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“Nunca pierdas la oportunidad de
comenzar algo sin importar lo pequeiio
que sea. Pues es maravilloso ver que con
frecuencia la semilla de mostaza germina

y echa raices.”

(Florence Nightingale)
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1. INTRODUCCION

1.1. Situacion fisiologica caracteristica del escolar

Durante la edad escolar se produce un descenso en la velocidad de crecimiento en relacion
con el desarrollo durante el primer ano de vida y la adolescencia. A partir de los cuatro
anos de edad, el ritmo de crecimiento hasta el inicio de la adolescencia es de unos 2,5-3,5
kg/ano. En cuanto a la talla, ésta aumenta a razén de unos 5-8 cm/ano hasta el inicio de la
pubertad. Sin embargo no todos los nifios y nifias crecen a este ritmo, se deben tener en
cuenta los condicionantes genéticos, el estado de salud y, por supuesto, los héabitos
alimentarios. El peso y la talla son los dos parametros mas faciles de obtener para estimar
una buena o mala alimentacion. Si la dieta es desequilibrada (ya sea por exceso o por
defecto), pueden producirse alteraciones en el ritmo de crecimiento. La primera forma en
que se manifiesta una nutriciéon insuficiente es a través del peso. Si la situaciéon no se
soluciona, la talla también se ve afectada, asi como la composicién corporal. Los excesos
en la alimentacion pueden ser causa de obesidad y asociarse a enfermedades y problemas

fisicos, psiquicos y sociales (Peha-Quintana et al, 2010).

1.2. Nutricion y alimentacion en la edad escolar

Segin la OMS, la nutricion es la ingesta de alimentos en relacion con las necesidades
dietéticas del organismo. Una buena nutricion es un elemento fundamental de la buena
salud. Una mala nutricion puede reducir la inmunidad, aumentar la vulnerabilidad a las

enfermedades, alterar el desarrollo fisico y mental, y reducir el rendimiento.

La alimentacion, aparte de servir al ser humano en su proceso de socializacién con el medio
que le rodea, es el acto de tomar del exterior e ingerir los nutrientes y sustancias necesarias
para poder cubrir nuestras necesidades, sustancias las cuales las tomamos a través de los

alimentos que componen nuestra dieta (Martinez Zazo et al, 2016.).

Una alimentacion saludable es aquella que permite alcanzar y mantener un
funcionamiento 6ptimo del organismo, conservar o restablecer la salud, disminuir el riesgo
de padecer enfermedades, asegurar la reproduccion, la gestacion y la lactancia, y que
promueve un crecimiento y desarrollo 6ptimos. Debe ser nutritiva, satisfactoria, suficiente,

completa, equilibrada, armoénica, segura, adaptada, acorde al entorno cultural, sostenible
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y asequible. Debe satisfacer las necesidades de energia y de todos los nutrientes esenciales

(OMS, 2001; Basulto et al, 2013; SENC, 2014-2016).

En la edad preescolar se empiezan a crear y adquirir algunos habitos en relacion a factores
sociales, familiares y ambientales propios de la cultura en la que el nifio estd inmerso. En
esta etapa se debe establecer un ambiente positivo ante el hecho de comer y tratar de que
el nifio empiece a desarrollar actitudes positivas respecto a habitos alimentarios saludables

y a la actitud que muestre frente a su propia alimentacion.

Durante la infancia los habitos dietéticos y el ejercicio pueden marcar la diferencia entre
una vida sana y el riesgo de sufrir enfermedades en afos posteriores. En esta etapa de la
vida, la alimentacion, ademas de suministrar la energia y los nutrientes necesarios para
satisfacer los requerimientos que aseguren un crecimiento y desarrollo dptimos, debe
permitir llevar una vida activa en plenitud y establecer las condiciones mas favorables para

las tareas de aprendizaje y para la vida social (Monteagudo et al, 2012).

El nifio va a empezar a desarrollar sus preferencias en materia de alimentacion,
desarrollando su gusto comprobando diversos sabores y olores y verificando la textura de
los alimentos, lo que va jugar un importante papel en esa orientaciéon hacia determinadas
preferencias. La apariencia del alimento contribuye de la misma forma a la aceptacion de
algunos de ellos e incluso influencia algunas percepciones entre los sabores. Existe una
fuerte correlacion entre la frecuencia de exposicion del alimento y las preferencias, segin
Birch (Ballabriga et al, 2006).

De igual manera, la adquisicién de habitos alimentarios en los nifios de edad escolar se ve
afectada por el entorno familiar, de manera que, diversos estudios ponen en evidencia que
el nivel socioeconémico y educativo de los padres influye directamente sobre la ingesta
dietética del nifio (Aranceta et al, 2003; Velasco et al, 2009). Estudios relacionados con
este tema muestran como el nivel educacional de las madres es uno de los mejores
predictores de la calidad y tipo de dieta seguida por sus hijos. Asi, se establece una relacion
directamente proporcional entre el nivel de educacion de la familia y el consumo de leche,
productos lacteos y zumo de fruta, mientras que dicha relaciébn es inversamente
proporcional entre el nivel de educacion de la familia y el consumo de azicar y comida
rapida. En cuanto al nivel econémico de las familias se establece que los nifios de niicleos
familiares con un alto rango economico tienden a consumir elevadas cantidades de
proteinas, carne, pescado, leche y verduras, mientras que nifios de familias mas pobres

tienden a consumir una alta ingesta calorica a través de comida rapida, grasas y alimentos
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azucarados. Respecto a caracteristicas demograficas, los nifios de zonas urbanas
consumen mas carne, productos carnicos y legumbres, mientras en areas rurales la ingesta
dietética se caracteriza por un mayor consumo de leche, verdura y fruta (Fernandez et al,
2006). Todo ello va a influir sobre el desarrollo de los habitos en materia de alimentacion.
Los estilos de vida aprendidos durante la infancia y la edad escolar perduran, o al menos
influyen, sobre las practicas habituales en la adolescencia y en la edad adulta (Macias et al,
2012). Por lo tanto, la instauracion de habitos alimentarios saludables durante esta etapa
de la vida establece las bases para la prevencion primaria de enfermedades cronicas de alta
prevalencia y mortalidad en la edad adulta, tales como factores de riesgo cardiovascular,
obesidad, diabetes tipo II, algunos tumores y otras enfermedades degenerativas (Aranceta

et al, 2004; Jaffiol et al, 2012; Carlfjord et al, 2012; Guo et al, 2012).

No obstante, parte de las preferencias y aversiones de los nifios hacia determinados
alimentos no dependen exclusivamente del entorno familiar, sino que se ven afectados en
gran medida por la publicidad y el marketing, convirtiéndolos en un colectivo altamente
susceptible (McGinnis et al, 2006; Grier et al, 2008; Dorey et al, 2009). Una gran parte de
esta publicidad est4 relacionada con alimentos procesados, caracterizados por tener un
limitado valor nutritivo y un elevado contenido calérico, aportando elevadas cantidades de
grasas saturadas y trans, colesterol, azicares simples y sal y generalmente con un escaso o
inexistente aporte de micronutrientes (Fernandez et al, 2006). Estudios realizados por
Kotz y Store mostraron que, de 564 anuncios de television correspondientes a alimentos,
un 43% se referian a grasas, aceites y dulces, siendo los mas frecuentes los de cereales con
alto contenido de azicar; ello se hacia en espacios publicitarios de programas dedicados
especialmente a la infancia (Ballabriga et al, 2006). Sin embargo, otro dato interesante
procedente de un estudio realizado en escolares granadinos, indica que un 80% de la
poblacién encuestada no cree que lo anunciado en television sea lo mas saludable (Velasco

et al, 2009).

La promocion de habitos alimentarios y estilos de vida saludables en la edad infantil y
juvenil debe implicar a diferentes sectores. Como hemos visto, la familia desempena un
papel clave en esta tarea, pero la comunidad y las autoridades sanitarias y educativas no
pueden eludir su responsabilidad en este sentido. Los programas de salud, las actividades
educativas en los centros docentes y los comedores escolares, junto con acciones de
refuerzo comunitario, son estrategias fundamentales para este fin. También la industria
alimentaria y los referentes sociales desempefian un papel fundamental en la
configuracion del modelo alimentario y en la promocién de contenidos y habitos
alimentarios que favorezcan la promocion de la salud y la calidad de vida (Aranceta et al,

2007) como son (Pefia Quintana et al, 2010):
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e Promocion de un buen desayuno ya que contribuye a conseguir unos aportes
nutricionales méas adecuados, evita o disminuye el consumo de alimentos menos
apropiados (bolleria, aztcares, etc.), puede contribuir a la prevencion de la obesidad,
ademas de mejorar el rendimiento intelectual, fisico y la actitud en el trabajo escolar. El
desayuno se considera una comida principal y rompe el ayuno de 10-12 horas. La
omision del desayuno interfiere en los procesos cognitivos y de aprendizaje mas
pronunciado en los nifios nutricionalmente en riesgo. El desayuno debe contener
preferentemente hidratos de carbono complejos por su mejor control de la saciedad,
con menor proporcion de alimentos ricos en lipidos. Se aconseja preferentemente la
triada compuesta por lacteos, cereales integrales y frutas o zumo de fruta fresca, que se
podria complementar con otros alimentos proteicos como huevos, jamon, etc., hasta
llegar al 20-25% de las necesidades energéticas diarias. Es necesario dedicar al
desayuno entre 10 a 15 minutos de tiempo, sentados en la mesa, a ser posible en familia,
en un ambiente relajado.

¢ Vigilar el consumo y la calidad de las comidas intermedias, promoviendo el consumo
de frutas, cereales, lacteos, bocadillos caseros u otros alimentos con buena calidad
nutricional. Los snacks pueden suponer hasta casi 1/3 de las calorias totales de la dieta.
Restringir la ingesta de productos con peor calidad nutricional como dulces, bolleria
industrial, pasteleria, refrescos, caramelos, chocolates, postres comerciales, zumos
industriales, y los llamados “alimentos chatarra o basura”, en general productos
manufacturados con elevadas cantidades de grasa total y saturada, azicar, colesterol,
energia, sal y con ninguno o pocos micronutrientes. No utilizarlos como premio,
soborno, recompensa o entretenimiento, ni eliminarlos totalmente por su facil acceso,
por la publicidad y por su buen sabor, siendo mejor estrategia su disminuciéon

escalonada.

Insistir preferentemente en las clases sociales mas desfavorecidas, donde este consumo
es mayor. Se les debe ensefiar a escoger los alimentos correctamente y a no dejarse

influenciar por la publicidad de alimentos.

e Restringir el uso de pantallas (television, videojuegos y ordenador) a 1-2 horas diarias
de por su implicaciéon en la obesidad, en la tendencia a la vida sedentaria y en la
incitacion al consumo de determinados alimentos. No se aconseja ver la television a

niflos menores de dos afios de edad.
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1.3. Requerimientos de energia y nutrientes en la etapa escolar
Energia

Los requerimientos de energia se estiman a partir de la suma del gasto energético mas la
energia necesaria para el crecimiento. Las recomendaciones para la ingesta de energia
deben cumplir estos requisitos para el logroy mantenimiento de una salud 6ptima, funcién
fisiologica y bienestar. Las necesidades y recomendaciones de energia alimentaria no
pueden considerarse de forma aislada de otros nutrientes en la dieta, ya que la falta de uno
influira en los demas. Los requisitos de energia y los niveles recomendados de ingesta
representan un promedio de necesidades de energia durante un cierto nimero de dias y la
ingesta de energia recomendada es la cantidad de energia que se debe ingerir como una
dosis diaria promedio durante un cierto periodo de tiempo. No hay implicacion de que
exactamente esta cantidad de energia deba ser consumida todos los dias, ni de que el
requerimiento y la ingesta recomendada sean constantes dia tras dia. Tampoco existe
ninguna base biologica para definir el nimero de dias durante los cuales el requisito o la
ingesta deben promediarse. Teniendo en cuenta que la actividad fisica y los habitos
alimenticios pueden variar algunos dias de la semana, a menudo se usan periodos de siete
dias cuando se estiman el gasto energético diario promedio y la ingesta diaria
recomendada (FAO/WHO/UNU, 2001).

Las estimaciones de los requerimientos de energia se derivan de las mediciones de un
grupo de personas del mismo sexo y edad similar, tamafo corporal y actividad fisica que
son agrupadas para proporcionar el requerimiento de energia promedio (o el nivel
recomendado de ingesta dietética) para un grupo de poblacion (Figura 1.3.1). Estos
requerimientos se usan para predecir requisitos y niveles recomendados de consumo de
energia para otras personas con caracteristicas similares, aunque quedan factores
desconocidos que producen variaciones entre individuos. Como resultado hay una
distribuciéon de requisitos dentro grupo de poblacion. De forma general, los
requerimientos energéticos vienen determinados segtin la cantidad y proporcion de tejidos

metabolicamente activos, los cuales, a su vez, varian a con la edad.

La masa corporal magra de los nifios pequenos contiene mayor proporcién de 6rganos
metabolicamente activos que la de los adultos. Esta masa disminuye a partir de la primera
parte de la vida adulta en una proporciéon de un 2-3% por década, lo que justifica que el

gasto energético disminuya paralelamente con la edad (FAO/WHO/UNU, 2001).
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Figura 1.3.1. Distribucion de los requisitos de energia de un grupo de poblacién o clase de individuos* [* Se asume que los
requisitos individuales se distribuyen aleatoriamente sobre el requisito medio para la clase de individuos y que la

distribucién es gaussiana (OMS, 1985)]

Cuando se calculan las recomendaciones para estos nutrientes, la variacién entre
individuos en un grupo de poblacién se tiene en cuenta y el nivel recomendado de ingesta
es una cantidad que cubre o excede los requisitos de practicamente todas las personas en
el grupo. Este enfoque no se puede aplicar a las recomendaciones de energia porque las
ingestas que exceden los requisitos produciran un balance positivo, que puede llevar a
sobrepeso y obesidad a largo plazo. Un nivel elevado de consumo de energia que asegura
una baja probabilidad de déficit energético para la mayoria de las personas (por ejemplo,
el requisito promedio +2DE), implica una alta probabilidad de obesidad para la mayoria
de las personas debido a un exceso de energia en la dieta (Figura 1.3.2) (FAO/WHO/UNU,
2001). Por lo tanto, el requerimiento de ingesta de energia que podria recomendarse con

seguridad para un grupo de poblacion es el promedio estimado de energia de ese grupo.
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Figura 1.3.2. Probabilidad de que un consumo de energia particular sea inadecuado o excesivo para un individuo* [* Las
personas se seleccionan al azar entre un grupo de poblacién. Las dos curvas de probabilidad se superponen, por lo que nivel
de consumo de energia que asegura una baja probabilidad de deficiencia de energia alimentaria es el mismo nivel que implica
una alta probabilidad de la obesidad debido al exceso de energia en la dieta. (OMS, 1985)]
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Las necesidades energéticas del nifio estan condicionadas, en parte, por el proceso de
crecimiento y sus pautas de actividad fisica (FAO/WHO/UNU, 2001):

e El coste energético del crecimiento comprende: 1) la energia gastada para sintetizar
tejidos en crecimiento y 2) la energia depositada en estos tejidos, basicamente como grasa
y proteina, ya que los depésitos de hidratos de carbono son insignificantes. Segiin la OMS,
el valor medio de energia utilizada para el crecimiento es de 2 Kcal/g de peso ganado,
cantidad que hay que sumar al gasto energético total diario (GET). Excepto durante el
primer afo de vida, el crecimiento supone una parte muy pequena (aproximadamente 1%)
de los requerimientos caloricos totales. El peso ganado por afio de edad se encuentra
tabulado por la OMS.

e Respecto al coste energético de la actividad se constata que la poblacion infantil es
cada vez mas sedentaria, lo que resulta perjudicial en su desarrollo muscular, psiquico, etc.
Desde el punto de vista nutricional, en base a la actividad fisica realizada por el nifo, se
establecerd la ingesta energética recomendada, de forma que los nifios més activos
necesitaran un aporte energético notablemente superior que los més sedentarios. Durante
la etapa preescolar y escolar la tasa de crecimiento es mas estable y el coste caldrico
asociado al crecimiento es inferior. Es necesario tener esto en cuenta, pues la disminuciéon

del gasto energético puede influir sobre el apetito (Requejo et al, 2000).

Proteinas

Las proteinas son esenciales para el crecimiento, reparaciéon, buen funcionamiento y
estructura de todas las células vivas, y actian como hormonas, enzimas, anticuerpos y
proteinas estructurales, entre otras. Hay alrededor de 20 aminoacidos diferentes en
plantas y animales. Cada proteina tiene un ntimero y una secuencia de aminoacidos
especificos. Los aminoacidos se clasifican en esenciales (no son producidos por el
organismo y deben obtenerse a través de la dieta) o no esenciales (producidos
endégenamente por el organismo utilizando otras proteinas). Ocho aminoacidos se
consideran esenciales para los adultos (leucina, isoleucina, valina, treonina, metionina,
fenilalanina, triptéfano y lisina) y nueve para los nifios, con la adicion de histidina (EFSA,
2012). Una proteina se considera de bajo valor biol6gico cuando uno o méas aminoécidos
esenciales estan presentes pero en cantidades insuficientes. Los aminoacidos presentes en

cantidades inferiores a las requeridas se denominan "aminoéacidos limitantes".

La ingesta total de proteinas promedio en adultos varia de aproximadamente el 12 al 20%
de la ingesta energética (% E), mientras que la ingesta de proteinas reportada en nifios y
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adolescentes europeos varia entre 11y 18,5 E%. Las ingestas dentro de la poblacion varian

entre el 6-13% E (percentil 2,5-10) y el 14-22% E (percentil 90-97,5).

Para los nifos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) estimaron el requerimiento promedio como la suma del
mantenimiento y Necesidades de crecimiento. El nivel de consumo "seguro" se basé en el
nivel promedio +1,96 DE. Las necesidades diarias promedio de proteina en la dieta para el
crecimiento se estimaron a partir de las tasas promedio de deposicion diaria de proteinas,
suponiendo una eficiencia del 58% en la utilizacion de proteinas en la dieta para el
crecimiento. El requerimiento de proteinas de los lactantes y los nifios se defini6 como la
ingesta minima que permite el equilibrio de nitrogeno en una composicion corporal
adecuada en equilibrio energético con actividad fisica moderada mas la ingesta requerida
para la deposicion de tejidos compatibles con el crecimiento y la buena salud
(WHO/FAO/UNU, 2007).

El nivel de ingesta "segura" se identific6 como el percentil 97,5 de la distribucién de la
poblacion de requerimiento de proteinas (WHO/FAO/UNU, 2007; IoM, 2005) cita
algunos informes de ingestas muy altas de proteinas de hasta el 35% E sin efectos adversos,
mientras que se informan efectos adversos agudos para ingestas >45% E, y se han
registrado resultados letales cuando los adultos los mantuvieron durante varias semanas.
Se dispone de datos inadecuados sobre la tolerancia de la proteina de la dieta para obtener
un nivel maximo de consumo tolerable (UL), aunque algunos autores propusieron
recientemente valores UL para leucina y tript6fano (Cynober et al, 2012; Kimura et al,
2012; Rasmussen et al, 2016). Los requisitos de aminoacidos de los lactantes y los nifos se
obtuvieron utilizando un método factorial, basado en los requisitos estimados de proteinas
para el mantenimiento y el crecimiento (WHO/FAO/UNU, 2007; Dewey et al, 1996). Se
supone que el patron de aminoacidos requerido para el mantenimiento es el mismo en
ninos que en adultos y que la composicién de aminoicidos de la proteina del tejido de todo
el cuerpo indica el patrén de aminoécidos requerido para el crecimiento (Dewey et al, 1996;

Widdowson et al, 1979; Davis et al, 1993).

Los requisitos de proteinas dependen de la calidad de las proteinas de la dieta, que esta
determinada principalmente por el patron de aminoacidos esenciales que contienen. El
patron de referencia de aminoacidos (mg/g proteina) para la evaluacion de la calidad de la
proteina en adultos se deriva dividiendo el requerimiento de aminoacidos (mg
aminoacido/kg peso corporal/dia) por el requerimiento promedio de proteina (g/kg peso
corporal/dia) (WHO/FAO/UNU, 2007).
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En resumen, la ingesta de requerimiento de proteina se estima como el requerimiento
promedio + 1,96 DE usando una DE combinado para crecimiento y mantenimiento. En
adultos, una ingesta del doble de la ingesta requerida se considera segura. La ingesta
promedio de proteinas en bebés y nifios pequefios oscila entre 29 y 63 g/dia
(WHO/FAO/UNU, 2007; Elango et al, 2011). Solo unos pocos paises han informado datos
sobre la ingesta por kg de peso corporal, que van desde >3 g/kg pc/dia en los grupos de
edad mas jovenes hasta aproximadamente 1,2 a 2,0 g/kg pc/dia en nifios y adolescentes de
10 a 18 afios. Los estudios sobre la ingesta de proteinas y el crecimiento infantil
descubrieron que un suministro elevado de proteinas durante los primeros dos afios de
vida estaba relacionado con un aumento del IMC en la edad escolar (Gunther et al, 2007;

Koletzko et al, 2016; Pimpin et al, 2016).

Los habitos alimenticios de las poblaciones més jovenes (nifios y adolescentes) estdn mas
cerca de los patrones dietéticos occidentales, con un consumo de grasas y proteinas por
encima de las recomendaciones, en detrimento de la ingesta de carbohidratos y un

consumo inadecuado de vitaminas y minerales (Naska et al, 2014).

Carbohidratos

La recomendacion diaria basada en el papel de los carbohidratos como fuente primaria de
energia para el cerebro se sitiia en 130g/dia, ademas de considerar un minimo entre 45-

65% como fuente de energia para mantener el peso corporal (IoM, 2005).

Los seres humanos estan programados genéticamente para que les guste la dulzura (Fidler
et al, 2018), que tiene fuertes efectos inconscientes y es el sabor mas fuertemente
relacionado con el placer. Los fabricantes y/o consumidores afnaden azicares libres
(refinados o no refinados) a los alimentos, incluidos los monosacaridos/disacaridos
introducidos en alimentos y bebidas y también azticares presentes naturalmente en la miel
y en los jarabes o jugos de frutas, aunque la OMS excluye los azlicares intrinsecos,
presentes en frutas y hortalizas frescas enteras, de la clasificacion de azacares libres (OMS,
2015). El azticar debe consumirse preferiblemente como parte de una comida principal y
en forma natural (azdcar o fruta fresca) en lugar de en bebidas endulzadas con azucar,
jugos de frutas, batidos o productos lacteos endulzados con azdcar. Los liquidos que

contienen azdcares libres deben sustituirse por agua (Fidler et al, 2018).

Sin embargo, existe un consumo cada vez méas elevado de aztcares, especialmente de
bebidas azucaradas (sacarosa, zumos con alto contenido de fruta y zumos concentrados),

aunque los datos son mas consistentes sobre el consumo de estas bebidas que sobre el
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consumo de otros aztcares (OMS, 2015). Las directrices de la OMS sobre la ingesta de
azucar para adultos y nifios recomiendan una reduccion en el consumo de azacares libres
a menos del 10% de la ingesta energética total, sefialando que una reducciéon a menos del
5% genera beneficios adicionales para la salud (OMS, 2015). Se ha informado de que los
nifios que consumen méas bebidas que contienen energia tienen méas probabilidades de
tener sobrepeso u obesidad, aunque esto podria atribuirse no solo a los carbohidratos de

estas bebidas, sino también a los lipidos y proteinas que contienen.

En relacion con el impacto dental del azacar, la OMS recomienda limitar la ingesta de
azdcares libres a <10% de la ingesta total de energia basandose en evidencia de calidad
moderada de estudios observacionales de caries dental, y sugiere que una reduccion a <5%
reduciria atin mas el riesgo de caries dental (recomendacién condicional) (OMS, 2015). En
este sentido, se descubri6 que los azicares afiadidos aportan alrededor del 14% de la

ingesta energética diaria en nifios de 2 a 9 afios en Europa (Svensson et al, 2014).

Ademés de aumentar el riesgo de sobrepeso/obesidad y caries, las bebidas azucaradas
ofrecen un suministro deficiente de nutrientes y una diversidad dietética reducida (Kranz
et al, 2005). Sin embargo, ha habido informes contradictorios sobre su papel en el
desarrollo de la obesidad infantil. Nueve de las trece revisiones/metaanalisis estudiados
por Keller et al. (2015) describi6 una asociacion directa entre las bebidas azucaradas y la
obesidad entre ninos y adolescentes (Trumbo et al, 2014), mientras que los cuatro
restantes no lo hicieron. La calidad de los estudios oscil6 entre mala y moderada, y las dos

revisiones con los puntajes de calidad mas altos mostraron resultados divergentes.

Lipidos

Las funciones de los lipidos en esta etapa de la vida son de aporte energético, ya que
cuentan con una alta densidad energética (9 Kcal/g), permitiendo que se alcancen los
requerimientos energéticos necesarios para el rapido crecimiento y desarrollo del
organismo, son clave en varias funciones bioldgicas participando como precursores en la
sintesis de hormonas y contribuyendo al mantenimiento de la integridad de las
membranas celulares y a la prevencion de las enfermedades cronicas méas prevalentes.
Funcionan ademas como vehiculo de nutrientes esenciales, como son las vitaminas
liposolubles (A, D, E) y 4cidos grasos esenciales (linoleico y a-linolénico), cuya deficiencia
puede provocar alteraciones en el crecimiento y retrasos en el aprendizaje. La
imposibilidad de ser sintetizados por el organismo, exceptuando la vitamina D, obliga a su

ingesta a través de los alimentos.

36



Los acidos grasos oleico, linoleico y a-linolénico estan involucrados en el mantenimiento
de unas adecuadas concentraciones de colesterol, triglicéridos y glucosa en sangre, y de la
tension arterial, asi como en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y
enfermedades autoinmunes. Si bien muchos de estos efectos estdn demostrados en
adultos, no existen datos concluyentes en la poblaciéon pediatrica, por lo que las
recomendaciones se hacen por extrapolacion. Los acidos AA, EPA y especialmente el DHA
son importantes para la funciéon visual y el desarrollo neurocognitivo en prematuros y
recién nacidos, por lo que se consideran semiesenciales durante este periodo. Ademas,
actualmente se esta evaluando su papel en la génesis de distintas enfermedades asociadas
a la prematuridad. El DHA se utiliza también en el tratamiento de determinadas
condiciones, como la fibrosis quistica y las enfermedades metabélicas (aminoacidopatias,
trastornos del ciclo de la urea, enfermedades peroxisomales), y se investiga su papel en la
patogenia de los trastornos de déficit de atencidén/hiperactividad (TDAH), autismo,

caquexia cancerosa, etc. (Asociacion Espafiola de Pediatria -AEPED, 2014).

Por todo ello el consumo de lipidos es fundamental a lo largo de toda la edad pediatrica y
las recomendaciones sobre su ingesta se deben hacer no sélo como aporte total

(cuantitativo) sino también en relacion a su composicion (cualitativo) (AEPED, 2014).

Las DRIs (2002/2005) consideran que, al no existir un nivel de ingesta determinado en el
que se identifiquen los efectos adversos potenciales de la grasa total, tienen en cuenta que
el nivel superior de la AMDR es el referente a la disminucion del riesgo de enfermedad
cronica y a la ingesta adecuada de otros nutrientes. Por el contrario, el nivel inferior de la
AMDR se relaciona con el aumento de las concentraciones plasmaticas de triglicéridos y la
disminucion de las concentraciones de colesterol HDL observadas con dietas muy bajas en
grasas (y por lo tanto altas en carbohidratos). Ese rango esta comprendido entre el 25-35%

de las calorias totales diarias para las edades escolares.

La EFSA (2010) y el IoM (2005) senalan que el objetivo nutricional para los AGS y el

colesterol sea la menor contribucion a la ingesta energética total posible.

Segiin los Objetivos Nutricionales de la SENC (Serra-Majem et al, 2011) las
recomendaciones para la ingesta de lipidos no deben sobrepasar el 30% de la energia total
diaria y, tinicamente en el caso de que predominen las grasas monoinsaturadas, como las
del aceite de oliva, y se disminuyan las saturadas, se permite que lleguen al 35%. El perfil
lipidico debe cumplir con las siguientes recomendaciones para evitar problemas
relacionados con la salud cardiovascular: < 10% de la energia total para los 4cidos grasos
saturados (AGS), 20% de la energia total para los 4cidos grasos monoinsaturados (AGMI)

y un 5% de la energia total para los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), de los cuales se
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recomienda alcanzar los 2g para el acido linolénico y mas de 200mg para el acido
deicosahexaenoico. Los aportes de colesterol no deben superar los 300-350 mg/dia. Es

importante destacar que mas del 90% de las grasas de la dieta son triglicéridos.

Segun datos recientes de consumo en nuestro medio (AEPED, 2014), la ingesta de grasa
total en la poblacion pediatrica espafiola es de aproximadamente el 40% del VCT en
escolares, es decir, superior a lo recomendado. Sin embargo, existen grupos de poblacién
que consumen claramente por encima de estas recomendaciones, proporcionando un alto
aporte caldrico y aumentando el riesgo de obesidad. A partir del afio de edad, se observa
un consumo alto de AGS y bajo de AGPI, por lo que la calidad de la ingesta de los lipidos
no es la 6ptima. Segtn el estudio ENALIA 2012-2014 se observa un incremento en el
consumo de grasa de un 5% sobre la ingesta energética total, pasando del 40%, para la

poblacién general.

Vitaminas y minerales

En base a trabajos realizados sobre los habitos alimentarios de nifios y adolescentes (como
el estudio EnKid) existe una cobertura del 100% de los requerimientos de vitaminas y
minerales, excepto para el caso del calcio, hierro, vitaminas E y D y acido félico. El
consumo de alimentos vegetales (fruta y verdura) estd relacionado con el aporte de
determinados micronutrientes, de forma que, la tendencia actual decreciente en el

consumo de este tipo de alimentos justifica las deficiencias anteriormente mencionadas.

En el caso de la Vitamina D, a pesar de que puede sintetizarse a nivel cutaneo a partir de
la exposicion a la luz solar, no es suficiente para cubrir las necesidades. De hecho, estudios
han constatado que al menos la mitad de la poblaciéon espafola presenta déficit de
vitamina D. En una revisiéon realizada a nivel mundial, se observd que el 88% de la
poblacion estudiada tenia niveles séricos de 25(OH)D por debajo de 30 ng/mL; el 37%, por
debajo de 20 ng/mL, y hasta un 7%, inferiores a 10 ng/mL (Hilger et al, 2013).

Existen otros factores, como la elevada prevalencia de sobrepeso/obesidad, que también
puede estar relacionados con la aparicion de deficiencia de la vitamina. En un estudio
realizado en 137 escolares de entre 9 y 12 afios de edad se observo que el porcentaje de
escolares con deficiencia de vitamina era mayor entre aquellos que padecian
sobrepeso/obesidad (53,5%) que en los que presentaban un peso normal (33%)

(Rodriguez-Rodriguez et al, 2014).
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Aunque la principal fuente de vitamina D es la exposicidon solar, ciertos alimentos
contribuyen a cubrir las IR en la vitamina. En Espana, de acuerdo con el estudio ENALIA
(Lopez-Sobaler et al, 2017), realizado en una muestra representativa de 1862 nifios y
adolescentes (de entre 6 meses y 17 anos), el estudio FANPE (Gonzalez-Rodriguez et al,
2013), realizado en una muestra representativa de 418 adultos (18-60 anos), y el estudio
ANIBES (Olza et al, 2017), realizado en otra muestra representativa de 2009 participantes
(9-75 afos), mas del 90% de la poblacién no llega a ingerir los 10 pg/dia de vitamina D
recomendados. Las principales fuentes de la vitamina entre la poblacién son los pescados,
los huevos, la leche, los productos lacteos, los cereales y los granos; todos contribuyen a
mas del 85% de la ingesta total de la vitamina. Por ello, el aporte dietético es fundamental.

(Rodriguez-Rodriguez et al, 2019).
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Ingestas Dietéticas de Referencia

Inicialmente los valores de referencia en cuanto a ingesta de nutrientes fueron establecidos
con el objetivo de prevenir las enfermedades de origen nutricional de la poblacion
(Carbajal et al, 2003) y existian dos conceptos béasicos: 1) Requerimiento medio de
nutrientes de la poblacién sana, es decir el nivel de ingesta diaria de un nutriente que se
estimaba que cubria los requerimientos de la mitad de los individuos sano, y 2) La ingesta
considerada suficiente para alcanzar los requerimientos de la mayoria de los individuos
sanos (aproximadamente del 97,5%) de la poblacion o del grupo de estudio (Pavlovic et al,
2007). Actualmente, los valores de ingesta de nutrientes de referencia se centran también
en la prevenciéon de enfermedades cronicas y degenerativas, teniendo como objetivo final

la promocion de la salud (Aranceta et al, 2004).

De esta forma, las DRIs (Dietary References Intake) han ido incorporando nuevos

conceptos para definir los valores de referencia (IoM, 2005):

EAR (Estimated Average Requirement — Requerimiento medio estimado), es el nivel de
ingesta diaria de un nutriente que se estima adecuado para cubrir los requerimientos de la
mitad (50%) de los individuos sanos de un grupo de poblacién en una etapa de la vida y

género particular.

EER (Estimated Energy Requirement — Requerimiento de energia estimado), hace
referencia a la ingesta energética media estimada para mantener el balance energético de

individuos sanos de una edad, género, peso, altura y nivel de actividad fisica saludable
definida.

Al (Adequate Intake - Ingesta adecuada), es el nivel de ingesta media diaria recomendada,
basada en datos de ingesta media de nutrientes de grupos de individuos sanos,
determinados mediante estudios observacionales, estudios experimentales o bien por
extrapolacion. Dicha estimacion se utiliza cuando no hay suficiente evidencia cientifica

para establecer el valor de EAR y calcular la RDA.

UL (Tolerable upper intake level - Nivel de ingesta maxima tolerable), es el nivel de
ingesta diaria mas alto de un nutriente que probablemente no implica riesgo de producir

efectos adversos sobre la salud de los individuos de la poblacién general.

Han surgido nuevas modificaciones del concepto de valores de referencia mas alla del nivel
de ingesta considerada suficiente para alcanzar los requerimientos de la mayoria de grupos
o individuos sanos de la poblacion, tal y como muestra el SCF (Scientific Committee on

Food - Comité Cientifico en Alimentaciéon) de la Unién Europea (SCF, 1992):
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AR (Average Requirement — Requerimiento medio), requerimiento medio de un grupo de
poblacion que coincide con la mediana del grupo por tratarse de una distribucion

simétrica.

PRI (Population Reerence Intake — Ingesta de referencia para la poblacion), es la ingesta
que cubre las necesidades de nutrientes de practicamente todos los individuos sanos

(97,5%) de la poblacion.

ARI (Aceptable Range of Intake - Intervalo aceptable de ingesta): cuando no se dispone
de datos suficientes para establecer ingestas de referencia, se indican unos intervalos

aceptables de ingesta, concepto que se asemeja al de AI de EEUU.

LTI (Lowest Threshold Intake — Umbral de ingesta inferior), es la ingesta por debajo de
la cual la casi totalidad de los individuos (97,5%) no podra mantener su integridad

metabolica.

Ademas, se ha introducido el concepto de AMDR (Acceptable Macronutrient Distribution
Ranges - Intervalos Aceptables de Distribucion de Macronutrientes), definido como el
intervalo de ingesta de macronutrientes, que se asocia a un menor riesgo de padecer
enfermedades cronicas cuando se suministra una ingesta adecuada de nutrientes (IOM,

2005).

En las Tablas A, B, Cy D se desarrollan los requerimientos de energia, macronutrientes y

micronutrientes para la edad escolar:

TABLA A. DRIs: REQUERIMIENTOS ENERGETICOS ESTIMADOS (Kcal/dia)«

NAFP sedentario NAFP? activo bajo NAFP? activo NAFP muy activo
E(}ad Nino Nina Nino Nina Nino Nina Nino Nina
(afos)

6 1300 1250 1500 1450 1750 1650 2000 1950

7 1400 1300 1600 1500 1850 1700 2150 2050

8 1450 1350 1700 1600 1950 1800 2225 2170

9 1500 1400 1800 1650 2000 1900 2350 2250
10 1600 1500 1875 1700 2150 2000 2500 2400

aDerivados de las siguientes ecuaciones:
Ninos 6-8 anos: REE = 88,5 - 61,9 x edad (afios) + NA x (26,7 x peso [kg] + 903 x talla [m]) + 20 (kcal para depdsito
energia)
Ninas 6-8 anos: REE = 135,3 - 30,8 x edad (afios) + NA x (10,0 x peso [kg] + 934 x talla [m]) + 20 (kcal para depdsito
energia)
Ninos 9-18 afios: REE = 88,5 - 61,9 x edad (anos) + NA x (26,7 x peso [kg] + 903 x talla [m]) + 25 (kcal para depoésito
energia)
Nifias 9-18 afios: REE = 135,3 - 30,8 x edad (afios) + NA x (10,0 x peso [kg] + 934 x talla [m]) + 25 (kcal para depdsito
energia)

bNAF se refiere al grado de actividad fisica:
NA= 1,0 si NAF => 1 < 1,4 (sedentario); NA= 1,12 si NAF => 1,4 < 1,6 (activo bajo)
NA= 1,27 si NAF => 1,6 < 1,9 (activo); NA= 1,45 si NAF => 1,9 < 2,5 (muy activo)

(Adaptado de Pefia Quintana et al. Alimentacién del preescolar y escolar. SEGHNP. 2010)
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TABLA B. DRIs: REQUERIMIENTOS DE MACRONUTRIENTES

EDAD CARBOHIDRATOS PROTEINAS PROTEINAS LIPIDOS

(afios) (g/dia) (g/dia) (g/Kg pc/dia) (g/dia)
4-8 130 19 0,95 25-35
9-13 130 34 0,95 25-35

(Adaptado de Dietary Reference Intakes for Energy, Carbohydrate. Fiber, Fat, Fatty Acids, Cholesterol, Protein, and
Amino Acids. 2002/2005).

TABLA C. DRIs: REQUERIMIENTOS DE MINERALES

Edad Calcio Hierro Yodo  Magnesio Zinc Selenio Sodio Potasio  Fésforo
(afios) (mg/dia) (mg/dia) (pg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (pg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
4-8 800 10 90 130 5 30 1200 3800 500
9-13 1300 8 120 240 8 40 1500 4500 1250

(Adaptado de Dietary Reference Intakes for Energy, Carbohydrate. Fiber, Fat, Fatty Acids, Cholesterol, Protein, and
Amino Acids. 2002/2005).

TABLA D. DRIs: REQUERIMIENTOS DE VITAMINAS
Edad Vit.B.  Vit.B. Niacina Vit Be Ac.

Vit. C Vit. A Vit. D Vit. E

(afios) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (FOW®  (mg/dia) (ng/dia) (ug/dia) (mg/dia)
4-8 0,6 0,6 8 0,6 200 25 400 5 7
9-13 0,9 0,9 12 1,0 300 45 600 5 11

(Adaptado de Dietary Reference Intakes for Energy, Carbohydrate. Fiber, Fat, Fatty Acids, Cholesterol, Protein, and
Amino Acids. 2002/2005).

Objetivos Nutricionales

Los objetivos nutricionales se definen como el conjunto de recomendaciones que
pretenden guiar la alimentacion de una poblaciéon hacia patrones de consumo mas
saludables, de manera que cubran las ingestas dietéticas de referencia (DRIs),
promoviendo la salud de la poblacion a la que se dirigen y previniendo o controlando las
enfermedades nutricionales tanto por exceso como por defecto de la ingesta, reduciendo
el riesgo de enfermedades relacionadas con la dieta (Mufoz et al, 2002; Martinez et al,
2002; Aranceta et al, 2004). En Espaia, existen varios organismos y sociedades que han
editado sus propios de valores de referencia. Por ello, se han creado los objetivos
nutricionales de la poblacion espanola (SENC, 2011), que incluyen valores intermedios y
finales para porcentajes de energia de macronutrientes y 4cidos grasos, consumo de frutas
y verduras, frecuencia de consumo de alimentos azucarados, ingestas estimadas de folatos,
calcio, sodio, fluoruros, yodo, fibra dietética y colesterol, consumo de alcohol actividad
fisica, IMC y duracion de la lactancia. En conclusion, dichos objetivos nutricionales para
la poblacion espafiola pueden servir de base para el desarrollo de guias dietéticas y

politicas nutricionales en Espana dentro de un contexto mediterraneo.
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1.4. Patrones dietéticos de nuestro entorno
Patron Occidental

Se caracteriza por un consumo mas elevado de alimentos ricos en grasas y aziicares como
carnes rojas y procesadas, patatas fritas, platos preparados, productos elaborados con
harinas refinadas, lacteos enteros, bebidas azucaradas, un consumo mas elevado de
bebidas alcoholicas (vino, cerveza y otras bebidas alcoholicas) y por un bajo consumo de
frutas frescas y zumos de frutas, productos lacteos bajos en grasa y productos de grano

entero (Ciprian et al, 2013).

Patron Mediterraneo

El término patrén dietético mediterrdneo fue definido en la Conferencia Internacional
sobre las Dietas del Mediterraneo en 1993, como el patron dietético encontrado en las
zonas olivareras de la region mediterranea a principios de la década de 1960, caracterizado
por un alto consumo de aceite de oliva; alto consumo de legumbres; alto consumo de
cereales sin refinar; alto consumo de frutas; alto consumo de verduras; consumo
moderado de productos lacteos, principalmente queso y yogures; consumo de pescado de
moderado a alto; bajo consumo de carne y productos carnicos; y consumo moderado de

vino (Willett et al, 1995; Martinez-Gonzalez et al, 2009; Bach-Faig et al, 2011)

Los habitos nutricionales que tradicionalmente se observan en algunos paises del area
mediterranea han creado el concepto de “dieta mediterranea”, cuyo interés nutricional
radica en la variedad de alimentos que en ella se incluyen (de hecho, cada grupo de
alimentos esta siempre provisto en una proporciéon adecuada) y el aporte equilibrado de
calorias y nutrientes que garantizan, a través de una combinacion de frutas y verduras con
pan, pasta y arroz, asi como legumbres con productos lacteos, pescado y carnes rojas y

aceite de oliva como grasa para cocinar (Willett et al, 1995; Trichopoulou et al, 1997).

Sin embargo, la industrializacién y comercializaciéon de la cadena alimentaria en los paises
occidentales y el gran aumento de la produccion de alimentos procesados, estan
provocando una serie de cambios en los habitos y preferencias alimentarias en la
poblacion. La sociedad ha aceptado un patréon dietético occidental, lo que conduce a un
aumento del consumo de grasas saturadas y colesterol en la dieta (Sanchez-Villegas et al,
2006; Trichopoulou et al, 2003). Este deterioro del patrén alimentario mediterraneo ha
hecho que comience una paulatina desaparicion de la dieta mediterranea (Tur et al, 2005;
Bach-Fai et al, 2011) por lo que se ve perjudicada la calidad de los habitos alimentarios de
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la poblacion general y, especialmente, de aquellos sectores de poblacion mas susceptibles

de ser influenciados, como es la poblacion infantil (Dura-Travé et al, 2014).

Sin embargo, se observo una menor adherencia a este patron dietético en nifios de paises
mediterraneos y estuvo implicado en la prevalencia mas alta registrada de obesidad
infantil en Grecia (Bacopoulou et al, 2017). Esta tendencia sugiere la probabilidad de tasas
de obesidad atin maés altas en la adolescencia y la edad adulta en el futuro cercano, con

consecuencias adversas para la salud (Farajian et al, 2011).

Se sabe que un patrén dietético similar al mediterraneo es inversamente asociado con la
mortalidad, asi como con una serie de enfermedades cronicas incluyendo enfermedades
cardiovasculares, cancer, obesidad, sindrome metaboélico y también diabetes tipo 2. Se han
observado tales beneficios tanto en Mediterraneo, asi como en paises no mediterraneos
(Trichopoulou et al, 2003; Estruch et al, 2013; Couto et al, 2011; Esposito et al, 2013;
Kesse-Guyot et al, 2013. Tognon et al, 2014)

Una mayor adherencia a un patrén dietético similar al mediterrdneo se asocia con una
mejora significativa en el estado de salud. Puede reducir el riesgo de sindrome metabdlico,
la morbilidad y mortalidad por enfermedades cronicas importantes, asi como la
mortalidad total. Una asociacién inversa entre este patrén y el sobrepeso, particularmente
en la infancia, podria tener implicaciones para la salud a corto y largo plazo, pero solo unos
pocos articulos describen su relacién con el estado de peso, el IMC, la circunferencia de la

cintura o la relacion cintura-estatura de los nifios (Barrios-Vicedo et al, 2015).

Existen varios indices para evaluar la adherencia a un patrén dietético mediterraneo para
adultos, mientras que para nifios se emplea el indice KIDMED en asociacién con
indicadores de obesidad. Serra-Majem et al. (2004) desarrollaron el Indice de la calidad
de la dieta mediterranea para ninos y adolescentes (generalmente conocido como

KIDMED), basado en 16 preguntas diferentes de frecuencia de consumo de alimentos.

Las preferencias actuales en materia de alimentacion en los nifios espafioles se inclinan
hacia alimentos como la pasta, el arroz y la carne, mientras que los vegetales, legumbres y
pescado son los menos apetecibles; ademas de que muestran un alto consumo de refrescos,

que reemplaza el consumo de leche y fruta (Pérez-Rodrigo et al, 2003).

Haciendo una valoracion general, se podria afirmar que la dieta seguida por los jovenes
espafoles tiene caracter hipercalérico debido a una ingesta excesiva de grasa, que en
numerosos estudios supera el 39-40% de la ingesta energética diaria; al mismo tiempo,
esta elevada ingesta de grasa esta caracterizada por aportes elevados de AGS (>10%) y

bajos en AGMI (<20%). El aporte proteico puede llegar a duplicar o triplicar lo
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recomendado en las ingestas diarias recomendadas, por lo que puede ser considerada
como dieta hiperproteica. Por el contrario, la ingesta de hidratos de carbono no alcanza el
porcentaje recomendado (>50%) quedandose por debajo del 45% en la mayoria de los
estudios. Todo esto justifica que el grado de adherencia al patréon dietético mediterraneo
sea cada vez més bajo en edades escolares, lo que a su vez puede explicar el incremento del
sobrepeso y obesidad entre este colectivo (medido como IMC), poniendo en compromiso
la salud en la etapa adulta (Serra-Majem et al, 2000 y 2007; Fernandez, 2006; Velasco et

al, 2009).

1.5. Parametros antropométricos para la valoracion del

sobrepeso/obesidad

El indice de masa corporal (IMC) se ha convertido en el indicador antropométrico mas
préactico para la clasificacion de sobrepeso y obesidad; es barato, de aplicaciéon universal y

no invasivo (Sanchez Echenique, 2012).

Existe cierta reticencia a describir a los nifios como obesos solo sobre la base de IMC, es
decir, sin tener en cuenta alguna medida méas directa de la grasa corporal, pero el
reconocimiento de las dificultades para la obtencién de medidas més inmediatas de la
grasa corporal y la falta de referencias para su interpretacion se ha traducido en el uso del
IMC para la edad y sexo por si solo para definir el sobrepeso y la obesidad desde el punto

de vista epidemiologico (Sanchez-Echenique, 2012; de Onis et al, 2010).

Para los adultos, el IMC es la féormula més utilizada para clasificar a la poblacién segtn su
grado de obesidad (de Onis et al, 2015), pero este parametro varia sustancialmente con la
edad en los nifios (Cole et al, 2012). Los criterios méas ampliamente reconocidos son los
propuestos por la OMS (de Onis et al, 2007) y el Grupo Internacional de Obesidad (IOTF)
(Cole et al, 2012); sin embargo, no hay consenso sobre los puntos de corte apropiados para
diferenciar entre el peso normal y el sobrepeso en los nifios, lo que dificulta las decisiones
sobre intervenciones nutricionales (Nilsen et al, 2016). Ademas, se ha informado que el
IMC puede tener baja sensibilidad como indicador de sobrepeso/obesidad y distribucion

de grasa corporal (Reilly et al, 2000).

Durante la dltima década, se han propuesto nuevos parametros corporales como
indicadores de riesgo metabolico, incluida la relacién entre la circunferencia de la cintura
y la altura (Bibiloni et al, 2013; Marrodan et al, 2014). La circunferencia de la cintura se ha

correlacionado significativamente con el IMC y el porcentaje de grasa corporal (%G) en
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ninos y adultos. El indice cintura-talla (ICT) se mide facilmente y permanece estable
durante todo el crecimiento y esta relacionado con los marcadores cardiometabodlicos en

la infancia y la adolescencia (Dobashi et al, 2017).

El IMC fue definido por la OMS y se ha utilizado durante afilos como un indice estandar
para el calculo de la obesidad en la poblacién. En nifios, el cilculo de la composiciéon
corporal debe considerar el componente graso de la composiciéon corporal y la mayoria los
métodos fiables para esta medicién incluyen la absorciometria de rayos X de energia dual
(DEXA), la tomografia computarizada (TC), la resonancia magnética (RM) (Binkovitz et
al, 2008) y la pletismografia de desplazamiento de aire (PDA). Sin embargo, todas estas
técnicas son costosas en comparacion con la medicion de la altura y la circunferencia de la
cintura, que no requiere equipo costoso y, por lo tanto, se ha propuesto como la mejor

opcion (Martin-Calvo et al, 2016).

El indice de masa corporal en la nifiez cambia sustancialmente con la edad. Es evidente
que se necesita un punto de corte relacionado con la edad para definir la obesidad infantil,
basado en el mismo principio a diferentes edades, por ejemplo, utilizando percentiles de
referencia. Independientemente del percentil o la poblacién de referencia, el punto de
corte aun puede ser criticado como arbitrario. Se ha propuesto una nueva definiciéon de
sobrepeso y obesidad en la infancia, basada en datos internacionales agrupados para el
indice de masa corporal y vinculada al punto de corte de obesidad en adultos ampliamente
utilizado de 30 kg/m?2. La definicién es menos arbitraria y méas internacional que otras, y
deberia fomentar la comparacion directa de las tendencias de la obesidad infantil en todo

el mundo (Cole et al, 2000).

En cuanto a la definicion de obesidad infantil, no existe un criterio consensuado para
establecer sobrepeso u obesidad a partir del indice de masa corporal (IMC). Los dos
criterios que gozan de mayor aceptacion internacional son el propuesto por la OMS (de
Onis et al, 2007) y el postulado por la International Obesity Task Force (IOTF) (Cole et al,
2000). En Espana, ademas, esta extendido el uso de las tablas publicadas por la Fundacion
Orbegozo (Sobradillo et al, 2004), que son las utilizadas en el estudio EnKid, que evalaa
los hébitos alimentarios y el estado nutricional de la poblacion infantil y juvenil en Espafia
(1998-2000) y considera como puntos de corte los valores correspondientes al percentil
85, sobrepeso, y el percentil 95, obesidad, especificos por edad y sexo (Sanchez-Cruz et al,

2013).

La clasificacion de sobrepeso/obesidad se basa en tres selecciones previas: 1) un indicador

antropométrico adecuado; 2) una poblacion de referencia con la cual comparar el indice
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de ninos; 3) unos puntos de corte que identifiquen a los individuos en riesgo de morbilidad

sobrepeso/obesidad (Sanchez-Echenique, 2012).

1.6. Incidencia y prevalencia de sobrepeso/obesidad en la edad

escolar

La obesidad infantil es uno de los desafios de salud publica més dificiles de este siglo. Se
asocia con un mayor riesgo de aparicion temprana de diabetes, enfermedades
cardiovasculares y problemas respiratorios y una mayor probabilidad de fracturas e
hipertension, resistencia a la insulina y trastornos psicologicos, entre otras complicaciones
graves de salud. La obesidad infantil se asocia con una mayor probabilidad de obesidad,
muerte prematura y discapacidad en la edad adulta. Pero ademés de estos mayores riesgos
futuros, los nifios obesos sufren dificultad respiratoria, mayor riesgo de fracturas e
hipertension, y presentan marcadores tempranos de enfermedad cardiovascular,

resistencia a la insulina y efectos psicoldgicos (OMS, 2014).

La principal causa del sobrepeso y la obesidad infantil es un desequilibrio entre la ingesta
y el gasto de energia. Sin embargo, una dieta hiperenergética (por ejemplo, un consumo
excesivo de energia) y la falta de actividad fisica no son los tnicos factores influyentes. La
obesidad infantil también est4 asociada con el desarrollo social y econémico, y las politicas
de agricultura, transporte, urbanismo, medio ambiente, educaciéon y procesamiento,
distribucion y comercializacién de alimentos, que requieren una atenciéon especial en la
lucha contra la epidemia de obesidad. En particular, se debe tener en cuenta que la
prevalencia de sobrepeso y obesidad es mayor en nifios con niveles socioeconémicos y
culturales méas bajos (Gil et al, 2017). Por lo general, los nifios no pueden elegir donde viven
o los alimentos que consumen y, por lo tanto, requieren atencién especial en las campanas

contra la epidemia de obesidad. (OCDE, 2017).

La comercializacion de alimentos y bebidas dirigida a los nifios tiende a centrarse en
productos ricos en grasas, aztcar y/o sal y se sabe que tiene un gran impacto. Estos
productos son promovidos por una amplia gama de técnicas para llegar a los nifios en
guarderias, escuelas, supermercados y en el hogar, incluida la utilizacion de Internet. En
particular, existe evidencia considerable de que la publicidad televisiva influye en las

preferencias dietéticas y los patrones de consumo de los ninos.

La obesidad es responsable del 5-10% del gasto total en atencién médica en los paises de

la OCDE (OCDE, 2017). La prevencion es clave para el problema de la obesidad en los
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ninos, cambiando sus habitos alimenticios y de actividad fisica y minimizando la
exposicion a los obesodgenos ambientales. El grupo de edad entre 3 y 12 afos es
especialmente critico, porque los nifios son mas receptivos a los consejos y a la adopcion
de nuevos habitos (OCDE, 2017).

La prevalencia de la obesidad infantil es muy alta en Europa. Segun el estudio COSI de la
OMS, el 19,3-49,0% de los ninos y el 18,4-42,5% de las nifias tenia sobrepeso y obesidad
(OMS, 2007). La prevalencia de obesidad oscil6 entre el 6,0 y el 26,6% entre los nifios y
del 4,6 al 17,3% entre las nifias. Las comparaciones entre varios paises sugieren la
presencia de un gradiente norte-sur con el nivel més alto de sobrepeso encontrado en los

paises del sur de Europa.

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) proyecta un
aumento constante en las tasas de obesidad, que se espera que sean particularmente altas
en los Estados Unidos, México e Inglaterra, donde el 47%, el 30% y el 35% de la poblacion,
respectivamente, se prevé que sean obesos en 2030. Se espera que este aumento sea menor
en algunos paises como Italia y Corea (13% y 9% en 2030, respectivamente), mientras que

el porcentaje previsto en Francia y Espafia es de alrededor de 21%.

Prevalencia en Espaia

En Espafia la prevalencia de sobrepeso/obesidad ha aumentado segtn los tltimos estudios
reportados desde 1984, en poblaciones de 2 a 18 afos de edad, hasta los sucesivos
realizados en el ano 2000 (EnKid) (Serra-Majem et al, 2003), 2011 (ALADINO) (Pérez-
Farinos et al, 2013) y 2013 (ANIBES) (Aranceta et al, 2016). Segtin datos del estudio EnKid,
y teniendo en cuenta los puntos de corte de la Fundacion Orbegozo (Sobradillo et al, 2004),
la prevalencia de sobrepeso y obesidad era, segun el percentil 97, de 14,5% y 15,9%
respectivamente en la etapa prepuberal (6-9 anos). Segin el Estudio ALADINO la
prevalencia de sobrepeso fue de 14,0% y de obesidad 16,8%. El estudio ANIBES concluy6
que la prevalencia de sobrepeso fue de 35,8% y de obesidad 19,9%.

El Informe SESPAS (Sociedad Espanola de Salud Pablica y Administraciéon Sanitaria) 2010
referia valores de exceso de peso infantil del 35% (el 20% de sobrepeso y el 15% de
obesidad) (Sanchez-Cruz et al, 2013). Segin la base de datos de la IOTF (2012), la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en Espafia en el afio 2012 fue de 8,6% y 24,6%
respectivamente. Segin los dltimos datos de la Encuesta Nacional de salud espafiola, la

prevalencia de sobrepeso es del 9,70% y la de obesidad del 13,09% entre los jovenes de 2 a
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17 afios de nuestra region (Andalucia) (INE, 2018). La obesidad ya es responsable del 5-
10% del gasto sanitario total en los paises de la OCDE (OCDE, 2017).

1.7. Prevencion del sobrepeso/obesidad: practica de actividad

fisica

El sobrepeso, la obesidad y las enfermedades relacionadas se pueden prevenir en gran
medida (OMS, 2014).

La Asamblea Mundial de la Salud en 2010 aprob6 un conjunto de recomendaciones para
la ingesta de alimentos y bebidas de los nifios. Las principales medidas que se aplican en
nuestro medio para conseguir una alimentacién equilibrada durante la edad escolar son la
promocion de la Dieta Mediterrdnea y una promocion de héabitos de vida saludables que

pasan también por la practica diaria de actividad fisica.

La prevencion es clave e implica cambios en sus habitos alimenticios y de actividad fisica
(AF) para minimizar su exposiciéon a obeségenos ambientales. El grupo de edad entre 3y
12 afios es especialmente critico porque los nifios son mas receptivos a los consejos y la

adopcion de nuevos habitos (OCDE, 2017).

Los nifios con niveles de actividad fisica més altos tienen una mejor condicién fisica, un
peso y composicion corporal mas adecuados, mejor salud metabolica y cardiovascular,
mejor salud 6sea y salud mental (valores méas favorables en escalas de ansiedad y

depresion) (Janssen et al, 2010).

Se recomienda realizar 60 minutos o més de actividad fisica diaria, principalmente
actividad aerdbica de intensidad moderada a intensa al menos 3 dias a la semana. Realizar
actividades que sean variadas, apropiadas para cada edad y divertidas. Aprovechar todos
los 4mbitos de la actividad fisica para aumentar los niveles: desplazamientos hacia la
escuela, la actividad en los tiempos de recreo de la escuela, la educacion fisica, el deporte
y el tiempo libre. Limitar el tiempo de pantalla (televisor, ordenador, consola o dispositivos
moviles) a menos de dos horas diarias. Pasar méas de 2 horas al dia sentado se asocia con
una condicion fisica menor, una composiciéon corporal inadecuada, menor grado de
satisfaccion personal y menor rendimiento académico (Okely et al, 2012; Tremblay et al,

2011).

Las investigaciones indican que el gasto de energia en reposo es mayor en ninos que en

adultos y ligeramente mayor en nifios que en nifias (Goran et al, 1995; Miiller et al, 2018).
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El gasto de energia en reposo relativamente mayor en nifios versus adultos probablemente
se deba a una variedad de factores que incluyen el crecimiento y la pubertad y las
diferencias de masa corporal. Las tasas de equivalente metabolico (MET) se pueden aplicar

a adultos, pero no a ninos.

El gasto de energia para completar una tarea también puede ser mayor para los nifios que
para los adultos, aunque las investigaciones sobre el verdadero gasto de energia de los
nifios se han limitado a muy pocas actividades como caminar, correr y andar en bicicleta.
Algunos estudios han evaluado el gasto energético del ejercicio relacionado con la edad
durante la infancia y la adolescencia para determinar cuando desaparece la disparidad en
el gasto metabdlico entre nifios y adultos. Sus hallazgos sugieren que: 1) de 7 a 12 afios no
hay diferencia en el gasto de energia entre ninos y nifias; 2) de 12 a 14 afios las nifias pueden
mostrar respuestas de adultos, mientras que los nifios no muestran respuestas de adultos

hasta casi el final de la adolescencia (Harrell et al, 2005; Ainsworth et al, 2018).

Se han adoptado diversas estrategias para estimar las tasas de gasto energético en nifos
en funcion de los valores de los adultos: 1) Muchos manuales expresan tasas de gasto
energético en valores MET que son multiplos de la tasa metabélica en reposo (TMR)
(Harrell et al, 2005); 2) las recomendaciones de la FAO/OMS/UNU (FAO/WHO/UNU,
2007) implican multiplicar la TMR medida/estimada de los nifios por factores para
diferentes tipos de actividad; y 3) Torun recomienda los valores MET prescritos (para
nifos de 1 a 15 afios) o la multiplicaciéon de los valores MET adultos por un factor de
correccion de edad de acuerdo con la actividad realizada (Torun et al, 2005; Ridley et al,

2008).

1.8. Disruptores endocrinos

Los disruptores endocrinos (DEs) pueden ser derivados de sintesis o naturales,
procedentes de animales, humanos o de plantas (fitoestrogenos). La preocupacion
internacional se centra actualmente en los productos quimicos sintéticos. Esta
preocupacion se ve amplificada por dos factores: la expansion de la producciéon quimica,
que ha llegado a 400 millones de toneladas a nivel mundial, y el aumento de la
contaminacién de estos productos quimicos. El impacto en la salud humana a través de
efectos conocidos o desconocidos de estas sustancias quimicas en los sistemas hormonales

es importante.

Ademas de los efectos sobre el desarrollo y la reproduccion, emergen otros trastornos

metabolicos relacionados con los DEs. Las tasas mundiales de la obesidad han aumentado
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dramaticamente en las ultimas tres décadas en los adultos, los nifios y adolescentes,

especialmente en los paises desarrollados.

Aunque los factores genéticos pueden explicar una parte de la predisposicion a la obesidad,
por si solas no pueden dar respuesta a la repentina aparicion y progresion de la epidemia
de obesidad en el mundo actual. La exposicion a sustancias quimicas que alteran el sistema
endocrino se reconoce cada vez mas como un contribuyente, independiente de la dieta y la
actividad fisica (Legler et al, 2015). El aumento de la incidencia de enfermedades
metabdlicas se correlaciona con cambios sustanciales en el entorno quimico resultante de
los nuevos procedimientos industriales y agricolas, iniciados en los ultimos 50 anos. Este
cambio en el medio ambiente ha llevado a la hipotesis de que algunos de los contaminantes
del medio ambiente muchos de ellos disruptores hormonales (DEs), que interfieren con
diversos aspectos del metabolismo, pueden ser también factores de riesgo para la obesidad
(McAllister et al, 2009; Baillie-Hamilton, 2002). Esta hipotesis est4d apoyada por
investigaciones sobre animales, asi como los estudios epidemiolégicos que han
demostrado que una variedad de DEs ambientales pueden influir en la adipogénesis y la

obesidad (Elobeid et al, 2008; Chen et al, 2009).

Mecanismo de accion de los disruptores endocrinos (DE)

La funciéon hormonal se manifiesta a través de la interaccion con sus receptores,

clasificados en dos grandes grupos:

a) Receptores de membrana, que responden principalmente a las hormonas

peptidicas como la insulina.

b) Receptores nucleares (NR), que se activan por la interacciéon con pequenas

moléculas lipofilicas como las hormonas esteroideas sexuales.

Los DEs puede presentar multiples mecanismos de acciéon y una via privilegiada de accion
es a través de su interaccion directa con un receptor nuclear (NR), que presumiblemente
perturba o modula la expresion de genes. Asi, la mayoria de los DEs asociados a la
reproduccion y el desarrollo actian al interferir con la funcion del receptor de estrogeno
(ER) y/o receptor de andrégenos (AR), interrumpiendo la actividad normal de estrogenos
y androgenos. En los seres humanos, la superfamilia NR incluye 48 miembros que
comparten una estructura comin y se unen como dimeros a elementos de respuesta
especificos situados cerca de los promotores de genes diana. Ademas de los receptores de
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esteroides sexuales, la superfamilia NR incluye factores de trascripcion que juegan un

papel fundamental en la integracion de la homeostasis metabdlica y el desarrollo.

Se han propuesto dos hipdtesis para explicar el mecanismo de acciéon de los DEs, de

acuerdo con la revision realizada por Casals-Casas et al. (2011):

1) Productos quimicos disruptores endocrinos que interacttian con el receptor de
aril hidrocarburos (AHR) y con diversos miembros de la superfamilia de los receptores
nucleares (NR), que transmiten la interrupcion del metabolismo mediado por la
disrupcion endocrina. Sensores de receptores, como receptores activados de peroxisomas
(PPAR), juegan un papel destacado en el mecanismo de acciéon. DEs como el Bisfenol-A se
han implicado en las alteraciones metabdlicas a través de una compleja interaccién con los
receptores hormonales, tales como los receptores de los estrogenos (ER), receptores de la
hormona tiroidea (TR) y receptores de los glucocorticoides (GR). Estos receptores son
importantes para el control de la adipogénesis, aumento de peso y los niveles de insulina,

aunque los mecanismos subyacentes no estan todavia bien estudiados.

2) Productos quimicos disruptores endocrinos que interfieren con los receptores
nucleares (NR) de sefalizacion a través de multiples mecanismos. Los DEs pueden actuar
como agonistas o antagonistas directos de NR1, tomando el lugar del ligando endégeno.
Pueden actuar como coactivadores y activar la transcripcion de genes diana, si bien
algunos DEs actian como moduladores y no como agonistas totales mediante la inducciéon
de algin coactivador. Los DEs actian como antagonistas a favor de cambios
conformacionales que permiten la seleccion de un correpresor o bien inhibiendo la unién

al ADN y la expresion del gen diana.

Categorias de productos quimicos con actividad disruptora endocrina

El concepto de incluye los plaguicidas, los compuestos utilizados en la industria del
plastico y productos de consumo, y otros subproductos industriales y contaminantes. A
menudo estan dispersos en el medio ambiente y los persistentes pueden ser transportados
a largas distancias; encontrandose practicamente en todas las regiones del mundo (Costa
et al, 2008; Jensen et al, 2008; Kovarova et al, 2008; McKinlay et al, 2008). Algunos DEs
pueden ser almacenados durante afios en animales y en la masa grasa humana (Lopez-
Espinosa et al, 2007 y 2008; Jiménez Torres et al, 2006; Carreno et al, 2007; Cerrillo et
al, 2006; Fernandez et al, 2004). Los DEs que se degradan rapidamente en el medio

ambiente o en el cuerpo humano, o que pueden estar presentes inicamente en periodos
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cortos de tiempo, también pueden tener graves efectos perjudiciales si la exposicion ocurre

durante periodos criticos del desarrollo.

Las principales categorias de productos quimicos con actividad de disrupciéon endocrina

han sido publicadas recientemente (Casals-Casas et al, 2011). A continuacién, se

desarrollan los de mayor interés en esta investigacion:

Plaguicidas. Son cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier plaga (U.S. Environmental
Protection Agency, 2000 y 2007). Con respecto a los trastornos metabdlicos,
numerosos estudios epidemioldgicos han relacionado la exposicidon a pesticidas
con la obesidad, la diabetes, resistencia a la insulina y el sindrome metabolico

(Hatch et al, 2010; Porta et al, 2009; Lee et al, 2007; Park et al, 2010).

Compuestos organicos de estaito. Cloruro de tributilestano (TBT), cloruro de
trifenilestafio y o6xido de tributilestafio (TPTO), son contaminantes organicos
persistentes utilizados como fungicidas agricolas, rodenticidas, molusquicidas,
como conservadores de la madera en pinturas para los buques y las redes de pesca,
y para estabilizar los plasticos. La exposiciéon humana puede provenir de fuentes
alimenticias, como pescado y mariscos, o por agua potable contaminada. Se ha
planteado el riesgo de exposicion a través de ropa tratada con estos productos como
parte de tintas de impresion y como fungicidas. Recientes estudios experimentales
han revelado actividad proadipogénica de TBT y TPTO (Griin et al, 2006;
Kanayama et al, 2005).

Bromados retardantes de llama (BFR). Son aditivos de productos de
consumo como equipos electrénicos, ropa y muebles. La exposicion humana
proviene de los ambientes interiores, la dieta y la exposicion ocupacional (Costa et
al, 2008; Sjodin et al, 1999; Jakobsson et al, 2002). Ocasionan alteraciones
endocrinas y neurotoxicidad del desarrollo (Hamers et al, 2006). Los derivados
halogenados de BPA son ampliamente utilizados como retardantes de llama. En la

Union Europea, esta prevista la prohibicion de su uso.

Material plastico. Son fundamentales en la vida moderna, la salud ptblica y la
medicina, por su variedad, robustez y bajos costos. La produccién mundial de
plastico super6 los 335 millones de toneladas en 2016 (en Europa 60 millones de
toneladas) (Halden et al, 2010) y el consumo europeo de plasticos se situd en 2016

en torno a los 49,9 millones de toneladas (Figura 1.8.1).
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Figura 1.8.1. Demanda de plasticos por pais en Europa. (Fuente: Plasticos - Situacién en 2018. Anélisis de los datos més
recientes sobre la produccion, la demanda y los residuos de plastico en Europa. www.plasticseurope.org.)

La controversia se basa en los riesgos que los plasticos pueden causar en los seres

humanos, en particular con respecto a las propiedades de alteracion endocrina. Los efectos

adversos causados pueden derivar de los diversos componentes de los plasticos, los

aditivos utilizados, o una combinacion de ambos:

Alquilfenoles (4-nonilfenol y 4-n-octilfenol). Son un grupo funcional de
sustancias quimicas utilizadas como herbicidas y otras aplicaciones como aditivos
para plasticos en la fabricacion de PVC y de poliestireno modificado con un alto
potencial de contaminacién ambiental. Son tensioactivos utilizados en detergentes,
emulsionantes, agentes antiestaticos, demulsificantes y solubilizantes,
encontrandose cominmente en las aguas residuales (Soares et al, 2008). Producen
proliferacion de células tumorales de mama y presentan actividad estrogénica y
antiandrogénica (Soto et al, 1991; Bonefeld-Jorgensen et al, 2007). La exposicion
humana se evalu6 recientemente en una poblacion de mujeres en el sur de Espana
y el nonilfenol se detect6 en el 100% de las muestras de tejido adiposo analizado,

asociandose positivamente con el IMC (Lopez-Espinosa et al, 2009).

Esteres de ftalato. Se han utilizado en todo el mundo como suavizantes para
impartir flexibilidad y elasticidad a otros polimeros rigidos, como el PVC.

Producido en grandes cantidades desde los anos 1930, casi todos los grupos de
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productos de consumo industrial contienen ftalatos o rastros de ftalatos. Pueden
suponer el 80% del peso del producto (Halden et al, 2010). Contaminan los
alimentos, especialmente las carnes y productos lacteos y se encuentran en casi
todas partes en ambientes interiores. En los seres humanos, las concentraciones de
ftalatos y varios metabolitos estan positivamente correlacionadas con la obesidad

abdominal y resistencia a la insulina en los adultos (Stahlhut et al, 2007).

Bisfenol A (BPA). El Bisfenol A es monémero disfuncional usado en la
fabricacion de polimeros plasticos (PVC, policarbonatos, resinas de poliestireno,
composites y selladores dentales), con una alta produccion (> 2,5 x 106 kg/afo). El
BPA puede migrar de los envases de bebidas y alimentos, por ejemplo, de los
biberones de plastico o revestimientos de lata (Brotons et al, 1995; Olea et al, 1996;
Lopez-Espinosa et al, 2007; Mariscal-Arcas et al, 2009; Gonzalez-Castro et al,
2011) a su contenido. La exposicién humana a BPA es generalizada y las moléculas
no conjugadas de BPA se detectan en la sangre humana, tejidos, orina y leche
(Calafat et al, 2005; Bhandari et al, 2013; Carwile et al, 2011; Li et al, 2013). La
hipotesis del obes6geno ambiental sugiere que la exposicion temprana a un
elemento quimico que interrumpe el sistema endocrino, como el BPA, puede
aumentar el riesgo de aumento de peso més adelante en la infancia, pero pocos
estudios epidemiologicos prospectivos han investigado esta relacion (Vafeiadi et al,
2016). Dichas propiedades estrogénicas del BPA se describieron por primera vez
en 1936 (Dodds, 1936). Estos estudios sefialan una serie de efectos adversos en los
mamiferos que incluyen pene anormal/desarrollo de la uretra, la disminucion del
recuento de espermatozoides, maduracién sexual temprana en las mujeres y del
cerebro y trastornos conductuales, asociaciones entre los niveles de BPA en sangre
de mujeres y varias enfermedades, incluida la obesidad, abortos involuntarios
recurrentes y esterilidad (Lang et al, 2008; Sugiura-Ogasawara et al, 2005;
Takeuchi et al, 2004). Ademés, el aumento de las concentraciones urinarias de BPA
esta asociado con una mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular, diabetes

y anormalidades en las enzimas hepaticas (Lang et al, 2008).

El informe de EFSA de 2013 sobre el BPA hace un recorrido muy amplio sobre estos
materiales. Cabe citar algunos puntos como los siguientes: Resinas que contienen BPA se
utilizan en los selladores dentales. El BPA no se utiliza directamente en los materiales
dentales, pero se utilizan el BPA metacrilato de glicidilo (bisGMA) y otros derivados a base
de dimetacrilato de BPA (bisDMA). Cualquier derivado del BPA utilizado que puede estar
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presente como una impureza o se libera del sellador dental por la degradacién del
polimero, tiene el potencial de contribuir a la exposicion oral al BPA. El BPA debe
presentar un limite de migracion especifico de 0,6 mg/kg de alimento (Reglamento (UE)
n° 10/2011). En 2010 el BPA se continuaba encontrando en biberones de poliamida (PA)
recogidos en el mercado de la UE, a pesar de no esperar esta presencia en materiales de
otros mondémeros distintos de los policarbonatos o bien de silicona. Los altos niveles de
migracion encontrados atin en la actualidad en algunos materiales de uso infantil, sugieren
maés bien el uso ilegal como aditivo en PA o una contaminaciéon con material no destinado
al contacto con alimentos. La temperatura tiene un impacto importante en el nivel de
migracion de BPA en el agua: un incremento de 40° C a 60° C puede conducir a un
aumento de 6 a 10 veces en el nivel de migracion. Aunque la temperatura tiene un efecto
importante en la migracion, algunos autores han observado diferencias significativas entre

bafio de agua y el calentamiento por microondas.

Fuentes de exposicion a BPA y derivados y obesidad infantil

Toda esta revision apoya el concepto de obesdgenos en medio ambiente, pero se aconseja
confirmacién por parte de los estudios longitudinales ya que muchos estudios son
transversales, una relacion causal definitiva entre los trastornos metaboélicos y exposiciéon
a DE sigue siendo hipotético. Pero no se debe olvidar que entre otras fuentes exposicion a
DEs se encuentran los selladores dentales (Olea et al, 1999; Pulgar et al, 2000). Un sellador
es un material plastico que normalmente se aplica en las superficies masticatorias de los
dientes posteriores (premolares y molares). Esta resina plastica se introduce y adhiere a
las depresiones e irregularidades de estas superficies de los dientes posteriores. El sellador
actiia como una barrera, protegiendo al esmalte de la placa dental de los 4cidos (Servicio
Canario de la Salud - Direcciéon General de Salud Publica). Segin consideraciones del
Instituto Nacional de Investigacion Dental y Craneofacial, los selladores dentales deben
aplicarse tan pronto como al nifo le salgan las muelas permanentes, antes de que la caries
pueda danarlas. Las primeras muelas permanentes salen entre los 5y 7 afios de edad. Los
otros dientes que tienen grietas y ranuras, conocidos como "premolares"”, también pueden
necesitar selladores. Los selladores han existido desde los afos sesenta. Las
investigaciones del Instituto Nacional de Investigacion Dental y Craneofacial y otras

instituciones llevaron al desarrollo de los selladores y demostraron que son eficaces.

La presencia de monomeros de materiales plasticos, fundamentalmente el BPA, se ha
probado por numerosos investigadores al analizar envases poliméricos de alimentos,

composites y selladores dentales, papeles de envoltura de alimentos, etc.
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Los estudios de epidemiologia nutricional han identificado grupos de poblacién en riesgo
de exposicion a contaminantes asociados con enfermedades cronicas no transmisibles
(OMS, 2014; OMS, 2017). Los estudios de exposicion a sustancias disruptoras hormonales
(BPA, BADGE, BisGMA y BisDMA) estan relacionados desde hace unos afos con
alteraciones endocrinas como diabetes tipo 2, sindrome metabélico y obesidad entre otras

alteraciones del metabolismo (McAllister et al, 2009; Baillie-Hamilton, 2002).

El aumento de la incidencia de enfermedades metabdlicas también se correlaciona con
cambios sustanciales en el medioambiente resultante de los nuevos procedimientos
industriales y agricolas, iniciados a mediados del S.XX. Esto pone de manifiesto que
muchos de ellos disruptores hormonales (DEs) que interfieren con diversos aspectos del
metabolismo, pueden ser otros factores de riesgo para la obesidad. Esta hipotesis esta
apoyada por investigaciones sobre animales, asi como por los estudios epidemiolégicos
que han demostrado que DEs ambientales pueden influir en la adipogénesis y la obesidad
(Elobeid et al, 2008; Chen et al, 2009; Griin et al, 2009; Hatch et al, 2010). Hay periodos
de la vida humana que hacen al sujeto mas vulnerable y es necesario identificar fuentes de

exposicion a estos mondmeros plasticos por parte de la poblacion escolar espafiola.

Existen varias categorias de productos quimicos que ejercen una actividad de alteraciéon
endocrina, como son los plaguicidas, los compuestos de la industria del plastico y
subproductos y contaminantes industriales. Algunos disruptores endocrinos pueden
almacenarse durante afos en tejidos animales y humanos (Lopez-Espinosa et al, 2006;
Jiménez-Torres et al, 2006; Cerrillo et al, 2006; Carrefio et al, 2007), es el caso de
sustancias con alto grado de persistencia en el medio ambiente como plaguicidas
organoclorados. Otros productos se degradan rapidamente en el medio ambiente y en los
seres vivos estando en contacto con ellos sb6lo por periodos cortos de tiempo y, sin
embargo, pueden tener efectos graves si la exposicion ocurre durante periodos criticos de

desarrollo (Kundakovic et al, 2011; Itoh et al, 2012; Drobna et al, 2018).

Entre los DEs se encuentra un material polimérico que es fundamental en la vida moderna,
salud publica y medicina, por su variedad, robustez y bajos costos: el Bisfenol A (BPA). El
BPA es un monémero de alta producciéon (>2,5 millones de kg/afio) que forma parte de
plastico de policarbonato, resinas de poliestireno y composites dentales y selladores, entre
muchos otros, y también se usa como aditivo en otros plasticos como el PVC (Konieczna et
al, 2015; Hermabessiere et al, 2017). Puede formar parte de los selladores y compuestos
dentales de tres maneras: como ingrediente directo, como subproducto de la degradacion

de otros ingredientes [por ejemplo, metacrilato de glicidilo de bisfenol A (bis-GMA) y
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dimetacrilato de bisfenol A (bis-DMA)], o como material traza de su fabricacion (ADA,
2011; US FDA, 2011; EFSA de 2015).

El BPA puede migrar de envases de bebidas y alimentos, biberones de pléstico y el
revestimiento de latas (Brotons et al, 1995; Lopez-Espinosa et al, 2007; Mariscal-Arcas et
al, 2009; Gonzalez Castro et al, 2011; Garcia-Corcoles et al, 2018). La exposicion humana
al BPA es universal y las moléculas de BPA no conjugadas se han detectado frecuentemente
en muestras biologicas humanas (sangre, tejidos, orina y leche) (Gerona et al, 2013; Li et

al, 2013; Zimmers et al, 2014; Hines et al, 2015; Niu et al, 2017).

La EFSA (2015) estableci6 una ingesta diaria tolerable (IDT) de BPA temporal de 4 pg/kg
de peso corporal/dia, en espera de los resultados de un estudio a largo plazo en ratas sobre
la exposicion al BPA prenatal y posnatal realizado por la FDA. La directiva 2009/48/CE
estableci6 un limite de 40 pg/L para la migraciéon de BPA de materiales en contacto con
alimentos y productos alimenticios, instruyendo a los Estados Miembros a adoptar las
medidas necesarias antes del 26 de noviembre de 2018. Sin embargo, ain no se han

emitido estas conclusiones.

Fitoestrogenos en la dieta escolar

Los fitoestrogenos son componentes naturales de las plantas y de numerosos alimentos
que forman parte de la dieta habitual de humanos y animales (Mékela et al, 1995; Olea et

al, 1999; Hernandez-Elizondo et al, 2013; KriZova et al, 2019).

De acuerdo con la Agencia de Normas Alimentarias del Reino Unido (2003), los
fitoestrogenos se definen como cualquier planta, sustancia o metabolito que induce
respuestas bioldgicas en vertebrados y que pueden imitar o modular la acciéon de los
estrogenos enddgenos, generalmente mediante unién a receptores de estrogenos. Hay
varios grupos de fitoestrogenos: lignanos, isoflavonas, coumestanos, acido resorcilico y
enterolactonas, aunque este tltimo grupo es menos importante en la nutricion humana.
Las isoflavonas como la genisteina y la daidzeina parecen ser el grupo méas potente y se
encuentran en una amplia gama de alimentos, especialmente cereales, legumbres,
verduras y frutas, siendo la soja la fuente mas abundante para humanos (Knight et al, 1996;

Agradi et al, 2006; Rodriguez-Garcia et al, 2019).

La actividad hormonal de estas sustancias se conoce desde hace mucho tiempo (Kaldas et
al, 1989; Wagner et al, 2008; Rietjens et al, 2017), y se ha descubierto que ejercen efectos

estrogénicos y/o antiestrogénicos en animales de granja y salvajes, en ensayos in vivo e in
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vitro, y en humanos (Makela et al, 1995; Dixon, 2004; Saarinen et al, 2006; Jiang et al,
2010). Aunque los humanos y los animales se han adaptado a los fitoestrogenos a través
de la evolucion, la exposicion a altas concentraciones de algunos de estos compuestos
puede estar asociada con alteraciones en la produccion de hormonas, de su metabolismo
o de su accion a nivel celular (Albertazzi et al, 2008; Kwack et al, 2009; Costa el al, 2014)
y en relacion a la sintesis proteica, puede producir proliferaciéon celular maligna o

angiogénesis, entre otros (Adlercreutz et al, 1997; Desmawati et al, 2019; Hall et al, 2019).

Se ha postulado que la alta incidencia de canceres hormono-dependientes en las
sociedades occidentales puede estar relacionada con la disminucion del consumo de frutas

y verduras en los ultimos 30-50 afnos (Adlercreutz et al, 1995; Bhakta et al, 2005).

Los ensayos in vitro han demostrado que ciertos fitoestrogenos tienen actividad
estrogénica agonista a bajas concentraciones, estimulando la proliferacion de células
mamarias y la expresion de genes dependientes de estrogenos, y puede antagonizar el
efecto de las hormonas naturales en altas concentraciones (Soto et al, 1992). El efecto
estrogénico de los fitoestrogenos puede ser agonista o antagonista dependiendo no s6lo de
sus concentraciones en los tejidos, sino también de los niveles de estrogenos endégenos

presentes en diferentes etapas de la vida humana (Bhakta et al, 2005).

Se ha informado que la ingesta dietética de fitoestrogenos es <1 mg dia en Espana,
Alemania, Inglaterra y Estados Unidos (Bhakta et al, 2005; Mulligan et al, 2007;
Hernandez-Elizondo et al, 2009), un poco mas alto (<1,34 mg dia) en Canada y Escocia
(Cotterchio et al, 2006; Heald et al, 2006), y considerablemente mas alto (> 20 mg dia) en
Japon y Corea, atribuible al elevado consumo de derivados de soja como natto, miso y tofu
(Surh et al, 2006).

Nuestro grupo de investigacion ha publicado numerosos estudios sobre el efecto
estrogénico de moléculas sintéticas y naturales que forman parte de los alimentos, ya sea
como componente natural, especialmente en vegetales, o debido a su contaminacion.
Muchas de estas moléculas han sido clasificadas como disruptores endocrinos después de
anélisis de su comportamiento en medios bioldgicos en in vitro e in vivo (Olea et al, 1996;
Pérez et al, 1998; Lopez-Espinosa et al, 2009; Wolff et al, 2008). Sus efectos estrogénicos
son similares a los de los disruptores endocrinos sintéticos como los monoémeros de
materiales plasticos, policarbonatos y resinas epoxidicas. Numerosos estudios tienen su
exposicion asociada a obesidad, clasificAndolos como obesbégenos (Fisberg et al, 2016;

Townshend et al, 2017; Rubin el al, 2019).
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2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Estudios de epidemiologia nutricional han identificado grupos poblacionales con riesgos
de exposicidn a sustancias contaminantes, que desembocan en enfermedades clasificadas
por la OMS como enfermedades crénicas no transmisibles. Por este motivo la hipotesis de
trabajo que se plantea es el estudio de exposicién a sustancias disruptoras hormonales
procedentes de la industria o bien de origen natural que se estan relacionando a nivel
epidemiol6gico, desde hace unos pocos anos, con alteraciones endocrinas en las que se
ponen de manifiesto cuadros de diabetes tipo 2, sindrome metabdlico y obesidad entre

otras alteraciones del metabolismo.

Ante esta diversidad de alteraciones y teniendo en cuenta que hay periodos de la vida
humana que hacen al sujeto mas vulnerable, se plantea la necesidad de identificar fuentes
de exposicidn a estos mondémeros plasticos por parte de la poblacién escolar espafiola. La
presencia de monomeros de materiales plasticos, fundamentalmente el BPA, ya ha sido
probada por el grupo solicitante al analizar envases poliméricos de alimentos, composites
y selladores dentales, papeles de envoltura de alimentos, etc. en investigaciones
precedentes, al igual que sustancias persistentes como plaguicidas y sustancias naturales

como fitoestrégenos.

La hipétesis planteada es la posible relaciéon entre exposicion a disruptores hormonales y

obesidad infantil. Para ello hacemos las siguientes consideraciones:

a) A qué materiales de este tipo estan expuestos los escolares espafioles,
b) Qué habitos de vida y nutricionales siguen,

¢) Hasta qué punto factores como exposicién a materiales poliméricos inciden en
cuadros clinicos como la obesidad infantil.
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2.2. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es poner de manifiesto el riesgo de exposicion a
Bisfenol A y fitoestrogenos y su relacion con el incremento de la obesidad infantil en las

ultimas décadas.

Los objetivos especificos son:
a) Estimar los hébitos alimentarios y de energia y nutrientes de la poblacién escolar.
b) Estimar los habitos de vida y de actividad fisica.
¢) Identificar las fuentes de exposicion a fitoestrogenos y BPA de la poblacion escolar.
d) Analizar los niveles de BPA en saliva de la poblacion en estudio.

e) Establecer relacion estadisticamente significativa entre el grado de
sobrepeso/obesidad de los escolares y: a) ingesta de energia y nutrientes concretos;
b) habitos de vida tales como actividad fisica, ¢) niveles de fitoestrogenos en los

alimentos, d) niveles de BPA en las muestras de saliva analizadas.
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3.MATERIAL Y METODOS

En este capitulo se van a ir desarrollando conjuntamente los métodos utilizados en los
distintos apartados realizados en la investigacion con el material preciso para resolver cada

una de las técnicas metodolégicas descritas.

3.1. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio procede de una muestra de 700 sujetos de 15 centros educativos
publicos y concertados, tanto de la capital como del 4rea metropolitana de dos provincias
del sur de Espana (Granada y Maélaga), que formaron parte de dos proyectos de
investigacion, uno financiado por el Instituto de Salud Carlos III “Analisis de fuentes de
exposicion a Bisfenol A y derivados (disruptores endocrinos) e incidencia en la obesidad
escolar”; FIS-PI14/01040, y el otro por el Area de Salud del Excmo. Ayuntamiento de

Granada, a través del programa europeo THAO “Ciudades Saludables”.

Como criterios de inclusion se establecid la edad de los sujetos entre 7y 10 afios (inclusive)
(Cuervo et al, 2009) y la firma del Consentimiento Informado de los padres/tutores de
todos participantes en el estudio. En el Consentimiento informado se recogid, ademas,
informacién sobre el estudio a realizar, formulado de acuerdo con la Declaraciéon de
Helsinki (522 Asamblea General. Edimburgo, Escocia, Octubre 2000) y aprobado por el
Comité de Etica de investigaciéon del Servicio Andaluz de Salud. En base a esto se

excluyeron 42 sujetos (6%), quedando una muestra de estudio de 657 participantes.

3.2. Cuestionario

Para este trabajo se realiz6 un cuestionario con distintos apartados para evaluar los
aspectos planteados en los objetivos de esta Tesis Doctoral. Cada sujeto quedo codificado
con 8 digitos: el primero es la inicial de la provincia a la que pertenece el colegio, los dos
siguientes corresponde al cddigo de la ciudad (para Granada es el 18 y para Malaga es el
29), los dos siguientes el colegio y los tres tltimos el nimero de alumno. Durante todo el
trabajo se protegi6 la identificacion del individuo del que se trataba ya que se separaron,

previo al procesamiento del cuestionario, las primeras paginas correspondientes al
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Consentimiento Informado y Datos Personales, paginas que quedaron reservadas en el

protocolo de trabajo y sin difusién.

El cuestionario fue administrado por entrevistadores experimentados y especificamente

entrenados y consta de los apartados que se describen a continuacion:

Datos personales del sujeto.

Datos sociofamiliares y socioecondmicos.

Cuestionario de Frecuencia de consumo de alimentos (FFQ).
Cuestionario de Recuerdo de 24 horas (R24h).

Hébitos de vida y relacionados con la alimentacién.
Cuestionario de actividad fisica (AF).

Hébitos bucodentales y valoracion del estado de la denticion.
Antropometria.

Exposicion a Disruptores endocrinos (DEs).

3.2.1. Datos personales, sociofamiliares y socioeconomicos

Se recogen datos sobre sexo y edad, centro educativo, curso escolar, ocupacion de los

padres, entre otros. Las ocupaciones de los padres se clasificaron segun los diez grupos

establecidos por la Clasificacion Internacional de Ocupaciones 2011 (CNO-11), agrupadas

en niveles: bajo (grupos 5-9), medio (grupos 3y 4y 0) y alto (grupos 1y 2) de conformidad

con la legislacion nacional (RD 1591/2010 de 26 de noviembre; BOE-A-2010-19389).

Nivel Bajo: Trabajadores de los servicios de restauracion, personales, proteccion
y vendedores, Trabajadores cualificados en el sector agricola, ganadero, forestal y
pesquero, Artesanos y trabajadores cualificados de las industrias manufactureras
y la construccion -excepto operadores de instalaciones y maquinaria-, Operadores
de instalaciones y maquinaria, montadores, Ocupaciones elementales.

Nivel Medio: Técnicos; profesionales de apoyo, Empleados contables,
administrativos y otros empleados de oficina, Ocupaciones militares.

Nivel Alto: Directores y gerentes, Técnicos y profesionales cientificos e

intelectuales.
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3.2.2. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ)

El FFQ es un cuestionario retrospectivo y semicuantitativo de frecuencia de consumo de
alimentos, validado y ampliamente utilizado, con referencia a los 12 meses anteriores. Este
cuestionario registra el consumo o no de cada alimento (variables dicotomicas), la
cantidad de veces consumido por dia, semana o mes (variables cuantitativas discretas), y
la cantidad consumida en cada ocasiéon en gramos, mililitros o medidas caseras (por

ejemplo, platos, vasos, cucharadas/cucharaditas, etc.).

El diseno del FFQ se hizo teniendo en cuenta los alimentos cominmente consumidos por
el grupo de poblacion estudiado (Fornes et al, 2003; Kusama et al, 2005) y esta basado en
estudios previos realizados en nifios en edad escolar (Mariscal-Arcas et al, 2007, 2009,
2010, 2011y 2014; Velasco et al, 2009). Se incluyeron un total de 33 alimentos clasificados
en 16 grupos: cereales y derivados, legumbres, tubérculos, verdura (fresca y cocinada),
frutas, lacteos, aceite de oliva, carnes (blancas y rojas), derivados céarnicos, pescados
(blanco y azul), huevo, dulces, golosinas/snacks, precocinados, zumos de fruta (natural y

envasado), bebidas tipo refresco.

Para transformar la frecuencia de consumo de alimentos en energia y nutrientes, se ha
empleado la metodologia descrita por Willett (2012): la ingesta diaria de alimentos y
nutrientes se calculd (en g o ml) a partir de los resultados multiplicando el tamafio de la
porciéon estdndar de cada alimento por el valor correspondiente a la frecuencia de
consumo: nunca = 0; 1-3 veces/mes = 0,07; 1-2 veces/semana = 0,21; 3-4 veces/semana =

0,50; 5-6 veces/semana = 0,80; 1 hora/dia = 1; y 2-3 veces/dia = 2,5.

La estimacion se realizo mediante el programa de valoraciéon nutricional y gestion de datos
en alimentacién DIAL (Copyright © 2015 Alce Ingenieria) en combinacién con la Base de
datos de nutrientes alimentarios AUSNUT 2011-13, obteniendo asi un listado de los

nutrientes y energia consumidos por los escolares encuestados. (Ortega et al, 2016).

Las tablas de composicion de alimentos rara vez informan sobre la presencia de
componentes especificos, como es el caso de los fitoestrogenos de los vegetales. Por ello, la
ingesta de fitoestrogenos (daidzeina, genisteina, formononetina, biocanina A, coumestrol,
matairesinol, secoisoresinol, enterolactona y enterodiol) en la dieta diaria se estim6 a
partir de los datos publicados en la literatura (Pillow et al, 1999; Horn-Ross et al, 2000;
Boker et al, 2002). La ingesta diaria de fitoestrogenos (mg/dia) se calcul6 multiplicando

la cantidad de alimentos (g/dia) estimados en el FFQ por el valor del fitoestrogeno
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correspondiente. La exposicion a BPA se realiz6 a través del analisis de la exposicion a los

envases de alimentos.

3.2.3. Cuestionario de recuerdo de 24 horas (R24h)

El R24h es un cuestionario de formato abierto en el que fundamentalmente se recoge
informacion sobre la ingesta de alimentos y bebidas durante tres dias completos: dos
anteriores al de la realizacion de la encuesta y otro correspondiente a un festivo. También
se registra el momento del dia en el que se realiza la ingesta (desayuno, media mafana,
almuerzo, merienda, cena y recena), la hora y el lugar (casa, colegio, otros), asi como la
cantidad de alimento consumido expresada en medidas caseras (platos, vasos, cucharas,
etc.), y su preparacion o referencia comercial. Para ello se emplearon las Tablas de pesos
de medidas caseras y raciones habituales de consumo (Garcia-Arias et al, 2003. Moreiras

et al, 2013).

En la realizacion del R24h se han tenido en cuenta tres aspectos fundamentales (Willett,

2012):

e Exactitud en la identificacién de alimentos ingeridos y tamafio de porciones.

e Nivel de calidad de la base de datos de composicién alimentaria, codificacién y que
el sistema de céalculo de nutrientes refleje una composicion completa de los
alimentos ingeridos actualmente.

e Quela seleccion de dias de ingesta represente la ingesta habitual del sujeto.

3.2.4. Habitos de vida y relacionados con la alimentacion

Informacioén sobre variables cualitativas y cuantitativas como qué desayuna, donde

almuerza, qué merienda, etc. todas ellas relacionadas con los habitos de alimentacion.
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3.2.5. Cuestionario de 24h de actividad fisica

Es un cuestionario de formato abierto de recuerdo de 24 horas sobre la actividad fisica
realizada durante el afio anterior, que incluye: las horas de actividad fisica en un dia
completo, las caracteristicas de los deportes practicados (tipo de ejercicio, frecuencia de la
practica, duracién media de cada ejercicio), horas de suefio, método de ir a la escuela

(andando, en coche, bicicleta, etc.), y las horas/semana de Educacién Fisica en la escuela.

El analisis se ha llevado a cabo de acuerdo con el Método FAO/OMS/ONU. Las
recomendaciones de FAO/OMS/ONU implican multiplicar la tasa metabolica en reposo
(TMR) infantil medida o estimada por factores para diferentes tipos de actividades. Ir a la
escuela y otras actividades ligeras se clasifican en 1,5 MET, actividad moderada = 2,2 MET
y alta actividad = 6,0 MET (OMS, 2007).

También se ha empleado el Método de Torun (Torun et al, 2005; Ridley et al, 2008) que
implica el uso de valores MET prescritos (para nifios de 1 a 15 afos) al multiplicar los
valores MET adultos por un factor de correccién de edad, dependiendo de la actividad que
se realice. Las actividades sedentarias se clasifican de la siguiente manera: acostado = 1,1
MET, sentado = 1,2 MET y de pie = 1,4 MET. A las actividades ligeras que no caminan se
les asignan 2,0 METs para 1,5-6,9 anos o 2,2 METs para 6,0-14,9 afios. Caminar a un ritmo
normal en terreno llano o las actividades moderadas tienen asignados 2,2 MET para nifios
de 1,5 a 6,9 ahos o 2,9 MET para ninos de 6,0 a 14,9 anos. Asignar valores MET para
actividades mas pesadas implica multiplicar los valores MET adultos por factores de
correccion de edad de 0,50 para nifos de 1,5 a 6,9 afios, 0,65 para nifios de 6,0 a 12,9 afos

y 0,80 para nifios de 13,0 a 14,9 anos.

3.2.6. Habitos bucodentales y valoracion del estado de la denticion

El reconocimiento se realiz6 con la colaboracion de la Dra. Rosa Pulgar Encinas y su grupo
de trabajo que han participado en el proyecto de investigacion al que se adscribe esta tesis

doctoral.

El examen se realizd6 con un espejo dental plano. Los examinadores utilizaron una
metodologia para las exploraciones que consistia en revisar de manera sistemética y
ordenada, de un diente o espacio dentario, al diente o espacio dentario siguiente. Se

consider6 que un diente est4 presente en boca cuando alguna parte de €l es visible.

Se recogieron variables correspondientes a la salud bucodental de la poblacion:
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a) Presencia/ausencia de caries, identificando la pieza dental afectada;
b) Presencia ausencia de sellador dental e identificacion de las piezas selladas;
c¢) Presencia/ausencia de piezas tratadas con composites dentales;

d) Otras incidencias observadas por el odonto6logo.

Para el registro del estado de la denticion se utilizaron tanto letras como nimeros y se
empleo6 el Odontograma empleado por la Federacion Dental Internacional (FDI) (Figura

3.2.6.1).
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Figura 3.2.6.1. Odontograma utilizado en nuestro estudio (Fuente: FDI)

Los nifios menores de 11 anos pueden estar en denticion mixta, es decir, tener dientes de
leche y definitivos en la boca. Se utilizaron las mismas casillas para los dientes temporales

y los permanentes (Tabla 3.2.6.2).

TABLA 3.2.6.2. CODIGOS EMPLEADOS EN EL ESTADO DE LA DENTICION

Coédigo
Dientes Dientes Estado
temporales Permanentes
Corona
A 0 Sano
B 1 Cariado
C 2 Obturado, con caries
D 3 Obturado, sin caries
E 4 Ausente como resultado de caries
- 5 Ausente por otra razén
F 6 Sellado de fisuras
G 7 Pilar de puente, corona, carilla o implante
- 8 Diente no erupcionado
T T Fracturado por trauma
- 9 No registrado
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Interpretacion del analisis oral realizado: Cédigos

0 (A) Diente Sano: cuando no existe evidencia de caries clinica tratada o sin tratar. Los
estadios de caries que preceden a la cavitacion asi como otras condiciones similares de
caries inicial se excluyen ya que no pueden diagnosticarse con fiabilidad. Por tanto, una

corona con los defectos que exponemos a continuacion debe considerarse como sana:

- Manchas blanquecinas pequenas.

- Zonasrugosas o discoloreadas que al tacto con la sonda CPI no estén reblandecidas.

- Surcos o fisuras de esmalte tenidos, pero siempre que no existan signos de
desmineralizacion subyacente al esmalte o reblandecimiento de las paredes o del
fondo de la fisura detectables con la sonda CPI.

- Esmalte duro de aspecto punteado de color oscuro en dientes que muestren
moderados signos de fluorosis.

- Lesiones que, en base a su distribucién, examen visual o tactil parezcan secundarias

a abrasion.

1 (B) Diente cariado: cuando aparece una lesion de surcos, fisuras o superficies libres que
de forma inconfundible estd cavitada, desmineralizacién subyacente al esmalte o
reblandecimiento de paredes o suelo de la lesion detectable al tacto. También los dientes
con obturaciones provisionales o selladores de fisuras pero que presentan caries se
incluyen en este apartado. Cuando la caries es tan extensa que ha destruido la corona y
sblo queda la raiz dentaria se entiende que la caries se ha iniciado en la corona del diente
y, por tanto, se registra como caries de corona solamente. Se puede utilizar la sonda CPI
para confirmar el diagnostico, no obstante, cuando siga siendo dudosa la existencia de

caries se registrara como sano.

2 (C) Diente obturado con caries: es aquél que presentando una o mas obturaciones
permanentes presenta, ademéas una o mas zonas cariadas, no se hace distinciéon entre
caries primaria y secundaria (es decir que se aplica el mismo c6digo con independencia de

sila lesién de caries se asocia fisicamente o no con la(s) restauraciéon(es).

3 (D) Diente obturado sin caries: es aquél que presenta una o més obturaciones

permanentes y no muestra ninguna lesion de caries en otras zonas de la corona. Un diente
que presenta una corona debido a una lesién de caries previa se registrara en esta
categoria, por el contrario, si la corona obedece a otras razones distintas a la caries (por

ejemplo, el diente es un pilar de puente) se registra con el codigo 7.

4 (E) Diente ausente como consecuencia de caries.
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3.2.7. Antropometria

Los parametros antropométricos que se determinaron fueron el peso, la talla o estatura y

la circunferencia de cintura. Ademas de otros indices antropométricos estimados como el

indice de masa corporal, el indice de cintura/talla y el porcentaje de grasa corporal. Para

ello se usaron los siguientes instrumentos:

Peso: Bascula de suelo modelo Seca 872 (Hamburgo, Alemania) con precision de
100g.

Talla: Estadiometro modelo Seca 214; 20-207cm (Hamburgo, Alemania), con
precision de 1tmm.

Circunferencia de cintura: Cinta métrica modelo Seca 201 (Hamburgo,

Alemania), con precision de 1mm.

3.2.7.1. Metodologia de los Parametros Antropométricos

A continuacion, se describe el método utilizado siguiendo los procedimientos descritos en

el Manual de Procedimientos de Antropometria que es parte del protocolo de la Encuesta

Nacional de Examen de Salud y Nutricion (NHANES 2017-2018), realizada por el Centro

Nacional de Estadisticas de Salud.

Peso corporal: El sujeto, vestido con ropa ligera, se sitia de pie en el centro de
la plataforma de la bascula distribuyendo el peso por igual en ambas piernas, sin
que el cuerpo esté apoyado en ningin sitio y con los brazos colgando libremente a
ambos lados del cuerpo. Se anota la unidad completa con dos decimales. La medida
del peso se expresa en kilogramos (Kg).

Estatura o talla en bipedestacion o de pie: Se define como el tamafio vertical
maximo y se expresa en centimetros (cm). El individuo se coloca de pie, descalzo,
de la misma manera que muestra la Figura 3.2.7.1.1. La pieza horizontal y mévil del
estadiémetro se baja hasta contactar con la cabeza del individuo en el punto mas

elevado del craneo. Se anota la unidad completa con dos decimales.
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Figura 3.2.7.1.1. Medida de la talla

Circunferencia de la cintura: Se determina en espiracion midiendo el punto
medio entre el reborde costal y la cresta iliaca, tal y como se muestra en la Figura
3.2.7.7.2, y se expresa en centimetros (cm). Se sittia la cinta sobre la zona al nivel
requerido, sin comprimir los tejidos blandos, y perpendicular al eje longitudinal

del segmento que se esté midiendo.

Figura 3.2.7.1.2. Medida de la circunferencia de cintura

3.2.7.2. Indices Antropométricos

indice de Masa Corporal (IMC): Es un indicador simple de la relacién entre el
peso en kilogramos y la talla al cuadrado (en metros), que se utiliza para identificar
el sobrepeso y la obesidad. El IMC explica las diferencias en la composicion
corporal al definir el nivel de adiposidad de acuerdo con la relacion de peso y talla

(Stensland et al, 1990). La formula usada para la deduccion del IMC es la siguiente:

Peso (kg)

Talla2 (m)
Indice Cintura/Talla (ICT): Es la relacion entre el perimetro de la cintura y la

IMC =

talla de individuo expresados en cm:
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Perimetro cintura (cm)
Talla (cm)

ICT =

Basandose en las ecuaciones de la circunferencia de cintura, del IMC o de los pliegues
tricipital y subescapular, los investigadores han establecido los puntos de corte de ICT que

determinan cada categoria nutricional en edad pediatrica (Marrodan et al, 2013):

Varones:
.. Sobrepeso: ICT > 0,48
.. Obesidad: ICT > 0,51
Mujeres:
.. Sobrepeso: ICT > 0,47
. Obesidad: ICT > 0,50

e Composiciéon grasa o porcentaje de grasa corporal (%G): Una de las
ventajas del ICT es que se correlaciona positivamente con el nivel de adiposidad
estimado a partir de antropometria (pliegues adiposos subcutaneos) (Marrodan et
al, 2011 y 2013) por lo que se han podido extraer ecuaciones mucho mas sencillas
que permiten igualmente estimar el porcentaje de grasa corporal (%G) de los nifios.
Para estimar el porcentaje graso se emplearon las formulas propuestas por

Marrodan et al. (2011, 2013), a partir del ICT:

- Varones: %G= 106,50 x ICT- 28,36
- Mujeres: %G = 89,73 x ICT -15,40
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3.3. Métodos cromatograficos

3.3.1.

3.3.2.

Material

Equipo de filtracion para HPLC: Los solventes utilizados en HPLC, fueron
previamente puestos a punto mediante tratamiento con un equipo de filtracion
aplicado sobre un matraz kitasato con capacidad de 1000 ml, y un equipo de
filtracién con Millipore marca SEV conectado a una bomba de vacio tipo gast,
modelo DOA-P704-AA con una potencia de 115 Volt, 4,2 Amp y 60 Hz.
Microjeringas: Las microjeringas utilizadas para HPLC corresponden al modelo
SGE Syringe 100R-GT-LC SS, con un volumen de 25 ul de capacidad. El modelo
utilizado para CG/MS es Scharlab con un volumen de 2 pl de capacidad.
Centrifuga: Centrifugas marca Hermle modelo Z 200-A y marca Hamilton Bell
modelo Vanguard V 6-500.

Balanza de precision: Se ha empleado una balanza de precision AND GR-120
con capacidad maxima de 120 mg, minima de 10mg, e=1mgy d= 0,1mg.

Camara frigorifica y congeladores: Para el almacenamiento de reactivos, asi
como para la realizacién de experimentos a baja temperatura, se ha utilizado una
camara frigorifica (Pedro y Lépez, S.A.) con temperatura regulada a 4°C, ademas
de frigorificos y congeladores convencionales. Para el almacenamiento de muestras
se ha utilizado un congelador marca TOR-REY, tipo arcon, con temperatura fijada
a-20°C.

Pipetas automaticas: Para la medicion de los reactivos se han utilizado pipetas
graduadas marca Kimax de 10, 5 y 1 ml, con pipeteador de succién y expulsion
automatica del fluido. También, se emplearon pipetas volumétricas de vidrio de 1

ml (Kimax), para la preparacion de las muestras patron.

Reactivos

Compuestos quimicos patrones: Todos los compuestos quimicos patrones
que se han utilizado fueron distribuidos por Sigma-Aldrich: Bisfenol A (BFA) (CAS
n°: 3253-39-2).

Reactivos para cromatografia: Se han utilizado acetonitrilo y metanol
especificos para HPLC (Sigma-Aldrich). También se utiliz6 agua desionizada,
bidestilada y filtrada en los ensayos que asi lo requirieron.
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3.3.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El anélisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se realiz6 en los laboratorios
del Dpto. de Nutricion y Bromatologia de la Universidad de Granada (UGR) y se emple6
un equipo Varian ProStar® 230 con Detector de Fluorescencia Varian ProStar®, modelo

363 (A exc=275, A\em=300) y Columna Spherisorb® (5um ODS-2, 4,6x200 mm - Ireland).
Se ha trabajado con U/V y fluorescencia bajo las condiciones de trabajo que se especifican:

¢ Columna: C-18
e Flujo: 1 ml/min.
e Detector UV: A 280 nm y 270 nm.
e Detector de fluorescencia: A excitaciéon 275 nm; A emisiéon 300 nm
e Solventes:
» Fase A: Acetonitrilo/Agua 1/1 (v/v)
» Fase B: Acetonitrilo
e Gas desgasificador: Helio
e Temperatura: Ambiente (25°C)

e Volumen de inyeccion: 20 pl

3.3.4. Analisis cualitativo de Bisfenol A

Bajo las condiciones de trabajo anteriormente descritas se han analizado disoluciones en
metanol a partir de concentraciones desde 100ug/mL a 10 ng/mL de Bisfenol A. Se
emplearon disoluciones patréon de BPA desde 10-“M a 10-3M en metanol. Los tiempos de
retencion medios relativos de dichos productos quedan recogidos en la Tabla 3.3.4.1y en

la Figura 3.3.4.2.

TABLA 3.3.4.1. TIEMPO DE RETENCION RELATIVOS EN HPLC, U/VY FLUORESCENCIA
Producto Tr* + DE
BPA** 3,70 £ 0,01

*Valor medio de 10 cromatogramas obtenidos en disolucion patrén en metanol
**BPA analizado con detector de fluorescencia
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BPA Tr= 3,70

Figura 3.3.4.2. Cromatograma y tiempo de retencion (Tr) del BPA

3.4. Validacion de meétodos analiticos

Se han desarrollado los ensayos de validacion caracteristicos que demuestran que el
método es valido para el objetivo propuesto. Estos ensayos son: selectividad/especificidad,
linealidad, rango, exactitud, precisién, recuperacion, limite de deteccién y cuantificaciéon

y robustez.

3.4.1. Selectividad

La capacidad del método analitico para medir inequivocamente Bisfenol A en las muestras
se ha demostrado comprobando que el pico obtenido en el analisis de las soluciones con
presencia del analito y las soluciones patrén a las que se les ha anadido una concentracion
conocida del analito, coincide en el tiempo de retenciéon y no presenta en ningin caso

aparicion de hombros, colas o interferencias.

La Figura 3.4.1.1 muestra un cromatograma en HPLC de una solucién analizada (A) y de

una solucién patron (B).
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Figura 3.4.1.1. Cromatogramas de una solucion analizada (A) y de una soluciéon patrén (B)

3.4.2. Limites de deteccion y cuantificacion

MacDougall et al (1980), propusieron una serie de normas para la adquisicién y evaluacion
de datos analiticos y definieron dos conceptos analiticos diferenciados: limite de detecci6on

y limite de cuantificacién (MacDougall et al, 1980; Long et al, 1983).

e Limite de deteccion: se define como un nimero expresado en unidades de
concentracion (o cantidad), que describe el mas bajo nivel de concentracion (o
cantidad) de un elemento que un analista puede determinar, estableciendo diferencias
estadisticas respecto al ensayo en blanco, realizado en las mismas condiciones (Long
et al, 1983). Para establecer el limite de deteccion, normalmente hay que realizar unas
medidas en blanco. La media del valor de la respuesta del blanco, X3, se puede calcular
y la desviacion estandar. Consideran que un valor de ng igual a 0 es adecuado para

establecer la desviacion estandar.

> (Xgj - Xp)?

%= (5 - 1)

Por otra parte, para definir el limite de deteccién en concentraciones (Cy), la IUPAC
establece: Xi, = Xp + KSg. Si K=3, el nivel de confianza establecido estadisticamente es del
orden de 99,86%, que sera el empleado para el calculo de los limites de deteccion en este

trabajo.

¢ Limite de cuantificacion: el criterio que se debe seguir para establecer el limite de

cuantificaciéon nos lleva a situar la region de cuantificacion claramente por encima del
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limite de deteccion. Siguiendo las definiciones, el limite de cuantificacion, esta
localizado por encima de la media del blanco de acuerdo con la expresion: St - Sb Kq.

Se recomienda que Kq sea igual a 10. Donde St sera: St (Sb + 10).

La aplicacion de estos criterios al analisis de la solucion de BPA en el HPLC-Detector de
fluorescencia, han permitido establecer el limite de deteccién y cuantificacién en las
condiciones de trabajo ya definidas y de acuerdo con la realizacion de diez medidas
concordantes. Las areas que se han tomado para definir los limites de deteccion de los

monomeros corresponden al valor 3DE (Tabla 3.4.2.1).

TABLA 3.4.2.1. REGIONES DE LAS MEDIDAS DEL ANALITO
Seiial del analito (Sx)

<3DE analito no detectado
3DE a 10DE region de deteccion
>10 DE region de cuantificacion

Siguiendo el criterio antes enunciado, para establecer el limite de cuantificacién se
considera que el 4&rea minima debe corresponder a 10 veces la desviaciéon estandar (DE)

del blanco después de realizar 10 medidas concordantes.

La Tabla 3.4.2.2 corresponde a los limites de deteccion y cuantificaciéon deduciéndose a

partir del 4rea la concentracion correspondiente:

X + 3DE = XL
Xs + 10DE = X,

TABILA 3.4.2.2. LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION
Producto Limite deteccion Limite cuantificacion
BPA (ng/mL) 1,00 2,30

81



3.5. Confirmacion del analisis de BPA en muestras: Analisis
UHPLC-MS/MS

Los Servicios centrales de Investigaciéon de la UGR llevaron a cabo el andlisis UHPLC-
MS/MS utilizando un sistema ACQUITY UPLCTMH Class® (Waters, Manchester, Reino
Unido). La separacion de los compuestos se realiz6 en la columna ACQUITY UPLC® BEH
C18 (1,7 um; 2,1 x 50 mm) (Waters, Manchester, Reino Unido).

Se us6 un espectrometro de masas cuadrupolo en taindem XevoTQ-xS® (Waters) equipado
con una guia de iones StepWave y una fuente ortogonal Z-spray UniSpray para los analisis
de masas. Se utilizaron para el tratamiento estadistico de los datos los softwares
Statgraphics, Minitab y Excel. El software MassLynx 4.1 se utiliz6 para el control de

instrumentos UHPLC-MS/MS, deteccion de picos e integracion.

3.5.1. Métodologia

La separacion cromatogréafica se realiz6 utilizando una fase mévil de gradiente binario que
consiste en amoniaco al 0,1% (disolvente A) y MeOH (disolvente B). La velocidad de flujo
fue de 350 pL min-'y la columna se mantuvo a 40°C. El volumen de inyeccion fue de 10
ul. El programa de gradiente fue el siguiente: inicial, 30% de B, 0-5,0 min; 10-90% de B,
5,1-7,0 min; 100% de B, 7,05 min. El espectrometro de masas (MS) se hizo funcionar con
ionizacién por electropulverizaciéon (ESI) en modo de iones negativos. Los parametros de
funcionamiento del instrumento fueron los siguientes: temperatura de la fuente 150°C;
temperatura de solvatacion 650°C; flujo de gas conico 150 L h-?; flujo de gas de solvatacion
500 L h-; flujo de gas de colisi6on 0,15 ml min-?, y flujo de gas nebulizador 7,0 bar.
Transicibn BPA para cuantificacion Cono (V): 227,20> 211,96. Transicion BPA para

confirmacién Cono (V): 227.21> 92,40.
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3.5.1.1. Condiciones de transicién para BPA

Scans in function: 476

Cycle time (secs): Automatic

Inter Scan Delay (secs): Automatic

Inter Channel Delay (secs): Automatic
Span (Da): 0,500

Start and End Time (mins): 1,500 to 3,500
Ionization mode: TS-

Data type: Enhanced SIR or MRM
Function type: MRM of 4 channels

Channel

. Dwell(secs) Col.Energy Delay(secs) Compound Formula|Mass
reaction
1: 227,20 > 132,89 0,025 26,0 Auto Bisphenol A A 2281
2: 227,20 > 211,96 0,025 22,0 Auto Bisphenol A A 2281
3: 227,21 > 92,40 0,025 28,0 Auto Bisphenol A A C15H1602
4: 227,21 > 211,85 0,025 18,0 Auto Bisphenol A A C15H1602
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Figura 3.5.1.1.1. Cromatogramas de BPA por UHPLC-MS/MS
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3.5.1.2. Linealidad y curvas de calibrado

La mayor parte de las medidas tomadas a partir de métodos analiticos, no corresponden
propiamente al pardmetro que interesa, sino que este es obtenido por la transformacién
matematica del dato medido. De hecho en cromatografia se obtiene como medida el 4rea
del pico, que debe de ser convertida en la concentracion del analito u otra medida derivada

de esta (p.e. el porcentaje).

La linealidad es el procedimiento que describe la relacion existente entre ambas variables,
esto es describe la capacidad del método para obtener resultados analiticos proporcionales

a la concentracion del analito en la muestra dentro de un rango establecido.

La medida cromatografica area de pico es, generalmente directamente proporcional a la
variable de concentracion del analito, por lo que la relacién entre ambas variables puede

expresarse matematicamente como una recta de regresion del tipo:

y=ax+Db

Donde: y es la variable dependiente y representa a la respuesta (area del pico)
x es la variable independiente o concentracion de analito
b la pendiente

a la ordenada en el origen

Esta ecuacion se obtiene por un método de ajuste (habitualmente por minimos cuadrados).
El estudio de linealidad consiste en la construccion de esta recta de regresion, denominada
mas habitualmente recta de calibrado, a partir del anélisis de un minimo de cinco
concentraciones crecientes de analito (Thompson et al, 2002), dentro del rango de interés
y analizadas preferentemente por triplicado. El rango no debe exceder los diez 6rdenes de

magnitud entre el nivel inferior y el superior.

El anélisis de la varianza en un estudio de regresion, permite comprobar la hipotesis de
que las diferencias observadas entre los distintos niveles de las variables en estudio, no
ocurren al azar, sino que son debidas a la dependencia lineal existente entre ellas. Sin
embargo, el modelo de analisis de la varianza (ANOVA) supone el cumplimiento de los

siguientes supuestos: homogeneidad de varianzas y normalidades de residuales.

La normalidad de los residuales puede ser comprobada mediante representaciones

graficas de normalidad (Gréfico 3.5.1.2.1.).
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Los resultados obtenidos para los patrones de los productos estudiados se recogen a

continuacion:

CURVA DE CALIBRADO DEL BPA

Modelo R R2 Rz corregida Error tip. de la estimacion
1 0,993% 0,985 0,983 63,03
Variable dependiente: concentracion ug/mL de BPA
Variable predictora: constante, area
ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados 8l cuadratica F p*
Regresion 1574152,838 1 1574152,838 396,257 0,001
Residual 23835,322 6 3972,554
*ANOVA; nivel de significacion p<o,05
COEFICIENTES
Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados tipificados t p*
B Error tip. Beta
Constante 409893,4 225000,916 1,822 0,118
Concentraciéon pg/mL 7666,9 385,152 0,993 19,906 0,001

*Nivel de significacion p<0,05
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3.6. Método biologico: analisis de la actividad estrogénica de

fitoestrogenos y BPA mediante E-Screen

3.6.1. Experimentos de proliferacion celular: Test E-Screen

El test de proliferacion E-Screen se basa en el empleo de la linea celular MCF-7 de cancer
de mama. Las células MCF-7 expresan de forma endégena el receptor de los estrégenos
alfa (ER), responden al tratamiento con estradiol incrementando su ritmo proliferativo,

sintetizando nuevas proteinas y procediendo a la transcripcion de ciertos genes especificos.

Estas células son consideradas estrogeno-dependientes, con lo cual no proliferan cuando
se exponen a un medio de cultivo suplementado con suero al que se le han eliminado los
estrogenos. Solamente los estrogenos naturales o sintéticos cancelan esta inhibicion e
inducen proliferacion maxima. Aprovechando estas caracteristicas Soto et al. (1992)
desarrollaron un ensayo biologico bajo el nombre de E-Screen (Patente USA 4,859,855).
El Test compara el nimero de células o la proliferaciéon celular obtenida después de seis
dias de cultivo. Las células crecen en un medio de cultivo suplementado con suero humano
desprovisto de estrdgenos, en presencia y/o ausencia de estradiol, asi como de los

compuestos quimicos de sospechada actividad estrogénica.

3.6.2. Material y método

¢ Compuestos para el ensayo: Los productos quimicos utilizados como estandares
para el andlisis de la actividad estrogénica de los fitoestrogenos fueron genisteina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU), daidzeina, formononetina, biocanina A,
coumestrol, matairesinol, secoisoresinol, enterolactona, enterodiol (Fluka, St. Louis,
MO, EEUU). El BPA >99%; CAS:80-05-7 fue suministrado por Sigma-Aldrich (Munich,
Alemania) hasta un total de 10 compuestos quimicos disueltos en etanol (1x10-3M).
Estos compuestos fueron diluidos con un medio de cultivo y sirvieron para preparar
sucesivas concentraciones en un rango de 1x10-8 M hasta 1x105 M. En todos los ensayos,

cada compuesto fue testado por triplicado en dos experimentos independientes.

¢ Compuestos quimicos de referencia: Se prepararon soluciones stock de estradiol-
17 (1omM) en etanol. Las soluciones fueron mantenidas a -20°C hasta su uso. Las
sucesivas diluciones tanto del compuesto problema como de estradiol, fueron

realizadas en el mismo medio de cultivo. Los medios de cultivo celular y el suero bovino
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fetal (FBS) fueron obtenidos de Life Technologies Inc. Estradiol-17, L-glutamina,
Hepes, bicarbonato soédico y los antibioticos piromicina y gentamicina fueron
comprados a Sigma-Aldrich. Todo el material plastico para el cultivo fue obtenido de
Falcon (Merck Eurolab) excepto las placas de 96 pocillos, las cuales fueron obtenidas

de Greiner Labortechnik.

Linea celular MCF-7: condiciones de cultivo: Se utiliz6 la linea celular de cancer
humano MCF-7. Esta linea fue establecida por Soule et al. (1973) a partir de un
carcinoma de mama humano. Su gran difusién como modelo experimental de cancer
de mama puede ser atribuida a que se trata de la primera linea celular documentada
como receptor estrogénico positivo, que responde con cambios metabolicos y
estructurales a la accion de los estrogenos (Soto et al, 1995). La linea celular MCF-7
presenta, ademas, receptores especificos para otros agentes hormonales, entre los
cuales se encuentran los androgenos, progestagenos, glucocorticoides, vitamina D,
hormonas tiroideas, prolactina, insulina, calcitonina y factores estimuladores del

crecimiento celular.

En el presente estudio se utilizo el stock de las células MCF-7 BUS cedidas por el Dr. C.

Sonnenschein (Tufts University, Boston, EEUU) y clonadas como C7MCF-7 a partir del

pase 173 de la MCF-7 original cedida por el Dr. McGrath de la Michigan Cancer

Foundation.

Como medio nutriente de la linea celular estudiada en este trabajo hemos utilizado lo

siguientes medios sintéticos:

Medio de mantenimiento: El mantenimiento en cultivo de las células MCF-7 se efectud
en medio minimo esencial DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) suplementado
con el 10% de suero bovino fetal (FBS) mas rojo fenol (+RF), L-glutamina y bicarbonato
sodico.

Medio experimental: Debido a la actividad estrogénica del rojo fenol, asi como del FBS,
los experimentos son realizados en medio denominado experimental. Esto es, medio de
cultivo sin fenol, quedando en este caso indicado en el texto como DMEM (-RF). En este
caso la regulacion del pH del medo se efectu6 utilizando como tampoén bicarbonato
sodico y Hepes a concentraciones finales de 4,4uL y 20mM, respectivamente. El medio
experimental se suplementa con 10% de suero humano desprovisto de estrogenos (10%
CDFBS).
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3.6.3. Bioensayo de estrogenicidad

El test E-Screen se realiza siguiendo la metodologia previamente descrita por Soto et al.
(1992) modificada por Villalobos et al. (1995). Las células MCF-7 en confluencia son
tripsinizadas y alicuotas de esta suspensiéon se siembran en placas de 96 pocillos a
concentraciones iniciales de 4000-5000 células/pocillo en medio de mantenimiento
DMEM (+RF) suplementado con el 10% de FBS. Una vez que las células estan adheridas
al soporte plastico de la placa (generalmente 24-48 horas) se retira el medio de
mantenimiento y se afiade medio experimental DMEM (-RF) suplementado con el 10%
CDFBS. El estradiol-17 y los compuestos a testar se afiaden al medio de cultivo en las
concentraciones/diluciones requeridas. El ensayo finaliza a las 144 horas de subcultivo
(fase exponencial) tras la aspiracion del medio y la fijacion de las células para la aplicacion

de la técnica de la sulforrodamina-B.

El crecimiento celular para cada grupo experimental se refiere al crecimiento obtenido
para el control negativo (ausencia de hormona) y con respecto al estradiol (control

positivo).

3.6.4. Analisis de los resultados: Parametros de actividad biologica

Una vez realizado el ensayo E-Screen se procede a establecer la tasa maxima de
proliferacion celular inducida por el compuesto, también llamada efecto proliferativo
(EP), calculada como la relacion existente entre la méxima tasa de proliferacion obtenida
para el compuesto y la tasa de proliferacion alcanzada por el control negativo. Los datos
de proliferacion correspondientes a las sucesivas diluciones del compuesto se transforman
tras la aplicacion del factor de correcciéon para la dilucion de cada punto experimental,

procediendo al calculo de la media aritmética de los datos obtenidos.

Otro parametro proliferativo es la eficacia proliferativa relativa (EPR) que se obtiene al
dividir la tasa maxima de proliferacion celular obtenida para el compuesto problema entre
la tasa maxima de proliferacion celular alcanzada por el estradiol-17 (se sita en torno a
6,2+0,3 sobre el control). El valor resultante se expresa en tanto por ciento, estimando el

100% para el estradiol-17.

Por tltimo, se estima la potencia proliferativa relativa (PPR), calculada como la relacion
existente entre la concentracién a la cual el producto testado presenta su maxima
capacidad proliferativa y aquella a la que el estradiol-17 presenta su maximo efecto

proliferativo. El valor resultante se expresa en tanto por ciento, estimando el 100% para el
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estradiol-17. Cuando el efecto proliferativo relativo de un compuesto, o mezcla de ellos, es
en torno a 100 se le considera como antagonista completo. Si el valor esta alrededor de 1
se considera que el compuesto carece de actividad estrogénica. Para valores intermedios

se habla de agonistas parciales.

Los resultados obtenidos tras la realizacion del bioensayo E-Screen expresados como
efecto proliferativo indican claramente que el 66,66% de los compuestos ensayados
inducen una proliferacion celular significativa con respecto al control negativo (medio de
cultivo libre de hormona), principalmente en el rango de concentraciones 1x10-¢ M hasta
1x10-5 M. Por lo general, se considera que un compuesto tiene actividad estrogénica cuando

su efecto proliferativo es igual a 2 o superior al del control negativo.

La Tabla 3.6.4.1 muestra el crecimiento celular relativo obtenido en el bioensayo E-Screen
para los compuestos indicados. Las células MCF-7 fueron tratadas con dichos compuestos
a las indicadas concentraciones. Los resultados son expresados como la tasa maxima de
proliferacion celular inducida por la muestra (efecto proliferativo) calculada como la
relacién existente entre la maxima tasa de proliferaciéon obtenida para la muestra y la tasa

de proliferaciéon alcanzada por el control negativo.

TABLA 3.6.4.1. ESTROGENICIDAD POTENCIAL DE FIT! OESTROGENOS Y BPA INGERIDOS
POR LA POBLACION

Concentraciéon maxima

Producto con efecto proliferativo Efecto proliferativo (EP)
Control positivo E2 (1 x 1010 M) 1x101°M 6,61* £ 0,30
Control negativo (medio de cultivo) - 1,00 £ 0,14
Daidzeina 1x105M 5,60% + 1,14
Genisteina 1x105M 6,37* £ 0,12
Formononetina 1x105M 6,53* + 1,25
Biocanina A 1x105M 7,11% £ 1,32
Cumestrol 1x105M 3,09% + 0,18
Matairesinol 1x105M 1,59% + 0,14
Enterolactona 1x105M 1,16 £ 0,05
Enterodiol 1x105M 1,62 + 0,04
BPA 1x105M 6,20* £ 0,33

*Diferencia significativa versus control negativo, estimando un crecimiento = 1; p <0,05

89



3.7. Cuestionario adherencia a la Dieta Mediterranea (KIDMED)

El cuestionario KIDMED esta inspirado en indices de calidad de la dieta anteriores,
desarrollados para poblaciones adultas (Alberti et al, 2004) o ancianas (Trichopoulou et
al, 1995). Se trata del primer indice que evalué la adherencia al patréon alimentario
mediterraneo en la poblacion de 2 a 24 afios y se desarroll6 sobre los principios en los que

se basa el modelo alimentario mediterraneo (Serra-Majem et al, 2003 y 2004).

Su puntuacion oscila entre 0 y 12, y se basa en un test de 16 preguntas de forma que
aquellas preguntas que incluyen una connotaciéon negativa en relacion con la dieta
mediterranea valen -1 punto y las que conllevan un aspecto positivo +1 punto (Figura
3.7.1). De esta forma la puntuacién obtenida establece tres rangos de adherencia de la
Dieta Mediterrdanea: <3 baja calidad dieta; 4-7 necesita mejorar el patron alimentario para

ajustarlo a la DM; >8 DM optima.

ITEM KIDMED Puntuacién
1 Desayuna 1
2 Desayuna bolleria industrial o galletas -1
3 Desayuna un lacteo (yogurt, leche...) 1
4 Desayuna un cereal o derivado (pan...) 1
5 Toma 2 yogures y/o 40 g queso a diario 1
6 Toma una fruta o un zumo natural a diario 1
7 Toma una 22 pieza de fruta a diario 1
8 Toma verduras frescas o cocinadas 1 vez/dia 1
9 Toma verduras frescas o cocinadas >1 vez/dia 1

10 Toma pescado por lo menos 2-3 veces/semana 1
11 Le gustan las legumbres y las toma >1 vez/semana 1
12 Toma pasta o arroz casi a diario (=5 dias/semana) 1
13 Toma frutos secos al menos 2-3 veces/semana 1
14 Utiliza aceite de oliva 1
15 Toma golosinas y/o dulces varias veces al dia -1
16 Acude una vez 0 mis a la semana a un restaurante de comida rapida -1

Figura 3.7.1. Cuestionario KIDMED de adherencia a la Dieta Mediterranea (Modificado de:
Serra-Majem et al. 2004)
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3.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se codificaron en bases de datos y se ha utilizado para su analisis y
obtencion de los resultados de esta Tesis Doctoral el programa SPSS Statistics v24.0 (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA). Mediante este programa se ha realizado el analisis estadistico de
las distintas variables codificadas en la base de datos para la obtencion de las conclusiones

del estudio realizado.

3.8.1. Analisis previo: exploracion de bases de datos y test de

normalidad

Antes de profundizar en el analisis estadistico de los datos, se han aplicado dos métodos
que permiten depurar las variables de valores extrafios e identificar si siguen o no una

distribucién normal.

Los graficos de caja ofrecen informacion util de cada variable para detectar outliers o
puntos periféricos (Martinez-Gonzalez et al, 2020), que se deben a errores en la recogida
o anotaciéon de los datos y deben ser corregidos/eliminados para evitar que puedan
distorsionar los resultados. Los outliers son valores que quedan fuera del rango definido

como:

e Valor inferior: prolongacion de la caja que termina en el valor absoluto que sea igual o
superior al primer cuartil + 1,5 veces el rango intercuartilico.
e Valor superior: prolongacion de la caja que termina en el valor absoluto que sea igual

o inferior al tercer cuartil + 1,5 veces el rango intercuartilico.

Para comprobar la normalidad de las variables se ha empleado el Test de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) para variables cuantitativas, y el Test de Chi2 para variables cualitativas.
Cuando estos test de normalidad resultan significativos (p<0,05) se rechaza la hipotesis

de normalidad.
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3.8.2. Estadistica descriptiva

Las decisiones sobre el tipo de analisis estadistico mas adecuado dependen, en primer
lugar, de la naturaleza de los datos recogidos. En el presente estudio contamos con dos

tipos de variables:

e Cualitativas: nominales y ordinales.

e Cuantitativas: discretas y continuas.

Para la descripcion de variables cualitativas se han empleado las frecuencias, proporciones
o porcentajes. Para la descripcién de variables cuantitativas se han utilizado medias,
desviaciones estandar (DE), minimos y méaximos, medianas (Martinez-Gonzalez et al,

2020).

¢ Test-T de Student (variables cuantitativas): test de comparacion de medias entre dos
variables cuantitativas (para muestras relacionadas) o variables cuantitativas
agrupadas en dos categorias (para muestras independientes). Se ha utilizado para
comparar valores medios de variables cuantitativas agrupados por variables
dicotémicas como el sexo. Para el caso de variables cuantitativas que no tuvieron
distribucién normal, se empled la opcion no paramétrica (test de Mann-Whitmey o
Wilcoxon).

o Test Chiz(x?) (variables cualitativas): test de comparacion de la proporcion de sucesos
o de cualquier dato categorico. Se ha utilizado para la comparacién de la distribucion
porcentual de variables categoricas.

¢ Analisis de la varianza (ANOVA): test de comparacion de medias de tres o mas
grupos independientes, es decir, para la comparacion de valores medios de variables

cuantitativas agrupadas en méas de dos categorias.

3.8.3. Medidas de concordancia

Estudian la tendencia de una variable en otra, es decir, estudian cémo varia una variable

cuando varia la otra.

e Test de concordancia de Bland y Altman: propone establecer el grado de
concordancia entre FFQ vs R24h medidos en escala cuantitativa, construyendo los
limites de tolerancia. Estos limites estadisticos se calculan a través de la media y la
desviacion estandar de la diferencia de ambas mediciones. La mayoria de las

diferencias, de seguir una distribuciéon normal, deberian situarse aproximadamente
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entre la media y dos desviaciones estandar (+2DE) de la variable diferencia. La
representacion grafica de las variables permite investigar cualquier posible relaciéon
entre el error de medida y el valor real, evaluar la magnitud del desacuerdo entre
mediciones o identificar valores periféricos (Bland et al, 1986 y 1996).

Coeficiente de correlacion intraclase: permite establecer el acuerdo entre dos o
més evaluaciones llevadas a cabo sobre el mismo niimero de personas y valorar su
consistencia. El valor de este coeficiente va de 0 a 1y cuanto més cercano a 1 sea, mayor
acuerdo existe entre las pruebas comparadas (Martinez-Gonzalez et al, 2009).
Coeficiente Kappa (K): ajusta el efecto del azar en la proporcion de la concordancia
inter-observador observada para elementos cualitativos (variables categoricas). El
coeficiente kappa puede tomar valores entre -1y +1. Mientras mas cercano a +1, mayor
es el grado de concordancia inter-observador, por el contrario, mientras mas cercano a
-1, mayor es el grado de discordancia inter-observador. Un valor K = 0 refleja que la
concordancia observada es precisamente la que se espera a causa exclusivamente del

azar (Lopez de Ullibarri et al, 1999).

3.8.4. Analisis multivariante

Es el método utilizado para determinar la contribucion de varios factores en un simple

evento o resultado. Los factores de estudio son los llamados factores de riesgo

(bioestadistica), variables independientes o variables explicativas. El resultado estudiado

es el evento, la variable dependiente o la variable respuesta.

¢ Regresion logistica: es un anéilisis de regresion multivariable (de tres o mas

variables) que trata de explicar un fen6meno teniendo en consideracién varias variables
independientes simultdneamente (dos o maés), respecto a una variable dependiente
dicotomica (Martinez-Gonzalez et al, 2020).

Regresion por pasos: es un método de seleccion de variables por pasos, que nos
permite elegir aquellas variables que mejor cumplen un criterio prefijado basado en la
significacion estadistica de inclusion (para afiadirla al modelo) o el criterio de exclusi6on
(para eliminarla). Este método se ha utilizado como primer paso de cribado para
seleccionar aquellos alimentos que mejor representan la ingesta de un determinado

nutriente (Martinez-Gonzélez et al, 2020).

En todos los casos se aceptan valores de p <0,05 como nivel de significacion estadistica.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis descriptivo

Usando la metodologia descrita en el Apartado 3.8. Andlisis estadistico, se han obtenido

los siguientes resultados:

4.1.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

El nimero total de sujetos participantes ha sido de 657. Las Tablas 4.1.1.1A y B recogen las

caracteristicas generales.

TABLA 4.1.1.1A. CARACTERISTICAS SOCIOFAMILIARES Y SOCIODEMOGRAFICAS DE LA
POBLACION. Test Chiz.

% Chiz* P

Femenino 53,5

Sexo Masculino 46,5 313 0.77

. Ambos padres 91,9

Vive con Otros (madre/padre/abuelo/a) 8,1 103,36 <0,001
0o 15,6

N° hermanos ! 549 1268,58 <0,001
2 20,5
23 9,1

Nivel ocupacional Bajo/Medio 44,40

de los padres 2 Alto 55,61 36,258 <0,001

aNivel ocupacional segun la Clasificacion Internacional de Ocupaciones 2011 (CNO-11)
*Test de Chi2; nivel de significacién p<0,05

TABLA 4.1.2.1B. CARACTERISTICAS SOCIOFAMILIARES Y SOCIODEMOGRAFICAS DE LA
POBLACION. Test-T.

Minimo  Maximo Mediana Media DE p* t
7 10 9 9,03 0,97 <0,001
Edad Femenino 9,11 0,95
. ,521 -0,
Sexo Masculino 9,06 0,93 05 0,643
N° hermanos 0 7 1 1,29 1,00 <0,001

*Test-T; nivel de significacién p<0,05

Existen diferencias significativas en todas las variables estudiadas, salvo en el sexo. Se
constata que la mayoria (91,9%) viven con sus padres, tienen un tinico hermano (54,9%) y

el nivel ocupacional de los padres que predomina es el alto (55,61%).
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4.1.2. Antropometria

Como ya se mencion6 en Material y Métodos, los parametros antropométricos que se
analizaron fueron los descritos en la Tablas 4.1.2.1 y 4.1.2.2, y que, para estimar el
porcentaje graso, se emplearon las férmulas propuestas por Marrodan y col. (2011, 2013),
a partir del ICT:

e Varones: %G= 106,50 x ICT -28,36
e  Mujeres: %G = 89,73 x ICT -15,40

Con el ICT se han establecido puntos de corte, con mayor precision que el IMC, que
determinan cada categoria nutricional en la edad pediatrica. Para los varones el corte del

sobrepeso esta en > 0,48 y para las mujeres en > 0,47.

TABLA 4.1.2.1. PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

Minimo Maximo Mediana Media DE
Peso (kg) 17,85 72,30 33,43 35,12 8,91
Talla (m) 1,12 1,69 1,36 1,36 0,08
IMC (kg/m2) 11,24 31,88 18,34 18,74 3,18
Circunferencia de cintura (cm) 32,10 104,00 62,00 63,59 8,53
ICT (indice cintura/talla) 0,22 0,73 0,46 0,47 0,05
Composicion grasa (%G) * 4,56 49,86 23,99 24,21 5,53

**Ecuacion para el calculo de la grasa corporal (Marrodén, 2013)

TABLA 4.1.2.3. PRUEBAS DE NORMALIDAD DE LOS PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Peso (kg) 0,085 648 0,000 0,939 648 0,000
Talla (m) 0,048 648 0,001 0,995 648 0,023
IMC (kg/m2) 0,077 648 0,000 0,951 648 0,000
8::)‘mferenma de cintura 0,100 648 0,000 0,957 648 0,000
ICT (indice cintura/talla) 0,057 648 0,000 0,959 648 0,000
Composicion grasa (%G)™ 0,349 648 0,000 0,636 648 0,000

aCorreccion de la significacion de Lilliefors
**Ecuacion para el calculo de la grasa corporal (Marrodén, 2013)

No existen diferencias significativas en los parametros estudiados en los escolares (Tabla

4.1.2.3), salvo en el %G, que es significativamente mayor en las nifias que en los nifios.
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TABLA 4.1.2.4. PARAMETROS ANTROPOMETRICOS CLASIFICADOS POR SEXO

Sexo Mediana Media DE p*
Peso (Kg) Mascul_mo 32,85 34,59 8,74 0,226
Femenino 34,00 35,45 9,07
Masculino 1,36 1,36 0,08
Talla (m) Femenino 1,36 1,36 0,08 0,401
Masculino 18,22 18,65 3,10
2
IMC (kg/m=) Femenino 18,35 18,83 3,24 0,478
Circunferencia de cintura (cm) Mascul_lno 62,15 63,97 8,11 0,422
Femenino 62,00 63,49 8,29
. s . Masculino 0,47 0,47 0,05
ICT (indice cintura/talla) Femenino 0.46 0.46 0.06 0,161
. s Masculino 21,41 21,60 5,18
0, *% i ) ’
Composicion grasa (%G) Femenino 25,66 2634 4.82 <0,001

*Test-T; nivel de significaciéon p<0,05
**Ecuacion para el calculo de la grasa corporal (Marrodéan, 2013)

En cuanto al IMC se han usado como referencia las clasificaciones basadas en
Normopeso/Sobrepeso/Obesidad propuestas por Cole et al. (2000, 2012) para estas
edades. Por sexo o edad, ni el IMC ni el ICT presentan diferencias significativas (Tablas

4.1.2.4y 4.1.2.5).

TABLA 4.1.2.5. CLASIFICACION DEL IMC POR EDAD Y SEXO SEGUN LA CLASIFICACION DEL
IMC DE COLE et al.

Normopeso Sobrepeso Obesidad

(%) (%) (%) Chi=* p
Femenino 53,3 50,6 61,4
Sexo Masculino 46,7 49,4 38,6 2,371 0,306
7 9,3 8,6 8,5
8 18,7 16,0 19,7
Edad ,78 0,956
9 34,4 37,1 28,2 3757 95
10 37,1 38,3 43,7

*Test de Chi2; nivel de significacién p<0,05

TABLA 4.1.2.6. CLASIFICACION DEL ICT POR EDAD Y SEXO SEGUN LA CLASIFICACION DEL
IMC DE COLE et al.

Normopeso Sobrepeso Obesidad

j2¥
(%) (%) (%) Chi= p
Femenino 72,0 9,5 18,5
Sexo Masculino 71,4 11,3 17,3 0,621 0,733
7 78,0 13,6 8,5
8 754 7,6 16,9
Edad ,2 0,508
9 73,3 9,3 17,3 9,254 5
10 66,7 12,0 21,3

*Test de Chi2; nivel de significacién p<0,05
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4.1.3. Habitos de vida y relacion con el gasto energetico

Para estimar las tasas de gasto energético en nifios con base en valores de adultos, Torun
recomienda valores MET prescritos (para nifios de 1 a 15 afios) o la multiplicacion de los
valores MET de adultos por un factor de correccion de edad de acuerdo con la actividad

realizada.

En este estudio se consideraron los factores relacionados con la actividad/sedentarismo y
el aporte energético diario, investigando la relacion entre el gasto energético total/dia y la
ingesta energética total. Nuestro objetivo fue estimar el gasto energético durante un dia
estandar (24 horas), incluyendo periodos de actividad mas intensa y periodos muy

sedentarios (Tabla 4.1.3.1).

TABLA 4.1.3.1. ESTIMACION DE KCAL A PARTIR DE MET Y HORAS DEDICADAS A CADA
ACTIVIDAD INTERPRETADA COMO GASTO DE ENERGIA POR UNIDAD DE PESO CORPORAL

Media Mediana DE Minimo Maximo

Horas durmiendo 8,65 8,00 1,07 7,30 14,00
MET durmiendo (Kcal/peso) 355,1 339,8 93,1 200,16 811,15
Horas andando al colegio 0,25 0,00 0,25 0,00 0,50
1(\;[(%’211‘1/1) €(}se(e)s)plazamlento al colegio 25,67 0,00 27,43 0,00 96,28
Horas de Educacion Fisica/semana 1,94 2,00 0,52 0,00 7,00
MET horas EF Kcal/peso 133,25 130,45 53,2 00,0 485,5
Horas AF extraescolar 0,46 0,43 0,33 0,00 2,14
Cuantas veces a la semana practica AF 3,30 3,00 2,41 0,00 16,00
MET Deportes Total al dia (Kcal/peso) 89,79 71,54 66,01 0,00 451,39
Actividad moderada sobre 24 horas 12,69 13,21 1,41 6,21 15,71
MET actividad moderada/dia/peso 624,47 601,60 183,92 262,40 1290,10
MET 24h kcal/peso 1978,5 1887,35 495,5 588,16 2673,65

En cuanto a las actividades deportivas mas realizadas (Tabla 4.1.3.2), el fatbol fue la
actividad mas practicada (36,9%) por los escolares. Destaca la ausencia de practica de

alguna actividad deportiva, con un 27,4%.

Existen diferencias significativas en cuanto al sexo en la practica de actividades como baile,
correr, gimnasia ritmica/deportiva, patinaje, fitbol y en la ausencia de practica de alguna
actividad deportiva: las mujeres tienden a no practicar actividades deportivas, aunque en

numero son las que mas practican la mayoria de los deportes.
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TABLA 4.1.3.2. ACTIVIDAD DEPORTIVA REALIZADA, FRECUENCIA Y COMPARACION DE

MEDIAS POR SEXO
Sexo N© escolares (%) Chiz* P Porcentaje total (n®)
ATLETISMO 1.2 (8)
Masculino 1(0,3%)
Femenino 7(2%) 3,769 0,052
BAILE 1,5 (10)
Masculino 0(0%)
Femenino 10(2,0%) 8,836 0,003
CICLISMO 4,9 (32)
Masculino 12(4%) oo 0500
Femenino 20(5,8%) ) )
CORRER 8,2 (53)
Masculino 12(4%)
Femenino 41(11,8%) 13,233 0,001
GIMNASIA RITMICA/DEPORTIVA 5,6 (36)
Masculino 5(1,7%)
Femenino 31(9%) 16,318 0,001
MONTAR A CABALLO 0,3 (2)
Masculino 0(0%) o
Femenino 2(0,6%) 1,745 0,1
ESGRIMA 0,2 (1)
Masculino 1(0,3%) L5t 0,28
Femenino 0,00% ’ )
ESQUIAR 0,3 (2)
Masculino 0(0%) o
Femenino 2(0,6%) 1,745 0,1
KARATE 0,9 (6)
Masculino 5(1,7%)
Femenino 1(0,3%) 3,299 0,069
PATINAJE 2,0 (13)
Masculino 0(0%) a4t oo
Femenino 13(3,8%) ) ,
JUDO 11(7)
Masculino 5(1,7%)
Femenino 2(0,6%) 1,764 0,184
NATACION 4.3 (28)
Masculino 13(4,3%)
Femenino 15(4,3%) 0,001 0,992
TENIS 8,0 (52)
Masculino 21(7%)
Femenino 31(9%) 0,856 0,355
BALONCESTO 8,8 (57)
Masculino 31(10,3%)
Femenino 26(7,5%) 1,554 0,213
BALONMANO 1,5 (10)
Masculino 5(1,7%)
Femenino 1(1,4%) 0,049 0,824
FUTBOL 36,9 (239)
Masculino 169(56,1%) 80,133 0.001
Femenino 70(20,2%) ) )
JUGAR 192
Masculino 3(1%) 0276 o3t
Femenino 9(2,6%) ) )
NO PRACTICA ACTIVIDAD DEPORTIVA 27.4 (177)
Masculino 71 (23,6%)
Femenino 106 (30,6%) 4,023 0,045

*Test de Chi2, nivel de significacién p<0,05
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4.1.4. Cuestionario sobre habitos bucodentales

Los sujetos participantes respondieron acerca de los habitos bucodentales saludables o no

recogidos en la Tabla 4.1.4.1.

TABLA 4.1.4.1. CARACTERISTICAS RESPECTO A HABITOS BUCODENTALES

% Total % %
poblacion Hombres Mujeres pP*
(n=582) (n=281) (mn=301)
’(I:‘(()e mci(z,lglsll?ssi)despues de las 5.7 73,0 75 0,048
Te cepillas en el colegio (Si) 9,4 9,9 9,0 0,394
Enjuagues con flior (Si) 36,4 37,6 36,2 0,531
Corrector dental (Si) 10,5 12,1 8,2 0,102
< 3 meses 31,8 32,0 31,7
Ultima vez dentista 3 mefes atano 16:3 17:3 154 0,066
> 1afno 11,3 12,7 8,7
Nunca 40,6 38,1 44,2
Revision 43,7 43,6 43,1
Limpieza 19,2 19,5 19,1
Motivo Caries 6.8 74 65 0,918
Sellador 7,9 8,3 7,4
Dolencia 3,9 4,0 4,0
Rotura 18,4 17,2 20,0
3 veces/dia 37,4 34,2 40,4
2 veces/dia 224 22 3 22,6
Frecuencia cepillado 1vez/dia 24,5 26,0 23,0 0,202
A veces (no a diario) 13,7 15,1 12,2
Nunca 2,0 2,4 1,8
Casa 59,5 55,5 62,7
éDénde te han ensefiado a  Colegio 0,9 0,8 0,6 0,004
cepillarte? Dentista 13,4 11,9 14,9 ’
Otros 26,2 31,8 21,9
Ninguno 2,2 3,1 1,0
Tipo de dentifrico Especial para nifios 63,9 59,3 69,1 0,001
El de casa 33,7 37,6 30,0
Morderse las ufias 26,7 24,0 28,9
Costumbres Dedo en boca 5,2 4,2 6,1 0,024
Rechinar los dientes 8,4 10,5 6,5
Ninguna 59,6 61,3 58,4
Frecuencia de cariado 1-3 piezas cariadas 22,6 19,7 22,1 0,765
> 3 piezas cariadas 24,3 23,4 25,2
Frecuencia de tratamiento 1-3 piezas tratadas 29,1 28,9 26,6 0,696
> 3 piezas tratadas 30,0 34,0 30,0

*Nivel de significacién p<0,05
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4.1.5. Habitos de alimentacion de los escolares

En cuanto a los habitos de alimentacion, se han estimado a partir de los cuestionarios FFQ
y R24h ya comentados en Material y Métodos. La Tabla 4.1.5.1 resume los habitos de
alimentacion que hacen referencia tanto a la forma de desayunar como a la distribucién de
laingesta de ciertos alimentos a lo largo del dia. A partir de esta primera toma de contacto
se podran posteriormente estimar con mas precision indices y factores que puedan incidir
en el peso y determinar otras caracteristicas de los nifios en estudio. Todas las variables
estudiadas en este apartado del cuestionario y expuestas en la Tabla 4.1.5.1 presentaron
diferencias significativas, destacando el consumo de fruta, leche y cereales/derivados en el
desayuno, siendo la media manana el momento elegido para consumir otra pieza de fruta,
y la casa familiar, el sitio donde se realiza el almuerzo, seguido del comedor escolar. En

cuanto al consumo de refrescos, un 46,3% lo hace de 1 a 3 veces por semana.

TABLA 4.1.5.1. HABITOS DE ALIMENTACION DE LOS ESCOLARES

Si (%) No (%) Chi2z* P

Desayuna 94,8 5,2 576,637

Fruta 82,1 17,9 305,311
Desayuno Leche 91,3 8,7 505,171 <0,001

Cereales/derivados 76,2 23,8 203,438

Bolleria industrial 13,8 86,2 382,021
Media mafiana 93,4 6,6 556,978 <0,001
Merienda 95,2 4,8 606,968 <0,001
Mas de un lacteo 84,0 16,0 342,340 <0,001
Mas de una pieza de fruta 62,3 37,7 44,452 <0,001

Frecuencia (%) Chiz* P

No toma fruta 10,6

Desayuno 19,1

Media manana 27,2

Almuerzo 222

Merienda 7,2
Momento del dia que (ena . 1,1 627,552 <0,001
consume fruta Desayuno-Media 0

mafiana ’

Desayuno-Merienda 0,7

Media mafiana-Merienda 7,9

Desayuno-Media 6

mafiana-Merienda 3

Casa 52,7

Comedor escolar 39,5

Casa abuelos 4,5
Lugar del almuerzo Casa-Casa abuelos 1,6 1504,914  <0,001

Casa-Comedor 0,3

Casa-Otros 0,3

Otros 1,2

Nunca 21,7

1-3V/s 46,8
Consumo de refrescos 213,635 <0,001

4-6 v/s 12,3

Diario 19,2

*Test de Chiz; nivel de significacién p<0,05
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Las frutas seleccionadas para el cuestionario de nuestro estudio fueron las elegidas por
consenso para el cuestionario realizado por la Fundacién Thao. Como se observa en la
Tabla 4.1.5.2, la fruta mas consumida es la manzana (78,3%), seguida del platano (71,3%).
Se encuentran diferencias significativas en el consumo de todas las frutas excepto en la
naranja, melon, cerezas y melocoton (p=0813, p=0,237, p=0,581, PpP=0,075,

respectivamente).

TABLA 4.1.5.2. CONSUMO DE FRUTA Y FRECUENCIA

Frecuencia -
Fruta (%) Chiz P
No 43,5
Pera . 81,2 <0,001
Si 55,9 %
. No 76,4
Pina Si 23.0 146,435 <0,001
No 54,0
Uva . , <0,001
Si 45.3 79,354
No 21,7
Manzana Si 8.3 51,435 <0,001
Mandarina N? 56,5 82,037 <0,001
Si 42,9
Platano N? 28,1 121,663 <0,001
Si 71,3
. No 76,4
Ciruelas Si 23.6 44,876 <0,001
. No 49,1
Naranja Si 50,9 0,056 0,813
. . No 75,8
Kiwi Si 242 42,789 <0,001
. No 37,9
Mel6n Si 60.9 1,398 0,237
No 47,8
Cerezas Si 2.2 0,304 0,581
. No 80,7
Higos Si 19,3 60,876 <0,001
. No 29,8
Sandia Si 68.9 111,590 <0,001
Fresas N? 32,3 20,180 <0,001
Si 6777
. No 45,3
Melocotén . 0,06 0,0
Si 54,7 > 7

*Test de Chiz; nivel de significacién p<0,05
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4.1.6. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ)

Se aplico el cuestionario FFQ a los sujetos en estudio. En €l se han analizado 33 alimentos
clasificados en 16 grupos: cereales y derivados, legumbres, tubérculos, verdura (fresca y
cocinada), frutas, lacteos, carnes (blancas y rojas), derivados carnicos, pescados (blanco y
azul), aceite de oliva, huevo, dulces, golosinas/snacks, precocinados, agua, zumos de fruta

(natural y envasado), bebidas tipo refresco.

Las tablas que se desarrollan a continuacién (Tablas 4.1.6.1, 4.1.6.2 y 4.1.6.3) muestran las
frecuencias de consumo de alimentos de origen animal, vegetal y alimentos no
recomendados, extraidas del cuestionario FFQ semicuantitativo. Como se aprecia hay
diferencias significativas en la frecuencia del consumo de todos los grupos de alimentos

correspondientes a cada una de las categorias.

TABLA 4.1.6.1. FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL
Frecuencia Frecuencia

(%) Chiz* P (%) Chiz* P
LECHE CARNE POLLO
Nunca 3,8 Nunca 5,1
;:i “777(11 fg’z 196,68  <0,001 ;:%“I;//SS 789:)6 250,26  <0,001
>4v/d 14,6 Diario 6,4
YOGUR CARNE ROJA
Nunca 8,3 Nunca 22,0
1-2v/d 70,7 1-3Vv/s 66,0
3-4v/d 16.6 179,68 <0,001 4-6V/s 5 153,73 <0,001
>4v/d 4,5 Diario 6,3
QUESO DERIVADOS CARNICOS
Nunca 26,1 Nunca 6,9
411-36 “’I//Z ‘1‘2’2 56,37  <0,001 ;:%YI//SS gg’g 06,22  <0,001
Diario 11,5 Diario 11,3
POSTRE LACTEO HAMBURGUESA
Nunca 18,4 Nunca 29,7
‘1"_:2 “’I//SS ‘1‘88 ’Z 48,07  <0,001 411-36 “’I//Z 652;0 143,52  <0,001
Diario 14,6 Diario 2,5
HUEVOS PESCADO
Nunca 10,0 Nunca 7,0
1-3 /s 731 1-3v/s 63,7
4-6V/s 13 198,75 <0,001 4-6V/s 25 5 142,54 <0,001
Diario 5,6 Diario 3,8
MARISCO
Nunca 15,8
<1v/s 28,5
/s 8.6 21,74 <0,001
>1v/s 17,1

*Test de Chi?; nivel de significacién p<0,05
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TABLA 4.1.6.2. FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

Frecuencia

Frecuencia

J2% j2%
(%) Chiz P (%) Chiz P
PATATAS PAN

Nunca 20,1 Nunca 3,1

1-3V/s 64,8 1-2v/d 34,6

4-6V/s 1.9 143,365  <0,001 3-4v/d 220 100,277 <0,001
Diario 3,1 >4v/d 39,6

PATATAS FRITAS CERALES DESAYUNO

Nunca 9,4 Nunca 29,7

1-3v/s 73,6 1-3 v/s 38,7

4-6V/s 113 201,226  <0,001 4-6V/s 7 23,813 <0,001
Diario 5,7 Diario 14,2

VERDURA COCIDA ARROZ

Nunca 30,4 Nunca 6,9

1-3V/s 46,6 1-3 v/s 75,5

4-6v/s 13,7 56,019 <0,001 4-6v/s 12.6 217,981 <0,001
Diario 9,3 Diario 5,0

ENSALADA PASTA

Nunca 13,2 Nunca 4,4

1-3Vv/s 31,4 1-3Vv/s 76,6

4-6/s 245 13,654 0,003 4-6V/s 15.2 229,392 <0,001
Diario 30,8 Diario 3,8

FRUTA LEGUMBRES

Nunca 1,2 Nunca 12,0

;:i “777(11 zg’g 59,845  <0,001 <11v‘/7£ S :1;’(2) 81,367  <0,001
>4v/d 43,5 2 2v/s 41,1

*Test de Chi2; nivel de significacién p<0,05
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TABLA 4.1.6.3. FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS NO RECOMENDADOS

Frecuencia

Frecuencia

(%) Chiz* P (%) Chiz* P
GALLETAS DULCES CASEROS
Nunca 10,8 Nunca 34,4
:::é “ZZ fg’z 81,241  <0,001 ;::2 :;2 53’14 120,350  <0,001
Diario 15,2 Diario 3,1
BOLLERIA INDUSTRIAL CHOCOLATE
Nunca 36,3 Nunca 35,0
:::; :;2 555’60 116,096  <0,001 ;::2“’42 565’: 108,758  <0,001
Diario 3,1 Diario 3,2
CHUCHERIAS MERMELADA
Nunca 32,9 Nunca 59,2
;:?é “ZZ 567’21 122,453  <0,001 ;::2 “ZZ 284 232 151,323  <0,001
Diario 3,7 Diario 8,3
ZUMO TIPO DE ZUMO
Nunca 8,8 Natural 36,7
1-2v/d 41,3 Envasado 28,7 31,440 <0,001
3-4v/d 26,9 34250 <0001 | Ng/NC 28,7
> 4v/d 23,1
REFRESCOS TIPO DE REFRESCO
Nunca 20,5 Azucarado 22,0
1-3v/s 57,8 Sin aziicar 35,5 43,7099  <0,001
100,640 <0,001
4-6v/s 5,0 ’ ’ NS/NC 39,0
Diario 16,8
PRECOCINADOS PIZZAS
Nunca 224 Nunca 15,0
;:?g “ZZ 695;)2 223,250 <0,001 ;::2 “’,éz 755f 225,101  <0,001
Diario 3,1 Diario 4,4
SNACKS SALADOS
Nunca 28,5
411:36 “ZZ 6;”13 225,101  <0,001
Diario 2,5

*Test de Chi2; nivel de significacion p<0,05

Como se observa en la tabla 4.1.6.3, la mayoria de poblaciéon estudiada consume los

alimentos no recomendados 1-3 veces/semana, por ello es conveniente un consumo

controlado relacion a su composicion.
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La Tabla 4.1.6.4 recoge la estimaciéon de energia y nutrientes de la poblacion a partir del
analisis del cuestionario FFQ semicuatitativo. Se ha seguido el procedimiento descrito en

el Capitulo de Material y Métodos.

TABLA 4.1.6.4 INGESTA MEDIA DE NUTRIENTES Y ENERGIA Y AJUSTE A LA
RECOMENDACION DE LOS MICRONUTRIENTES ESTIMADOS A PARTIR DEL FFQ

Nutriente Media DE Mediana % Macronutriente Minimo Maximo
Energia (Kcal) 2265,22 471,57 2216,05 1359,52 3673,28
Proteinas (g) 85,92 19,85 83,53 15,07 46,01 146,27
Carbohidratos
() 343,7 74,06 342,56 61,80 188,93 543,13
Lipidos (g) 70,89 19,51 66,68 27,10 29,38 140,99

% DRIs
Calcio (mg) 1007,24 306,56 1080 135,00 646,09 1464,64
Hierro (mg) 12,59 3,5 13,24 147,10 7,92 17,58
Yodo (ug) 165,53 35,15 165 157,14 76,86 282,21
Magnesio (mg) 303,73 148,34 373,47 149,20 244,92 838,78
Zinc (mg) 8,01 2,39 7,77 77,70 1,62 15,68
Selenio (ug) 57,81 35,27 53,5 178,30 63,06 229,94
Sodio (mg) 3074,08 819,39 3026,12 227,70 1270,43 5257,12
Potasio (mg) 3265,87 819,06 3234,56 161,72 2709,57 5598,77
Fosforo (mg) 752,38 367,38 719,04 102,70 968,14 2791,76
Vit. B: (mg) 1,12 0,31 1,09 136,20 0,46 2,25
Vit. B: (mg) 1,46 0,41 1,41 117,50 0,13 2,01
Niacina (mg) 21,90 21,36 10,52 80,90 19,19 42,34
Vit. B¢ (mg 1,67 0,46 1,68 120,20 0,86 2,04
Ac. Félico (ug) 253,67 71,27 248,49 124,25 192,48 456,07
Vit. C (mg) 81,23 45,04 89,13 162,00 57,55 295,85
Vit. A (ug) 427,19 143,84 412,57 103.15 168,13 1002,28
Vit. D (ng) 1,27 0,68 1,01 22,00 0,19 3,92
Vit. E (mg) 5,42 1,48 5,31 66,37 1,77 10,27

Observamos que los macronutrientes se mantienen en los porcentajes recomendados por
los organismos internacionales (OMS/FAO, 2007) y que los micronutrientes se adaptan a
las recomendaciones de las DRIs, salvo en el caso del Zinc, Niacina, Vit. D y Vit. E, que
quedan por debajo del 100%. La ingesta de sodio es mas de doble de elevada que las

recomendaciones.

Los resultados de FFQ se sometieron a un analisis de regresién miltiple por pasos para

cada nutriente, con la ingesta total de nutrientes como variable dependiente.

Es un método de seleccion de variables por pasos, que nos permite elegir aquellas variables
que mejor cumplen un criterio prefijado basado en la significacion estadistica de inclusion
(para anadirla al modelo) o el criterio de exclusion (para eliminarla). Este método se ha
utilizado como primer paso de cribado para seleccionar aquellos alimentos que mejor
representan la ingesta de un determinado nutriente (Willett, 1998; Martinez-Gonzélez et

al, 2020).
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Los nutrientes que demostraban >80% de la variabilidad intrapersona se introdujeron en
el FFQ definitivo, que incluia los siguientes grupos de alimentos: cereales y derivados,
legumbres, tubérculos, verdura (fresca y cocinada), frutas, lacteos, carnes (blancas y rojas),
derivados carnicos, pescados (blanco y azul), aceite de oliva, huevo, dulces,
golosinas/snacks, precocinados, agua, zumos de fruta (natural y envasado), bebidas tipo
refresco. Estos 16 grupos de alimentos contienen un total de 33 tipos de alimentos y el FFQ

permite estimar el consumo de 18 nutrientes, incluida la energia (Ortega et al, 2016)

En la Tabla 4.1.6.6 se pueden observar los alimentos que més contribuyeron en la energia

y en los distintos macro y micronutrientes.
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TABLA 4.1.6.6. RESULTADOS DE LA REGRESION POR PASOS PARA NUTRIENTES SELECCIONADOS QUE MUE

EN EL FFQ
R2 R2 R2 R2
Energia Proteinas Lipidos Carbohidratos Calcio
Pan 0,373 Pollo 0,387 Aceite de oliva 0,348 Pan 0,688 Leche
Queso 0,508 Leche 0,624 Leche 0,440 Fruta 0,793 Yogurt
Pasta 0,727 Pan 0,748 Embutidos 0,714 Arroz 0,863 Queso
Aceite de oliva 0,863 Queso 0,820 Hamburguesa 0,824 Yogurt 0,901 Postre lacteo
Carne 0,894 Pescado 0,876 Queso 0,871 Leche 0,923
Embutidos 0,919 Yogurt 0,915 Pollo 0,908 Postre lacteo 0,936
Leche 0,942 Carne 0,959 Bolleria industrial 0,931 Pasta 0,943
Verduras 0,960 Precocinados 0,944
Yogurt 0,952
Selenio Zinc Fosforo Magnesio Vit. B,
Pan 0,538 Embutidos 0,417 Leche 0,553 Leche 0,418 Hamburguesa
Pescado 0,760 Leche 0,629 Pollo 0,689 Fruta 0,698 Leche
Pasta 0,841 Carne 0,771 Yogurt 0,772 Pan 0,799 Embutidos
Hamburguesa 0,884 Hamburguesa 0,845 Queso 0,829 Patatas 0,858 Cereales desayuno
Leche 0,929 Huevos 0,884 Carne 0,866 Pollo 0,890 Fruta
Embutidos 0,947 Pan 0,918 Embutidos 0,899 Yogurt 0,912 Pan
Queso 0,937 Pescado 0,920 Pescado 0,929 Bolleria industrial
Arroz 0,952 Pan 0,943 Postre lacteo 0,943 Patatas
Bolleria industrial 0,959 Pasta 0,954
Niacina Ac. Félico Vit. C Vit. A Vit. E
Pollo 0,652 Fruta 0,639 Fruta 0,899 Leche 0,419 Fruta
Cereales desayuno 0,751 Cereales desayuno 0,757 Verduras 0,943 Postre lacteo 0,654 Bolleria industrial
Carne 0,814 Yogurt 0,827 Cereales desayuno 0,973 Verduras 0,817 Huevos
Embutidos 0,864 Pollo 0,879 Fruta 0,880 Queso
Bolleria
Pescado 0,897 Leche 0,910 industrial 0.918 Leche
Cereales
Pan 0,924 Pan 0,929 desayuno 0,951 Verduras
Leche 0,945 Verduras 0,956
Hamburguesa 0,961




4.1.7. Cuestionario de recuerdo de 24 horas (R24h)

El cuestionario R24h recoge los alimentos consumidos durante tres dias, siendo uno de

ellos festivo. Se han estimado la media, desviacion estandar y la mediana de la ingesta de

energia y nutrientes.

La estimacion de los nutrientes de la dieta se ha realizado considerando el tamano medio

de la racion ya que se les incluia en el cuestionario el item correspondiente al tamafno

expresado en medidas caseras (vasos, cucharadas, platos, etc.). En determinados

alimentos se ha recurrido también a la presentacion comercial del alimento envasado, asi

como al tamafio recomendado por el Ministerio de Sanidad (Programa Perseo 2020). La

Tabla 4.1.7.1 resume el valor medio de los nutrientes estimados.

TABLA 4.1.7.1. INGESTA MEDIA DE NUTRIENTES Y ENERGIA Y AJUSTE A LA
RECOMENDACION DE LOS MICRONUTRIENTES ESTIMADOS A PARTIR DEL R24h

Nutriente Media DE Mediana Macro&l)t riente
Energia (Kcal) 1995,8 341,63 1995,80
Proteinas (g) 53,5 6,56 52,80 10,58
Carbohidratos (g) 245,5 40,48 235,50 49,20
Lipidos (g) 83,5 10,44 82,20 37,42
%DRIs
Calcio (mg) 494,78 230,82 465,50 62,35
Hierro (mg) 7,53 3,06 7,20 80,00
Yodo (ug) 151,4 42,78 135,34 144,19
Magnesio (mg) 253,95 59,95 147,50 59,00
Zinc (mg) 9,57 11,01 6,24 62,40
Selenio (ug) 54,86 33,02 56,95 189,60
Sodio (mg) 1266,03 741,05 1469,00 93,7
Potasio (mg) 2538,56 587,01 2611,70 130,58
Fosforo (mg) 716,09 258,05 774,50 110,60
Vit. B: (mg) 0,96 0,76 0,86 107,50
Vit. B: (mg) 0,94 0,44 1,16 96,60
Niacina (mg) 13,86 8,69 11,35 87,30
Vit. Bs (mg 1,16 2,09 1,15 82,14
Ac. Félico (ug) 224,93 72,96 231,70 115,80
Vit. C (mg) 56,24 49,11 46,20 84,00
Vit. A (ug) 338,5 279,3 403,00 100,70
Vit. D (ng) 1,29 2,34 0,93 18,60
Vit. E (mg) 4,59 2,56 6,61 82,60

Analizando el cuestionario de Recuerdo de 24h se obtienen valores menores que con el

FFQ. Los macronutrientes tienen valores muy inferiores a los recomendados y casi todos

los micronutrientes no se ajustan a la recomendacion de las DRIs.
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4.1.7.1. Validacion de cuestionarios alimentarios

La Tabla 4.1.7.1.1 muestra la comparacién de la ingesta de energia y nutrientes estimada por el cuestionari

(media de los tres cuestionarios R24h). Se ha realizado a través de los resultados del test de Bland-Altman,

Wilcoxon.
TABLA 4.1.7.1.1. COMPARACI ON DE LA INGESTA DE ENERGIA Y NUTRIENTES. VALIDACION DE CUESTIONAR
FFQ (Kcal/dia) R24h (kcal/dia) Test Bland-Altman
Nutriente Mediana IQR* Mediana IQR* Diferencia significativa (FFQ - 95% IC
R24h) Inf. Sup.

Energia (Kcal/d) 2216,05 690,10 1995,80 580,80 582,28 481,86 682,70
Proteinas (g/d) 83,53 25,20 52,80 23,90 20,89 16,22 25,56
Carbohidratos (g/d) 342,56 72,40 235,50 60,20 172,98 158,86 187,10
Lipidos (g/d) 66,68 43,20 82,20 33,30 -8,80 -14,43 -3,16
Calcio (mg/d) 1080,0 327,10 465,50 308,20 567,62 499,12 636,13
Hierro (mg/d) 13,24 7,0 7,20 5,60 5,04 4,13 5,94
Magnesio (mg/d) 373,47 64,1 147,50 82,10 306,02 278,14 333,89
Zinc (mg/d) 7,77 4,81 6,24 2,78 1,08 0,56 1,60
Selenio (ug/d) 53,50 34,30 56,95 47,34 50,34 40,18 60,50
Sodio (mg/d) 3026,12 695,14 1469,0 979,20 817,39 613,17 1021,61
Potasio (mg/d) 3234,56 486,10 2611,70 944,10 1128,08 954,75 2301,41
Fésforo (mg/d) 719,04 574,70 774,50 398,40 694,89 616,68 773,11
Vit. B; (mg/d) 1,09 0,70 0,86 0,73 -0,12 -0,22 -0,02
Vit. B: (mg/d) 1,41 0,92 1,16 0,66 -0,02 -0,13 0,08
Niacina (mg/d) 10,52 4,27 11,35 12,60 14,08 11,54 16,63
Vit. Bs (mg/d) 1,68 1,32 1,15 0,96 0,10 -0,028 0,23
Ac. Folico (ng/d) 248,49 53,02 231,70 53,93 170,41 152,35 188,47
Vit. C (mg/d) 89,13 28,53 46,20 48,70 109,46 96,82 122,09
Vit. A (ug/d) 412,57 367,93 403,0 299,70 52,14 -8,73 113,01
Vit. D (ng/d) 1,01 1,08 0,93 1,54 -0,58 -0,99 -0,17
Vit. E (mg/d) 5,31 7,22 6,61 5,46 -0,1231 -0,62 0,375

*Rango intercuartilico



La Tabla 4.1.7.1.2 muestra la validacion de los cuestionarios empleados considerando
fundamentalmente la estimaciéon de la ingesta de energia o el gasto energético en las
actividades diarias. Se aplico el test de Bland-Altman para comparar los resultados de la
frecuencia de la actividad diaria, del FFQ semicuantitativo y de los tres R24h, mostrando
la correlacion del gasto energético de los individuos con el consumo de energia en la dieta

estimado para un periodo de 24 horas.

TABLA 4.1.7.1.2. VALIDACION DE LOS CUESTIONARIOS EMPLEADOS FFQ Y R24h

FFQ (Kcal/dia) | R24h (kcal/dia) (nlgi: /2:1?:)

Test Bland-Altman

. . Diferencia
Diferencia if

o AT
Mediana IQR* | Mediana IQR* | Mediana  IQR | significativa 9}506 sz(%qgl;;nhlia 95% IC
(FFQ-R24h) 4

FFQ)
Energia 67,6 a _ -73,9a
(Kcal/d) 2187,1 690,1 1995,8 580,8 2006,7 679,7 121,3 176.1 8,67 56.5

*Rango intercuartilico

Los outliers en este anélisis oscilaron entre 0 y 5%.

A continuacion, se exponen los diferentes graficos correspondientes a la validacién de los

cuestionarios FFQ y R24h (Figuras 4.1.7.1.1) y para la energia, los macronutrientes y

micronutrientes (Figura 4.1.7.1.2).

v v v
%30 0 %0 ot oo

Consumo energético medio (FFQ) y gasto energético (MET) Consumo energético medio (R24h) y gasto energético (MET)

Diferencia de ingesta energética (FFQ) y gasto energético (MET)
Diferencia de ingesta energética (R24h) y gasto energético (MET)

Figura 4.1.7.1.1. Graficos de Bland-Altman para la validacion del cuestionario FFQ y R24h
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Figura 4.1.7.1.2. Graficos Bland-Altman para macronutrientes y micronutrientes

Macronutrientes
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4.1.8. Alimentos portadores de productos potencialmente disruptores

endocrinos

El consumo de alimentos envasados hace necesario conocer con qué frecuencia nuestra
poblacion los consume para, posteriormente, estimar el riesgo de exposicién a alguno de
los contaminantes que migran desde el envase. Los resultados del cuestionario general

utilizado se resumen en la Tabla 4.1.8.1.

TABLA 4.1.8.1. ENVOLTURA Y FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS ENVASADOS

Frecuencia (%) Chiz* P
Envoltura alimentos
Papel 13,8
Plastico 16,2 419,425 <0,001
Aluminio 70,0
Atan (lata)
Nunca 34,6
‘1‘-_3;)“77//55 5:’54 119,846 <0,001
Diario 4,5
Maiz (lata)
Nunca 52,6
Diario 3,8
Fruta en almibar (lata)
Nunca 31,0
:_?;)‘:I//SS ji’f 56,937 <0,001
Diario 10,8
Fideos/espaguetis**
Nunca 31,2
411-%“,7//55 El’i’(‘:’ 97,273 <0,001
Diario 3,2
Arroz**

Nunca 57,9
a0 o
Diario 2,6

Zumo envasado
Cristal 12,1
Carton 56,1
Plastico 17,8 305,013 <0001
No compra/No contesta 14,0

Envase refrescos
Cristal 15,0
Plastico 26,3 127,437 <0,001
Lata 37.5 ’ ’
No toma/No contesta 21,2

Envases flexibles
Diario 3,8
Casi todos los dias 14,4
<1v/s o5 132,313 <0,001
Nunca 48,8

*Test de Chiz; nivel de significacién p<0,05
**Envase polimérico para microondas
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4.1.9. Estimacion de fitoestrogenos en la dieta escolar

La composicion de los alimentos en la dieta de los escolares estudiados se estim6 a partir
de las tablas de composicion de alimentos. Sin embargo, estas tablas rara vez informan
sobre la presencia de componentes especificos, como en el caso de los fitoestrégenos de las
verduras. Por ello, para cada alimento, la presencia de cada fitoestrogeno se calcul6 a partir
de los datos publicados en la literatura (Boker et al, 2002). Se utilizo6 el cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos FFQ para recopilar datos sobre la ingesta dietética de

fitoestrogenos y de BPA en los alimentos enlatados.
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La Tabla 4.1.9.1 muestra la ingesta media (g/dia) de los alimentos consumidos y la ingesta media estin

correspondientes.

TABLA 4.1.9.1. INGESTA MEDIA DE ALIMENTOS POTENCIALMENTE RICOS EN FITOESTROGENOS Y MEDIA D

Lo . Media . Media (ng)
ALIMENTO Maximo Mediana (g/dia) DE Daidzeina  Genisteina  Formononetina Blocznma Coumestrol
Pan 211 120 111,80 51,44 0,007 0,007
Galletas 130 44,4 39,92 28,14 0,003 0,003
Cereales 70 o) 23,68 26,72
Bolleria 160 14 30,83 43,66 0,002 0,002 1,391
Pasta 36 14 18,98 9,92 0,002 0,002
Arroz 36 19,6 15,92 9,11
Pizza 50,4 256 21,64 14,55 0,279 0,084
Zumo 1000 0o 204,3 246,63 0,824 0,200
Mermelada 30 42 0,33 3,11 0,000 0,002
Verduras
hervidas* 108 150 45,48 36,28 0,007 0,184 0,000 0,000
Ensalada** 300 8,4 144,8 110,41 0,152 0,371 21,073 0,014 0,452
Legumbres 21,6 0,00 12,03 7,69 0,132 6,418 6,995 0,110
Manzana 400 0,00 97,00 128,83 2,205 0,010
Platano 300 0,00 49,12 85,49 0,147 1,424
Mandarina 300 0,00 16,42 54,84 0,049 0,476
Kiwi 150 0,00 4,87 26,60
Melocotén 13,5 0,00 0,44 2,39 0,002 0,004
Naranja 400 0,00 44,09 97,47
Fresa 300 0,00 17,02 57,434 0,085 0,783
Pera 300 0,00 36,17 73,432 0,018 0,317
Macedonia 450 0,00 73,61 138,502 40,512 24,958

*Composicién de verduras hervidas: col, coliflor, brocoli, judias verdes, guisantes.
**Composicion de ensalada: lechuga, pepino, tomate, zanahoria, pimiento verde, pimiento rojo, cebolla, espinacas.



La Tabla 4.1.9.2 resume la ingesta de fitoestrégenos y BPA de la poblacion de estudio.

TABLA 4.1.9.2. INGESTA ESTIMADA (ug/dia) DE CADA FITOESTROGENO Y DEL BPA

Fitoestrogeno Minimo Maximo Mediana Media DE
Daidzeina 0,007 13,206 3,022 4,205 2,972
Genisteina 0,007 34,656 11,156 10,740 5,601
Formononetina 0,000 62,556 26,371 29,459 17,257
Biocanina A 0,000 0,214 0,101 0,124 0,068
Coumestrol 0,000 0,936 0,468 0,452 0,344
Matairesinol 0,794 16,791 8,864 8,910 2,895
Enterolactona 4,139 754,629 305,106 313,425 132,199
Enterodiol 0,645 440,739 168,572 169,882 81,902

BPA procedente

de envases 0,508 2,815 1,453 1,661 0,638

4.1.10. Resultados del analisis odontologico y concentracion de
Bisfenol A (BPA) en saliva

El BPA puede formar parte de los selladores y compuestos dentales de tres maneras: como
ingrediente directo, como subproducto de la degradaciéon de otros ingredientes [por
ejemplo, metacrilato de glicidilo de bisfenol A (bis-GMA) y dimetacrilato de bisfenol A
(bis-DMA)], o como material traza de su fabricacion. (ADA, 2011; US FDA, 2011, EFSA de
2015) La ventana maés significativa de exposicion dental potencial al BPA es
inmediatamente después de la aplicacién de selladores y composites dentales a base de

resina. (Olea et al, 1996; Sharma et al, 2016 Berge et al, 2017, Lee et al, 2017).

La muestra sobre la que se realizo este reconocimiento odontologico fue de 300 sujetos
recogidos al azar entre el total de participantes en la investigacion. La Tabla 4.1.10.1 recoge
los resultados obtenidos referentes a la presencia/ausencia de sellador o composite en cada

sujeto.

TABLA 4.1.10.1. PRESENCIA DE SELLADOR O COMPOSITE EN LOS SUJETOS
PARTICIPANTES

Dientes tratados con composite/sellador Frecuencia % Porcentaje valido
0 249 83,0
1 20 6,7
2 13 4,3
3 7 2,3
N° de dientes tratados 4 6 2,0
5 2 0,7
6 2 0,7
8 1 0,3
Total 300 100,0
Total dientes afectados 51
% Total dientes afectados 20,48
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En la anterior tabla observamos la cantidad de sujetos expuestos a las diferentes
cantidades de composite o sellador, dentro de nuestra muestra poblacional. Los resultados
indican que el 20,48% del total de nuestra muestra tiene algin diente tratado con algin
sellador o composite, con lo que estan expuestos a la migracion de moléculas vehiculizadas

por el material de reestructuracion estética dentaria.

La Tabla 4.1.10.2 corresponde al informe de alteraciones dentales sin tratar con
composites/selladores, corresponde a un 44% de la poblacién testada por odontblogos.

Mientras que el 39% (117 sujetos) no presentan ningin dano dental.

TABLA 4.1.10.2. DIENTES AFECTADOS Y NO TRATADOS

Afectados sin tratar (n°) Frecuencia (n) Porcentaje (%)
1 31 23,5
2 19 14,4
3 11 8,3
4 10 7,6
5 19 14,4
6 11 8,3
7 13 9,8
8 4 3,0
9 3 2,3
10 5 3,8
11 1 0,8
13 1 0,8
14 2 1,5
16 1 0,8
19 1 0,8

Aunque la revision oral se realizé sobre 300 sujetos, la muestra de saliva se tom6 a todos
los ninos participantes (657) al mismo tiempo que respondian al cuestionario
epidemioldgico. En este capitulo se recoge el anlisis de las salivas de los nifios examinados

odontolégicamente.

4.1.10.1 Resultados del BPA en saliva

Analisis de saliva: después de descongelar los frascos de boca ancha de vidrio con saliva a
temperatura ambiente, se calcul6 la cantidad de saliva pesando las muestras y restando el
peso del frasco vacio y de los 0,5 ml de metanol afnadido. El volumen estimado de saliva
presenta un rango entre 9.5y 31,3 y un valor medio de 20,4 mL. Las muestras de saliva se
centrifugaron (1000 g, 10 min) y se pasaron a través de un filtro de poros de 0,45 pm HDPE

Millipore previamente humidificado con metanol. Se cromatografiaron alicuotas de 20 pl
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en las condiciones ya descritas para HPLC y detector de fluorescencia. Igualmente, las

muestras recogidas al azar se analizaron en los Servicios Centrales de la Universidad de

Granada mediante UHPLC-MS/MS para confirmacién de la presencia de BPA. Los valores

medios de BPA ng/mL quedan recogidos en la Tabla 4.1.10.1.1:

TABLA 4.1.10.1.1. CONCENTRACION EN SALIVAS DE BPA (ng/ml) (N= 51)

Media
Mediana
DE
Minimo
Maximo

Amplitud intercuartilica

29,59
21,52
17,07
10,76
75,32
26,90

. . .
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4.2. indices y analisis inferencial

A partir de las variables descriptivas recogidas en el andlisis descriptivo, se han realizado
diferentes estudios inferenciales que, de acuerdo con los objetivos marcados en este
trabajo, vienen marcados por factores que se pueden relacionar con las caracteristicas de

peso e IMC de la poblacién en estudio.

4.2.1. Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterranea - KIDMED

El grado de adherencia a la Dieta Mediterranea se valoré6 empleando el Indice de
adherencia a la dieta mediterranea (KIDMED). Su puntuacion, tal y como vimos en
Material y Métodos, oscila entre 0 y 12 y se establecen tres rangos de calidad de la Dieta
Mediterranea: <3 baja calidad dieta; 4-7 necesita mejorar el patrén alimentario para

ajustarlo a la DM; =8 DM o6ptima.

Como se muestra en la Tabla 4.2.1.1 un porcentaje méas alto de nifios que de nifas dio
respuestas positivas a Desayuna bolleria industrial o galletas y Toma golosinas y/o
dulces varias veces al dia. En general, la puntuaciéon media del indice fue >8 (DE 2,12),

por lo que los escolares estudiados siguen la DM de forma 6ptima.
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TABLA 4.2.1.1. ADHERENCIA DE LOS ESCOLARES AL PATRON DE DIETA MEDITERRANEA
SEGUN EL INDICE KIDMED

Porcentaje de respuestas
% respuestas J P

KIDMED items Sy positivas por sexo
positivas . :
Masculino Femenino

Desayuna 94,8 51,8 48,2

Desayuna bolleria industrial o galletas 13,6 62,7 37,3

Desayuna un lacteo (yogurt, leche...) 90,7 49,2 50,8

Desayuna un cereal o derivado (pan...) 76,2 50,6 49,4

Toma 2 yogures y/o 40 g queso a diario 64,9 50,7 49,3

Toma una fruta o un zumo natural a 30 o 10

diario ’5 49’ 5 >

Toma una 22 pieza de fruta a diario 64,7 50,4 49,6

Toma verduras frescas o cocinadas 1

vez/dia 65,4 47,2 52,8

Toma verduras frescas o cocinadas >1

vez/dia 30,1 51,1 48,9

Toma pescado por lo menos 2-3 6 o

veces/semana 70,7 50,5 49,5

Le gustan las legumbres y las toma >1

vez/semana 69,0 48,7 51,3

Toma pasta o arroz casi a diario (=5

dias/semana) 46,6 52,0 48,0

Toma frutos secos al menos 2-3

veces/semana 584 49,6 504

Utiliza aceite de oliva 94,1 49,4 50,6

I{)(l’il‘il;l golosinas y/o dulces varias veces 12,0 63,2 36,8

Acude una vez o mas a la semana a un

restaurante de comida rapida 42,8 50,3 49,7

KIDMED puntuaciéon media (DE) 8,96 (2,12) 8,85 (2,17) 9,10 (2,10)

En cuanto a la calidad de la dieta de los participantes, vemos que existen diferencias
significativas segun el indice KIDMED. Un elevado nimero de participantes (75,83%)
sigue una Dieta Mediterranea 6ptima (Tabla 4.2.1.2), mientras que un 23,56% necesita

mejorarla.

TABLA 4.2.1.2. CALIDAD DE LA DIETA (KIDMED) EXPRESADA EN PORCENTAJE DE
ESCOLARES

KIDMED* Escolares (%) Chiz** P
Baja calidad DM 0,60
Necesita mejorar DM 23,56 590,369 <0,001
DM 6ptima 75,83
*Puntuacién KIDMED: <3 baja calidad de la dieta; 4-7 necesita mejorar el patrén alimentario para ajustarlo a la DM; >8
DM 6ptima

**Test de Chiz; nivel de significaciéon p<0,05
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Al analizar la relacion de la adherencia al patréon dietético mediterraneo con la
composicion corporal, se observa que no hay diferencias significativas en cuanto al nimero
de escolares clasificados segtin el IMC (Cole, 2002) en Normopeso, Sobrepeso/Obesidad
y la calidad de la dieta segun el indice KIDMED (Tabla 4.2.1.3).

TABLA 4.2.1.3. ESCOLARES CON NORMOPESO, SOBREPESO/OBESIDAD SEGUN IMC (Cole,
2002) Y KIDMED

Normopeso Sobrepeso/Obesidad .
KIDMED (% )P p (0/5 ) Chiz* p
Baja calidad DM 50,0 50,0
Necesita mejorar DM 61,5 38,5 0,451 0,798
DM o6ptima 63,3 36,7

*Test de Chi2; nivel de significacion p<o0,05

De igual modo ocurre con el % Grasa corporal (Tabla 4.2.1.4), donde no se encuentran

diferencias significativas cuando se relaciona con la calidad de la dieta segun este indice.

TABLA 4.2.1.4. ANOVA DEL % GRASA EN RELACION AL INDICE KIDMED

KIDMED Minimo Méximo Media DE I€95% _ p
Inferior Superior
Baja calidad DM 16,15 39,49 27,17 10,10 11,10 43,25
Necesita mejorar DM 11,11 41,81 23,91 5,91 22,06 24,85 0,66 0,520
DM oJptima 4,56 49,86 24,00 552 23,52 24,49

*ANOVA; nivel de significacion p<o,05

4.2.2. indice cintura-talla (ICT)

Con el Indice de Cintura-Talla (ICT) se busca una alternativa para clasificar a la poblacién
escolar en Normopeso y Sobrepeso/obesidad. El objetivo de este estudio nos llevd a
determinar el punto de corte 6ptimo de ICT para diferenciar entre el Normopeso y el
sobrepeso en la infancia y examinar su relacion con los habitos de vida saludables y la

adherencia al patrén dietético mediterraneo (KIDMED).

Al analizar el punto de corte para Normopeso/Sobrepeso/Obesidad segtn el ICT, se hallé
la mayor concordancia para un valor de 0,48 (ICT<0,48 = Normopeso; ICT>0,48 =
Sobrepeso), que es el que mostr6 una concordancia estadisticamente significativa

(coeficiente Kappa = 0,613) (Tabla 4.2.2.1).
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TABLA 4.2.2.1. CONCORDANCIA (TEST KAPPA) ENTRE DIFERENTES VALORES DE CORTE
DEL ICT Y LA CLASIFICACION DEL IMC CORRESPONDIENTES

IMC i EI"I‘OI‘ 95% IC
ICT Norrg;\(]))peso Sobrepes(oz\/r )ObeSIdad Kappa :ssitnatléttiiaz:l(') Inferior Superior p*
f 8:22 i?g 1T1 0428 0,038 0,353 0,502 <0,001
igjg 15?37 12307 530 0,039 0,453 0,604 <0,001
f 8::574 2;;2:;1 13207 575 0,040 0,496 0,653 <0,001
S> (())::98 23531 ;‘é 0,613 0,040 0,534 0,692 <0,001
i gigg 22568 g?; 559 0,042 0,477 0,641 <0,001
i (()),,2(1) 21(239 ;g 0,459 0,043 0,405 0,573 <0,001

*Test-T; nivel de significaciéon p<0,05

En cuanto a la relacion del ICT con la adherencia al patrén dietético mediterraneo, vemos
que no existen diferencias significativas en cuanto al namero de escolares clasificados
segin el ICT<0,48, en Normopeso y Sobrepeso/Obesidad y la calidad de la dieta segtin el
indice KIDMED (Tabla 4.2.2.2).

TABLA 4.2.2.2. ESCOLARES CON NORMOPESO, SOBREPESO/OBESIDAD SEGUN ICT <0,48
Y KIDMED

. . Necesita P .
Baja calidad DM mejorar DM DM é6ptima Chiz* |
Normopeso (%) 50 58 55,8
Sobrepeso/Obesidad (%) 50 41,7 44,2 0,382 0,826

*Test de Chi2; nivel de significacién p<0,05

El anélisis de regresion logistica (Tabla 4.2.2.3) se aplicé para estimar la influencia en el
ICT de las siguientes variables independientes: sexo, rango de edad, %G, clasificacion en
Normopeso/Sobrepeso segin el IMC (Cole et al, 2002), adherencia a la Dieta
Mediterranea (puntuacion indice KIDMED), namero de hermanos, practica de actividad
fisica extraescolar y numero de horas de suefio/dia. En relacién con el limite de ICT de
0,48 se obtuvieron valores significativos de OR para el sexo femenino (OR = 1,492), sueno
de <8 h diarias (OR = 2,209), %G por debajo de la mediana (OR = 19,46), IMC clasificado
como Normopeso (OR = 20,26) y la puntuaciéon del indice KIDMED por debajo de la
mediana (OR = 1,604). Las variables restantes no fueron estadisticamente significativas,

pero contribuyeron a una clasificacion correcta en el 89,5% de los casos.
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TABLA 4.2.2.3. ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA PARA DETERMINAR LOS FACTORES
ASOCIADOS A UN ICT 0,48

FACTORES B p* OR 95 % IC para OR
Inferior Superior

SEXO: femenino 0,400 0,135 1,492 0,883 2,521
EDAD: 6-7 0,007 0,965 1,007 0,742 1,366
IMC: Normopeso 3,009 0,001%* 20,266 11,770 34,894
%G: < mediana 2,068  0,001* 19,459 12,616 30,012
KIDMED: < 8,0 (< mediana) 0,473 0,015% 1,604 1,097 2,345
HERMANOS: no 0,023 0,951 1,023 0,494 2,121
DEPORTES EXTRAESCOLARES: no 0,352 0,098 1,422 0,936 2,160
HORAS DURMIENDO: < 8,0 0,792 0,014* 2,209 1,173 4,160

*Nivel de significacion p<o,05

4.2.3. Practica de actividad fisica y relacion con el peso corporal

La obesidad y el sobrepeso son consecuencia de numerosos factores. Nuestro estudio se
centra en los relacionados con la actividad/sedentarismo y la ingesta diaria de energia. El
peso de los individuos se ha asociado con su actividad fisica, por lo que se investigo la
relacion entre su gasto total de energia/dia y su ingesta total de energia, que se calculo6
mediante el cuestionario semicuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ).
Dado que el sobrepeso y la obesidad se ven afectados por el grado de actividad de las
personas, nuestro objetivo fue estimar el gasto de energia durante un dia estandar (24 h),
incluidos los periodos de actividad mas intensa (por ejemplo, juegos o deportes) y los

periodos sedentarios (p. €j., estudiar, usar el ordenador/teléfono movil o ver la television).

Se dedujo que las actividades extraescolares que mas practican los escolares (Tabla 4.2.3.1)
son jugar e ir al parque (59%). Entre los tres grupos en los que se dividieron las actividades

extraescolares existen diferencias significativas.

TABLA 4.2.3.1. PORCENTAJE DE ESCOLARES QUE PRACTICAN ACTIVIDADES
EXTRAESCOLARES SEGUN EL TIPO DE ACTIVIDAD

Actividades Extraescolares % Chiz* P
Miusica/Idiomas 13,7
Jugar/Parque 59,0 52,26 <0,001
Deporte/Musica/Idiomas 27,3

*Test de Chi2; nivel de significacién p<0,05

La Tabla 4.2.3.2 recoge el tipo de actividad extraescolar realizada por los participantes.
Comparamos la participacion en cada tipo de deporte (individual/de equipo/actividad no
deportiva) entre nifios y nifias. Como se observa, los deportes de equipo son los elegidos
por ambos sexos, aunque el nimero de participantes de sexo femenino es practicamente
el mismo en cualquiera de los tres grupos (en torno al 32%).
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TABLA 4.2.3.2. ACTIVIDAD EXTRAESCOLAR REALIZADA, FRECUENCIA Y COMPARACION

DE MEDIAS POR SEXO
(V)
Actividad Extraescolar Sexo N (%) Chiz p* OR 95 /° IC para OB
Inferior  Superior
o s s Masculino 27 (9,0%)
*%
Deporte individual Femenino 112 (32,4%) 52,251 <0,001 4,857 3,082 7,656
. Masculino 200 (66,4%)
***
Deporte de equipo Femenino 114 (32,9%) 72,309 <0,001 0,248 0,179 0,344
.. . Masculino 71 (26,6% )
Actividad no deportiva Femenino 106 (30,6%) 4,023 0,045 0,699 0,492 0,993

*Test de Chi2; nivel de significaciéon p<0,05
**Deporte individual: Bailar, Ciclismo, Gimnasia ritmica, Montar a caballo, Correr, Nadar, Judo.
***Deporte de equipo: Fatbol, Baloncesto, Jugar, Balonmano, Tenis.

Segun el cuestionario de actividad diaria, el gasto de energia medio (MET) fue 1973,8

Kcal/dia para el sexo masculino y 1983,19 Kcal/dia para el sexo femenino, segtin la féormula

para nifios propuesta por Harrell et al. (2005) y Ridley et al. (2008) También se calcul6 el

gasto de energia estimado para diferentes actividades durante un periodo de 24 horas y el

gasto energético total correspondiente a actividades moderadas, como se recoge en el

Método de Torun (2005). El tiempo dedicado a cada actividad extraescolar oscil6 entre 2

y 6 h/semana, con un valor medio de 0,29 h/dia y un maximo de 2,14 h/dia (Tabla 4.2.3.3).

TABIA 4.2.3.3. GASTO MEDIO DE ElVERszﬁ POR ACTIVIDAD (MET*) Y TIEMPO EN HORAS
DEDICADO A CADA ACTIVIDAD EN UN DIA

Sexo Media(DE) Mediana Minimo Maximo p**
. Masc. 8,49(0,97) 8,00 8,00 12,00
Horas durmiendo Fem. 8.45(0.98) 8,00 730 14,00 0,535
MET durmiendo Masc. 353,53(88,69) 341,28 200,64 806,87 6
(Kcal/peso/noche) Fem. 357,01(97,49) 338,40 199,68 815,76 0,039
Horas andando al Masc. 0,26(0,25) 0,50 0,00 0,50 8
colegio Fem. 0,23(0,25) 0,00 0,00 0,50 0,063
MET kcal andando al Masc. 26,64(27,21) 34,43 0,00 96,28
. 0,174
colegio/peso Fem. 23,69(27,69) 0,00 0,00 94,54
Horas de Educacién Masc. 1,88(0,54) 2,00 0,00 5,00
Fisica Fem. 1,91(0,52) 2,00 0,00 ,00 0,266
91(0,5 7
MET Educacién Fisica Masc. 130,90(50,30) 127,5 0,00 289,2 0.266
(kcal/peso) Fem. 135,60(56,05) 133,4 0,00 681,8 ’
Horas actividad fisica Masc. 0,33(0,30) 0,29 0,00 2,14
0,013
extraescolar Fem. 0,26(0,32) 0,29 0,00 2,14
MET actividad fisica Masc. 90,54(105,99) 71,14 0,00 578,40 6
extraescolar/dia/peso Fem. 73,34(89,29) 64,23 0,00 656,57 0,02
Actividad Masc. 13,04(1,36) 13,50 7,86 16,00
sedentaria/24h Fem. 13,15(1,32) 13,50 6,21 16,00 0,230
MET actividad Masce.  1372,05(394,45)  1310,53 562,28 2654,57 8
sedentaria/dia/peso Fem. 1393,35(377,28) 1340,55 595,22 2764,50 0,485
Total MET en 24h Masc. 1973,8(500,60) 1891,5 966,58 4212,2
(kcal/dia) Fem. 1983,19(490,30) 1883,2 1099,25 3329,1 0,743

*Valores MET para diferentes grados de actividad basados en los propuestos por Harrell et al (2005), Torun et al (2005) y
Ridley et al (2008). 1 MET= 0,0175 kcal x kg x min-t y Kcal/min = MET x 0,0175 x peso (kg).
**Test-T, nivel de significaciéon p<0,05
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La Tabla 4.2.3.4 muestra el gasto energético diario de los escolares clasificado por el IMC
como Normopeso, Sobrepeso u Obesidad. Se observan diferencias estadisticamente

significativas en todos los casos.

TABLA 4.2.3.4. GASTO ENERGETICO/DIA SEGUN IMC. ANALISIS DE MEDIAS (ANOVA)
IMC Media (DE) Minimo Maximo F* (p)
Normopeso 308,16(52,18) 199,68 524,40

&EZ]?%}%‘E@ Sobrepeso 401,05(69,47) 240,00 652,32 361,5(<0,001)
Obesidad 511,96(102,41) 334,08 815,76
MET desp]azamient() Normopeso 19,76(22,40) 0,00 68,59
andando al colegio Sobrepeso 29,82(29,49) 0,00 84,83 25,4(<0,001)
(kcal/peso) Obesidad 42,11(37,88) 0,00 06,28
e . Normopeso 232,18(68,94) 0,00 518,00
}\;I(E’;‘ilﬁ:scoa)cmn Fisica Sobrepeso 295,54(132,96) 0,00 1363,60 98,5(<0,001)
Obesidad 391,46(95,28) 0,00 578,40
MET actividad fisica Normopeso 72,52(88,42) 0,00 577,60
extraescolar Sobrepeso 90,36(111,67) 0,00 656,57 8,8(<0,001)
(Kcal/dia/peso) Obesidad 123,76(115,86) 0,00 578,40
.. . Normopeso  1197,93(253,84) 562,28 1982,40
&E};‘gﬁ;‘ﬁ:jgedemr‘a Sobrepeso  1573,41(327,50) 748,30  2654,57  248,2(<0,001)

Obesidad  1940,90(378,66) 777,96  2764,50
Normopeso  1830,73(321,77) 966,58 2816,72
Total MET en 24h
(Kcal/peso/dia) Sobrepeso  2390,17(418,95) 152571  4025,63  356,3(<0,001)

Obesidad  3010,20(539,14)  1744,79  4501,40
N(%): Normopeso= 399(62,3%); Sobrepeso=174(26,8%); Obesidad=69(10,9%).
*ANOVA; nivel de significacion p<o,05

El uso de la regresion logistica para analizar la influencia de todos los factores presentados
hasta ahora sugiere que los unicos predictores estadisticamente significativos de
Normopeso versus Sobrepeso son el gasto energético MET (Kcal/dia) de los escolares que
practican actividad fisica extraescolar, el gasto energético de las actividades sedentarias y

el gasto energético total/dia expresado como MET (Tabla 4.2.3.5).

TABLA 4.2.3.5. FACTORES DE ACTIVIDAD FISICA QUE AFECTAN AL NORMOPESO

% 95 % IC para OR
Factores B p OR Inferior Superior
Deporte/dia (MET)* 0,118 0,071 1,686 0,957 2,971
Actividad sedentaria/dia
(MET)* 1,631 0,001 5,108 2,251 11,591
Actividad total 24h (MET)* 1,305 0,002 3,686 1,638 8,297

*Ref > mediana
**Nivel de significacion p<0,05
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4.2.4. Estimacion de la calidad de la ingesta proteica de la dieta

Se propone un indice para estimar la calidad de la ingesta de proteinas en la dieta,
considerando la ingesta diaria de aminoacidos esenciales y la energia producida por esta

ingesta de proteinas.

El indice de calidad de la ingesta de proteinas (QIDP por sus siglas en inglés — Quality
Index Diet’s Protein) estima la calidad de la ingesta de proteinas en la dieta, considerando

la ingesta total y la energia de las proteinas y los aminoacidos esenciales.

El QIDP se desarroll6 basdndose en las recomendaciones de ingesta de proteinas y
aminoéacidos, considerando los requisitos de aminoacidos esenciales para cada grupo de
edad. Este indice, basado en una revisiéon exhaustiva de las recomendaciones para la
ingesta de proteinas y aminoacidos, se puede adaptar a cualquier grupo de edad o

poblacién considerando las pautas correspondientes.

La estimacion de la calidad de la proteina dietética se calcula a partir de la ingesta de 12
componentes: g/dia de proteinas totales; mg/dia de histidina, isoleucina, leucina, valina,
lisina, triptéfano, treonina, aminoacidos de azufre (metionina + cisteina) y aminoacidos
aromaticos (fenilalanina + tirosina); el consumo total de proteinas como porcentaje de la
ingesta diaria total de energia; la calidad del consumo de proteinas, estimada en funcién
del aminoacido limitante de la ingesta total de proteinas en la dieta (se considera el

aminoacido que menos frecuentemente lleg6 a las recomendaciones).

Los valores del indice oscilan entre o0 (baja calidad de proteina) y 12 (alta calidad de
proteina). Para todos los componentes de QIDP el valor de la mediana se consider6 como
el punto de corte. Las recomendaciones de proteinas y aminoacidos se tomaron de las
conclusiones publicadas por el grupo internacional de expertos de OMS/FAO/ONU (OMS
2007).

La Tabla 4.2.4.1 muestra la ingesta recomendada de aminoacidos esenciales para las
edades escolares y la ingesta estimada de los escolares del estudio. En la poblacion
estudiada, la ingesta de todos los aminoacidos fue significativamente mayor que las
recomendaciones (p<0,001, Test-T). El analisis de la calidad de la proteina en la dieta en
funcion de la ingesta de aminoacidos mostré un contenido significativamente mayor
(p<0,001) en comparacion con las recomendaciones de todos los aminoacidos esenciales,
excepto la leucina (p = 0,994), que mostr6 una ingesta de 61,01 mg/g de proteina/dia (DE
= 13,84). La frecuencia de cada aminoacido estaba por encima del valor medio, excepto
para la leucina. Por lo tanto, se seleccion6 Leucina como el aminoécido limitante para el
calculo del indice QIDP.
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TABLA 4.2.4.1. COMPARACION DE LA INGESTA DE AMINOACIDOS ESENCIALES CON LAS
RECOMENDACIONES PARA NINOS DE 3-10 ANOS

Recomend.* Recomend.* Media % Debaio
Aminoacidos mg aa/kg Media (DE) p” mg aa/g ** ° J
. A . (DE) recomend.
peso/dia proteina/dia
Histidina 12 34,76(17,16) 0,001 16 21,59(5,56) 0,001 13,0
Isoleucina 23 62,93(31,10) 0,001 31 39,19(9,38) 0,001 17,4
Leucina 44 97,68(47,57) 0,001 61 61,01(13,84) 0,994 37,9
Lisina 35 85,21(44,71) 0,001 48 52,23(13,54) 0,001 29,2
Metionina- 18 45,44(22,52) 0,001 24 28,29(6,37) 0,001 19,9
Cisteina i ? ’ 4 > ’ ’
Fenilalanina-
Tirosina 30 101,80(48,13) 0,001 41 63,75(13,60) 0,001 6,2
Treonina 18 51,80(25,56) 0,001 25 32,08(7,30) 0,001 15,5
Triptéfano 4,8 16,35(8,02) 0,001 6,6 10,24(2,08) 0,001 5,0
Valina 29 69,14(32,93) 0,001 40 43,21(9,45) 0,001 29,2

*WHO/FAO/UNU, 2007
**Test-T, nivel de significacion p<o,05

La puntuacién media estimada del indice QIPD de los participantes del estudio fue de
10,48 (2,20) y la mediana fue de 11 puntos. La puntuacién fue alta por su relacion con su

dieta rica en proteinas.

Como se observa en la Tabla 4.2.4.2, la puntuacion QIDP difiri6 entre los grupos de
Normopeso, Sobrepeso y Obesidad con una diferencia significativa (p <0,001 - ANOVA)
entre Normopeso y Sobrepeso u Obesidad, pero no entre Sobrepeso y Obesidad (Test de

Bonferroni).

TABIA 4.2.4.2. ANOVA CON QIDP COMO VARIABLE DEPENDIENTE

Media (DE) F* (p)
Normopeso 11,33 (1,05)
Sobrepeso 10,17 (2,98) 11,975 (<0,001)
Obesidad 9,05 (3,24)
Test de Bonferroni Diferencia significativa (p)
Sobrepeso 1,159 (0,009)
Normopeso Obesidad 2,277 (<0,001)

*ANOVA; nivel de significacién p<0,05

La Tabla 4.2.4.3 muestra los OR obtenidos por analisis de regresion logistica. Se encontro
una puntuaciéon QIDP significativamente més alta para el sexo femenino y para los sujetos
que tenian hermanos, realizaban actividad fisica extracurricular, vivian con sus padres u
otros miembros de la familia y tenian padres con un nivel de ocupaciéon més alto. Hubo

también tendencia a una puntuacién del indice mas alta en ninos con sobrepeso/obesidad.
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TABLA 4.2.4.3. ANALISIS DE LA REGRESION LOGISTICA DE LOS FACTORES ASOCIADOS
CON UNA PUNTUACION DEL QIDP POR ENCIMA DE LA MEDIA

% % 95% IC para OR
Factores individuos B P OR Inferior  Superior

Sexo femenino 50,3 0,377 0,276 1,458 0,740 2,875

Tiene hermanos (si) 87,6 0,937 0,046 2,551 1,005 7,685

IMC (sobrepeso/obesidad) 37,3 -0,278 0,436 0,757 0,377 1,523
Vive con sus padres u otro

familiar (sf) 99 1,040 0,065 2,830 0,965 9,257
Practica actividad fisica

extraescolar (no) 13,7 -1,019 0,049 0,361 0,131 0,996
Nivel alto de ocupacion de

26,1 0,735 0,064 2,086 0,927 4,545

los padres (vs. bajo/medio)
*Nivel de significacion p<o,05

4.2.5. Consumo de azicares en la dieta escolar e influencia en la

prevalencia de obesidad

La principal causa del sobrepeso y la obesidad infantil es un desequilibrio entre la ingesta
y el gasto de energia. Existe un consumo cada vez mas elevado de azicares, especialmente
de bebidas azucaradas (refrescos y zumos) (OMS, 2015). Se ha informado de que los nifios
que consumen mas bebidas de este tipo tienen mas probabilidades de tener sobrepeso u
obesidad, aunque esto podria atribuirse no s6lo a los carbohidratos de estas bebidas, sino

también a los lipidos y proteinas que contienen.

El objetivo de este estudio fue determinar si la ingesta de azticares a través de alimentos y
bebidas habitualmente consumidos por los escolares espafioles puede estar relacionada

con el sobrepeso y la obesidad en esta poblacion.

El anélisis de regresion por pasos de la contribucion de cada alimento a la ingesta total de
nutrientes de los nifios mostro6 que los batidos industriales eran la fuente predominante de
carbohidratos totales suponiendo un 60,9% de los azdcares totales, aztcares libres y
azucares anadidos, lo que representa del 74,7% al 82,1% de los azicares consumidos por

los participantes (Tabla 4.2.5.1).
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TABLA 4.2.5.1. ANALISIS DE REGRESION POR PASOS DE LA CONTRIBUCION DE CADA
ALIMENTO A LA INGESTA TOTAL DE NUTRIENTES DE LOS ESCOLARES

R2 R2 R2 R2
Energia (kcal) Proteinas Lipidos Carbohidratos
Batido 0,501 Leche 0,353 Leche 0,336 Batido 0,609
Flan 0,612 Pan 0,523 Flan 0,646 Flan 0,725
Cacao 0,682 Batido 0,676 Batido 0,744 Zumo 0,787
Galletas 0,745 Yogurt 0,787 Queso 0,821 Cereales 0,830
Pan 0,805 Bolleria 0,851 Bolleria 0,879 Bolleria 0,865
Leche 0,845 Galletas 0,885 Yogurt 0,928 Pan 0,901
Bolleria 0,885 Ensalada 0,909 Cacao 0,979 Galletas 0,921
Zumo 0,919 Pasta 0,932 Leche 0,948
Yogurt 0,933 (fe(;gi/ﬂiso 0,953 Manzana 0,958
Cereales
desayuno 0,950
Azncares totales Almidon Azucares anadidos Azucares libres
Batido 0,747 (g;gﬂiso 0,336 Batido 0,821 Batido 0,801
Flan 0,843 Pan 0,550 Flan 0,921 Flan 0,902
Zumo 0,911 Galletas 0,748 Zumo 0,979 Zumo 0,979
Manzana 0,932 Bolleria 0,845 Refrescos 0,993
Leche 0,945 Arroz 0,908
Refrescos 0,954 Flan 0,941

Batido 0,960

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las categorias de IMC
(Tabla 4.2.5.2) y entre los sexos (Tabla 4.2.5.3) en la ingesta de energia, aztcares totales,

azdcares afiadidos y azdcares libres.

TABLA 4.2.5.2. ANOVA DE LA INGESTA DE ENERGIA Y CARBOHIDRATOS Y EL KIDMED EN
FUNCION DEL IMC

IMC Media + DE p*
Normopeso 2433,94+701,33
Ingesta total de Energia (kcal) Sobrepeso 2429,20+682,22 0,020
Obesidad 2183,81+677,22
Normopeso 311,16+135,94
Carbohidratos (g) Sobrepeso 310,08+133,01 0,028
Obesidad 301,02+125,09
Normopeso 101,70+47,49
Almidoén (g) Sobrepeso 97,47+44,96 0,112
Obesidad 89,25+50,37
Normopeso 175,92+107,78
Azucares totales (g) Sobrepeso 182,32+107,13 0,033
Obesidad 158,45+96,78
Normopeso 109,85+100,29
Azucares afiadidos (g) Sobrepeso 119,21+100,21 0,046
Obesidad 83,90+94,10
Normopeso 114,64+101,39
Azucares libres (g) Sobrepeso 122,60+100,29 0,061
Obesidad 88,70+95,02
Normopeso 9,00 +2,07
KIDMED Sobrepeso 8,01 £2,18 0,835
Obesidad 8,85 +2,08

N normopeso= 392; sobrepeso=170; obesidad= 69
*ANOVA; nivel de significacién p<0,05

135



TABLA 4.2.5.3. COMPARACION DE MEDIAS DE LA INGESTA DE ENERGIA Y
CARBOHIDRATOS Y EL KIDMED ENTRE LOS SEXOS

Sexo Media + DE p*
, Masculino 2501,05+698,99
Energia (Kcal) Femenino 2321,25+685,12 0,001
Carbohidratos (g) Masculino 309,36+135,89 0,002
8 Femenino 276,27+131,67 ’
e Masculino 104,91+47,99
Almidén (g) Femenino 94,18+46,07 0,004
Aziicares (g) Masculino 201,024106,16 .00
8 Femenino 178,63+106,57 009
, ~  3s Masculino 121,11+98,76
Azuacares ainadidos (g) Femenino 99 37:!:1?)OZ)2 0,006
, . Masculino 125,87+99,84
Azucares libres (g) Femenino 103.43£100,45 0,005
KIDMED Masculino 8,58+1,85 0.001
Femenino 9,37+2,21 ’

N sexo masculino= 295; sexo femenino=335
*Test-T; nivel de significaciéon p<0,05

El analisis de regresion logistica demostré una asociacidon significativa entre el
mantenimiento del Normopeso y la actividad diaria, medida como actividad en 24 horas o
actividad deportiva extraescolar, horas caminando a la escuela y entre el
Sobrepeso/Obesidad y la ingesta elevada de almidones, azticares totales, azicares libres y

azucares anadidos (Tabla 4.2.5.4).

TABLA 4.2.5.4. ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA PARA DETERMINAR LOS FACTORES
ASOCIADOS A NORMOPESO/SOBREPESO+OBESIDAD

Factores OR 95%. ICpara OR. **
Inferior Superior
KIDMED* 1,44 0,73 0,270 2,16
Sexo (Ref. femenino) 1,33 0,74 0,160 1,91
Energia (Kcal)* 1,64 0,97 0,147 3,21
Carbohidratos* 2,61 1,15 0,250 4,06
Almidon* 0,45 0,27 0,002 0,75
Azucares totales* 0,58 0,8 0,050 1,97
Azucares anadidos* 1,11 0,88 0,040 2,78
Azucares libres* 1,10 0,88 0,040 1,37
Horas desplazamiento andando al colegio* 1,63 1,04 0,032 2,49
Deportes/dia (METs)* 1,72 1,12 0,010 2,32
Actividades sedentarias/dia (METs)* 3,03 1,59 0,001 5,77
Total actividades/dia (METs)* 8,31 4,28 0,001 16,10

Categoria de referencia: sobrepeso + obesidad
*Referencia > mediana
**Nivel de significacién p<0,05
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Ademas de la composicion corporal e ingesta energética de la poblacion consideramos
importante la evaluacion de la composicion de la dieta. En este trabajo se ha valorado la
presencia de alimentos energéticos como azlcares y proteinas y de otros componentes: 1)
de origen natural en los alimentos como los fitoestrogenos (de los que sabemos que se
traducen en mensajes hormonales segin la edad de los sujetos) y 2) contaminantes no
deseados y de comportamiento biologico proximo a los fitoestrogenos. Es el caso del
Bisfenol A, clasificado internacionalmente como disruptor endocrino, que proviene
potencialmente de los envases que se encuentran en contacto con alimentos o formando
parte de los composites dentales y los selladores a los que en ocasiones se somete a la

poblacion escolar.

Por todo ello, se han desarrollado los siguientes capitulos de la tesis.

4.3. Valoracion del efecto estrogénico de los fitoestrogenos en la

dieta escolar

Como ya se explico en el Apartado 4.1.9. Estimacioén de fitoestrogenos en la dieta escolar,
el presente estudio describe la técnica para valorar el efecto estrogénico de la dieta en
funcion de su contenido en isoflavonas y BPA, estimando la exposicion alimentaria de
nifos espafioles de 7 a 10 anos a fitoestrogenos y BPA y evaluar sus posibles efectos

obesogénicos.

Se aplico la prueba E-Screen para establecer la estrogenicidad de los disruptores
endocrinos. Los objetivos del estudio fueron estimar la exposicion alimentaria de nifios

espanoles de 7 a 10 afios a fitoestrogenos y BPA y evaluar sus posibles efectos obesogénicos.

La clasificacion de la poblacion segiin su IMC como Normopeso, Sobrepeso u Obesidad
permite analizar esa la influencia en el estatus ponderal de la exposicion dietética a

fitoestrogenos y BPA.

Con base en los valores mostrados en Material y Métodos en la Tabla 4.1.9.2, se estim6 el

efecto proliferativo (PE) de cada disruptor endocrino en funcién de su ingesta.

La Tabla 4.3.1 muestra los datos sobre el calculo posterior del efecto proliferativo (EP) y,
por tanto, el efecto estrogénico de los productos estudiados, y expresa en uM la cantidad
de fitoestrogenos y BPA que generan esta respuesta estrogénica. La tabla también resume
el EP total correspondiente a la exposicién en la dieta a fitoestrogenos y BPA. Se expresa

como equivalentes de estradiol (Eq E2), con una media de 5,102 M, que representa el valor
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estimado de la estrogenicidad a la que esta poblacion esta expuesta diariamente a partir
de su dieta habitual. Cuando el EP total estimado se consider6 como una variable continua,
difiri6 significativamente entre ninos con peso normal y ninos obesos (p = 0,05, prueba U

de Mann-Whitney no paramétrica).

TABLA 4.3.1. EFECTO PROLIFERATIVO (EP) DE CADA FITOESTROGENO Y DEL BPA
ESTIMADO A PARTIR DE LA INGESTA DE CADA COMPUESTO

Fitoestrogeno Minimo Mediana Maximo Media DE
. . pM 0,000 0,012 0,052 0,017 0,012
Daidzeina EP 0,000 0,007 0,032 0,010 0,007
Genisteina pM 0,000 0,041 0,128 0,040 0,021
EP 0,000 0,027 0,083 0,026 0,014
. pM 0,000 0,098 0,233 0,010 0,065
Formononetina EP 0,000 0,053 0,126 0,059 0,035
Biocanina A uM 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000
EP 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
uM 0,000 0,002 0,004 0,002 0,001
Cumestrol EP 0,000 0,001 0,001 0,001 0,000
Matairesinol pM 0,002 0,025 0,047 0,025 0,008
EP 0,000 0,004 0,008 0,004 0,001
Enterolactona uM 0,014 1,030 2,547 1,056 0,445
EP 0,002 0,124 0,306 0,127 0,053
Enterodiol pM 0,002 0,558 1,458 0,561 0,270
EP 0,000 0,067 0,175 0,067 0,032
BPA de envases pM 0,000 0,006 0,012 0,007 0,003
EP 0,000 0,004 0,008 0,005 0,002

Total EP 0,008 0,298 0,660 0,299 0,119

Total Eq E2 5,102 M

La clasificacion de la poblacién segiin su IMC como Normopeso, Sobrepeso u Obesidad
permite analizar la influencia en el estado ponderal de su exposiciéon alimentaria a
fitoestrogenos y BPA. Se examind el gasto energético derivado de su actividad diaria, a
partir de los resultados de un cuestionario sobre actividad fisica durante un periodo de 24
h. La Tabla 4.3.2 analiza los valores MET para horas de Educacion Fisica y de deportes y
horas sedentarias al dia junto con el efecto proliferativo (PE) total. Muestra que el PE
influy6 en la obesidad de la poblacién, mientras que las otras variables ejercieron un efecto
protector frente a esta condicion. En esta muestra de nifios, la probabilidad de normopeso
versus obesidad se relacion¢ significativamente con el EP total observado (OR = 0,51, p =
0,026) y con el gasto energético de la actividad fisica, ya que con una actividad menor se

aumenta el riesgo de obesidad (OR = 13,54, p = 0,001).

138



TABLA 4.3.2. FACTORES QUE PERMITEN PREDECIR EL NORMOPESO O LA OBESIDAD EN
LOS ESCOLARES EN FUNCION DE LA EXPOSICION A FITOESTROGENOS

Factores B p*** OR 95 % IC para OI.{
Inferior Superior
Efecto proliferativo total* -0,683 0,026 0,505 0,277 0,921
Horas de Educacion fisica** 0,331 0,122 1,393 0,818 2,371
Deportes/dia MET** 0,712 0,050 2,038 0,827 5,027
MET actividad sedentaria/dia** 2,606 0,001 13,538 6,389 28,688

*Ref > mediana
**Ref < mediana
***Nivel de significaciéon p<0,05

Estos resultados han permitido la redaccion del articulo recogido en el apartado

Anexo.

4.4. Analisis de la exposicion a BPA y relacion con sobrepeso y

obesidad en escolares

El objetivo de este estudio fue examinar la influencia de la exposicion al BPA y la actividad

fisica diaria sobre el riesgo de obesidad en escolares del sur de Espaiia.

En la poblacién de estudio se ha analizado la exposicién de los sujetos a BPA analizando la
saliva (Apartado 4.1.10.1) y se han estudiado, ademaés, caracteristicas antropométricas,

hébitos de consumo de alimentos y alimentos envasados en material polimérico.

De acuerdo con estos factores ya descritos en resultados, se resumen las variables en la

tabla siguiente (Tabla 4.4.1):
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TABLA 4.4.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

Minimo Maximo Media + DE
Edad (anos) 7,00 10,00 9,02 +0,97
Peso (Kg) 17,85 72,30 35,06+8,90
Altura (m) 1,12 1,69 1,36+0,08
IMC (m/Kg?) 14,24 31,88 18,74+3,17
Circunferencia cintura (cm) 43,5 104,00 63,56+8,50
ICT 0,36 0,73 0,47+0,05
Composicion grasa* (% Grasa) 11,11 49,86 24,21+5,53
Horas durmiendo 7.5 14,00 8,46+1,08
MET durmiendo (Kcal/peso/noche) 166,4 815,76 354,16+25,26
Horas desplazamiento andando al colegio 0,00 0,50 (307) 0,24 (157)+0,25
lcv(l)fg‘gio/ll()(:;lo desplazamiento andando al 0,00 96,28 24,73+27,43
Horas de Educacion Fisica 0,00 7,00 1,88+0,55
MET Educacion Fisica (Kcal/peso) 0,00 988,61 192,03+78,39
Horas de actividad fisica 0,00 17,79 10,89+1,47
Actividad moderada hasta 24 h 6,21 16,00 13,10+1,35
MET actividad sedentaria/dia/peso 262,40 1290,10 643,81+£180,13
MET total 24h (Kcal/dia) 588,16 2673,65 1215,01+316,75
Ingesta (Kcal/dia) 602,5 3016,40 1282,73+392,95
N° tratamientos composites/selladores 0,00 8,00 1,68+2,12

Porcentaje p***
Sujetos con composites/selladores 54,7 0,045
Sujetos expuestos a diferentes fuentes de BPA 68,5 < 0,001
. , Normopeso 62,3
gu_]etos en cada categoria Sobrepeso 26,8 <0,001
el IMC .
Obesidad 10,9

*%G calculado como 106,50 x WHI - 28,36 para los nifios y 89,73 x WHI - 15,40 para las nifias (Marrodén et al, 2013).
**Valores MET para diferentes grados de actividad basados en los valores propuestos por Harrell et al. (2005), Torun (2005)
y Ridley et al. (2008).

***nivel de significacién p<0,05

Tras analizar las caracteristicas de la poblacién del estudio que pueden estar relacionadas
con el estado ponderal, se obtuvo una OR estadisticamente significativa para el
normopeso, el gasto energético en diversas actividades, como desplazamiento andando a
la escuela, actividad fisica extracurricular e ingesta de energia en la dieta diaria, mientras
que se observo una tendencia hacia una mayor probabilidad de desarrollar obesidad para
la exposicion al BPA en general y para la exposicion oral al BPA de composites y selladores

(exposicion frente a no exposicidon) en particular, como se muestra en la Tabla 4.4.2.
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TABLA 4.4.2. ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA PARA DETERMINAR FACTORES
ASOCIADOS CON NORMOPESO/SOBREPESO
Normopeso/Sobrepeso
Categoria de Eefer{encia: IS)obrepeso B OR (95 % 1C) p*
Sexo masculino -0,229 1,008 (0,733, 1,387) 0,431
Ref. sexo femenino
% Grasa (23,99) 2,033 10,770 (5,89, 19,70) 0,001
Ref > mediana
Andando al colegio < 30 min/dia 0,324 1,382 (1,005, 1,002) 0,047
Ref > 30 min/dia
Actividad deportiva diaria < MET (46,2 MET) -0,218 1,614 (1,171, 2,223) 0,003
Ref. > MET
< MET actividad sedentaria/dia 0,619 12,713 (8,487, 19,041) <0,001
Ref > actividad sedentaria/dia
MET 24h < mediana 2,289 8,911 (4,738, 16,758) 0,001
Ref. MET 24h > mediana
Ingesta estimada de Kcal/dia < mediana (1887,35) 0,529 1,696 (0,948, 3,035) 0,075
Ref > mediana
No exposiciéon a BPA -0,393 1,381 (0,938, 1,763) 0,058
Ref. exposicion
BPA en saliva < mediana (21,52 ng/mL BPA) -0,596 0,873 (0,632, 1,207) 0,081

Ref. > mediana

*Prueba de Chiz, Nivel de significaciéon p<0,05
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5. DISCUSION

La hipoétesis planteada al inicio de este trabajo trata de establecer la posible relaciéon entre
estilo de vida, alimentacion y exposicién a disruptores hormonales y obesidad infantil. Por
ello se eligi6 a poblacién escolar de 15 centros educativos del sur de Espafia (Granada y
Malaga).

El niimero de participantes incluidos en este estudio ha sido de 657 de una muestra inicial
de 700 sujetos los cuales formaron parte de otros proyectos de investigacion en los que ha

participado el grupo de investigacion Evaluacién de Nutricion, Dieta y Riesgos: AGR-255.

El rango de edad elegido fue de 7 a 10 afios (incluidos) siguiendo las recomendaciones
nacionales e internacionales consideradas en funciéon del desarrollo fisiologico de las
distintas etapas de la vida y de los requerimientos nutricionales (Cuervo et al, 2009; DRIs,
2005). Ambos sexos contribuyeron de manera similar al estudio (53,5% mujeres y 46,5%

hombres).

La mayoria de estos nifos conviven con sus padres (91,9%), tienen un tnico hermano
(54,9%) y el nivel ocupacional de los padres es alto (55,61%). Por lo tanto, se puede afirmar
teniendo en cuenta los resultados de esta Tesis que, a méas nivel cultural de los padres,

mejor estado nutricional.

Se valoraron distintas variables antropométricas para determinar su relacion e

influencia en el estado nutricional de los escolares.

El IMC es una razon matematica que asocia el peso y la talla de un individuo. Los rangos
de IMC establecidos estan relacionados con la adiposidad y se basan en el efecto que tiene
el acimulo excesivo de grasa sobre diversas enfermedades (OMS, 2000). Para la
clasificacion de la poblacion escolar segiin el IMC se han tenido en cuenta los puntos de
corte aceptados para esas edades (Cole et al, 2000, 2007 y 2012), establecidos en funcion

de la edad y el sexo de los sujetos hasta los 18 afios.

Los resultados de nuestro estudio muestran que la mediana del IMC (18,22 varonesy 18,36
mujeres) y del ICT (0,47 varones y 0,46 mujeres) se mantiene en normopeso para ambos

sexos. Es el sexo femenino el que muestra valores superiores en la composicion grasa (%G).

La relacion entre el peso y la altura no es constante durante el periodo de crecimiento, por
lo que los rangos de IMC establecidos para adultos no son validos para la poblaci6on
infanto-juvenil. Por esta razon, Marrodan et al. (2011 y 2013) establecieron unos puntos
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de corte distintos a través del indice de cintura/talla (ICT), pudiéndose asi determinar cada
categoria nutricional en la edad pediatrica con mayor precision. De este modo,
establecieron que el corte para el sobrepeso esta en > 0,48 en nifios y > 0,47 en ninas.
Otros autores han propuesto un valor ICT de 0,50 como punto de corte entre adultos
normales y con sobrepeso, lo que indica un mayor riesgo de obesidad y sindrome
metabolico, aunque otros han optado por un valor de 0,55 (Rodriguez-Pérez et al, 2010).
Numerosos autores han utilizado el valor de 0,50 para diferenciar entre la presencia y la
ausencia de obesidad central en poblaciones pediatricas y adolescentes; sin embargo, no
hay consenso sobre su aplicabilidad en estos grupos de edad (Maffeis et al, 2010;
Santomauro et al, 2017). Segin Cole et al. (2000) el IMC es fundamental para la
clasificaciéon por peso, con un tnico punto de corte para los adultos, pero con diferentes
puntos para cada intervalo de seis meses para menores de 18 afnos. En este estudio el 10,9%
de los escolares eran obesos segun la clasificacion basada en el IMC de Cole (Rivas et al,
2016). Segun estimaciones de la OCDE (2017), el 21% de los espaioles sera obeso en 2030,

de los cuales el 16,5% de los nifios espafoles tendra sobrepeso u obesidad.

En comparacién con el limite de 0,50 del ICT utilizado para adultos, el limite de 0,48
result6 tener un mejor ajuste para los ninos de 7 a 10 anos (Ashwell et al, 1996 y 2005). Un
valor de corte del ICT de 0,48 entre el normopeso y el sobrepeso mostrd una mayor
concordancia con la clasificacién del IMC de estas edades, en nuestra muestra de 657
ninos. Utilizando la clasificacion por edad en la poblacion espaiola y europea en general
(Li et al, 2006; Khoury et al, 2013), determinamos el punto de corte del ICT que mejor se

ajustaba a nuestra poblacion de estudio.

El crecimiento de los nifios es continuo y sostenido durante este periodo
(FAO/WHO/UNU, 2001), lo que facilita la investigaciéon de los factores que influyen en el

peso infantil, antes de que surjan diferencias entre los sexos con la pubertad (Wells, 2007).

Hay pocos datos disponibles sobre las mediciones de la circunferencia de la cintura en
poblaciones pediatricas, pero se han correlacionado significativamente con el IMCy el %G
(Santomauro et al, 2017; Hopper et al, 2017). La circunferencia de la cintura varia
naturalmente durante la infancia debido al crecimiento, pero la relacion cintura/estatura
se mantiene estable (Ramirez-Vélez et al, 2017), lo que permite su utilizacion sin necesidad
de aplicar valores de referencia para cada medio afio de vida, como es el caso del IMC (Cole
et al, 2002). En principio, por lo tanto, puede ser posible establecer un valor de corte del
ICT que sirva para todos los grupos de edad. En la poblacién actual de nifios de 7 a 10 afios,
la concordancia mas cercana con la clasificacion del IMC se obtuvo cuando se aplic6 un
valor de corte del ICT de 0,48.
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El punto de corte del ICT de 0,48 fue influenciado significativamente por el IMC, el %Gy
las horas de suefio. Aunque no se alcanz6 significacion para el sexo, el grupo de edad (6-7
anos y 8-9 afos), presencia/ausencia de hermanos, o la practica/no practica de actividad
extraescolar, la combinacién de todas estas variables explico el 89,5% de la seleccion de

corte.

La composiciéon corporal esta relacionada con los hébitos nutricionales y la ingesta de
nutrientes, y la relacion estadisticamente significativa entre el IMC y la dieta estd bien
documentada. Los habitos de alimentacién saludables y de actividad fisica previenen la
apariciéon de muchas de las enfermedades crénicas como la obesidad, hipertension,
enfermedades cardiovasculares y/o determinados tipos de cancer (OMS, 2003). En este
sentido, la epidemiologia nutricional juega un papel fundamental aportando evidencia
cientifica para entender el papel de la nutricién sobre las causas y la prevencion de estas

enfermedades (Serra-Majem et al, 2005).

El estudio de habitos dietéticos en epidemiologia nutricional pasa por el uso de encuestas
alimentarias como el FFQ y el R24h, herramientas ttiles para estimar la ingesta de energia
y nutrientes de la poblacion, previa validacion (Willett, 1990). En esta Tesis Doctoral se ha
validado el cuestionario FFQ y el R24h para el conjunto de la poblacién estudiada (Rivas
et al, 2009; Mariscal-Arcas et al, 2010 y 2011) a través del test Bland-Altman, el test de
Wilcoxon y la correlacion intraclase, mostrando la concordancia de los resultados. Por ello,
los resultados obtenidos en cuanto a la estimacion de la ingesta de energia y nutrientes son
totalmente utiles para orientar la toma de decisiones en cuanto a la prevencion de

enfermedades relacionadas con la nutricion (Serra-Majem et al, 2005).

En numerosos estudios se ha propuesto que la adherencia a la Dieta Mediterranea puede
proteger contra el sobrepeso (Hassapidou et al, 2017; Velazquez-Lopez et al, 2014). En
nuestro estudio exploramos este tema empleando el indice KIDMED basado en los
resultados del cuestionario FFQ relativo al afio anterior. La puntuaciéon media del indice
de la poblacion de estudio fue de 8,96 (DE 2,12) de un maximo de 12 puntos, lo que indica

un alto nivel de cumplimiento de la DM y, por tanto, buena adherencia y calidad de la DM.

En cuanto a los habitos de alimentacion de estos escolares se observaron diferencias
de género en algunos de ellos, como que hubo un consumo mas frecuente de bolleria
industrial y dulces/golosinas por parte de los nifios. Todas las variables estudiadas y
expuestas en la Tabla 4.1.5.1 presentaron diferencias significativas, destacando el consumo
de fruta, leche y cereales/derivados en el desayuno, siendo la media mafiana el momento
elegido para consumir otra pieza de fruta, y la casa familiar, el sitio donde se realiza el

almuerzo, seguido del comedor escolar. En cuanto al consumo de refrescos, un 46,3% lo
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hace de 1 a 3 veces por semana. La fruta mas consumida por los escolares estudiados es la
manzana (78,3%), seguida del platano (71,3%). La mayoria de poblacion estudiada

consume los alimentos no recomendados 1-3 veces/semana.

La adecuacion de la dieta viene determinada por el aporte de nutrientes esenciales para
mantener un grado 6ptimo de salud en los individuos. Para ello disponemos de las ingestas
dietéticas de referencia (DRIs) que cubren la variabilidad en las necesidades de energia y
nutrientes para la mayor parte de la poblaciéon. Estas DRIs aseguran que el 95% de la
poblacién tenga cubiertas sus necesidades, aunque a veces esto implica que las
recomendaciones para algunos sujetos estén por encima de lo que realmente necesitan
(Cuervo et al, 2009; Hernandez-Elizondo et al, 2009). Para determinar estos valores de
referencia se tienen en cuenta factores como el sexo, la edad, el nivel de actividad fisica y

determinadas situaciones fisioldgicas.

Los datos provienen de la informacién recabada en el FFQ y en el R24h, pero sobre todo
del primero, ya que este cuestionario aporta una informacién global de la ingesta en un
periodo amplio de tiempo (dltimo afio) integrando las variaciones intrasemanales y
estacionales (Gorgojo-Jiménez et al, 2005). Los macronutrientes analizados en el R24h
tienen valores muy inferiores a los recomendados y casi todos los micronutrientes no se
ajustan a la recomendacién de las DRIs. Esto es debido a que en el R24h hay una tendencia
a infravalorar lo que se consume en un dia, bien por olvido o bien porque no se ajusta a las

medidas caseras propuestas.

Observamos que los micronutrientes analizados en el FFQ se adaptan a las
recomendaciones de las DRIs, salvo en el caso del Zinc, Niacina, Vit. D y Vit. E, que quedan
por debajo del 100%, y del Sodio, que presenta valores dos veces por encima de la
recomendacion. Es importante destacar el caso de la Vitamina D, cuyo consumo es de
solamente un 22% de la recomendacién de las DRIs. Esto puede deberse, bien a errores en
las tablas de composicion de los alimentos, o bien a que las ingestas recomendadas
alcanzan valores que quiza no pueden ser administrados s6lo con la dieta en algunas etapas
de la vida. Los alimentos que principalmente contribuyen al aporte de esta vitamina a la
dieta son los cereales de desayuno (50,5%), huevos, bolleria industrial y precocinados. El
aporte de Sodio a la dieta de estos escolares es elevado, siendo recomendable moderar su

consumo, sobre todo en su forma “oculta”, en alimentos precocinados y similares.

La ingesta de energia debe ser la adecuada segin la edad, actividad fisica y tasa

metabolica basal, ya que si es menor de las necesidades puede ocasionar un retraso en la
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maduracién y crecimiento en poblacion infantil-juvenil y pérdida de peso en poblacion
adulta, mientras que si es excesiva se acumula en forma de grasa aumentando el riesgo de
obesidad (OMS, 2003). En nuestra poblacion la mediana de la ingesta de energia es de
2216,05 Kcal, cifra que se adapta a las recomendaciones para este grupo de edad dictadas
por la FAO/OMS/UNU (2001).

Los porcentajes de macronutrientes estimados a partir del FFQ se adaptan a las
recomendaciones de consumo (SENC, 2011) de carbohidratos (61,80%), proteinas
(15,07%) y lipidos (27,10%). Segun la regresion por pasos desarrollada en la Tabla 4.1.6.6,
los alimentos que mas contribuyen en la ingesta de los lipidos de la dieta de estos nifios
son el aceite de oliva (34,8%) y la leche (10%), pero el resto son embutidos, hamburguesas,
queso, bolleria industrial, precocinados. Es decir, alimentos muy energéticos, pero con

escasa calidad de nutrientes y gran aporte de grasas saturadas, féculas y azacares y sodio.

En cuanto a la ingesta de proteinas se desarroll6 y probé un indice para medir la calidad
de la proteina dietética (QIDP) en escolares de entre 7 y 10 afos, basado en el
requerimiento promedio de aminoacidos (mg/kg peso corporal/dia) para estas edades
(EFSA, 2012). La puntuacion QIDP media para la poblacion de estudio fue 10,48 (DE 2,20)
de 12 puntos, lo que indica una alta calidad de la ingesta de proteinas. Finalmente, se
observaron asociaciones de interés entre la puntuacién QIDP y las caracteristicas de la
poblacion de estudio, encontrando una puntuacion mas alta en las mujeres. Otros factores
que parecen influir en la puntuacién del QIDP son la presencia de hermanos, la
participacion en actividades fisicas extracurriculares, vivir con los padres/ otro familiar y

tener algn padre con un nivel ocupacional mayor.

La poblacion de estudio tiene las caracteristicas tipicas de los nifios de los paises
desarrollados: con un alto nivel de consumo de proteinas. Asi, se encontr6 que la ingesta
proteica de los nifios espafioles de Navarra (edad media de 10,5 afnos) representaba el
20,3% de su consumo energético (Dura-Travé et al, 2014), mientras que otro estudio que
utiliz6 tres cuestionarios R24h encontré que la ingesta proteica de los nifios pequefios
europeos (de 2 a 9 afios de edad) (Bornhorst et al, 2014) representaron el 15,9% (4,8) de
su ingesta energética. La EFSA calcul6 que la ingesta media en Europa oscil6 entre >3 g/kg
peso corporal/dia en los grupos de edad mas jovenes y alrededor de 1,2-2,0 g/kg peso
corporal/dia en el grupo de 10-18 afios (EFSA, 2012). Un estudio reciente confirmé que la
ingesta de proteinas es generalmente elevada en los nifios en edad preescolar del
Mediterraneo europeo (Pereira da Silva et al, 2016). Por el contrario, se ha informado que
las proteinas y los aminoacidos esenciales son con frecuencia deficientes en los nifos

pequenos en los paises en desarrollo, con un impacto potencialmente adverso en el
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crecimiento infantil (Semba et al, 2016), y un estudio en Africa Occidental confirmé la
prevalencia de la deficiencia de proteinas en los nifios de la escuela primaria (Fiorentino

et al, 2016).

Elango et al. (2011), utilizaron el método de oxidacion del aminoacido limitante y
recomendaron una ingesta diaria de proteinas de 1,33-1,55 g/kg/dia para los nifios en edad
escolar, valor inferior a las directrices de la OMS de 2007. Las recomendaciones
nutricionales nérdicas siguieron el enfoque de Dewey et al. (1996) y recomendaron una
ingesta de 0,9 g/kg peso/dia para el grupo de edad de 2 a 17 afos, de acuerdo con otras
recomendaciones (IoM, 2005; D-A-CH, 2008). El Consejo de Salud de los Paises Bajos
(2001) utilizé un método factorial derivado de experimentos de balance de nitrégeno para
estimar los requerimientos de proteinas para nifios de 1 a 13 afos en 0,9 g/kg de peso

corporal/dia.

La falta de claridad en las recomendaciones impulsé nuestro desarrollo del QIDP, que
considera la ingesta total de proteinas, la energia que se debe suministrar en la dieta a
partir de las proteinas y los aminoacidos esenciales que deben contener. Como ya se sefalo,
la falta de datos sobre la tolerancia de los aminoéacidos de la dieta significa que solo se ha
propuesto un UL para dos aminodacidos: alrededor de 500 mg/kg/dia de leucina para
adultos sanosy 8-10 g/dia de tript6fano, aunque estos limites siguen siendo controvertidos

(Kimura et al, 2012: Ramusen et al, 2016).

También se observo una asociacion limite entre QIDP y sobrepeso/obesidad. Un estudio
inform6 de una relaciéon entre un alto suministro de proteina en la dieta durante los
primeros dos afios de vida y un IMC mas alto y niveles de tejido adiposo a la edad de siete
afios (Gunther et al, 2007), y este hallazgo fue corroborado en un estudio de cohorte

prospectivo de gemelos (Pimpin et al, 2016).

Se estimo la ingesta de carbohidratos, asi como la ingesta de las formas principales en
que se presentan en los alimentos (carbohidratos totales, almidon, aztcares totales,
azucares libres y azticares anadidos) a partir de los resultados de FFQ y se utilizd6 un
anélisis de regresion por pasos para estimar la contribucion de diferentes alimentos a la
ingesta de cada carbohidrato estudiado. La probabilidad de sobrepeso/obesidad se asoci6
con un mayor consumo diario de energia, azicares totales, almidon, azicares afiadidos y
azdcares libres, cuya reduccion es ampliamente recomendada para lograr el control de
peso. La OMS ha senalado que los programas nutricionales tienen una "doble funcion", no
solo para reducir las tasas de obesidad, sino también para abordar los riesgos de
desnutricion planteados por un cambio cada vez mayor de las dietas locales tradicionales

hacia una dieta occidental, generalmente mas alta en grasas, sal y azlicares y menor
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densidad nutricional (Batal et al, 2018). En la poblacién actual de escolares, la
probabilidad de tener normopeso fue significativamente mayor con menor gasto
energético en actividades sedentarias, mayor gasto energético en actividades deportivas y

mayor actividad total/dia medida en MET.

El objetivo de este estudio fue determinar si la ingesta por parte de los escolares espafoles
de los aztcares de los alimentos y bebidas que se consumen habitualmente se puede
relacionar con sobrepeso y obesidad en esta poblacion. Los alimentos azucarados y
procesados mas comunes incluyen productos altamente procesados (por ejemplo, comidas
rapidas y bocadillos), que tienden a ser bajos en nutrientes (vitaminas, minerales y
antioxidantes) y altos en calorias vacias debido al contenido de harinas refinadas, sodio y

azicar.

Se ha informado previamente que el consumo de bebidas azucaradas contribuye al
desarrollo de sobrepeso en los nifios (van de Gaar et al, 2017). La ingesta de batidos de
produccion industrial por la poblacién en estudio, fue la que mas contribuy6 a la ingesta
de azicares en la poblacion actual, representando el 60,9% de los carbohidratos, el 74,7%
de los azucares totales, el 82,1% de los azicares anadidos y el 80,1% de los aztcares libres
en su dieta. Un hallazgo de especial preocupacién es el consumo muy frecuente de estas
bebidas en lugar de frutas o zumos naturales en las colaciones de media mafiana y tarde

(merienda) de los ninos.

En 2015, el Consejo Ejecutivo de la OMS recomend6 educar a nifos, padres y maestros
sobre la importancia de consumir alimentos saludables y reducir la ingesta de azticares y
grasas; también propuso la promocion del ejercicio fisico y la reduccion del sedentarismo
(OMS, 2016). Un amplio estudio de escolares mexicanos mostré que solo una pequena
proporcion de ellos consumia tentempiés saludables en la escuela y pidi6 mayores
esfuerzos por parte de las autoridades educativas para promover conductas nutricionales
saludables y reducir la obesidad infantil (Pérez-Ferrer et al, 2018). Se requieren politicas
para reducir la ingesta innecesaria de aztcar por parte de bebés, nifios y adolescentes,
utilizando medidas fiscales y de otro tipo (Danielzik et al, 2007; Backholer et al, 2016;
Redondo et al, 2018; Hagenaars et al, 2019). Se debe establecer un enfoque saludable para
el consumo de bebidas y alimentos azucarados durante la infancia para prevenir efectos
negativos sobre la salud en etapas posteriores de la vida (Keller et al, 2015). Los productos
se promocionan utilizando una amplia gama de técnicas para llegar a los nifios a través de
la television e Internet, asi como en las escuelas, supermercados y otros entornos, y se sabe
que la publicidad televisiva influye en las preferencias y patrones dietéticos de bebés y
ninos (OMS, 2010).
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Las escuelas pueden desempefiar un papel clave en las campanas para reducir el consumo
excesivo de alimentos azucarados y procesados. El ejemplo esta en un programa en el que
se entregaron a los escolares malteses botellas de agua en lugar de refrescos logrando una
importante reduccion de la ingesta energética media a las 12 semanas (Copperstone et al,
2019) Los alimentos azucarados y procesados mas comunes incluyen articulos altamente
procesados (por ejemplo, comidas rapidas y bocadillos), que tienden a ser bajos en
nutrientes (vitaminas, minerales y antioxidantes) y altos en calorias vacias debido al

contenido de harinas refinadas, sodio y aztcar.

Los investigadores han destacado los efectos negativos para los nifnos y adolescentes de
una dieta mal equilibrada y actividades sedentarias, incluido el tiempo que pasan inactivos
ante una pantalla. Los presentes hallazgos sobre la relacién de la obesidad con la actividad
del gasto energético son consistentes con una fuerte evidencia de una asociacion entre el
tiempo frente a la pantalla y la obesidad/adiposidad y evidencia moderada de una
asociacion entre el tiempo frente a la pantalla y una mayor ingesta de energia (Stiglic et al,
2019). De hecho, conviene prestar especial atencion al aumento de la actividad fisica en la
poblacion del presente estudio, cuya ingesta de azicar parece tener un impacto menor,
probablemente atribuible a la influencia de la dieta mediterranea tradicional en nuestro
medio. Estudios de adolescentes han sugerido que desplazarse a la escuela a pie o en
bicicleta reduce su grasa corporal y es una forma de mejorar la actividad fisica general de

este grupo de edad (Landsberg et al, 2008).

Sigue habiendo algunas dificultades en la definicion de dulces, tentempiés y alimentos que
se sirven en las comidas principales. Por ejemplo, investigadores de los EE.UU.
informaron sobre problemas con la categorizacion de postres como galletas o helados, que
fueron clasificados como dulces por algunos nifios y tentempiés por otros (Adams et al,
2017). Sigue existiendo la necesidad de establecer un consenso sobre los términos y
definiciones relacionados con los azicares y las bebidas azucaradas, como lo propuso
recientemente la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricién
Pediatricas (Fidler Mis et al, 2018).

Se sabe que la actividad fisica inadecuada y la ingesta calorica excesiva son factores clave
en el sobrepeso y obesidad. En nuestro estudio hemos analizado la actividad deportiva
y la actividad total de este grupo de escolares y se ha examinado su influencia en el
control del peso. La realizaciéon de ninguna actividad deportiva extracurricular fue
reportada por el 27,4% de los nifios, encontrando que un porcentaje leve pero
significativamente mayor de nihas que de nifios no realiza deportes extracurriculares a

pesar de la amplia gama de actividades deportivas posibles, clasificadas en dos grupos:
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Deporte individual y Deporte de equipo como se muestra en la lista de 1a Tabla 4.2.3.2. Los
deportes de equipo son los elegidos por ambos sexos. Entre estos tltimos, el fatbol fue
practicado por un porcentaje significativamente mayor de nifilos que de ninas, reportado
por el 36,0% de los escolares. Los resultados del analisis de Bland-Altman revelaron
concordancia entre la ingesta energética de la dieta y los valores de gasto energético (MET
Kcal/dia). También encontramos una probabilidad significativamente mayor de tener
normopeso con la practica deportiva diaria (OR = 1,686), el gasto energético en actividades
sedentarias (OR = 5,108) y el gasto energético total al dia (OR = 3,686). Segiin estos datos,
la realizacion regular de actividades deportivas protege a los escolares de esta edad frente

al sobrepeso/obesidad en los escolares estudiados.

En un estudio se examinaron 525 nifios de entre 8 y 18 afos que asistieron a la Feria
Alimentaria de Bruselas o al Dia de la Ciencia de Bélgica. La edad media de todos los
participantes fue de 11,2 afios (IC 95%: 8,7-13,7), la prevalencia de sobrepeso y obesidad
fue del 16,3% y 5,4%, respectivamente. Para todos los participantes en el grupo
representativo la afiliaciéon a un club deportivo se asoci6é con un normopeso (p <0,05).
Segiin este estudio, el tipo de desplazamiento a la escuela (a pie/bicicleta o
automovil/autobis) no tuvo ningin efecto en su indice de masa corporal (IMC). La
afiliacion a un club deportivo se relacion6 significativamente con normopeso y una menor
prevalencia de sobrepeso y obesidad (Faik et al, 2017). Una propuesta interesante es que
padres e hijos se involucren juntos en programas para reducir la ingesta energética y
aumentar la actividad fisica como método para controlar el peso de sus hijos (Boutelle et
al, 2017). Los estudios observacionales han asociado un mayor grado de actividad fisica
estructurada con una mayor reduccion en la ingesta diaria de energia de los adolescentes
obesos (Schwartz et al, 2017). No se observd asociacion con el normopeso o el
sobrepeso/obesidad para los otros factores considerados en nuestro estudio, incluida la
ingesta de macronutrientes o el tipo de deporte extracurricular realizado durante el ano

anterior (a partir del recuerdo de actividad de 24 horas).

Nuestro estudio, ademas, describe una técnica para estimar el efecto estrogénico de la
dieta en funcién de su contenido en isoflavonas. Para ello se emple6 el cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos (FFQ) para recopilar datos sobre la ingesta dietética
de fitoestrogenos y de BPA de los alimentos envasados, y se aplicé la prueba E-screen para
establecer la estrogenicidad de los disruptores endocrinos consumidos. Los objetivos del
estudio fueron estimar la exposicion alimentaria de nifios espanoles de 7 a 10 afios a

fitoestrogenos y BPA y evaluar sus posibles efectos obesogénicos.

153



Se estim6 que la dieta de esta poblacion de ninos espafioles sanos tenia una capacidad
estrogénica total media de 5,102 Meq E2/dia (5 pmol/dia). La carga estrogénica media
por la ingesta dietética de isoflavonas fue elevada y equivalente a la capacidad hormonal
de los propios individuos, que producen entre 0,3 y 597,14 pmol/dia segin su edad y otros
factores (Stricker et al, 2006; Webster, 2006). Los efectos de esta carga adicional son muy
controvertidos y algunos autores consideran positiva la exposiciéon a fitoestrogenos en
determinadas etapas de la vida (p.e. menopausia), pero otros la consideran un riesgo a
cualquier edad (Velentzis et al, 2008; Patisaul et al, 2010). Muchos fitoestrogenos se
consideran disruptores endocrinos y, por tanto, pueden tener un impacto potencialmente
adverso en la salud (Frankenfeld, 2013; Xu et al, 2015; Testa et al, 2018). En los altimos
afos, la exposicion a disruptores endocrinos se ha asociado con el envasado polimérico de
los alimentos y con los fitoestrogenos que contienen. La relacion entre la exposicion y los
efectos negativos o positivos es probablemente compleja y puede depender de la edad, el
estado de salud e incluso la presencia o ausencia de una microbiota intestinal especifica
(Atkinson et al, 2005; Larrosa et al, 2006; Sklenickova et al, 2010; Kolatorova et al, 2018).
Los fitoestrogenos estan presentes en numerosas verduras que se consumen diariamente

(Boker et al, 2002), como se confirma en los resultados del FFQ.

Los efectos de los disruptores endocrinos en bebés y nifios no se han esclarecido y no se ha
demostrado definitivamente que las isoflavonas u otros estrogenos sintéticos (por ejemplo,
BPA) ejerzan efectos obesogénicos; sin embargo, existe una considerable evidencia
cientifica que apunta en esta direccion (Wolff et al, 2008; Li et al, 2013; Frankenfeld, 2013;
Valentino et al, 2016). Los resultados se obtuvieron en ninos sanos que no recibieron
suplementos de estrogenos y se debe tener precaucion al extrapolar estos hallazgos a la
poblacion general. Este estudio aporta datos novedosos sobre la ingesta dietética de
fitoestrogenos en este grupo de edad y sobre su estrogenicidad, estimada utilizando la

prueba E-screen con la proliferacion celular como criterio de valoracion.

Los datos sobre la ingesta de poblaciones especificas pueden ayudar a establecer las
verdaderas implicaciones del consumo de fitoestrogenos para la salud humana. En la
poblacion de estudio, la probabilidad de normopeso versus obesidad se relaciono
significativamente con el efecto proliferativo total observado (OR = 0,51, p = 0,026) y al
gasto de energia en la actividad fisica se le relacioné con menor actividad, aumentando el

riesgo de obesidad (OR = 13,54, p = 0,001).

En el analisis de la exposicion a BPA y su relaciéon con sobrepeso y obesidad en
escolares, nuestro estudio tuvo en cuenta las variables de estilo de vida y exposiciéon al BPA

debido a la migracién de este monémero desde policarbonatos y resinas epoxi utilizadas
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en el envasado de alimentos (Brotons et al, 1995; Mariscal-Arcas et al, 2009; Gonzalez-
Castro et al, 2011; Garcia-Corcoles et al, 2018) y los materiales de restauracion dental (Olea

et al, 1996; Fleisch et al, 2010; Sharma et al, 2016; Lee et al, 2017; Berg et al, 2017).

La envoltura de alimentos mas empleada por los nifios fue el aluminio (70%). El atin en
lata suelen consumirlo, al igual que los fideos/espaguetis con envase polimérico, de 1-3

veces/semana (56,4% y 54,5% respectivamente) (Tabla 4.1.8.1).

Los 657 nifios de 7 a 10 afios de este estudio tenian una media de 29,59 ng (DE 17,07) de
BPA/ml de saliva, segin lo confirmado por UHPLC-MS/MS, y el 54,7% experimento

contacto oral directo con BPA de selladores o empastes.

La obesidad y el sobrepeso son consecuencia de numerosos factores (Carwile et al, 2011;
Bhandari et al, 2013) y este estudio considera los relacionados con la
actividad/sedentarismo, la ingesta diaria de energia y la exposicion a un disruptor
hormonal (BPA). El peso de los individuos también se ha asociado con su actividad fisica
por lo que se investigd la relacion entre su gasto energético total/dia y su ingesta energética
total, que se estim6 mediante el FFQ semicuantitativo. Los factores que surgieron en este
estudio como un aumento significativo del riesgo de sobrepeso/obesidad fueron el
porcentaje de grasa corporal (OR = 10,77); no ir caminando hacia y desde la escuela (OR
= 1,382); menor gasto energético en actividades sedentarias (OR = 12,713); mayor gasto
energético en actividades deportivas (OR = 1,614); y exposicién a BPA de diferentes
fuentes, incluida la presencia de selladores dentales y composites (OR = 1,381; p = 0,058).
Se asoci6é una probabilidad significativamente mayor de la condicion de sobrepeso con la
presencia de BPA en la saliva, fundamentalmente de composites/selladores (OR = 0,873;
p = 0,081). En funcidén de estos resultados se va esta preparando una publicacién en la que
se tendra en cuenta, ademas del contenido de BPA en saliva, el contenido en los envases

poliméricos de los alimentos.
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6. CONCLUSIONES

El andlisis de los resultados presentados en este trabajo ha permitido enunciar las

siguientes conclusiones:

1. Se ha analizado poblacion escolar de 7 a 10 afios, del sur de Espafa, lo que ha
permitido estudiar los patrones de alimentacion, de habitos de vida y de consumo de la

misma.

2. Los hébitos alimentarios presentan una buena adherencia a la Dieta Mediterranea,

y, a mas nivel cultural de los padres, mejor estado nutricional del nifio.

3. La actividad fisica extraescolar diaria es muy inferior a la aconsejada, siendo los

deportes de equipo los elegidos por ambos sexos.

4. Lamediana de los pardmetros antropométricos de esta poblacion se ha mantenido
en valores de normopeso, aunque las nifias han presentado valores levemente mas altos

que los nifos en cuanto a la composicién grasa corporal.

5. Se ha desarrollado un instrumento para discriminar entre el normopeso y el
sobrepeso en escolares del sur de Espaiia, basado en un punto de corte del ICT de 0,48. El
ICT ofrece un método mas rapido y simple para clasificar poblaciones de nifios con rangos
de edad méas amplios. Un valor de corte del ICT de 0,48 se asoci6 positivamente con el
IMC, el porcentaje de grasa corporal, las horas de suefio y la adherencia a la dieta

mediterranea.

6. Se ha desarrollado un indice de calidad de la ingesta proteica, el cual recopila todas
las recomendaciones disponibles sobre la ingesta de proteinas y aminoacidos y su
disponibilidad en la dieta habitual de las poblaciones, y puede adaptarse a cualquier grupo
de edad o poblacién considerando las recomendaciones correspondientes para la ingesta

de aminoéacidos.

7. La probabilidad de tener sobrepeso/obesidad se asoci6 con un mayor consumo
diario de energia, azlcares totales, almidon, aztcares anadidos y azicares libres, cuya
reduccion es ampliamente recomendada para combatir la alarmante prevalencia de la
obesidad entre los nifios, junto con la limitaciéon de la ingesta diaria total de nutrientes
energéticos como grasas y proteinas. Se requieren programas bien disenados que
involucren a los padres y las escuelas. Se necesitan mas estudios para verificar estos
hallazgos y examinar su implicacion para las politicas de salud publica.
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8.

La actividad estrogénica de los fitoestrogenos de la dieta se relacion6 con un

aumento en el peso. Se necesitan mas investigaciones sobre los efectos obesogénicos de la

exposicion a disruptores endocrinos presentes en los alimentos.

0.

Se han identificado las principales fuentes de exposicion a BPA de la poblaciéon

escolar, como son los envases poliméricos y las envolturas de los alimentos, y los

composites y selladores dentales. Se ha encontrado una tendencia estadisticamente

significativa entre concentracion de BPA en salivay sobrepeso/obesidad en esta poblacion.

10. Conclusion final: los factores planteados en esta Tesis que pueden influir en

normopeso/sobrepeso/obesidad de esta poblacién escolar se resumen en:

a)

b)

c)

d)

11.

La actividad fisica total, el gasto energético expresado en MET e ir al colegio
andando se relacionan positivamente con normopeso.

Mayor consumo de carbohidratos (almidones y azlicares) se relacionan
positivamente con sobrepeso/obesidad.

La exposicion a obesogenos (fitoestrogenos y BPA), expresados como efecto
proliferativo en el Test E-Screen, se asociaron positivamente con
sobrepeso/obesidad.

La concentracion de BPA en saliva presenta tendencia positiva asociada a
sobrepeso/obesidad.

Por altimo, se han recopilado parte de los trabajos cientificos que, a lo largo del

periodo de investigaciéon de esta memoria de Tesis, han sido publicados en colaboracién

con otros integrantes del grupo de investigacion al que pertenezco.
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effects in farm and wild animals, in in vowo and in vitre assays, and in
humans (MAhell et al, 1995 Dixon, 2004; Ssarinen et ul, 2006 Jiang
vt al. 2010) Although humans and animals bave adapied to phytoes-
mmms through evelution, exvocum to high concentrations of some of
wpounds may be d with al jans in h pro-
du:m. metabolism or action at cell Jeved (Albertaes! wnd Purdie, 2008
Kwach ot al, 2009 Costa ¢l o), 23514) and in protein synthesis, ma-
lignant cedl proliferation, or angiogenesis, amang others (Adlercreuts
and Maxor, 1997; Dosmawati and Sulastri, 201% Hall et al, 2019), It
has been postulated that the high incid of | 3 !
manmdodmdbmuinwatemsodwunuybemwdtothe
decrease in frult and vegetable cansumption over the past 30-50 years
(Adlerareutz, 1995; Bhahta «t ol 2005).
In vitro assays have demonstrated that certain phytoestrogens have

and Food Sciemce (Univessity of Grasada), Campus de Cartuga s/m 18071, Granada, Spain.
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agonistic estrogenic activity at low concentrations, stimulating the
proliferation of mammary ceBs and the expression of estrogen-depen-
dent genes, and can antagonize the effect of natural hormaones at high
concentrations {Soto vt o, I'N..J The eﬂmgak effect of phytoestio-
gens can be agonist oc L g not anly on their tissue
:wmmbm&omlhlmhdmamm at
different stages of human life (Hhakis et al, 2005)
The dietary intake of phywestrogens has been reported to be <
1 mg day-1 in Spain, Germany, England and the United States (#halia
et ol 2005; Mulligan et al, 2007; Herndndes Elizondo et ol 2009),
slighely higher (< 1.34 mg day-1) in Canada and Scotland (Cotreschio
etoal, 2006 Heald et ol 2006), and considerably higher (> 20 myg
day-1) in Japan and Korea, attributable to the elevated consumption of
soy derivatives such as natto, miso and tofu (Surh ef al, 2006),

Our research group has published numerous studies on the estro-
genic effect of synthetic and natural molecules that form part of foods,
either as a natural component, especially in vegetables, or due 1o thesr
contamination. Many of these molecules have been dasified ns endo-
crine disrupters after analyves of their behavior in biclogical media in
viro and invivo {Oles and Olea-Serrasn, 1996; Peres o1 o, 1998; Lopez-
Espinosa et al., 2009; Waltf et al. 2008), Their estrogenic effects are
similar to those of synthetic endocrine disrupters such as of
plastic materials, e.g polycarbonates and epuxy resins. The most fre
quently used monomer s bisphenol A (BPA), which has been found 10
migrate from drink and food packaging, plastic baby bottles, and the
coating of cans (Brotons et al, 1995; Mariscal Arcas et al, 2009;
Gomzalez Castro ot al, 2011; GarciaCdovoles et al, 2018). Human
exposure to BPA & universal, and non-conjugated BPA molecules have
been cansistently detected in human biological sumples (blood, tissues,
urine, and milk), (Gerona et al., 2013 Li e al, 2017%; Zimmers et ol
20043 Flines ot ul, 2015, Niu et al, 2017). The estrogenic properties of
BPA were first reported in 1936 (Dodds, 1936). Numerous studies bave
assockated exposure 0 endocrine disrupters with obesity, classifying
them as obesogens (Fisherg ot al., 2016; Townshend sl Lake, 2017;
Rubin o al,, 2019),

This study describes a sechnigue for estimating the estrogenic effect
of diet as a function of its isoflavone content. A food frequency gues-
tomnalre (FFQ) is used to collect data on the dietary intake of phy-
toestrogens and of BPA from canned food, and the E-screen test is ap-
plied 10 cnbdbh the estrogenicity of the endocrine disrupters

b were 1o the dietary exposure
of Spanish dﬂdm ued 7-10 yoars w phytoestrogens and BPA and 10
luate their potential obesogenic effects.

2. Material and methods

2.1 Subjects

The sudy included 657 schoolchildren (535% girls) aged between
7 and 10 years (inclusive) from educational centers in two provinces of
Southern Spain (Granada and Malaga), lehtlnnhlnmpleol'm
individuals, 42 (6%) were excluded for i
Written informed consent was obtained from puw;unrdmohll
participants in the study, which was approved by the research ethics
committee of the Andalusian Public Health Service.

22 Materiols

Participants completed an encoded questionnaire with four sections.
Section A gathered data on sex, age, educational center, school year, and
life and family habits, among others; Section B was a semi-quantitative
FFQ with reference to the previous 12 months, recording the frequency
(times/month, weck, or day) and amount (weight/partions) of food
consumption: the energy intake was calculated from these duta using
the Dial program (Copynght © 2015 Alce Ingenderta) (Ortegn ot ul.
2016). Section € was an openformat 24 recall questionnaire of

Pood and Chesiad Tacealogy 138 (N120) ) T09aY

inetudi

physical activity during the previous year, g hours of physical
activity in a complete day, hechm:mmdspuuprutad(ryp
of exercise, frequency of exercise practice, mean durstion of each ex-
ercise session), hours of sleep, method of going to school (walking, cor,
bicycle, etc.), and hours/week of physical education in school. Section D
collected data on: weight (kg), with a flooe scale (model SECA 872
Hambury, Germany) barefoot and in light clothes; height (m), with a
sudiometer (model SECA 214 (20-207 em) and waist clrcumference
(em), with a mm:ing lqre(madd SECA 201) in nccordance with the
CDC Anths M d (httpe//www.cde gov/nchay
data/pd); Mhl%mmlmlﬂdumnnqum proposed by
Marroddn of ol (2004 Each participant was then classified as normal
weight, overweight, or obese according to the BMI-based classification
of Cole and Lobsteln (2012},

The incake of inﬂ-vmu (dnkhdn gcnism foemononetin, bio-
chanin A, lactone, and
enterodiol) in the ddly diet was emmued fram published reports on
their content in foods (Pillow et al,, 1999; Hoen Jloss et al., 2000; Bokes
el al, 2002). The daily phytoestrogen intake (mg day ') was caleulated
by nwiltiplying the amount of food (g day ) gathered in the FFQ by the

¥ RN Lo et

2.2.1. Estrogersc activity of piytoestrogens and HPA
cmmmunmmmmmdmmgmm(ﬂm
Aldrich, St. Louis, MO, USA), daidzein, fi
coumestrol, matairesinol, secoisoresinol, lactane, and tiod
(Fluka, St. Lomis, MO, USA). Bisphenol A (BPA) was supplied by SIGMA.
Aldrich® (Munich, Germany), including BPA (=93%; CAS: 80-057).
Seock solutions of chemicals were prepared in eshanal and stored in &
cold mom. Working solutions were prepared daily as aeeded by &
luting the stock solution with Chromasoly® for HPLC ( =995 ethanol).

Estrogenicity assays were conducted using the platform of the sci-
entific-techrdcal unit of the Biobealth Research Institute of Granada
under the supesvision of Dr. N Olea. Briefly, cloned MCF.7 cancer cells
were grown for routine maintenance in Dulbecco's modification of
Eagle's medivn (DME) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) (BioWittaker, Walkersville, MD, USA) in an atmosphere of 5%
CO./95% air under saturating humidity at 37 “C. The cells were sub-
cultured at weekly intervals using a mixture of D.05% trypsin and
0.01% EDTA Sex steroids were yemoved from serum by charcoal—
dextran stripping. Briefly, a suspension of 5% charcaal (Norit A, Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA) with 0.5% dextran T-70 (Pharmacia-
LXB, Uppsala, Sweden) was prepared. Aliquots of the charcoal-dextran
suspensdon of the same volume as the serum aliquot to be peocessed
were centrifuged at 1000 g for 10 min, Supernatants were aspirated,
and serum aliquots were mixed with the charcoal pellets. This char
coal-seram mixture was maintained in suspension by rolling at six
cycles min ™' at 37 °C for 1 h. The suspension was centrifuged at 1000 g
foe 20 min, and the supematant was then filtered through an 0,22 mm
fitter (Millipore, Billerica, MA, USA). Charcoal dextran-treated bovine
and human serum (CDFBS and CDHuS, respectively) were stored at
—20 "C until needed. MCF7 cells were used for the estrogenicity test,
which was a slight modification (Viltalobos et ul , 1995) of the ariginal
technigue (Sow ot ol 1992). Briefly, cells were trypsinized and plated
in 24-well plates (Limbro, McLean, VA, USA) at initinl concentrations of
20,000 cells per well in 5% FBS in DME. Cells were allowed to amach
for 24 h, and the seeding medivm was then replaced with 10% COFIS
or CDHuS - supplemented phenal red-free DME.

Different concentrations of products were addex], and the assay was
stopped after 144 h by removing medium from the wells, fixing the
cells, and staining them with sulforhodamine- B (SRB) as described
clsewhere (Olea md Ofes- Sermno, 1996; Pecez ot o, 1995), The lin-
carity of the SRB assay with cell number was verified before the cell
growth experiments The 100% praliferative effect (PE) wan caleulated
a3 the ratio between the highest cell yield obtained with 50 pM estra-
diol and the proliferation of hormane- free control celis. Each ivwoflavane
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Table 1 ‘l‘lﬂe 2
Es ity of phy gens and WA p Ity tngested by the popul Jation charcterisbon. Anth md
Preadas P T— Prodder tive effen wnd nergy nkabe extimated b the e quanative FFQ
Hfect conoerinton Mok Median 5D Misrem  Masmus
Poatve coamsd £33 LR U] 6.01* 1 0 Age tym) v 980 o Te0 1000
Q%107 M) Weight (Kgl 31 124 29 1785 7230
Negathve control (Celture - 100+ 014 Height () 1.6 138 oo (R H] Lo
sarcizn) BV {Kgoe®) 1875 1B34 SR 1M 38
Daiderin I« 05N L A T Waist drcunderssce 6359 6200 ®33 200 104 00
Genstemn I > I05M L3 + 012 tem)
Farmonsnaiin LxaN aq1t & 129 Waist 0 height matin 0,47 046 oo 022 (2]
Bocharin A L= 105M PRSI K -
Cosmestral L= lonN ANt = 018  participants is Noemad  Ove Obeatty
Mataltes ool I« 105M LW+ 04 et BMI weight  weght
Enterolactane 1% 1050 118 £ 003 aegory
Eaeradisl RS 162 004
WA Low 105 M [P ] w0 065 09 p < 0om
"Significant diffevence versis negative contred, estimating 3 growth = 1
p < 005 of phy is d from data published in the fiterature

and BPA was run in triplicite with a negative (vehicke) and positive (50
pM estradiod) control in each plate. The PE of the isoflavone standard
was referred w the maximal PE obtained with diol, dormed

(Boker et ol O(I") Table 3 exhubies the nwan intake {in g/day) of the
foods consumed and the estimated mean intake (ug/day) of the corre
spondtnu phytoestrogens, Toble 4 saummarizes the intake by the sudy

into estradiol equivalent units (Feg,), and expressed as nM concentra-
tion by reading from a dose-response curve prepared using estradiol
(concentration range of 1 pM-10 aM). Mean cell numbers did not sig-
nificantly differ from those in stervid-free controls ot concentra-
thons < 1 pM estradiol, equivadent to 1 fmol In 1 mi of culture medium.
Therefare, 1 fmol esradiol per well was considered the lowest detect
able amount of estrogen in this assay (Table 1)

MCF-7 cells were treated with these compounds at the reported
concentrations, The results are expressed as the maximum cell pro-
liferation rate induced by the sample (proliferative effect), calculated as
the relationship between the maximum proliferation rate obtained for
the sample nnd the proliferation rate reached by the negative control.

A previously published methodology (Rivis e al, 2018, Garcla
Corroles ot al, 2018) was used to evall BPA © in 50
samples from: cans of tuna, corn, fruit in syrup; polymer packages of
pasta (noodles) and tice (for micmwave cooking); and plastic packa-
ging of fruit julce and soft drinks. The foods identified from ques
tomnalre results were purchased locally.

222 Sumisticof analysis

SPSS verson 22.0 (IBM. Chicago, 11) was used for the stwatistical
analysis. After a descriptive aoalysis to calculate means, standard de-
vintions, and median, maximum, and mininwum values. A ttest,
ANOVA, and logistic regression analysis were conducted as specified in
table foctnotes. P < 0.05 was considered significant,

3. Results

At the ages of these children, hardly any have started puberty,
producing o homogeneity in their body composition in relaton to
weight, height, BMA, and waist-height mtio. The age mnges were
classified according to recommendations for age intervals by sex i the
European Unlon (Cocrvo et al. 2009), while the classification of normal
weight and overweight followed the proposals of Cole wnd Lobsteln
(20120 Table 2 lsts the characteristios of the study population (aged
between 7 and 10 yrs). The mean (SD) BMI was 18.74 kg/m? {3.17),
and 10.9% of the children were obese.

The composition of foods In their dies was estimated from food
composition tables, which are compiled In each couvntry. However,
these tables marely report on the presence of specific components, as in
the case of phy gens from vegetables. The foods consumed by the
children, expressed In g/day, were estimated from the semi<quantita-
tive FFQ that they completed. For each food, the presence of cadch type

aof phy gens and BPA. Based on the values displayed in
Tabie 1, the proliferative effect (PE) of each endocrine disruptor was
estimated as a function of its Intake. Table 5 reports data on the sub-
wdwhumollbeﬂadmwdcdeaddt
smudied products, md it it M the of phy sen
and BPA that ge this estrog The table alsa sum-
marizes the loul PE corresponding 1o thdr diegary exposure to phy-
toestrogens and BPA, )t can be expressedd as estradiol equivalents (Bq
E2), with a mean value of 5.107'* M, which represents the estimated
value of the estrogenicty to which this population is daily expased from
their habitual diet. When the estimated total PE was considered as &
coatinwous vartable, it significantly differed b children with
nommal weight and obese children (p = 0.05, non parametric Mann-
Whitney U test).

The classification of the population accarding to their BMI as
noemal weight, overweight, or obese allows analysis of the Influence an
weight status of thetr dietary exp to phy agens and BPA. The
energy expencliture resulting from their daily activity was also ex-
wmined, based on the results of a questionnaire on their physical ac-
tivities durieg & 24-h pertod. Thus, Table 4 analyzes the MET values for
hours of physical education and sports and sedentary hours per day
along with the total PE, showing that the PE influenced the obesity of
the population, while the other variables exerted a protective effect
against this condition. 1n the | ple of children, the likelibood
of normal weight versus obesity was significantly related 10 the 1ol PE
ohserved (OR = 051, p = 0.026) and to the energy expenditure an
physical octivity, with lesser activity increasing the risk of obesity
(OR = 1354, p = 0.001).

4. Discussion

The diet of this population of healthy Spanish children was esti-
mated to have o mean total estrogenic capacity of 5.107 ** M eq. E2/day
(5 pmol/day). The mean estrogenic burden due to the dietary intake of
isoflovones was elevated and equivalent to the hormonal capacity of the
Individuals themselves, who produce between 0.3 and 597.14 pmol/
day according to their age and other factors (Stricker et ol 2006
Welswer, 2006). The effects of this addtional burden are Nghly con-

sinl, with exp to phy gens betng dered positive at
mnmuduk(eg.m)bym.uhmbuumkmmy
nge by athers (Velentzis ot al., 2008) (Patisaul and Jeffersan, 2010).

Many phy gens are ddered endocrine disruptors and may
therefore have a potentially adverse Impact on health (Frankeafikl,
2003; Xu et nl, 2015; Testa ot ol 2018). In recent yours, exposure o
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Table 3
Mean intake of foods potentially nch m phytoesirugens and the mean value expeessed in pg/day of the schoolchildnn.
Foud (g/ ) Mas. Median Meas 2 Mess (uz)
A » Mo A 6 3 G {
Seead n M9 5140 07 am7 6042
(R 190 444 19914 M7 000 am3 1801 oam 200
Crrenls n o 16 ®Bn 24% 0882
Sun 60 . WEW QW 00N am2 L#
Fais ES e 1395 0Me o ama 1225 54751 12446
Rice S 1956 15923 ans 0002
Pz wa 256 LMD 1454 02T o4 G50 135 ae
i 00 o 42N 620 0N a:0 20072 a2
Jare = “ 0325 3 08N w2 0.004 0086 0om
Badled Vepet 108 150 45452 MED 00 0184 0,000 0000 0,015 5045 5558
sakd T ¥ 14453 110406 0332 ar 1073 ooty vAR 0.240 7a20 Wi
Legumes 6 0m 12926 T 00N aan 6.995 ane 0006 022 177
Apple wo  em 7002 125K3) 2308 anlo 2zt awn
Sarsas 00 em N7 Ees 0147 Lad 1322 S
Tungerine 00 0m 16419 54839 0049 0970 am SA94
nwi o om A% e 0.087
rea 135 om 045 2994 O 004 0206 oo
Crange 0o em How WA 1.7 “a
Stawlery 200 000 17007 52432 04as arl 9730 697 f%6
e W0 am 36172 73432 008 a3ty 0512 24558
Mised bwn 60 00 TISN 138502 40813 M558 1z 10005
*Compotion of salal: lettece, cocumber, tomato, carroty, green pepper, red pepper, onlon, sptmachs **Compoadtion of boiled vegetabl bbage, cauliflower,
broccoll, green string beans, green peas, green beans.
Tabie 4 Table 6
Total estimased Intake g day) of each phytoestrogen sad BPA Factoes that permis predicring sormal welght or obesity in participants,
Tl (pelay) Minkmum  Medan Maximum  Meas 5D Niomal weght iesity L} g o G5% O for ON
Oaideein 0007 $102 15206 A28 2972 Lower  Upper
Geoiten 0007 10156 3456 10740 5691
Formonsontin 0000 26371 (.56 29459 172 PE ol (mmeiaen) ~0483 003 0M& 0277 aun
Sodhann A 0000 0301 a4 01 oonn e = medien
Coemestml 0000 0468 09 0453 0344 Hoars of Phyvcal Fdooatien 0333 0122 13 08I 307
Mutaireninl 0.7% e 16.791 avi0 2m8 ved, > midion
Eatarol tone aw 36,106 754620 31343 1321 Spet/day MET a7z 0050 203 08 SO0
Eoterodiel 0445 MAST]  MO7IF LG9SR 8190 e, > median
BPA bum packapng 0308 1453 2ma (e [T MET secdersary /ey 2608 0001 13538 6389 28688
o, < modian
Table 5 PE = Proliferative effect,
Profferative effect (FE) of exch phytoestrogen and BPA estimnted from the
Iatake of each compaued. endocrine disruptors has been assocated with the polymeric packaging
of foods and with the phytoestrogens they coatain. The relationship of
e = - . posure with negative or pasitive effects is likely complex and may
Daliteetn W ooay 0o 0012 0000 ouo2 depend upon age, health status, and even the presence or absence of
" 010 000 0m? 0000 a2 specific gut microflora (Atkinson et ul, 2005 Larosa et o, H06
Genbictn :"‘ :-:: ::;" ::f: :2 ::: Sklensckonva of al, 2010; Koldtomvi et al,, 2018), Phytoestrogens are
Pemonetia oM DALD ot onds 0d00 €339 peesent in pumerosts vegetables that are consumed every day, as con.
™ 0.069 0053 0.m5 0000 0126 firmed in the present FFQ results (Boker et al, 2002), The effects of
Mockanin A W™ 0001 0000 ama  aoon 8o endocrine disruptoes on infants and children have not been elucidated,
.': ::: :1;2 ::‘: :x :g and it has not been definitively demonstrated that isoflavones o other
" 0201 oot oMo 0oon ool 7y ”k“m(ejz" D‘A)am wogenic ¢ "";. » thore
Madisireninnl oM 0425 008 08 0002 .04 is considerable scientific evidence that points in this direction (Walff
e 0004 0004 ol 0000 oma vt o), 2008; Li et ol, 2013; Frankenfeld, 2013 Valentioo et al, 2006\
Entelsctone  yM 1066 10m 045 004 287 The present results were obtained in healthy children not receiving
rn0a2y 01 ams  0s0x e
estrogen supplements, and caution should be mken in extmmpolating
Ememdisl W 0l 055 o;o 000y 1408 % 9 x
M oy 0967 Qm2  00od &1 these findings to the general population. This study contributes novel
wa WM 007 0006 QM3 0000 B012 data on the dietary intake of phytoestrogens by this age group, and on
W ooy 0004 amz  nooo oA Its estrogenicity, as estmated using the E-screen test with cell pro-
Tuual 4 g b 020 1Y aoor G0 literation as endpoint, Data on the Intake of spedfic populations may
Vord Sy 2 507 help to esablish the true implications of phytoestrogen consumption
PE= Proliferative ¢ffoct. for human bealth. In the p population af dren, the likelihood

of normal welght versus obesity was significantly related to the otal
peoliferative effect ohserved (OR = 0.51, p = 0.026) and to the energy
expenditire an physical activity, with lesser activity increasing the risk
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of cbesity (OR = 1354, p = 0.001). Further research is warranted on
the obesogenic effects of exposure to endocrine disruptors present in
foods.
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