Immunoglobulines i diabetis tipus 2

Estudis en pacients diabétics tipus 2 han trobat un increment de I'activacio dels limfocits B'76 en sérum i
estudis de pacients adults amb risc cardiovascular han evidenciat que els nivells elevats d'IgA i els nivells

baixos d'IgG en sang, eren factors de risc pel desenvolupament de la diabetis tipus 2177.

En cohorts de pacients diabétics en general (tipus 1 i tipus 2) s’ha constatat també un increment dels nivells
plasmatics d’lgA i se suggereix un possible paper de les IgA en la patogénesis de les complicacions vasculars

de la diabetis mellitus?7é.
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Immunoglobulines i resisténcia a la insulina

Estudis recents han demostrat que en el teixit adipds de ratolins amb obesitat induida per la dieta, els limfocits
B promouen la resistencia a la insulina a través de la produccié d’anticossos IgG'?®. Els nivells plasmatics
d'IgA s’han associat a l'obesitat i a la sindrome metabolica (sobretot a I'obesitat abdominal i a la

hipetrigliceridémia)'e0,

Immunoglobulines i risc de malaltia cardiovascular

En ledat adulta trobem diferents estudis on es correlaciona I'exposicid a infeccions (sobretot a
citomegalovirus) amb el risc d'infart de miocardi, accident cerebrovascular o mort cardiovascular'®. D’altres
correlacionen els nivells plasmatics d'immunoglobulines amb un increment de risc de mort en general i
sobretot per malalties infeccioses. Aixi mateix, aquests estudis, atribueixen als nivells elevats d’'lgG un

possible marcador per indicar malaltia cardiovascular subclinica'éz,

Immunoglobulines i risc cardiovascular en nens

En nens, s’han publicat diversos estudis que associen les infeccions agudes amb I'aparicié de canvis lipidics
(modificacié oxidativa de les LDL i milloria de la disminuci6 de les HDL) i amb I'engruiximent de la capa intima-

meédia carotidia. | per tant, amb un major risc d’aterosclerosi’s3.

Estudis realitzats en nens obesos, constaten, com en els adults, un increment dels limfocits B i un increment

del nivells plasmatics d’IgA84,

Tots aquests resultats ens informen que, a part del seu paper en la immunitat adquirida, les immunoglobulines
(IgA, 1gG i IgM) s’han associat amb la obesitat, la DM tipus 2, la resisténcia a la insulina i tenen una funcid
important en el desenvolupament de les malalties metaboliques i cardiovasculars en I'edat adulta. Els estudis

en nens sén escassos.
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HIPOTESI
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2  HIPOTESI

21 HIPOTESI

Hipotitzem que diverses molécules del sistema immunitari innat (a-defensines i BPI) i adquirit (IgG, IgA i IgM)

poden associar-se amb parametres d’obesitat i parametres de risc cardiometabdlic en I'edat pediatrica.

Les hipotesis especifiques del treball son les seglents:

a) Els nivells circulants de les molécules del sistema immunitari innat (a-defensines i BPI) i adquirit (1gG, IgA i

IgM) son diferents en nens amb sobreprés i obesitat comparats amb nens prims.

b) En nens escolars (~7 anys d’edat), els nivells circulants de les molécules del sistema immunitari innat (a-
defensines i BPI) i del sistema immunitari adquirit (IgG, IgA i IgM) s’associen amb diversos parametres
cardiometabdlics, tals com: lipids, resistencia a la insulina, composicié corporal, tensié arterial i gruix de la

intima-média carotidia.

c) Els nivells circulants de les molécules del sistema immunitari innat (a-defensines i BPI) en nens escolars

(~7 anys d’edat) s’associen amb parametres de composicié corporal d’aquests nens als ~ 10 anys d’edat.
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OBJECTIUS
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3  OBJECTIUS

Els objectius plantejats en aquesta tesi son els seguents:

1-Estudiar la relacié entre els nivells circulants de les molécules del sistema immunitari innat (a-defensines i

BPI) amb l'obesitat i factors de risc cardiometabdlic en nens prepuberals.

1.1.- Comparar els nivells de les a-defensines i BPI en nens escolars (~7 anys d’edat) amb diferents

graus d’obesitat.

1.2.- Estudiar l'associacié transversal dels nivells de a-defensines i BPlI amb parametres

cardiometabdlics en nens escolars (~7 anys d’edat).

1.3.- Estudiar 'associacié longitudinal dels nivells de les a-defensines i la BPI de nens escolars (~ 7
anys d’edat) amb parametres cardiometabdlics en un seguiment posterior d’'aquests nens (~ 10 anys
d’edat).

2-Estudiar I'associacié entre els nivells circulants de les molécules del sistema immunitari adquirit (IgG, IgA i

IgM) amb I'obesitat i factors de risc cardiometabdlic en nens prepuberals.

2.1.- Comparar els nivells de 19G, IgA i IgM en nens escolars (~7 anys d’edat) amb diferents graus

d’obesitat.

2.2.- Estudiar I'associacio transversal dels nivells de 1gG, IgA i IgM amb parametres cardiometabolics

en nens escolars (~7 anys d’edat).
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MATERIAL | METODES
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4  MATERIAL | METODES

41 DISSENY
S’ha fet un estudi clinic observacional a partir de dues poblacions pediatriques:

1) Una cohort pediatrica procedent de Centres de Salut de I'Alt Emporda que es va incloure entre els

anys 2010-2013 a I'Hospital de Figueres.

2) Una cohort pediatrica procedent de Centres de Salut de Girona que es va incloure entre els anys
2012-2014 a I'hospital Dr. Josep Trueta de Girona.

El disseny es basa en un estudi transversal en nens de 7 anys d'edat (totes dues cohorts) i en un estudi

longitudinal als 10 anys d’edat (només en la cohort de I'Alt Emporda).

4.2 CONSIDERACIONS ETIQUES

El protocol de l'estudi va ser aprovat pels Comités d’Etica d'Investigacié Clinica de 'Hospital Universitari de

Girona Dr. Josep Trueta i de I'Institut d'Investigacié en Atencié Primaria Jordi Gol (Comites de referéncia).

Es va recollir un consentiment informat dels tutors legals de tots els nens inclosos en I'estudi. En tot moment,
es van respectar els principis fonamentals de la declaracié de Helsinki aixi com la legislaci6 vigent sobre la

confidencialitat de dades personals i les normes étiques sobre estudis clinics en pacients pediatrics.

4.3 SUBJECTES D’ESTUDI

1) En la poblacié pediatrica de I'’Alt Emporda, es van estudiar 250 nens caucasics en edat escolar (126
nens i 124 nenes, amb una edat mitjana de 7.7+0.2 anys; 26.4% amb sobrepés i 22.4% amb

obesitat).

Els nens van ser reclutats pels pediatres dels seus Centres d’Atencié Primaria de referéncia ('Escala,
Vilafant, Figueres i Roses) durant la visita de seguiment del nen sa. Tots els nens eren sans i tenien
els parametres metabolics dins dels rangs de normalitat. La participacié en I'estudi va variar entre el
50iel 70%.
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Al cap de 3 anys, es va fer un seguiment d’aquests nens, que es va poder completar en 91 nens (46
nens i 45 nenes, els quals tenien una edat mitjana de 10.8+0.2 anys; 16.5% amb sobrepes i 5.5%

amb obesitat), que representa un 36.4 % dels individus que van comengar I'estudi.

Aquesta grandaria mostral, tenint en compte un risc alfa de 0.05, un risc beta de 0.2 i un tipus de
contrast bilateral, ens va permetre detectar coeficients de correlacio de Pearson que fossin
estadisticament significatius amb un valor igual o superior a 0.18 per a 'estudi transversal i igual o

superior a 0.3 per a I'estudi longitudinal.

En conjunt, aquesta poblacié va servir per estudiar la relacié de les a-defensines i la BPI amb

I'obesitat i els factors de risc cardiovascular.

En la poblacié pediatrica de Girona, es van reclutar 270 nens caucasics en edat escolar (147 nens i

123 nenes, amb una edat mitjana de 8.4+0.1 anys); 24.1% amb sobrepés i 22.2% amb obesitat.

Els nens van ser reclutats pels pediatres dels seus Centres d’Atencié Primaria de referéncia (Montilivi,
Can Gibert del Pla, Santa Clara i Taiala) durant la visita de seguiment del nen sa. Tots els nens eren
sans i tenien els parametres metabolics dins dels rangs de normalitat. La participacié en I'estudi

també va variar entre el 50 i el 70%.

Actualment s’esta fent el seguiment d’aquesta cohort perd no es disposen de dades suficients per

incloure’n els resultats a la tesi.

Aquesta grandaria mostral, tenint en compte un risc alfa de 0.05, un risc beta de 0.2 i un tipus de
contrast bilateral, ens va permetre detectar coeficients de correlacio de Pearson que fossin

estadisticament significatius amb un valor igual o superior a 0.17.

Aquesta poblacid va servir per estudiar la relacio de les IgG, IgM i IgA, amb l'obesitat i els factors de

risc cardiovascular.
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4.4 CRITERIS D’'INCLUSIO | EXCLUSIO DELS NENS/ES

441 CRITERIS D'INCLUSIO:

4.4.1.1 Criteris d’inclusid de la visita inicial

* Nen/a escolar de 5-10 anys d'edat de les arees de referéncia, els pares del qual han donat consentiment

informat per participar en I'estudi.

+ Abséncia de desenvolupament puberal segons els criteris de Tanner i Marshall'85.186, Per a pacients amb

sobrepés també: pes estable per a la talla durant 3 mesos abans de l'inici de I'estudi.

4.4.1.2 Criteris dinclusio de la visita de sequiment

Nota: només en el cas del grup d’estudi de I'Alt Emporda.
* Nen/a entre 8 i 12 anys sans, inclosos en la primera fase de I'estudi.

+ Consentiment informat firmat pels pares o tutors dels nens participants.

442 CRITERIS D'’EXCLUSIO PER AMBDOS ESTUDIS:

* Nen/a prepuberal amb malaltia cronica greu o anomalies congénites.
* Nen/a prepuberal amb malaltia cronica de caracter inflamatori 0 malaltia aguda intercurrent.

* Nen/a prepuberal amb consum de corticoides, antibidtics o antiinflamatoris durant els darrers 15 dies a l'inici

de l'estudi.*

*En aquest darrer punt, en alguns casos es va endarrerir la inclusi6 del nen fins haver finalitzat els 15 dies del

procés intercurrent o del final del tractament.
* Nen/a prepuberal amb alteracions de 'hemograma, la funcié tiroidal, hepatica i/o renal.
* Nen/a de raga no caucasica.

» Nen/a sense el consentiment informat firmat.
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4.5

451

VARIABLES

VARIABLES CLINIQUES

L’examen clinic i 'analisi de sang es van realitzar al mati (entre 8:00 i 9:00h) i amb els pacients en deju.

En 'examen clinic o valoracid fisica, es van constatar les segients determinacions:

Pes: el pes es va mesurar amb I'ajuda d'una bascula calibrada abans de cada determinacié (marca

SECA). Tots els nens es van pesar en roba interior i sense sabates. El pes es va expressar en gr.

Talla: la talla es va mesurar amb els nens amb bipedestacié i sense sabates i en condicions
estandarditzades amb el cap situat en el pla de Frankfurt (linia imaginaria tragada des de I'extrem inferior
de I'drbita fins al marge superior del conducte auditiu extern). Per a tal fi, es va utilitzar un estadiometre

de Harpenden que estava fixat amb el pla superior mobil.

IMC: amb les dues variables anteriors es va calcular I'index de massa corporal (IMC) segons la formula
IMC= pesitalla=kg/m2. Es van utilitzat dades regionals normatives per calcular els valors estandards en

funci6 del sexe i I'edat de cada nen per al pes, la talla i 'IMC 12,

El punt de tall utilitzat per determinar la presencia de sobrepés i/o obesitat va ser: prim (IMC-SDS <1),
sobrepés (1= IMC-SDS<2) i obesitat (IMC-SDS=2).

Perimetre abdominal (PA): el perimetre abdominal es va mesurar amb una cinta métrica graduada en
centimetres, tal i com ho fa la Societat Espanyola d’estudi de la obesitat (SEDO)'87. Es va col-locar el
nen en decubit supi amb els bragos en posicié anatdmica i es va mesurar el perimetre abdominal,

seguint la linia que passa a 'algada del melic.

Tensi6 arterial (TA): la pressio arterial (TA) es va mesurar amb un oscil-ldmetre electronic (Dinamap Pro
100, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom), escollint el maneguet adequat per a la
grandaria del brag. La TA es va obtenir amb el pacient en posici6 supina a nivell del brag dret i després

de 10 minuts de repds.

Composicioé corporal (massa grassa, massa magra i aigua corporal total): es van mesurar per mitja

d’impedancia bio-electrica (Hydra Bioimpedance Analyzer 4200, Xitron Technologies, San Diego, CA).

Es tracta d'una técnica no invasiva que s’ha utilitzat i validat en nens i les mesures obtingudes es

correlacionen bé amb dades d’absorciometria dual de rajos X (DXA)188.189,
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452 VARIABLES ANALITIQUES

Es va practicar una extraccié de sang venosa (maxim 15 ml de sang) que van servir per a la realitzacio d’'una
analitica general (hemograma, bioquimica general, glucosa, insulina i perfil lipidic) a cada nen/a i per a

I'elaboracié d'una seroteca i plasmoteca (mantinguda a -80°) per a futurs estudis.

Aixi mateix, totes les extraccions es van realitzar en un ambient tranquil i després de I'aplicacié de crema
anestésica a la pell (crema EMLA, d’'Us habitual a pediatria) i per personal experimentat (infermer) per

minimitzar les molésties de la puncié.

4.5.2.1 Elaboracié d’una seroteca i d’una plasmoteca

Per obtenir el plasma, es va recollir la mostra de sang venosa en un tub de centrifuga estéril amb EDTA
(anticoagulant). Immediatament es va centrifugar a 3500 rpm durant 15 minuts a una temperatura de 4°C. Un

cop centrifugat es va separar el plasma i la fraccio cel-lular.

Per obtenir sérum es va recollir la mostra de sang en un tub de centrifuga esteril sense anticoagulant amb
separaci6 de gel inert. Es va deixar reposar la mostra durant 30 minuts perqué es formés el coagul i llavors es

va centrifugar la mostra a 3500 rpm durant 15 minuts a 4°C.

Tant del plasma com del sérum, se’n va fer aliquotes de 300-400 ul en microtubs d'1.5 ml, per evitar aixi un
gran nombre de cicles de congelacio-descongelacio de les mostres en posteriors estudis. Aquestes aliquotes
van ser etiquetades correctament amb el codi de la mostra, la data i el seu contingut i guardades a -80°C en

les seves corresponents caixes, per un emmagatzematge de llarga durada.

4.5.2.2 Analitica general

En lanalitica generals es van analitzar les variables de laboratori de rutina: hemograma, bioquimica
immunologia-hormones. Aquestes variables de laboratori es van dur a terme en el Laboratori Clinic de

I'Hospital diariament amb la inclusié de cada individu.

- Glucosa i insulina: la glucosa en sérum es va quantificar per mitja del métode de la hexoquinasa i la
insulina per mitia d'immunoquimioluminescéncia (IMMULITE 2000, Diagnostic Products, Los Angeles,
CA). El limit de deteccié d'insulina es va fixar en 0’4 mIU/L i el coeficient de variacié intra i inter-assaig va

ser menor del 10%.

- Resisténcia a la insulina: la resisténcia a la insulina es va calcular utilitzant l'avaluacié del model
d’homedstasi (HOMA; Matthews, 1985: HOMA-IR=( insulina mU/l) x (glucosa mM)/22'5)46.
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Lipids: els lipids en el sérum es van mesurar a partir de tests automatics: els triglicerids totals del sérum
(TG) es van mesurar a partir de la monitoritzacié de la reaccio de I'enzim glycerol-fosfat oxidasa
(ARCHITECT, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) amb un limit inferior de deteccié de 5 mg/dl i un

coeficient de variabilitat intra i inter-assaig per sota del 5%.

El colesterol d’alta densitat (HDL) es va quantificar utilitzant el métode homogeni del detergent selectiu
amb accelerador (ARCHITECT, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) amb un limit inferior de deteccio de

2’5 mg/dl i un coeficient de variabilitat per sota del 4%.

Transaminases: la deteccio en el serum d’'aspartat transaminasa (AST), alanina transaminasa (ALT) i
gammaglutamil transferasa (GGT) es va mesurar per tests automatics colométrics (Sentinel Diagnostics,
Abbott Diagnostics Europe, Milan, Italy). Els coeficients de variabilitat intra i inter-assaigs van ser inferiors

al 4% per a tots els tests.

Proteina C Reactiva ultrasensible (PCRus): els nivells en sérum de proteina C reactiva (PCR) es van
mesurar utilitzant la tecnica inmunoensayo ultrasensible de latex CRP Vario (Sentinel Diagnostics, Abbott
Diagnostics Europe, Milan, Italy). El limit inferior de deteccid es va fixar en 0.2 mg/L i els coeficients de

variacio intra i inter-assaig van ser inferiors al 3%. Tots els valors < 0.2 mg/L es van codificar com a 0.2.

Adiponectina d’alt pes molecular (APM): I'adiponectina total i I'adiponectina d’APM es van quantificar
per mitja d’assaigs immunoabsorbents lligats a enzims (ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
tipus Sandwich (Linco, St. Charles, MO). El limit inferior de detecci6 va ser 0.2 ng/mL i el coeficient de

variacié va ser inferior al 4%.
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453 VARIABLES ESPECIFIQUES

4.5.3.1 Defensines

Els nivells totals de les a-defensines es van mesurar en plasma utilitzant el kit ELISA comercial “HUMAN
HNP 1-3 ELISAS test” (Hycult Biochnology Uden, The Netherlands) i es van seguir les instruccions

recomanades pel fabricant.

Aquest Kit mesura les tres principals defensines humanes 1, 2 i 3, que com hem dit abans, sén
caracteristiques dels neutrofils i representen al voltant del 99% del contingut total de defensina d'aquestes

cel-lules. El kit es basa en un ELISA tipus sandvitx, amb un temps de treball de 3 hores i mitja.
El limit de detecci6 per aquest métode és de 156 pg/ml i els coeficients de variacié sén inferiors al 8%.
4.5.3.1.1  Protocol

El kit per a la deteccio de les a-defensines consisteix en una ELISA de fase solida basada en el metode de
sandvitx que utilitza dos anticossos policlonals especifics altament reactius contra les a-defensines humanes

1-3 i permet detectar les proteines en sis passos.

Un dels anticossos esta fixat en la placa bloquejada contra unions no especifiques. A continuacié, 100 pl de
les mostres no diluides i dels estandards s’afegeixen directament a cada pou i s'incuben durant 1 hora a 20-
25°C amb agitacié suau. El seglient pas consisteix a rentar la placa quatre vegades amb 200 ul de tampé de
rentat i afegir després 100 ul del segon anticds anti-defensines (anticos tragador biotinilat) que cal incubar una
hora a 20-25°C amb agitacié suau. Posteriorment es renta 4 vegades amb el tampd de rentat i s'afegeixen
100 pl del conjugat enzimatic d’estreptavidina-peroxidasa. S’incuba de nou una hora a 20-25° amb agitaci6
suau. Després es renta de nou 4 vegades amb el tamp6 de rentat i s’afegeixen 100 pl del substrat
(tetrametilbencidina (TMB)). S'incuba 30 minuts a temperatura ambient de 20-25°C. La combinaci6 entre
I'estreptavidina-peroxidasa amb [I'anticos tragador biotinilat reacciona amb el substrat donant lloc a una

reaccid colométrica.

La quantitat de color obtinguda és proporcional a la quantitat de les a-defensines presents a les mostres i als
estandards. Per poder quantificar-ho, es va aturar la reaccio amb 100 ul de solucié d’aturada (acid oxalic).
Finalment, es va poder mesurar la reaccié obtinguda a una absorbancia a 450 nm amb un lector de plaques
d’ELISA per obtenir 'absorbancia de cada una de les mostres. Aquesta absorbancia ens va servir per obtenir

les concentracions de les a-defensines de cada mostra. Per mitja d'una recta loglineal creada amb els
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estandards i per interpolacid de l'absorbancia de les nostres mostres en aquesta, es van obtenir les

concentracions en ng/ml.

Per evitar la contaminacio de les mostres es van utilitzar micropipetes automatiques d’'un sol Us (sén
micropipetes on el volum a succionar esta automatitzat. Funcionen a base d’'uns pistons que varien la longitud
d’'una columna d’aire. Aquesta part mecanica esta separada del recipient on es diposita el liquid que és una

punta d'emprar i tirar per evitar contaminacions).

4.5.3.2 Bacterial/permeability-increasing protein (BPI)

Els nivells de BPI es van mesuraren en plasma utilitzant 'ELISA comercial “HUMAN BPI ELISA test” Kit
(Hycult Biochnology Uden, The Netherlands) i es van seguir les instruccions pertinents del fabricant. Aquest

Kit es basa en un ELISA tipus sandvitx amb un temps de treball de 4 hores i mitja.
El limit de deteccio per aquest metode és de 250 mg/ml i els coeficients de variacio son inferiors al 8%.
4.5.3.2.1 Protocol

El Kit utilitza anticossos policlonals especifics altament reactius contra les BPI humanes i permet detectar la

proteina en sis passos.

Un dels anticossos esta fixat a la placa bloquejada contra unions no especifiques. A continuacio es renta la
placa quatre vegades amb 200 pl de tamp6 de rentat. A continuacié, s’afegeixen 100 pl de les mostres no
diluides i dels estandards directament a cada pou i s'incuben durant 2 hores a 20-25°C amb agitaci6 suau. El
pas segient consisteix a rentar la placa quatre vegades amb 200 ul de tamp6 de rentat i afegir 100 ul del
segon anticds anti-BPI (anticos tragador biotinilat) que cal incubar durant una hora a 20-25°C amb agitacio
suau. Posteriorment es renta 4 vegades amb el tamp6 de rentat i s'afegeixen 100 pl del conjugat enzimatic
d’estreptavidina-peroxidasa. S'incuba de nou una hora a 20-25° amb agitaci6é suau. Després es renta de nou 4
vegades amb el tamp6 de rentat i s'afegeixen 100 ul del substrat (TMB). S'incuba 30 minuts a temperatura
ambient de 20-25°C. La combinacié entre l'estreptavidina-peroxidasa amb I'anticos tragador biotinilat

reacciona amb el substrat que hem utilitzat (TMB) donant lloc a una reaccié colométrica.

La quantitat de color obtinguda és proporcional a la quantitat de BPI present a les mostres i als estandards.
Per poder quantificar-ho es va aturar la reaccié amb 100 pl de solucio d’aturada (acid oxalic). Finalment, es va
poder mesurar la reaccio obtinguda a una absorbancia a 450 nm amb un lector de plaques d’ELISA per
obtenir I'absorbancia de cada una de les mostres. Aquesta absorbancia ens va servir per obtenir les
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concentracions de BPI de cada mostra. Per mitja d’'una recta loglineal creada amb els estandards i per

interpolacio de I'absorbancia de les nostres mostres en aquesta, es van obtenir les concentracions en ng/ml.
Per evitar la contaminacié de les mostres es van utilitzar micropipetes automatiques d’un sol Us.

4.5.3.3 Immunoglobulines 1gG, IgA i IgM

Les immunoglobulines totals en serum: 1gG, IgA i IgM es van mesurar amb el kit Immage Immunochemistry
Sistems (Beckman Coulter IgG, IgA i IgM, respectivament) utilitzant la maquinaria del laboratori clinic del

Hospital Trueta. Els coeficients de variabilitat intra-assaig son de 2-2.6%, 2.5-2.9% i 2.4-3.2% respectivament.
4.5.3.3.1 Protocol

Aquest kit es basa en I'avaluacié de la llum dispersada per les particules suspeses en solucié com a resultat
de complexos formats durant la reacci6 antigen-anticos. Es realitza a partir de la mesura de la terbolesa d'una
solucidé o suspensié en la qual la quantitat de llum transmesa es quantifica amb un espectrofotdmetre o
s'estima mitjangant comparacié visual amb solucions de terbolesa coneguda. El programa IMMAGE

Immunochemistry System incorporat a la maquina, calcula automaticament els resultats.
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4.6 RECOLLIDA | ANALISI DE DADES

Les dades cliniques s’han recollit en programes informatics durant els controls de salut del nen sa. S’ha
utilitzat el programa informatic SPSS versi6é 21.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) per a l'analisi estadistica de les
dades.

Els resultats s’han expressat com a mitjana+EEM (error estandard de la mitjana). S’ha comprovat si les
variables estudiades seguien la distribuci6 normal amb el test de Kolmogorov-Smirnov. Les variables

quantitatives que no seguien una distribucié normal s’han transformat logaritmicament.

Les diferéncies en les variables cliniques, bioquimiques i vasculars entre els grups de I'estudi s’han examinat

mitjangant el test t-Student per a dades no aparellades. La significaci6 estadistica s’ha establert en p<0.05.

La relacié entre les molécules de I'estudi (a-defensines, BPI, immunoglobulines 1gG, IgA, IgM) i els marcadors
de risc cardiometabdlic s’ha analitzat mitjancant correlacié simple de Pearson seguida d’analisis de regressio

multiple per ajustar per possibles factors de confusid.
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5 RESULTATS

51  SISTEMA IMMUNITARI INNAT, OBESITAT | FACTORS DE RISC CARDIOMETABOLIC

51.1 POBLACIO D’ESTUDI

Per realitzar aquest estudi es va utilitzar un grup de 250 nens/es (124 nenes i 126 nens) de la poblacié de
referéncia dels Centres de Salut de I'Alt Emporda, que van ser inclosos entre 2010 i 2013 a 'Hospital de

Figueres amb una edat mitjana de 7.7 anys (taula 5).

El grup presentava un IMC mitja de 19.3 que correspon a un z-score (IMC-SDS) de 0.6 i incloia un 26.4% de

nens amb sobrepés i un 22.4% de nens amb obesitat (taula 5).

En tots ells es van determinar els nivells de a-defensines i BPI en sang. Els valors de les a-defensines van
variar des de 2.5 ng/ml a 3.2 ng/ml; els de BPI van variar de 9.7 ng/ml a 14.8 ng/ml. Els rangs observats en

totes les proteines eren normals per I'edat.

L’estudi longitudinal es va realitzar en 91 d’aquests nens/es (45 nenes i 46 nens) amb una edat mitjana de
10.8 anys. El grup presentava un IMC mitja de 19.4 que correspon a un z-score de 0.5 i incloia un 16.5% amb

sobrepés i un 5.5% amb obesitat (taula 5).

La poblacié d’estudi basal (~7 anys d’edat) es va dividir segons el grau d’obesitat en: prims (IMC-SDS <1,
n=128) i no prim (IMC-SDS2=1, n=122, taula 6).

Comparant els nens prims i no prims no es van observar diferéncies entre el sexe i 'edat perd si amb els

parametres d'obesitat i risc cardiometabolic (tots p<0.0001), tal i com és logic (taula 6).

A més, els nens no prims es van subdividir en sobrepés (1<IMC-SDS<2, n=66) i obesitat (IMC-SDS=2, n=56).
Els nens no prims (tant amb sobreprés com obesitat) mostraven, valors més elevats de defensines (p=0.02 i
p=0.004 respectivament) i més baixos de BPI que els nens prims (p=0.002 i p<0.0001 respectivament, Figura
22). No s'observaren diferencies en aquests valors entre els nens amb sobrepés (1<IMC-SDS<2) i obesitat
(IMC-SDS=2).
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Taula 5. Parametres antropométrics i metabdlics del grup de pacients de I'estudi de I'Alt Emporda en 'estudi transversal (basal) i
I'estudi longitudinal (seguiment al cap de 3 anys).

Estudi basal Estudi
(n=250) seguiment(n=91)

Parametres antropometrics
Edat (anys) 7.7 0.2 10.8 £0.2
Sexe femeni (%) 49.7 50.5
Pubertat (%) 0 47.2
Pes (kg) 33.3+15 421423
Algada (cm) 128 £ 1 144 +3
IMC (kg/m2) 19.3+£0.3 194+0.8
IMC z-score 0.6 £0.2 0502
Perimetre abdominal (cm) 62.8 £ 1.4 704 +22
Massa grassa (%) 33109 327114
TAs (mmHg) 104 £ 1.8 104 £ 1.5
GIMc (cm) 0.042 £ 0.001 0.047 £ 0.001
Parametres metabolics
Glucosa (mg/dL) 86+04 88+0.9
HDL-colesterol (mg/dL) 54+0.8 56 +1.7
TG (mg/dL) 62+ 26 59 +3.1
Insulina (mIU/L) 43105 44 +0.7
HOMA-IR 0.94+0.10 0.97+0.15
Adiponectina APM (mg/L) 7.30.3 16.6 £3.5
PCRus (mg/L) 15+0.2 1.1 0.3
a-defensines (ng/ml) 28+0.2 -
BPI (ng/ml) 123125 -

Els resultats de les variables quantitatives s’expressen com a mitjana+EEM. IMC: index de massa corporal; IMC-SDS: index de
massa corporal segons desviacid estandard; TAs: tensid arterial sistolica; GIMc: gruix de la intima-média de la carotida; HDL-
colesterol: colesterol de lipoproteines d'alta densitat; TG: triglicérids; HOMA-IR: model de mesura de la resisténcia a la insulina;
adiponectina APM: adiponectina d'alt pes molecular; PCRus: proteina C reactiva d’alta sensibilitat; BPI: bacterial/permeability-
increasing protein.
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Taula 6. Parametres antropometrics i metabolics del grup de pacients de I'estudi de I'Alt Emporda en I'estudi transversal (basal)
classificats segons IMC en prims (IMC-SDS<1) i no prims (IMC-SDS21).

Tots els Prims No prim

individus (IMC-SDS<1) | (IMC-SDS 21) p

(n=250) (n=128) (n=122)
Parametres antropométrics
Edat (anys 7.7+0.2 7.0+0.1 8.5+0.1 <0.0001
Sexe femeni (%) 49.7 491 50.2 ns
Pes (Kg) 33.3+15 255+ 8.4 438+ 1.1 <0.0001
Algada (cm) 128 + 1 123 + 1 134 +1 <0.0001
IMC (kg/m2) 19.3+£0.3 16.3 £ 0.1 23.310.2 <0.0001
IMC-SDS 0.6 £0.2 -0.2+0.1 20+0.1 <0.0001
Perimetre abdominal (cm) 628+14 54.2+0.6 742+0.9 <0.0001
Massa grassa (%) 331+ 0.9 29305 37907 <0.0001
TAs (mmHg) 104.7+1.8 101.4 £ 0.8 108.5+ 1.0 <0.0001
GIMc 0.042 + 0.001 0.040 £0.001 | 0.043 £0.001 0.003
Parametres metabolics
Glucosa (mg/dL) 86.6 + 0.4 85405 88.1+0.6 0.001
HDL-colesterol (mg/dL) 53.6+ 0.8 56.8 0.9 49.7+0.9 <0.0001
TG (mg/dL) 62.3+ 2.6 544 +1.8 73.9+38 <0.0001
Insulina (mIU/L) 43104 26+0.3 6.6+0.5 <0.0001
HOMA-IR 0.94 0.1 0.56 + 0.1 148 £ 0.1 <0.0001
Adiponectina APM (mg/L) 7.3+0.3 82+04 54+03 <0.0001
PCRus (mg/L) 24+ 0.2 1.3+0.2 3.7+05 <0.0001
a-defensines (ng/ml) 28102 21£0.1 3.7+£0.2 <0.0001
BPI (ng/ml) 123125 17129 84+1.1 0.002

Els resultats de les variables quantitatives s’expressen com a mitjana+ EEM. IMC: index de massa corporal; IMC-SDS: index de
massa corporal segons desviacid estandard; TAs: tensid arterial sistolica; GIMc: gruix de la intima-média de la carotida; HDL-
colesterol: colesterol de lipoproteines d'alta densitat; TG: triglicérids; HOMA-IR: model de mesura de la resisténcia a la insulina;
adiponectina APM: adiponectina d'alt pes molecular; PCRus: proteina C reactiva d'alta sensibilitat; BPI: bacterial/permeability-
increasing protein. Els valors de la p s’han obtingut mitjangant el test t-Student.
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Figura 22. Grafic de barres dels nivells de a-defensines i BPI en I'estudi transversal (basal).
Els nens d'estudi es van classificar segons I'lMC en prims (IMC-SDS<1), sobrepés (1<IMC-SDS<2) i obesitat (IMC-SDS=2). Els
valors de la p es van obtenir mitjangant el test t-Student.

98



TESI DOCTORAL
Sistema immunitari i marcadors de risc cardiometabdlic en I'edat pediatrica

512 a-DEFENSINES

5.1.2.1 Estudi transversal

Els resultats de I'estudi transversal (~7 anys d’edat) van mostrar que les a-defensines s’associaven a un perfil
metabolic més desfavorable, segons es dedueix de la seva associacio positiva amb I''MC (r=0.377, p<0.001),
'IMC-SDS (r=0.406, p<0.0001), el percentatge de massa grassa (r=0.239, p<0.0001), el perimetre abdominal
(r=0.365, p<0.0001), la TA sistdlica (r=0.223, p=0.001), el GIMc (r=0.191, p=0.002), els valors d’insulina en
deju (r=0.245, p<0.0001), 'THOMA-IR (r=0.253, p<0.0001) i la PCRus (r=0.23, p=0.001) i la seva associacio
negativa amb el colesterol HDL (r=-0.179, p=0.003) i 'adiponectina d'APM (r= -0.214, p=0.0001). (Taula 7 i
Figura 23). No es van observar diferéncies en aquestes associacions separant la poblacié d’estudi segons els

grau d'obesitat (dades no mostrades).

Taula 7. Correlacié entre a-defensines basals (~7 anys) i els parametres antropomeétrics i metabolics basals (~7
anys).

a-defensines (~ 7 anys) r p
Parametres antropométrics ( ~7 anys)

IMC 0.377 <0.0001
IMC-SDS 0.406 <0.0001
Massa grassa (%) 0.239 <0.0001
Perimetre abdominal 0.365 <0.0001
TAs 0.223 0.001
GIMc 0.191 0.002
Parametres metabolics ( ~7 anys)

Glucosa 0.031 0.639
HDL-colesterol -0.179 0.003
TG 0.097 0.134
Insulina en deju 0.245 <0.0001
HOMA-IR 0.253 <0.0001
Adiponectina APM -0.214 0.001
PCRus 0.230 0.001

Els valors de la p i de la r corresponen a I'analisi de correlacié de Pearson. IMC: index de massa corporal; IMC-SDS:
index de massa corporal segons desviacio estandard; TAs:tensio arterial sistolica; GIMc: gruix de la intima-média de
la carotida; HDL-colesterol: colesterol de lipoproteines d'alta densitat; TG: triglicérids; HOMA-IR: model de mesura
de la resistencia a la insulina; adiponectina APM: adiponectina d’alt pes molecular; PCRus: proteina C reactiva d'alta
sensibilitat.
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Figura 23. Correlacié grafica entre les a-defensines basals (~7 anys) amb el perimetre abdominal (~7 anys).
Els valors de ri de p corresponen a I'analisi de correlacio de Pearson.

L'analisi de regressid multiple, ajustant per variables de confusi6 (el sexe, la TA sistolica, els lipids, la PCRus,
'HOMA-IR i 'adiponectina d’APM) va mostrar que el perimetre abdominal (3=0.496, p< 0.0001) i I'edat (B=-

0.103, p=0.024) eren predictors independents de les a-defensines explicant un 13.7% de la seva variancia

(taula 8).

Taula 8. Analisi de regressio mdiltiple de les o-defensines basals (~7 anys) com a variable dependent.

Beta P R?
a-defensines(~ 7 anys)
Perimetre abdominal(~7 anys) | 0.496 | <0.0001
Edat (~7 anys) -0.193 | 0.024 | 0.137

Variables no predictives: edat, sexe, TAs, lipids, PCRus, HOMA-IR i adiponectina d’APM.
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5.1.2.2 Estudi longitudinal

Els resultats de I'estudi longitudinal mostraven que les concentracions plasmatiques de les a-defensines a
l'edat de 7 anys s'associaven significativament amb diverses variables en el seguiment (~10 anys), entre
d'altres: I''MC (r=0.510, p<0.0001), 'lMC-SDS (r=0.500, p<0.0001), la massa grassa (r=0.248, p=0.020), el
perimetre abdominal (r=0.495,p<0.0001), 'HDL-colesterol (r=-0.246, p=0.026), la insulina en deju (r=0.277,
p=0.010) i 'HOMA-IR (r=0.262, p=0.014). (Taula 9 i Figura 24).

Taula 9. Correlaci6 entre a-defensines basals (~7anys) i els parametres antropomeétrics i metabolics al seguiment (~10 anys).

a-defensines(~7 anys) r p
Parametres antropométrics (~10 anys)

IMC 0.510 <0.0001
IMC-SDS 0.500 <0.0001
Massa grassa (%) 0.248 0.020
Perimetre abdominal 0.495 <0.0001
TAs 0.178 0.093
GIMc 0.075 0.478
Parametres metabolics (~10 anys)

Glucosa -0.124 0.222
HDL-colesterol -0.246 0.026
TG 0.103 0.310
Insulina en deju 0.277 0.010
HOMA-IR 0.262 0.014
Adiponectina APM 0.073 0.571
PCRus 0.146 0.152

Els valors de la p i de la r corresponen a I'analisi de correlacio de Pearson. IMC: index de massa corporal; IMC-SDS: index de
massa corporal segons desviacié estandard; TAs: tensid arterial sistolica; GIMc: gruix de la intima-média de la carotida; HDL-
colesterol: colesterol de lipoproteines d'alta densitat; TG: triglicerids; HOMA-IR: model de mesura de la resisténcia a la insulina;
adiponectina APM: adiponectina d’alt pes molecular; PCRus: proteina C reactiva d’alta sensibilitat