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RESUMEN

Se presenta un disefio de proyecto de una intervencion nutricional en la que se analizard
la maner que la dieta mediterrdnea afecta a la microbiota intestinal de nifios con
obesidad en comparacién con la dieta occidental. Ademads, se evaluard la composicién de
la microbiota intestinal en funcién del tipo de alimentacion, las especies microbianas mds
representativas de cada patron alimentario, asi como el impacto de la dieta en indicadores

como el peso corporal o marcadores bioquimicos.
Este estudio se llevard a cabo mediante un ensayo clinico controlado no aleatorizado, en

el que los participantes estardn divididos en un grupo de intervencién, donde se
implementard una dieta de estilo mediterrdaneo; y up grupo control, que mantendra su
dieta habitual, presumiblemente de estilo occidental. La duracién total del estudio serd de
14 meses, de los cuales, en seis de ellos, se realizard un seguimiento de los participantes.

Se incluirdn 60 participantes de entre 6 y 12 afios en cada uno de los grupos.

Se espera que los nifios del grupo intervencién experimenten una mayor diversidad
microbiana, con mayor proporcién de especies beneficiosas, asi como mejoras en los

pardmetros bioquimicos y en el peso corporal respecto al grupo control.

Los hallazgos de este estudio podrdn aportar una base en la que apoyarse a la hora de
desarrollar nuevas estrategias con el objetivo de luchar contra la obesidad infantil, ademas

de la prevencioén frente a las diversas enfermedades asociadas desde edades tempranas.

Palabras clave: dieta mediterrdnea; dieta occidental; patron dietético; microbiota

intestinal; obesidad infantil; perfil lipidico: intervencién nutricional.

ABSTRACT

A project design of a nutritional intervention is presented in which it will be analysed
how the Mediterranean diet affects the intestinal microbiota of children with obesity
compared to the Western diet. In addition, the composition of the intestinal microbiota
will be evaluated based on type of diet, the most representative microbial species of each

dietary pattern, as well as the impact of the diet on indicators such as body weight.




This study will be carried out through a non-randomized controlled clinical trial, in which

participants will be divided into an intervention group, in which a Mediterranean-style
diet will be implemented; and a control group, who will maintain their usual diet,
presumably Western-style. The total duration of the study will be 14 months, of which,
in six of them, the participants will be monitored. 60 participants between 6 and 12 years

old will be included in each of the groups.

Children in the intervention group are expected to experience greater microbial diversity,
with a higher proportion of beneficial species, as well as improvements in biochemical

parameters and body weight compared to the control group.

The findings of this study may provide a foundation to support the development of new
strategies aimed at addressing childhood obesity, as well as preventing various associated

diseases from an early age.

Key words: Mediterranean diet; western diet; dietary pattern; gut microbiota; childhood

obesity; lipid profile; nutritional intervention.
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1. INTRODUCCION
1.1. Marco conceptual y estado actual del problema
16
1.1.1. Definicién y prevalencia de obesidad infantil

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una enfermedad
cronica caracterizada por acumulacion excesiva de grasa corporal (1). Este problema de
salud estd relacionado en gran medida con multitud de enfermedades como puede ser la

diabetes mellitus tipo II o afecciones cardiovasculares.

La prevalencia de la obesidad esti en constante aumento a nivel mundial, lo cual

representa una gran preocupacion para la salud publica.

Segin el informe de La Federacion Mundial de Obesidad de 2023, se estima que, durante
la préxima década, el nimero de nifios y nifias con obesidad se multiplicard, lo cual

supone que el 38% de nifios y nifas tendrdn obesidad (2).

Tabla 1: Tendencia de la obesidad en nifios y nifias entre 2020 y 2035.

Niiios 2020 2025 2030 2035
Millones de nifios

103 140 175 208
con obesidad
Porcentaje de nifios

10 14 17 20
con obesidad
Nifias 2020 2025 2030 2035
Millones de nifias

72 101 135 175
con obesidad
Porcentaje de nifias

10 14 18

con obesidad

Extraido de World Obesity Federation. World Obesity Atlas 2023. [Internet]. (2).

A nivel regional, los datos no son tampoco alentadores. Para la prevalencia de sobrepeso
y/o obesidad en la poblacién infantil espafiola se ha tomado como referencia el informe
del Estudio ALADINO de 2023 realizado por la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricién (AESAN), es decir, el iltimo estudio realizado a gran nivel en
Espaiia. A partir de este, podemos resaltar que, a pesar de que parece que la proporcién

de nifios y nifias de entre 6 y 9 afios con exceso de peso se esta reduciendo ligeramente,




la situacién sigue siendo preocupante, ya que alrededor de un 36% de esta poblacién

presenta sobrepeso y/o obesidad (3).

Tabla 2: Situacion ponderal en funcidn del estado nutricional en nifios y niftas.

Estado nutricional Total (en %)
Delgadez 27
Normopeso 612
Sobrepeso 202
Obesidad 159
Obesidad severa 36

Exceso de pgso 36,1

Adaptado de Agencia Espaiiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién - AESAN. Estudio
ALADINO 2023 [Internet]. (3).

Por tanto, podemos decir que la obesidad infantil es ya un gran problema en la salud
infantil a nivel global y a nivel de nuestro pais. Por tanto, y debido al gran impacto
negativo que presenta la obesidad a la hora del desarrollo de diversas enfermedades
crénicas a largo plazo, es esencial comenzar en la infancia a abordar el problema y asi

evitarlas en lo maximo posible.

1.1.2. La microbiota intestinal. Definicidn, composicion y fu

La microbiota es el conjunto de microorganismos que habitan un organismo (4), entre los
que se encuentran bacterias, arqueas, amebozoos y virus (5). En el cuerpo humano, la
mayor poblacién de estos microorganismos se localiza en el intestino, formando lo que
se conoce como microbiota intestinal (4). Los grupos de microorganismos mds
predominantes en la microbiota intestinal son Bacteroides, Firmicutes, Actinobacteria y

Proteobacteria (5).

La microbiota intestinal es tnica en cada individuo, ya que varia en funcién de diversos
factores que la hardn diferente. Algunos de estos factores se pueden modificar, como es
el caso de la dieta, el uso de farmacos, los habitos de vida o el entorno ambiental. Sin
embargo, existen otros sobre los que no podremos actuar directamente, como la genética,

la edad o el modo de nacimiento (4).




La microbiota comienza a formarse ya en el titero materno, dénde las bacterias de la
microbiota materna atraviesan la barrera de la placenta (6). Ademas, la forma en la que
nace el bebé también es determinante en la composicion de la microbiota. Asi, un
nacimiento por parto vaginal permitird que la microbiota del bebé sea similar a la
microbiota vaginal de la madre, mientras que si el nacimiento es via cesdrea, la microbiota

presentard similitudes con la piel o ¢l entorno (7).

a alimentacion en el primer momento de vida del bebé es otra variable a tener en cuenta
en la formacion de la microbiota intestinal. La alimentacién con leche materna provocard
que se presente una mayor abundancia de microorganismos como Bifidobacterium y
Lactobacillus, mientras que aquellos alimentados con leche de férmula desarrollan una
microbiota con mas similitudes a la de los adultos (6, 7). Posteriormente, los siguientes
cambios se producirdn al comenzar la introduccién de alimentos sélidos, predominando
entonces especies de Bacteroidetes y Firmicutes (7). La relacion entre Firmicutes y
Bacteroidetes se considerard como un indicador para evaluar el equilibrio de la microbiota

intestinal (6).

A medida que los nifios crecen, la microbiota intestinal progresa a nivel de diversidad
microbiana, estabilizandose en la adolescencia y en la edad adulta (8). El periodo clave
en ¢l desarrollo de la microbiota intestinal se considera que se produce entre los tres y

cuatro afios, donde se preestablecerd para su futuro (9).

La microbiota intestinal desempeiia funciones clave en el organismo. Entre ellas,
participa en la digestion y metabolismo al facilitar la descomposicién de los alimentos y
contribuir a la produccién de vitaminas B o K; cumple funciones a nivel del sistema
inmunoldgico: regula el sistema neuroendocrino: influye en el equilibrio energético;
presenta funciones a nivel cognitivo, del estado de dnimo o del comportamiento, a través

del eje microbiota-intestino-cerebro (4,7).

En el momento en que el equilibrio de la microbiota se ve alterado, fenémeno que se
conoce como disbiosis, pueden aparecer ciertas afecciones como la obesidad (4). Una
microbiota intestinal se encuentre en un estado optimo producird metabolitos
beneficiosos, como los dcidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente, el acetato,
propionato y butirato. No obstante, en caso de que se produzca una alteracién de la
microbiota intestinal, es decir, en una situacion de disbiosis, la composiciéon cambia,

mostrando una reduccion de estas bacterias y metabolitos beneficiosos, acompaiiado de
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un incremento de bacterias productoras de N-éxido trimetilamina (TMAO), las cuales

resultan perjudiciales (10).

Entre los metabolitos beneficiosos encontrados de manera disminuida, podemos destacar
el acetato, el cual participa en la regulacién del hambre; y el butirato, que puede influir
en ¢l control del apetito y la conducta alimentaria (11). Ademds, debido al aumento de
Firminuctes y la disminucion de Bacteroidetes, se producird un aumento de la ratio entre
ambos (6). Por ultimo, en cuanto a los efectos perjudiciales, la disbiosis intestinal se
relaciona con niveles elevados de lipopolisacdridos, endotoxinas que promueven

inflamacién crénica de bajo grado (11).

La microbiota intestinal influye en la obesidad a través de diversos mecanismos. Una
alteracion en esta puede favorecer el aumento de absorcion de energia de los alimentos
y unareduccion del gasto energético. También influye en la sintesis y la acumulacién de
grasas, asi como en la regulacion del apetito y la conducta alimentaria mediante la
produccion de metabolitos bacterianos, hormonas intestinales y neurotransmisores (11).

Por tanto, todas estas variables, son contribuyentes al desarrollo de obesidad.

1.13. Caracteristicas de la dieta mediterrdnea y su relacién con la obesidad

La dieta mediterrdnea es un patrén de alimentacion originario y mas comiin de la cuenca

1 Mediterrdneo, aunque hoy en dia se encuentra ampliamente extendido en toda Espafia.
Se caracteriza por un alto consumo de frutas y verduras, legumbres, cereales integrales,
aceite de oliva virgen extra y frutos secos. También incluye una cantidad moderada de
lacteos, huevos y pescado, mientras que ¢l consumo de carnes rojas y derivados es menor.
Todo ello conforma una dieta rica en antioxidantes, fibra y dcidos grasos saludables como

los dcidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados.

La dieta mediterranea estd considerada como un tipo de alimentacion saludable a nivel
general de la poblacion, tanto para llevar un estilg_de vida saludable como para la
prevencion o tratamiento de algunas enfermedades como gl sindrome metabdlico o la
diabetes mellitus (5). Ademis, estd ampliamente cstuﬂadﬂ su eficacia para la pérdida de
peso y adiposidad corporal (12, 13). A pesar de que la mayoria de estudios estin

realizados en personas adultas, Pavloidou et al., encontraron que una mayor adherencia a
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la dieta mediterrdnea se asocia con una menor prevalencia de sobrepeso/obesidad y de

obesidad abdominal en nifios (14).

1.14. Caracteristicas de la dieta occidental y su relacién con la obesidad

La dieta occidental se ha convertido en un patrén alimentario cada vez mas comiin en la
actualidad a nivel mundial. Se caracteriza por una falta de actividad fisica, un predominio
de conductas sedentarias, un estado de estrés constante, poca cxposicén solar y una
mayor contaminacion ambiental. En el plano dietético, la caracterizamos por un consumo
clevado de alimentos ultra procesados, cereales refinados, carnes procesadas, gran
cantidad de sal o aziicares refinados. Asf, se acompafia de una baja ingesta de cereales

integrales, verduras y frutas o pescado.

El patrén alimentario occidental juega un papel crucial en el aumento de la obesidad en
las tltimas décadas. Ademds, la obesidad conlleva un mayor riesgo de diversas

comorbilidades como la diabetes mellitus o enfermedades cardiovascular (15).

1.2. Antecedentes

12.1. Comparacion de la dieta mediterrdnea y occidental en la obesidad y

la microbiota

En las tltimas décadas, el interés sobre c6mo la microbiota intestinal estd afectada por

factores como el tipo de dieta que consume en el dia a dfa cada uno, ha incrementado.

En relacién con la dieta mediterrdnea, Merra et al. y Barber et al., la han vinculado
positivamente con la microbiota intestinal, aumentando la diversidad de microorganismos
(5, 16) y, contrariamente, reduciendo los niveles de TMAO (16). Ademds, se incrementd
la produccion de AGCC y de bacterias productoras de AGCC. En este contexto, el
impacto de la dieta mediterrdnea no se limita solamente a la microbiota intestinal, sino

que se asocia con la microbiota en general (16).

Por parte de la inflamacion crénica producida durante un estado de disbiosis, también se

han relacionado algunos componentes de la dieta mediterrdnea con ella. La dieta
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mediterrinea, dadas sus caracterfsticas, se relaciona con una accién antiinflamatoria. Esto
es debido al alto consumo de aceite de oliva virgen extra o de dcidos grasos
poliinsaturados omega-3, mediante alimentos como los frutos secos, pescado o semillas

(16).

Ademas, se c&actcriza por un alto consumo de fibra, la cual actia como prebidtico,
favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas en el intestino, contribuyendo a la
produccion de AGCC, particularmente acetato, propionato y butirato. Merra G et al., han
vinculado una ingesta de 20 gramos diarios con una mejora en la diversidad de la

microbiota en personas con obesidad (16).

Al contrario de lo que sucede con la dieta mediterrdnea, en el caso de la dieta occidental,
la microbiota muestra variaciones negativas, reduciéndose la variedad de especies

bacterianas (17).

Actualmente, existen pocos estudios acerca de cdmo la dieta occidental afecta

directamente a la microbiota intestinal, realizindose la mayoria de ellos en animales.

Sin embargo, Garefa-Montero et al., si relacionaron ciertos componentes comunes de este
tipo de alimentacion con el impacto en la microbiota intestinal negativamente, como es
el caso de los carbohidratos refinados (por ejemplo, los granos procesados o el azdcar
anadido en bebidas azucaradas), las grasas no saludables (como las grasas trans presentes
en los productos ultra procesados), el consumo excesivo de carne procesada, asi como el

uso excesivo de sal y aditivos (18).
2
En cuanto a las grasas no saludables, a diferencia del aceite de oliva virgen extra, el

contenido de antioxidantes es considerablemente bajo. Las carnes rojas y procesadas se
vinculan con un incremento de TMAOQO, considerado como un metabolito negativo.
Ademis, el consumo elevado de sal se ha relacionado con alteraciones en los AGCC. Los
aditivos, como la sucralosa también estdn relacionados con una reduccién de ciertas
bacterias beneficiosas como Lactobacillus y Bifidobacteria, acompafiado de un aumento
de bacterias patégenas como Enterobacterias. En el caso de otros edulcorantes artificiales,
como son ¢l acesulfamo K y el aspartamo, no existen estudios de esta interaccién, pero

se cree que pueden generar efectos negativos similares (18).
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Concretamente, en el caso de los azicares afiadidos, Rakhra et al., han observado una

ratio de Firmicutes y Bacteroidetes aumentada, asf como una disminucién de bacterias

productoras de butirato (19).

| 4 Owersisaa microbiota intestnat

4 Produccion de acidos grasos de cadena corta

DIETA OCCIDENTAL =

¥ Dwersigsa microbiota intestinat

4 proauccion de acidos grasos de cadena corta

| § ramacion A inamacion
|
|
P P—
Fibra > favorece &l crecimiento de P ———
bacterias benaficiosas Impacto negativo
I —
(A= »
procesada. y

Imagen 1. Comparacion de ambas dietas en la microbiota intestinal. Imagen original de
la autora.

1.2.2. Estudios previos sobre la microbiota intestinal en niiios con obesidad

Existen miiltiples estudios que analizaron la relacion entra la microbiota intestinal y la
obesidad. La mayorfa de estos han sido realizados en animales o en adultos. Sin embargo,

existen algunos llevados a cabo en poblacion infantil.

Li et al., observaron diferencias de significancia en la composiciéon de microbiota
intestinal en nuestro grupo de poblacién. Se ha visto como la ratio entre Firmicutes y
Bacteroidetes estaba aumentada, lo que se traduce en un aumento de Firmicutes y una
disminucion de Bacteroidetes en los nifios con obesidad. Ademds, se produjo una
disminucion de bacterias beneficiosas como Bifidobacterias y Lactobacilus y de las

bacterias productoras de butirato (20).

Segtin Zhang et al., Akkermansia muciniphila, una especie beneficiosa que produce
acetato o butirato, se encontré en cantidades inferiores en nifios con obesidad. Ademads,
la proporcion de Bifidobacterium es menor en nifios con obesidad, lo cual se relaciona

con una mayor acumulacién de grasa (21).
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Sin embargo, una revision de Melit et al., encontré que, a pesar de existir varios estudios
que respaldan el aumento de Firmicutes y disminucién de Bacteroidetes que se comenta
anteriormente, también hay resultados contradictorios, como mencionan Walters et al. en
su metaandlisis, los cuales no encontraron la asociacion entre la relacién entre la ratio

Firmicutes y Bacteroidetes y la obesidad en nifios (22).

Por tanto, a pesar de que si estd claro que la obesidad influye en la composicion de la
microbiota, se necesitan mds investigaciones para conocer cudles son exactamente las
bacterias variables y su papel en la OEsidad en este grupo poblacional, asi como, el
impacto que pueden tener diferentes patrones dietéticos, como por ejemplo la dieta

mediterranea o la dieta occidental.

1.3. Justificacion

Actualmente, el interés sobre la microbiota se encuentra en un auge continuo. Sia ello le
anadimos el gran problema mundial que supone la obesidad, este resulta un tema de gran
relevancia para poder conocer como mediante la modificacion de la dieta se puede variar
la composicién y diversidad de la microbiota intestinal, repercutiendo en nifios con
obesidad.

Para abordar esta cuestién, se plated la siguiente pregunta PICO: ;Cémo influye la dieta
mediterrdnea en comparacioén con la dieta occidental en la microbiota de nifios con
obesidad? Se realizé una biisqueda bibliogrifica en PubMed y Scopus y no se encontraron
resultados que estudien la comparacion entre ambas dietas en la microbiota intestinal de
nifios con obesidad. Sin embargo, si se realiza una bisqueda simple, si se encuentra
investigacion de los temas por separado, como de la microbiota intestinal en nifios con
obesidad, el efecto de la dieta mediterrdnea en la microbiota o de la dieta occidental en la

microbiota.

Por tanto, este estudio busca aportar informacién relevante para poder conocer como estos
dos patrones de alimentacion influyen en la microbiota de nifios con obesidad y su
comparacion, con el objetivo de contribuir a la creacién de estrategias nutricionales a

implantar en el futuro para mejorar este aspecto.
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A nivel social puede suponer una posible estrategia de prevencién de la obesidad desde
las edades mds tempranas a partir de la implementacion de una dieta de tipo mediterrinea.
Mediante esto, se pretenden evitar enfermedades tempranas como la diabetes mellitus o
alteraciones del perfil lipidico, pero también enfermedades futuras como enfermedades
cardiovasculares, hipertension o problemas en la gestacién en caso de mujeres con
obesidad. Ademds de repercutir en los beneticios en la salud desde nifios, también puede
hacerlo reduciendo el gasto economico en los sistemas de salud a partir de la disminucion
en la necesidad de administrar tratamientos farmacolégicos y en la carga asistencial que

provoca la obesidad y las complicaciones asociadas a ella.

1.4. Finalidad
En base a lo expuesto, ¢l objetivo de este trabajo es conocer c6mo la microbiota de los
nifios con obesidad estd influida por el tipo de dieta que consumen en su dia a dia.
Especificamente el estudio estard centrado en la comparacion entre la dieta mediterrdanea

y la dieta occidental.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo principal

Evaluar la manera en que la dieta mediterrdnea, en comparacion con la dieta occidental,
influye en la microbiota intestinal en nifios con obesidad, analizando de este modo el
impacto del tipo de patrén alimentario en la composiciéon microbiana, asi como su
impacto en marcadores metabdlicos como el peso corporal, la composicién corporal, el

perfil lipidico y los cambios en la microbiota intestinal.

2.2. Objetivos secundarios
a. Analizar las aferenciﬂs en la composicién y la abundancia de microorganismos

presentes en la microbiota intestinal en nifios con obesidad segiin el tipo de dieta

que consumen.
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b. Identificar los microorganismos especificos asociados a la dieta mediterrdnea y la
dieta occidental en nifios con obesidad.
c. Evaluar el impacto de cada tipo de dieta en los marcadores metabolicos

estudiados, tales como el peso corporal, la glucemia y el perfil lipidico.

2.3. Sostenibilidad

Este proyecto de estudio tiene en cuenta la sostenibilidad desde distintos enfoques. En
primer lugar, la intervencion planteada es la educacién nutricional en base a la dieta
mediterrdnea, la cual representa un patrén alimentario que respecta al medioambiente. Se
prioriza el consumo de productos de temporada y de proximidad, a la vez que se limitan

aquellos productos procesados y ultra procesados que afectan negativamente al planeta.

Ademds, esta intervencion se espera que sea una futura opcion en el papel preventivo de
diversas enfermedades, como es el caso de la obesidad, asi como otras patologias
relacionadas con esta, como la hipertensién arterial, la dislipemia o enfermedades
cardiovasculares. Su prevencion no solamente se traduce en la disminucién de la carga
asistencial desde las primeras etapas de la vida, sino que servird para reducir los

tratamientos farmacolégicos y su impacto negativo a la hora de su fabricacién.

Por tanto, el estudio tiene como objetivo que el patrén alimentario desde la infancia sea
mds equilibrado, saludable y sostenible, mediante una alimentacién respetuosa con el

medio ambiente y una disminucion de las intervenciones farmacoldgicas.

3. METODOLOGIA

3.1. Diseiio de estudio y justificacién

Se plantea un ensayo clinico controlado no aleatorizado, con el objetivo de evaluar el
impacto de la dieta mediterrdnea en la microbiota de nifios con obesidad y su comparacion

con la dieta occidental. Los participantes de dividirdn en dos grupos:
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- Grupo de intervencién: se aportard un plan nutricional basado en la dieta
mediterrdnea, acompaiiindolos en orientacién y seguimiento para conseguir que la

adherencia al cambio de patrén alimentario sea mayor.

- Grupo de control: los participantes continuarin con su alimentaci6n habitual, que
se espera que corresponda a un patrén de dieta occidental , sin aportar una gufa nutricional

especifica.

La asignacién de los participantes no serd aleatorizada para as{ poder repartir a los
participantes en funcién de su tipo de alimentacién diaria y la preferencia familiar.
Mediante esta asignacién se pretende garantizar una mayor adherencia a la intervencion

y evitar abandonos por dificultades en los cambios dietéticos.

De cara a garantizar una asignacién de los participantes adecuada, se tendrd en cuenta
como criferio de inclusién su patrén dietético. Se llevard a cabo una entrevista inicial que
nos permitird determinar el grupo de intervencién mds apropiado para cada nifio,
garantizando as{ que su alimentaci6n se adectia a las caracteristicas definidas previamente
de dieta occidental. Para ello, se realizard un cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos que nos ayudard a identificar el patrén de dieta occidental. Una alta frecuencia
de consumo de alimentos prncaados, bolleria, bebidas azucaradas, carnes procesadas o
fritos, acompaiiado de un bajo consumo de verduras, frutas, legumbres, pescado o aceite

de oliva, indicard que el patron dietético del participante se ajusta a una dieta occidental.

A partir de este disefio, podremos comparar la evolucién de la microbiota en ambos
grupos a lo largo del tiempo y analizar los efectos de la intervencién nutricional en

comparacion de su alimentacién habitual.

La duracion total del estudio sera de 14 meses, de los cuales, 6 de ellos se dedicaran a la
intervencion y seguimiento de los participantes. Este periodo de tiempo permitird
identificar los cambios producidos a nivel de la microbiota intestinal, asf como de los

pardmetros antropométricos y bioquimicos analizados.

Durante los seis meses de intervencion, se realizaran tres visitas por participante. La visita
inicial serd en la que se recogen los datos de referencia, incluyendo parimetros
antropométricos, andlisis bioquimicos, muestras fecales y cuestionarios dietéticos.
Posteriormente, se realizardn dos visitas de seguimiento intermedias, en los meses 2 y 4

de la intervencion, centradas en el control de los pardametros antropométricos y la
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adherencia de los participantes al patrén dietético. Finalmente, al término de los 6 meses,
se realizard la visita final, donde se repetirdn todas las evaluaciones de la visita inicial.
Las muestras de microbiota solamente se recogerdn en la visita primera y final con el

objetivo de evaluar los cambios en su composicion derivados de la intervencién dietética.

3.2. Ambito y poblacién de estudio

3.2.1. Definicion de la poblacién

2
El estudio estard centrado en nifios de entrg 6 y 12 afos, en edad escolar, que presenten

un diagnéstico de obesidad definido como un Indice de Masa Corporal (IMC) superior al
percentil 95 segtin los estindares de edad y sexo. Esta seleccion se realizara en centros de
salud, colegios y consultas pedidtricas de Espaiia, contando con autorizacion de los padres

o tutores legales.
Como criterios de inclusion para la poblacion del estudio se establecen:

- Diagnéstico de obesidad infantil.

- No haber consumido antibidticos, prebidticos o probidticos en los iltimos tres
meses que pueden haber modificado la microbiota intestinal.

- aisponibilidad para participar en el tiempo del estudio.

- Consentimiento informado de parte de los padres o tutores legales.
Como criterios de exclusion se establecen:

- Presentar enfermedades metabdlicas previas al estudio como diabetes tipo L.

- Padecer enfermedades digestivas como enfermedad de Crohn o sindrome de
intestino irritable.

- Presentar alergias alimentarias que impidan seguir la dieta establecida.

- Uso reciente de antibidticos, prebidticos o probiticos que pueden haber alterado
la microbiota intestinal.

- Participacion en otros estudios que afecten a su tipo de alimentacién o microbiota.

Con estos criterios pretendemos que los resultados obtenidos del estudio sean lo mis

reales posible, evitando factores que pueden alterar los resultados.
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322. Definicién y caracterizacion de la muestra

Lamuestra del estudio se compondra de un grupo representativo de nuestra poblacion, es
decir, la poblacién infantil de entre 6 y 12 afios con obesidad. El tamafio muestral se
calcula mediante la Calculﬁora de tamafio muestral GRANMO (23), mediante la cual se
obtiene una muestra de 44 participantes en el grupo control y 44 participantes en el grupo
intervencién. No obstante, debido a los posibles abandonos, falta de adherencia o no
cumplimiento del protocolo, se considera un aumento del tamafio de esta muestra,
estimando 60 participantes en cada uno de los grupos. Por tanto, el estudio contard con

un total de 120 nifios del rango de edad establecido.
El tipo de muestreo utilizado serd un muestreo no probabilistico por conveniencia.

En primer lugar, se escoge un muestreo no probabilistico ya que los participantes se
seleccionardn de manera individualﬁnencionada, con el objetivo de que los resultados
sean mds eficientes, as{ como que la adherencia a la dieta mediterrdnea del grupo de
intervencion sea mas elevada. Sin embargo, ambos grupos del estudio se intentard que
sean equilibrados en relacion a la edad, sexo, peso corporal o nivel socioeconémico para

intentar evitar lo mdximo posible los sesgos.

Por otra parte, dentro del muestreo no probabilistico, se escogera por conveniencia ya que
la asignacion de los participantes se realizard en funcion de su predisposicion a seguir una
dieta mediterrdnea. Se escoge este tipo de muestreo ya que, si los participantes presentan
una actitud positiva, es mds probable que su adherencia al patrén asignado sea mayor y,
consecuentemente, la tasa de abandono del estudio serd menor. Ademds, el impacto de la
dieta serd mds realista si las familias de participantes consideran que se estd respectando

lo méximo posible sus preferencias.
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Imagen 2. Disefio del estudio. Imagen original de la autora.

3.3. Recogida de datos

De cara a la recogida de datos, se empleardn herramientas validadas y metodologias

precisas de cara a recoger informacién de manera detallada, mediante cuestionarios

dietéticos, con el objetivo de evaluar el patrén alimentario que siguen los participantes,

medidas antropométricas, andlisis bioquimicos y evaluaciones de la microbiota intestinal.

Cuestionarios dietéticos.

El patr6n alimentario se evaluard mediante un cuestionario de frecuencia de consumo de

alimentos, realizado en una entrevista presencial por un dietista-nutricionista. Este

cuestionario constard de una tabla en la que se detallan todos los alimentos y su frecuencia

de consumo, es decir, si son consumidos diariamente, semanalmente o de manera

21




ocasional. Acompafiando a este cuestionario, se contard con una guia de medidas caseras
visuales para poder conocer una estimacién mds objetiva de las cantidades ingeridas por

cada participante.

Ademis, para conocer la adherencia a la dieta mediterranea del grupo de intervencion se
utilizard el cuestionario MEDAS (Mediterranean Diet Adherence Screener), el cual
consta de 14 preguntas cortas que nos proporcionard un conocimiento general de cémo

se adapta su alimentacion a este patron dietético.
Mediciones antropométricas.

En cuantg a las medidas antropométricas, recopilaremos los datos de peso corporal,

estatura, el indice de masa corporal y el perimetro abdominal.

- El peso corporal se mide en kg, utilizando una balanza digital calibrada. El
participante debe estar en ayunas y descalzo. Ademis, la pesada se intentard
realizar en todas las ocasiones a una hora similar del dia y con la misma ropa
ligera.

- Estatura: se mide en cm mediante un estadiémetro. El participante deberd estar
correctamente colocado, con los pies ligeramente separados y la cabeza recta.

- Indice de Masa Corporal (IMC): se calculard mediante su ecuacién, relacionando
el peso en kg y la talla en metros.

- Perimetro abdominal; se mide en cm utilizando una cinta métrica flexible. Para su
medicién se buscard el punto medio entre la cresta iliaca y el punto inferior de la
tltima costilla. El participante se encontrard de pie y la medicion se realiza tras

una espiracion normal.
Andlisis biogquimico.

Con el objetivo de evaluar el estado metabélico se analizardn las muestras de sangre
extraidas. Se extrae tras un ayuno de 8-12 horas y se procesa en un laboratorio certificado.
Como marcadores que nos interesan en este caso sonﬁglucosa en sangre, expresada en
mg/dL; la insulina sérica, de cara a la evaluacion de la resistencia a la insulina a través
del indice HOMA-IR; el perfil lipidico, en el que se incluyen el colesterol total, el

colesterol HDL, el colesterol LDL vy triglicéridos.

Evaluacidn de la microbiota intestinal.
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La composicién de la microbiota intestinal se analizard mediante las muestras fecales de

los participantes, utilizando tecnologia de secuenciacion genética.

Se proporcionardn las instrucciones detalladas para la recoleccién de muestras para
garantizar una recoleccion y almacenamiento idéneo. Se recogera en recipientes estériles

y se mantendrdn en refrigeracién hasta su procesamiento en el laboratorio.

13
A lahora de la secuenciacion del ADN, se considera la subunidad 16S del ARN ribosomal
como la diana universal ya que contiene regiones altamente conservadas y variables que

permiten distinguir entre diferentes especies microbianas (24).

Se examinardn bacterias clave en nuestro estudio como los Firmicutes y Bacteroidetes,
cuya proporcion nos resulta interesante en nuestro caso al estar relacionado con la
obesidad, como se ha comentado. Ademds, se estudiard la presencia de bacterias
beneficiosas, como Lactobacillus y Bifidobacterium y bacterias patégenas como

Clostridium y Prevotella.

3.4. Defi n de las variables a estudio

El objetivo de este estudio es analizar como la dieta mediterrdnea influye en la microbiota
intestinal de nifios con obesidad en comparacion con la dieta occidental. Para ello se
definen las variables relevantes para la investigacion, clasificindolas en variables

dependientes y variables independientes.

La variable dependiente o variable resultado de este estudio serd la composicion y
diversidad de la microbiota intestinal. Se utilizardn diferentes indicadores para evaluar la
diversidad, es decir, el mimero de especies presentes, y su riqueza, la cantidad de
microorganismos. Entre ellos, se incluirdn el indice de Shannon, el cual refleja la
diversidad y distribucién de las especies de una comunidad y el indice de Chao, que
estima la abundancia de cada especie en las muestras recogidas (25). Un valor elevado
de ambos indices indicard mayor diversidad y una microbiota intestinal mas saludable.
Por la parte contraria, valores bajos se asocian con disbiosis intestinal y una menor

cantidad de especies.

También debemos analizar la relacién entre los géneros Firmicutes y Bacteriodetes ya

que, como s¢ ha comentado anteriormente, una ratio elevada se asocia con alteraciones
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metabdlicas u obesidad. Por iltimo, se estudiard la abundancia tanto de especies
beneficiosas, como pueden ser Lactobacillus o Bifidobacterium, como de bacterias

patégenas como Clostridium o Prevotella.
En cuanto a las variables independientes, se consideran las siguientes:

- El patrén dietético. El tipo de alimentacion que siga cada grupo del estudio serd
una variable clave ya que se espera que sea el principal factor a la hora de generar
cambios en la microbiota intestinal de los participantes. En este caso, se
compararan los diferentes cambios entre la dieta mediterrinea y la dieta
occidental.

- Laadherencia a la dieta. La adherencia al patrﬁndimcma:io asignado también se
tratard de una variable importante. Se utilizara el cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos para poder medir esta adherencia, clasificando a los
participantes en una adherencia baja, si el cumplimiento de la dieta es menor del
50%: una adherencia moderada, si se encuentra entre un 50 y 79%; o una
adherencia alta, en caso de que el cumplimiento sea por encima del 80%. De
manera complementaria, en el grupg intervencin, se realizard el cuestionario
MEDAS con el objetivo de conocer el grado de adherencia al patrén dietético de
dieta mediterranea.

- Variables antropométricas. A pesar de que no es el principal objetivo del estudio,
también se encuentra entre los objetivos secundarios conocer como el tipo de dieta
va a influir en los pardmetros antropométricos. Se medird el peso corporal y la
altura de los participantes. También se calculara el IMC distinguiendo tres
categorfas, normopeso, si los participantes se encuentran por debajo del percentil
85; sobrepeso, en caso de encontrarse entre los percentiles 85 y 94: u obesidad, si
el IMC se encuentra por encima del percentil 95 (26). Ademds, también se
evaluard el perimetro abdominal.

- Variables metabdlicas. Al igual que en el caso anteriorﬁs variables metabdlicas
serdn un objetivo secundario del estudio. Se incluirdn los niveles de glucosa en
ayunas, la insulina sérica, el indice HOMA-IR y el perfil lipidico, incluyendo el
colesterol total, el colesterol HDL, colesterol LDL y triglicéridos.

- Factores sociodemogrificos. Se tendrin en cuenta variables como la edad,
dividida en rangos de 6-8 afios, 9-10 afios y 11-12 afos; el sexo, si es fe ino o

masculino: el nivel socioeconémico de la familia, si es bajo, medio o alto; el nivel
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educativo de los padres, sin estudios, estudios primarios, secundarios o

universitarios; y la simaciéndaboral actual de los padres.

- Factores de estilo de vida. Se evaluaran diversas variables relacionadas con el
estilo de vida como el nivel de actividad fisica de los nifios (sedentarios, actividad
fisica moderada o activos); el consumo de fibra y agua diaria; la calidad y duracién
del sueiio; el estrés diario: los horarios y distribucion de las comidas; el tipo de
parto, asi como si hubo lactancia materna o lactancia artificial. Estos factores los

mediremos mediante cuestionarios de hdbitos y estilo de vida.

3.5. Anilisis de datos

Para examinar cémo influye la dieta en la microbiota intestinal 15 nifios con obesidad se
llevard a cabo un andlisis estadistico estructurado en tres fases. El procesamiento de los
datos se realizard utilizando el software SPSS, estableciendo un nivel de significacién de

p < 0,05 para que los resultados sean considerados como estadisticamente significativos.

En una primera etapa, se analizard la comparacion entre los dos patrones dietéticos, la
dieta mediterrdnea y dieta occidental, en la microbiota de nifios con obesidad. Para
realizar esta comparacié&sc aplicard la prueba t de Student, con el objetivo de identificar
las posibles diferencias en la diversidad y composicion de la microbiota en base al tipo

de alimentacién aplicada en cada grupo de participantes.

A continuacion, se analizardn también los datos antropométricos recopilados tanto al
inicio y final del estadio, como en las dos etapas intermedias. Para ello se empleard el
ANOVA , comparando las mismas medidas en ambos grupos, pero a lo largo de los meses
totales de la intervencion. Con csﬁ medida, la intencién es conocer si existe un efecto
grupo, un efecto tiempo o si hay interaccién entre el grupo de intervencion y el tiempo

del estudio.

Por otra parte, queremos conocer la relacién entre el nivel de adherencia a cada tipo de
patrén alimentario y su impacto en la microbiota. Esta comparaci6n la realizaremos para
conocer la medida en que los cambios producidos en la microbiota varian segiin el grado
de cumplimiento de los participantes al tipo de dieta asignado. En caso de que los

participantes no cumplan adecuadamente con su modelo dietético, se espera que los
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cambios producidos a lo largo del estudio sean minimos. Sin embargo, esto no seria

motivo para afirmar que la dieta carece del efecto previsto en el estudio.

En contraste, en caso de que los participantes con una alta adherencia presentan cambios
en la microbiota destacados, se reforzard la hipétesis planteada en el estudio de que la

alimentacion influye directamente en la composicion de la microbiota.

A la hora de analizar el grado de adherencia a la dieta mediterranea y el cambio en la
composicién de la microbiota, utilizaremos la adherencia como una variable dicotémica,
es decir, con una respuesta de alta o baja, y se aplicara la prueba de Spearman con el fin

de conocer si hay o no una diferencia significativa.

Por dltimo, en una tercera fase, se evaluarin variables, tanto cualitativas como
cuantitativas. Entre las variables cualitativas, se explorard la relacién entre la prevalencia
de obesidad y la diversidad microbiana. Para ello, se aplicari la prueba de %i-cuadmdo.
Respecto a las variables cuantitativas, se examinard la correlacion entre la microbiota
intestinal y el metabolismo de los lipidos, estableciendo un andlisis de relacién entre el
perfil lipidico y la proporcion de las especies de Firmicutes y Bacteroidetes. Este andlisis

se llevard a cabo utilizando el coeficiente de correlacién de Pearson.

Posteriormente, se realizard la interpretacion de los resultados, en funcién del valor de p
obtenido en los resultados. Si finalmente se observa un p-valor menor de 005, se
considerard que la diferencia entre grupos es estadisticamente significativa. En caso
contrario, si el p-valor es superior a 0,05, la conclusién serd que no existen diferencias

significativas entre los dos grupos a analizar.

3.6. Consideraciones éticas

El presente estudio se desarrollard siguiendo las directrices de la Declaracién de Helsinki,
las Normas de Buena Prictica Clinica (BPC) y la legislacién vigente en materia de
proteccién de datos personales, el cumplimiento necesario a la hora de la realizacién de

estudios con seres humanos.

2
Ademis, el protocolo de este estudio serd sometido a la aprobacién del Comité de Etica

en Investigacién para poder garantizar el cumplimiento de los estindares exigidos en

relacién con la proteccion de los participantes.
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El estudio esa’enfocado en la investigacién en nifios menores de edad, por lo que serd
necesario un consentimiento informado firmado por parte de los padres o tutores legales
de los nifios. Para ello se aportara a los padres, madres o tutores legales un documento en
el que se detallan los objetivos y finalidad del estudio, asi como el procedimiento a
realizar, los posibles riesgos y beneficios, coémo se manejara la informacion personal de
cada participante y el derecho al abandono del estudio en cualquier momento sin

penalizacion alguna.

La privacidad de datos serd acorde al glamento 2016/679 de Proteccién de Datos y la
Ley Orgénica 3/2018 de Proteccion de Datos Personales y Garantia de Derechos
Digitales. Los datos de los participantes serin anénimos, se asignard un c6digo numéro a
cada participante, que serd el utilizado durante el resto del estudio. Por tanto, no se
utilizard en ninglin momento el nombre ni datos personales. La informacién que se
proporcione al estudio solamente podrd tener acceso el personal del equipo de
investigacion, y se guardard de manera segura y restringida. Ademds, en caso de que el
participante quiera abandonar el estudio y alegue que quiere eliminar sus datos de este,

asi serd realizado.

En cuanto a los riesgos posibles, este estudio no conlleva riesgos significativos. Las
tnicas molestias leves serd la realizaci6n de las pruebas de muestras de sangre o de heces:
asi como el esfuerzo para llevar a cabo una adherencia adecuada en el grupo de
intervencion. Por la parte contraria, entre los beneficios podemos destacar una educacion
nufricional y aumentar el conocimiento del impacto de la dieta en la microbiota intestinal

de los participantes.

3.7.Plan de trabajo o cronograma
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3.8. Financiacién

Tabla 4: Financiacion

Concepto Detalles Cantidad Coste unidad Coste total
Personal Investigador 1 40.000€
principal
Dietista -1 30.000€
nutricionista
Enfermera 1 20€/h (se | 1.000€
(extraccién de estiman 50
muestras) horas)
Bioestadistico 1 35.000€
Materiales y | Kit de recogida de | 240 (2 muestras | 20€/kit 4.800€
equipos microbiota para cada
participante)
Reactivos para | 240 (2 muestras | 25€/analisis 6.000€
andlisis para cada
participante)
Tubos extraccion | 240 (2 muestras | 0,50€/tubo 120€
muestras de sangre | para cada
participante)
Software 1 licencia 1.000€ 1.000€
estadistico (SPSS)
Analisis de | Muestras de | 240 (2 muestras | 40€/ muestra 9.600€
laboratorio | sangre para cada
participante)
Anilisis de | 240 (2 muestras | 200€/ muestra 48.000€
microbiota para cada
participante)
Gastos  de | Desplazamientos a | 40 50€/ 2.000€
logistica visitas desplazamientos | desplazamiento
participantes
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Envio muestras a | 240 (2 muestras | 15€/envio 3.600€
laboratorio para cada

participante)
Impresion 500 copias 0,05€/copia 25€
cuestionarios,
consentimientos. ...

Otros gastos | Gastos de gestion 5.000€ 5.000€
Publicacién ~ de 3.000€ 3.000€
datos

TOTAL 189.145€

Tabla original de la autora.

3.9. Limitaciones del estudio
Este estudio presenta varias limitaciones a considerar.

En primer lugar, la asignacién de los participantes no es aleatoria, sino que se centra en
el tipo de alimentacion que lleva a cabo en el dia a dia cada participante con el fin de
favorecer una mayor adherencia de los grupos asignados. Esta metodologia puede
implicar la aparicion de ciertos sesgos de seleccidn, ya que el interés por parte de los
participantes o familiares, el nivel educativo o econdémico de los progenitores, serd
diferente entre los grupos y, por tanto, repercutird en los resultados obtenidos. Asimismo,
el hecho de conocer el grupo en el que el participante se encuentra generar un sesgo de
expectativa, al mostrar una mayor motivacién o adherencia a la intervencién nutricional

de cada grupo.

En segundo lugar, el grupo control, es decir, el que continia con la dieta habitual y sin
intervencién nutricional, puede que sea bastante diferente entre cada participante,
generando una heterogeneidad que dificultard que los datos obtenidos en el estudio se

pueden generalizar a todo el grupo.

Otras limitaciones que afectan a los resultados del estudio son el hecho de que la recogido
y conservacion de la muestra de heces para analizar la microbiota es llevaba a cabo por
los participantes, por lo que no es controlable por ¢l personal del estudio y puede afectar

ala calidad.
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Por iltimo, ciertos factores externos, como el suefio, estrés o ejercicio fisico, los cuales
no se analizan en profundidad en el estudio, pueden influir de manera directa en la

composicion de la microbiota intestinal.

4. RESULTADOS ESPERADOS Y DICUSION

A partir de los hallazgos previos y la literatura cientifica existente, se plantean una serie
de hipétesis relacionadas con las intervenciones nutricionales que se han propuesto en

este estudio.

En primer lugar, se espera una mayor diversidad en la microbiota de los participantes del
grupo de intervencién, es decir, los nifios que han seguido durante los seis meses unadieta
mediterréﬁa, en comparacién con el grupo control. Esta diversidad estard reflejada, co

muestran los estudios de Merra et al. y de Garcia-Martinez et al., en un aumento de
bacterias beneficiosas, como de Bifidobacterium o Lactobacillus, asi como en una
reduccién de bacterias consideradas patdgenas como cepas del género Clostridium (16,
18). Ademads. como se describe en el estudio de Merra et al., inciden en un equilibrio mas
saludable entre las especies de Firmicutes y Bacteroidetes, observindose una disminucién

en la proporcién de Firmicutes y un aumento de Bacteroidetes (16).

Asimismo, se anticipan cambios significativos en los pardmetros antropométricos y
bioquimicos estudiados. Especificamente, entre la medicion inicial de estos parimetros y
su meﬁién final al cabo de seis meses siguiendo una dieta de estilo mediterrineo, se
esperauna disminucion del peso corporal y del perimetro abdominal, asi como una mejora
en el perfil lipidico, reduciéndose los niveles de triglicéridos y colesterol LDL e
incrementdandose los de colesﬁ'ol HDL. Existen diversos estudios previos que han
asociado la intervencion con un patrén alimentario de estilo mediterrdneo con una mejoria
en estos parametros estudiados, tal y como concluyen Lopez-Gil et al. y Blancas-Sanchez
et al., en cuyos estudios se muestra una disminucién de colesterol total, triglicéridos y

colesterol LDL., acompaiiado de un aumento de colesterol HDL (27, 28).

Por otra parte, gracias a la utilizacién del cuestionario MEDAS, que nos permite medir el
grado de adherencia a la dieta mediterrdnea, se prevé que aquellos participantes con
puntuaciones mds altas en este cuestionario, es decir, con un mayor grado de adherencia

al patrén alimentario asignado, muestren efectos mas marcados en todos los anteriores
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pardmetros, en comparacioén con los participantes con una meyr adherencia a la dieta

mediterrinea. Se supone que, cuanto m?ﬁ adecuado sea el seguimiento de la dieta
mediterrdnea por parte de los nifios, con mayor consumo de frutas y verduras, grasas
saludables o pescado, mds significativa serd la mejora en el estado de salud,
manifestandose inicialmente en la pérdida de peso. Sin embargo, a lo largo de los seis
meses de seguimiento, esta mejoria también se reflejard en las pruebas analiticas de los
pardmetros anteriormente citados. Esto se ha visto en estudios como el de Estruch et al.,
donde una mayor puntuacioén en el cuestionario se asociaba con mejoras en los pardmetros

antropométricos y bioquimicos comentados anteriormente (29).

Por el contrario, en los participantes del grupo control, los cuales seguirdn con su
alimentacién habitual, no se espera ningtin cambio significativo. El grupo control seguird
una dieta occidental, caracterizada por ser rica en grasas no saludables, aziicares y pobre
en fibra. Estudios como el de Cheg et al., han mostrado que este tipo de patrén alimentario
se relaciona significativamente con una disminucion en la diversidad microbiana, asi
como con el aumento de bacterias perjudiciales como los Firmicutes (11). Ademas, de
manera contraria a lo que ocurre en el grupo de intervencion, los pardmetros metabdlicos
y antropométricos se espera que sean menos saludables que en el grupo control debido,
principalmente, a un mayor consumo de grasas saturadas. Estudios como el de Sanchez-
Bayle et al.. relacionaron el mayor consumo de este tipo de grasas, con unos niveles de
colesterol total y colesterol LDL significativamente mds altos, acompafiado de niveles de
colesterol HDL mis bajos, que las personas con un consumo menor de grasas saturadas

(30).

5. CONCLUSION

Poriltimo, como conclusidn, en este disefio de estudio se pretende conocer la manera en
la que dos dietas completamente diferentes, como la dieta mediterrdnea y la occidental,
influyen en la microbiota intestinal de nifios con obesidad. Asimismo, ayudard a
comprender la manera en la que la forma de alimentarse de cada persona se ve reflejada
tanto en la variedad microbiana como en las especies caracteristicas de cada patrén
alimentario. Se presupone que la proporcién de bacterias beneficiosas y una mayor

variedad microbiana se asociara con los participantes que siguen una dieta mediterrdnea.
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Ademds, se estudiard el efecto de ambas dietas a otros marcadores como son el peso
corporal, la glucemia o el perfil lipidico, prediciéndose que sea mds favorable, al igual

que en los demds objetivos, en el caso de la dieta mediterrdnea.
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