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PRESENTACION

La presente tesis doctoral titulada “Influencia de la actividad fisica y las conductas
sedentarias en la longitud del telomero en la infancia: Proyecto TeloDiPA” se adscribe al
Programa de Doctorado en Salud Publica, Ciencias Médicas y Quirargicas de la Universidad
Miguel Hernandez de Elche (UMH), el cual se rige por la normativa de estudios de doctorado de
la UMH, aprobada por el Consejo de Gobierno del 30 de mayo de 2012 al amparo del Real
Decreto 99/2011. A su vez, esta tesis doctoral se presenta mediante la modalidad de compendio

de publicaciones y opta a la mencidn de Doctorado Internacional por la UMH.

El trabajo cientifico realizado se enmarca en el estudio Dieta y actividad fisica en
embarazo y tras el nacimiento y longitud del telémero en nifios y adolescentes: Proyecto
TeloDiPA liderado por la Dra. Eva Maria Navarrete Mufioz (P11800825). Ademas, este proyecto
utiliza datos pertenecientes al proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA,

https://www.proyectoinma.org/), un estudioscohortes de nacimiento prospectivo y multicéntrico

de base poblacional que se desarrolla en diversas areas de Espafa. En relacion con la mencion de
Doctorado Internacional, en el afio 2021 realicé una estancia predoctoral de 3 meses en la

Universiteit Hasselt (https://www.uhasselt.be/nl) con el Dr. Dries Martens y el Dr. Tim Nawrot,

expertos a nivel mundial en medicién de la longitud del telémero y el estudio de sus factores de
riesgo medioambientales. Esta estancia fue una experiencia muy enriguecedora que me permitié

aprender sobre analisis epidemiolégicos avanzados aplicados a la longitud del telémero.

La presentacion de esta tesis doctoral sigue una estructura tradicional donde se inicia con
una introduccion que pretende contextualizar y relacionar entre si los conceptos de longitud del
telomero, actividad fisica y comportamientos sedentarios durante la infancia. Tras esta
presentacion, se expone la justificacion, la hipétesis y los objetivos planteados en este trabajo. A
continuacion, se presenta la metodologia empleada con una vision general del estudio INMA, su
disefo, participantes y la descripcion detallada de las variables principales y andlisis estadisticos
empleados. Posteriormente se muestran los resultados obtenidos en referencia a los objetivos
planteados y se analizan a nivel general en el apartado de discusion. Por Gltimo, se resumen las
principales conclusiones extraidas de esta tesis doctoral y se presentan las posibles implicaciones

de este trabajo para la salud publica actual.


https://www.proyectoinma.org/
https://www.uhasselt.be/nl

RESUMEN

Antecedentes y objetivos

Los telémeros son nucleoproteinas situadas en los extremos de nuestros cromosomas que
actlan protegiendo al genoma de los efectos de la degradacién cromosomica. La longitud de los
telomeros (LT) decrece de forma natural con cada replicacion celular. Sin embargo, la velocidad
de acortamiento puede verse incrementada por la accion del estrés oxidativo y procesos
inflamatorios. En este sentido, se ha observado que los comportamientos sedentarios (CS) podrian
acelerar este acortamiento debido a su relacion con el aumento de biomarcadores inflamatorios.
Al contario, la actividad fisica (AF) podria actuar manteniendo la LT mediante su efecto
antinflamatorio y antioxidante a través de la activacion de la telomerasa, una encima capaz de
afiadir nuevos segmentos teloméricos. A pesar del probable efecto de estos estilos de vida sobre
la LT, es muy escasa la evidencia actual sobre la AF/CS y LT en la infancia. La importancia de
evaluar esta asociacion radica en que la LT se acorta pronunciadamente en la infancia y
adolescencia debido al mayor volumen de replicaciones celulares que se produce en este momento
del desarrollo. Por ello, la presencia de factores que puedan incrementar y/o mantener la LT
durante las primeras etapas de vida podrian condicionar el envejecimiento celular durante la

infancia hasta la adultez.

Debido a lo anteriormente expuesto, los objetivos de esta tesis doctoral han sido explorar
la asociacién entre AF extracurricular (AFE)/CS y la LT de nifios/as entre los 4 y los 8 afios en el
estudio Infancia Medio Ambiente (INMA). A su vez, y con el fin de establecer un punto de partida
para realizar futuras investigaciones sobre la relacion entre la AF y la LT en otras etapas de la
infancia, se plante6 evaluar la validez de la informacion de AF moderada-vigorosa (AFMV)
recogida mediante un cuestionario en nifios/as de 6 a 12 afios pertenecientes al estudio INMA y
de las cohortes de INMA Sabadell, Born in Bradford (BiB), y Etude des Déterminants pré et
postnatals du développement et de la santé de I’Enfant (EDEN) pertenecientes al proyecto
europeo Human Early Life Exposome (HELIX).

Métodos

Se utilizaron datos pertenecientes al proyecto INMA, un estudio epidemioldgico de
cohortes de nacimiento de base poblacional con caracter prospectivo y multicéntrico.
Especificamente, este trabajo ha empleado datos de INMA Asturias, Guiplzcoa y Sabadell. En
total, 610 nifio/as a los 8 afios (Asturias = 204, Guipuzcoa = 134 y Sabadell = 272) presentaban
medidas repetidas de la LT a los 4 y 8 afios. En el caso de la validacion del cuestionario de AF,

se incluyeron 230 nifios/as que disponian de informacion de AF procedente de cuestionario y



acelerometria INMA Guipuzcoa (n = 136, 10-12 afios), HELIX Sabadell (n = 37, 9 afios), HELIX
BiB (n= 27, 6 afios) y HELIX EDEN (n= 30, 11 afios).

La LT leucocitaria fue determinada mediante un protocolo modificado de PCR
cuantitativa a partir de una muestra de sangre o plasma sanguineo. Por tanto, se dispone de la LT
alos 4y los 8 afios. Para el analisis a los 4 afios, la LT se utiliz6 como % cambio, mientras que
en los andlisis entre los 4 y los 8 afios se calcul6 el cambio en la diferencia de ranking. La AFE
se obtuvo mediante un cuestionario reportado por los progenitores en la visita de seguimiento a
los 4 afios y se calculd la media de gasto energético diario en indices metabolicos equivalentes
(MET) por hora/dia a través de ese cuestionario. El tiempo en CS de los nifios/as a los 4 afios fue
reportado por los progenitores mediante un cuestionario basado en el Children Leisure Activity
Study Survey (CLASS). Especificamente, se preguntd a los progenitores cuantas horas pasaba su
hijo/a viendo la television/videos (tiempo de visionado de pantallas, TVP) o realizando otros CS
entre semana y los fines de semana fuera del colegio. Se calculd la media diaria de horas en TVP,
otros CS'y tiempo total en CS. En los anlisis tanto AFE como las variables de CS se categorizaron

en tertiles de su distribucion.

En el caso de la validacion del cuestionario de AF, se emplearon datos de AFMV total
reportada por los progenitores mediante el cuestionario CLASS y recogida de forma directa
mediante acelerometria usando GeneActiv en INMA Guiplzcoa y ActiGraph wGT3X-BT en
HELIX.

La asociacion transversal entre AFE/CS y LT a los 4 afios y entre los 4 y 8 afios se
exploraron mediante modelos de regresion robusta multiple. La LT de los nifios/as de Sabadell a
los 8 afios fue determinada utilizando un protocolo ligeramente diferente de gPCR. Por ello, se
uso la diferencia en el ranking de la LT entre los 4 y 8 afios como medida resultado para explorar
estas asociaciones. En el caso de los andlisis de validacion, se calculo la diferencia media entre
las medidas de minutos/dia de AFMV reportadas por el cuestionario y los acelerémetros. Ademas,
los factores asociados a esta diferencia se exploraron mediante regresion lineal robusta multiple.
El acuerdo entre ambos métodos se examiné a través de un gréfico de Bland-Altman. Respecto a
la validez concurrente para medir AFMV, se analiz6 mediante correlaciones parciales de
Spearman ajustadas por la cohorte de origen. Por ultimo, el analisis de la curva ROC fue empleado
para comprobar la precision del cuestionario para identificar nifios/as fisicamente activos segln
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Resultados

Al explorar la asociacion entre AFE y la LT, se observé que aquellos nifios/as situados
en el tercil mas alto de gasto energético en AFE (11,9-31,0 METs hora/dia) mostraron un
incremento en el ranking de la LT del 2,25% (1C95%: 0,01; 4,48; p= 0,04) entre los 4 y 8 afios,



en comparacion con aquellos localizados en el tercil mas bajo (2,2-7,8 METs hora/dia). No se
observo ninguna asociacion estadisticamente significativa en el caso de los terciles bajo vs medio.
En relacién a los CS, los resultados mostraron que los nifios/as que pasaban méas tiempo en TVP
a los 4 afios (1,6-5,0 horas/dia) presentaban una disminucion de la LT del 3,9% (1C95%: —7,4;
—-0,4; p = 0,03) en comparacion con el tercil mas bajo (0,0-1,0 horas/dia). Respecto al periodo
entre los 4 y 8 afios, un mayor TVP (tercil mas alto vs tercil mas bajo) se asocié con una
disminucidn en el ranking de la LT del 1,9% (1C95%: —3,8; —0,1; p = 0,03). Por dltimo y en
referencia a la validacion del cuestionario de AF, se observo una correlacion moderada entre las
medidas de AFVM de ambos métodos (rho = 0,41; p < 0,001). El ser nifia se asocid
estadisticamente con la diferencia de AFMV entre ambos métodos. Ademas, se determiné puntos
de corte separados por nifio y nifia para clasificar a los/as fisicamente activos del cuestionario
frente a la acelerometria (area bajo la curva = 83,8% y 82,7% para nifios y nifias, puntos de corte
= 68,6 y 45,4 minutos/dia de AFMV, respectivamente).

Conclusiones

Los resultados anteriormente expuestos nos permiten concluir que aquellos nifios/as
expuestos a un mayor gasto energético en AFE a los 4 afios se asocié con un aumento en el ranking
de la LT entre los 4 y 8 afios. Inversamente, se observé que aquellos nifios/as que presentaban
mayor TVP a los 4 afios mostraron una menor LT a los 4 afios y entre los 4 y 8 afios de edad. Por
Gltimo, la validez de las medidas de AFMV entre el cuestionario evaluado y el acelerémetro fue
moderada, por lo que las estimaciones individuales deben ser consideradas con cautela. Sin
embargo, este cuestionario mostrd una aceptable precisién a la hora de detectar nifios/as

fisicamente activos segin la OMS.



SUMMARY

Background and objectives

Telomeres are nucleoproteins located at the ends of chromosomes that protect the genome
from the effects of chromosomal degradation. The telomere length (TL) naturally decreases with
each cell replication. However, oxidative stress and inflammatory processes can increase the
shortening rate. In this sense, sedentary behaviors (SB) have been observed to potentially
accelerate telomere shortening due to their association with increased inflammatory biomarkers.
On the contrary, physical activity (PA) may help maintain the TL through its anti-inflammatory
and antioxidant effects by activating telomerase, an enzyme capable of adding new telomeric
segments. Despite the likely impact of lifestyles on TL, there is limited evidence exploring PA/SB
and LT in childhood. During these early developmental stages, LT shortening significantly
accelerates due to the higher volume of cell replication. Therefore, the presence of factors that
can increase and/or maintain LT during early life stages may influence cellular ageing from
childhood to adulthood.

For these reasons, the aim of this doctoral thesis was to investigate the association
between extracurricular physical activity (EPA)/SB and TL in children aged 4 to 8 years in the
Infancia Medio Ambiente (INMA) study. Additionally, the validity of moderate-to-vigorous
physical activity (MVPA) information collected through a questionnaire in children aged 6 to 12
years belonging to INMA, and from the cohorts INMA Sabadell, Born in Bradford (BiB), and
Etude des Déterminants pré et postnatals du développement et de la santé de 1’Enfant (EDEN)
was also evaluated in order to establish a baseline for future research on the relationship between
PA and TL in other stages of childhood. The cohorts INMA Sabadell, BiB and EDEN are part of
the Human Early Life Exposome (HELIX) project.

Methods

This doctoral thesis used data from the INMA project, a prospective and multicenter
cohort study of Spanish population-based birth cohorts. Specifically, data from INMA Asturias,
Guipuzcoa, and Sabadell were included. A total of 610 children (Asturias = 204, Gipuzkoa = 134,
Sabadell = 272) had repeated measurements of TL at 4 and 8 years. For the validation of the PA
questionnaire, data from 230 children with both questionnaire and accelerometry measurements
of PA were used, including data from INMA Gipuzkoa (n = 136, 10-12 years), HELIX Sabadell
(n =37, 9 years), HELIX BiB (n = 27, 6 years), and HELIX EDEN (n = 30, 11 years).

The leukocyte TL was measured using a modified quantitative PCR protocol from blood

or buffy coat samples. In addition, TL was measured at 4 and at 8 years. For the 4 years analysis,



the TL was used as % of change, while the % of change in ranking was used for the analysis from
4 to 8 years. Regarding EPA, it was obtained from a parent-reported questionnaire during the
follow-up visit at 4 years of age. The average daily energy expenditure in EPA was calculated in
metabolic equivalent of task (MET) per hour/day. This variable was transformed into tertiles. The
time spent in SB by children at 4 years of age was reported by parents using a questionnaire based
on the Children Leisure Activity Study Survey (CLASS). Specifically, parents were asked how
many hours their child spent watching television/videos (screen time) or engaging in other SB
activities on weekdays and weekends outside of school. The daily average of hours spent in screen
time, other SB, and total SB were calculated and these variables were used in tertiles for analysis

purposes.

Regarding the PA questionnaire validation, the parent-reported MVPA measures were
obtained using a questionnaire based on the CLASS, while the direct measurements were using
an ActiGraph wGT3X-BT accelerometer in the case of HELIX and a GeneActiv accelerometer
in INMA Gipuzkoa.

The cross-sectional association between EPA/SB and TL at 4 years and between 4 and 8
years of age were examined using multiple robust linear regression models. A different gPCR
protocol was used for TL measurement in Sabadell children at 8 years of age. Thus, difference in
the TL ranking between 4 and 8 years was used as the outcome measure to explore these
associations. The mean difference between minutes/day of MVPA reported by the questionnaire
and accelerometers was calculated for the validation analyses. The possible factors associated
with this difference were explored using multiple robust linear regression. The agreement between
both methods was examined using a Bland-Altman plot. In addition, the concurrent validity of
the questionnaire for measuring MVPA was analyzed using partial Spearman correlations
adjusted for the cohort of origin. Finally, ROC curve analysis was employed to check the accuracy
of the questionnaire in identifying physically active children according to the World Health

Organization (WHO) guidelines.
Results

The results showed that children in the highest tertile of mean daily energy expenditure
in EPA (11,9-31,0 METs hours/day) showed a 2,25% increase in TL ranking (95%CI: 0,01; 4,48;
p = 0,04) between 4 and 8 years of age, compared to those in the lowest tertile (2,2-7,8 METs
hours/day). No statistically significant association was observed between the low and medium
tertiles. In relation to SB, the results showed that children who spent more hours in screen time at
4 years of age (1,6-5,0 hours/day) presented a -3,9% decrease in TL (95%Cl: -7,4; -0,4; p = 0,03)
compared to the lowest tertile (0,0-1,0 hours/day). For the period between 4 and 8 years of age,

higher screen time (highest tertile vs lowest tertile) was associated with a -1,9% decrease in TL



ranking (95%Cl: -3,8; -0,1; p = 0,03). Finally, regarding the validation of the PA questionnaire,
a moderate correlation was observed between the measure of MVVPA from both methods (rho =
0,41; p < 0,001). Being a girl was statistically associated with the difference in MVPA between
methods. Furthermore, this questionnaire identified sex-different cut-points to classify physically
active children based on accelerometry (area under the curve = 83,8% and 82,7% for boys and

girls, cutoff points = 68,6 and 45,4 minutes/day of MVPA, respectively).
Conclusions

Higher energy expenditure in EPA at 4 years of age was associated with an increase in
TL ranking between 4 and 8 years of age. Conversely, it was observed that children who spent
higher screen time at 4 years of age showed a decrement in TL at 4 and between 4 and 8 years of
age. Finally, the validity of the MVVPA measures between the evaluated questionnaire and the
accelerometer was moderate, so individual estimates should be considered with caution.
However, this questionnaire showed acceptable accuracy in detecting physically active children

according to the WHO guidelines.



INTRODUCCION

1. Los telébmeros

1.1. Origen, biologia y estructura

El estudio del envejecimiento celular ha cobrado relevancia desde que Elizabeth
Blackburn descubrié en 1978 el mecanismo por el cual se limita la esperanza de vida de nuestras
células: la longitud del telémero (LT) (1). Este importante hito le fue reconocido mediante el
Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2009 y puso el foco en una nueva rama de investigacion

sobre el envejecimiento.

Los teldmeros son nucleoproteinas localizadas en los extremos de nuestros cromosomas
(1,2). Estas estructuras actuan estabilizando el genomay protegiendo al acido desoxirribonucleico
(ADN) de los efectos de la degradacion cromosémica e incluso, previenen la fusién de los
cromosomas homélogos durante la replicacion celular (2,3). De forma estructural, los telémeros
estan formados por secuencias repetitivas simples de ADN no codificante ricas en guanina. En
humanos, el telémero consiste en 4-12 kilobases (kb) de hexanucle6tidos [5'-TTAGGG-3']
(Figura 1) (2). La secuencia final rica en guanina del telomero se pliega sobre si misma creando

el T-Loop, el cual representa su primera barrera de defensa frente a su acortamiento (2,3).

Figura 1. Diagrama simplificado de la estructura del telomero. Fuente: Elaboracion propia

mediante BioRender.com
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La LT decrece de forma natural entre 20-200 pares de bases (bp) con cada replicacion
celular debido al problema del final de la replicacion, en la cual una parte final del ADN no se
replica y se pierde (Figura 2) (4). Sin embargo, la velocidad de esta degradacion puede verse
incrementada por otros agentes dafinos para el ADN como las especies reactivas del oxigeno,

que forman parte del ciclo metabo6lico celular y de los procesos inflamatorios (5). Debido al alto

contenido de guanina de los telémeros, las especies reactivas del oxigeno o ROS (Reactive Oxigen




Species, en inglés), pueden producir pérdidas de la LT a través de rupturas monocatenarias (6,7).
Este impacto del estrés oxidativo se suma a la baja capacidad de reparacion de estos dafios por
parte del telémero, lo cual intensifica este efecto (8).

Figura 2. Diagrama simplificado del acortamiento del telémero por replicacion celular. Fuente:

Elaboracion propia mediante BioRender.com
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Sin embargo, el teldémero presenta diversos mecanismos para tratar de compensar esta
pérdida de longitud. El principal de ellos ocurre a través de la shelterina, una estructura proteica
unida al telémero que tiene un rol clave en la activacion de la telomerasa (9). La telomerasa es
una encima formada por telomerasa transcriptasa inversa (TERT) y un componente
ribonucleotidico (TERC) (10). Esta encima es la encargada de reconocer el final 3’ rico en
guanina del telémero y afiadir a este extremo nuevas secuencias teloméricas, siendo el principal
mecanismo para la elongacién de la LT (10). A pesar de este mecanismo, cuando la LT se acorta
de forma critica, la célula corre el riesgo de entrar en senescencia y/o apoptosis (11,12). Este tipo
de células pierden por completo su actividad metabdlica y su acumulacion, sobre todo de células
senescentes, es considerada un factor de envejecimiento de los tejidos y se relaciona con la
aparicion de patologias (12). A consecuencia de esta relacion, se comenz6 a desarrollar tecnologia

robusta y fiable para cuantificar la LT.

1.2. Métodos de medicion

Debido al interés de estudio a nivel epidemioldgico de los factores asociados a la LT, han
surgido diferentes metodologias para su medicion cuantitativa. En primer lugar, se debe
considerar que la metodologia mas adecuada varia en funcion de si el investigador/a prioriza el
rendimiento, la exactitud o el andlisis causa-efecto. A su vez, existen técnicas mas efectivas para

utilizarse en un gran namero de individuos, mientras que otros métodos son mas adecuados para

una pequefia muestra debido a que son mas especificos y/o laboriosos. Sin embargo, lo cierto es
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que toda metodologia presenta sus ventajas y desventajas. En la actualidad, diversas revisiones
han abordado las técnicas para la medicion de la LT (13,14), entre las cuales destacan (Tabla 1):

a) Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR)

La reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa, ampliamente conocida como gPCR
debido a sus siglas en inglés (Quantitative Polymerase Chain reaction), es una de las técnicas mas
extendidas para cuantificar LT en estudios epidemioldgicos. Este hecho se debe a su sencillez, su
alto rendimiento al procesar grandes nimeros de muestras, a la baja cantidad de ADN inicial
necesario (50 ng aproximadamente) y a su bajo coste (15). La gPCR orientada a la medicion de
la LT fue originalmente descrita por Cawthon en 2002 y se basa en medir la sefial telomérica (T)
en base a la sefial de un gen de copia Unica de referencia (S). Ambas medidas son posteriormente
utilizadas para calcular el LT ratio (T/S) relativo a las muestras evaluadas (Figura 3) (15,16).
Esta medicidn es su principal desventaja, ya que la qPCR cuantifica la LT en forma de valores
relativos y no absolutos (pares de bases). A pesar de la utilidad de la gPCR, esta ostenta diversas
limitaciones. La gPCR presenta dificultades en detectar telomeros excesivamente cortos. Ademas,
se ha observado una amplia variabilidad entre muestras y entre laboratorios debido tanto al uso
de modificaciones en el protocolo que pueden afectar al T/S ratio, como al uso de diferentes

primers para detectar el gen de copia Unica (17).

Figura 3. Funcionamiento y calculo de la longitud de la LT relativa a través del T/S ratio usando
gPCR. Fuente: Elaboracion propia mediante BioRender.com, basado en Lai et al., 2017.
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b) Terminal Restriction Fragment analysis (TRF)

Establecida por diversos autores/as como la técnica “Gold Standard” para determinar la
LT, el analisis del fragmento de restriccion terminal o TRF (Terminal Restriction Fragment
analysis) evalla la LT usando las manchas de Southern blots. La técnica se realiza digiriendo los

fragmentos de ADN de forma que las enzimas utilizadas dejen intactos los segmentos teloméricos.
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Tras esto, se realiza una electroforesis en gel y se visualizan los segmentos teloméricos mediante
Southern blot (18-20). La LT media se cuantifica en funcion de la intensidad de las manchas del
Southern blot. A pesar de la precision y reproducibilidad de esta técnica, se requiere de un gran
volumen de ADN inicial (3-4 mg aproximadamente). Ademas, su protocolo es largo y laborioso,
lo que limita su uso en grandes estudios epidemiol6gicos. A su vez, presenta dificultad en detectar

telomeros muy cortos (18-20).
¢) Quantitative Fluorescence In Situ Hybridization (Q-FISH)

La técnica comercial conocida como Q-FISH (Quantitative Fluorescence In Situ
Hybridization) o Hibridacion fluorescente cuantitativa In Situ, fue disefiada para observar los
genes, cromosomas o sus partes en células y tejidos. Esta metodologia se basa en la preparacion
de muestras de ADN junto a un agente fluorescente que se unira al telémero, aunque existen
diferentes variedades. En primer lugar, la Q-FISH Interfase usa la microscopia para determinar y
cuantificar la intensidad de la fosforescencia del telomero (21). Por otra parte, la Q-FISH
Metafase se utiliza para medir la LT de cada cromosoma, pero requiere de células en proceso de
proliferacién (22). Finalmente, encontramos la metodologia Flow FISH, la cual determina la TL
a través de citometria de flujo (23). Las principales desventajas de las técnicas Q-FISH son su
coste, bajo rendimiento y protocolos intensivos. Ademas, el Q-FISH no detecta adecuadamente

los telémeros con repeticiones por debajo del umbral de hibridacion de la sonda fluorescente (23).
D) Single Telomere Length Analysis (STELA)

El andlisis de la longitud de telémero Unico o STELA (Single Telomere Length Analysis)
en inglés, es una metodologia disefiada para medir LT en cromosomas individuales y especificos
(24). Esta metodologia emplea una combinaciéon de PCR y Southern blot para medir la abundancia
de telémeros cortos. Las principales ventajas de este método incluyen la capacidad de deteccidn
de telémeros cortos, el uso de poco material biolégico y la posibilidad de evaluar la LT en
cromosomas especificos (24). Inicialmente, una de las principales limitaciones de STELA era que
no todos los extremos cromosémicos disponian de un primer para su medicion. Por ello, en 2010
fue introducido el protocolo de STELA Universal (U-STELA) (25), capaz de detectar los
telomeros de cualquier extremo cromosémico. Sin embargo, tanto STELA como U-STELA son
metodologias que utilizan un protocolo de trabajo intensivo y presentan bajo rendimiento, por lo

que no suelen ser empleadas a gran escala (24,25).
e) Telomere Shortest Length Assay (TesLA)

La prueba de la longitud telomérica méas corta o TesLA (Telomere Shortest Length Assay)
en inglés, combina un protocolo modificado de Southern blot con un software de procesamiento

de imagen para medir automaticamente la distribucion del telémero en diferentes longitudes




(26,27). TesLA permite cuantificar la cantidad de telémeros con longitudes desde <1 kb hasta 18
kb utilizando, ademaés, menos de un microgramo de ADN. Entre las principales ventajas de TesLA
destaca la posibilidad de evaluar cambios en la TL en cortos periodos de tiempo (26,27). Sin
embargo, y pese a ser una técnica sensible y precisa, es a su vez laboriosa, presenta un bajo

rendimiento y no permite medir telomeros muy largos (26,27).
Tabla 1. Comparacién entre los métodos mas utilizados para evaluar longitud del telémero.
Método Principales ventajas Principales desventajas

-Alta variabilidad
-Cuantifica a nivel relativo
-No detecta teldémeros muy cortos

qPCR -Protocolo sencillo
-Bajo volumen de ADN inicial

-Protocolo intensivo

-Alto volumen de ADN inicial

-Cuantifica LT media

-No detecta teldémeros muy largos

-Reproducible
TRF -Alta precision
-Resultados comparables

-Protocolo intensivo
Q-FISH -Puede medir todos los cromosomas -Requiere de equipamiento costoso
-Cuantifica en fluorescencia relativa

Flow -Puede medir todos los cromosomas -Protocolo intensivo
FISH -Reproducible -Equipamiento costoso
-Detecta los telémeros mas cortos de -Bajo rendimiento
STELA cromosomas especificos -Protocolo intensivo
-Alta precision -No detecta telomeros muy largos

-Bajo rendimiento
TeSLA -Mide telomeros desde <1 kb hasta 18 kb -Protocolo intensivo
-No detecta telémeros muy largos

Otro de los aspectos mas importantes a tener en cuenta a la hora de evaluar la LT es la
fuente inicial del ADN. Numerosos proyectos epidemiol6gicos utilizan muestras de sangre, su
capa leucocitaria o saliva debido a la facilidad de obtencién. Sin embargo, la mayor parte de los
estudios emplean la LT proveniente de una muestra sanguinea periférica. No obstante, diversos
investigadores/as se preguntaron si esta LT sanguinea estaba correlacionada con los demas tejidos
del cuerpo (28,29). Por ello, estudios como el realizado por Demanelis y colegas (30) mostraron
que la LT sanguinea relativa estaba positivamente correlacionada con la LT relativa de los
diferentes tejidos humanos, haciendo de esta LT un proxi valido y util en grandes proyectos

epidemiologicos (Figura 4).




Figura 4. Correlaciones de Pearson entre LT sanguinea relativay LT relativa de tejidos humanos
especificos (con 1C95%). Fuente: Demanelis et al., 2020.
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1.3. Telémeros y salud

La LT como biomarcador de edad bioldgica ha sido empleada durante las ultimas dos
décadas para explorar su conexion con diversas patologias relacionadas con el envejecimiento
humano. En particular, actualmente contamos con revisiones sistematicas y metaanalisis que
asocian el acortamiento de la LT con la aparicion de enfermedades de relevancia como las

cardiovasculares, el cancer, la diabetes y el Alzheimer (31-34).

Las enfermedades cardiovasculares se encuentran entre las primeras causas de muerte y
discapacidad segin la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (35). La disfuncién telomérica
provocada por el acortamiento de la LT provocaria un aumento de células vasculares senescentes
y con ello, una reduccién de la funcion cardiaca (31). De hecho, existe evidencia que relaciona la
baja LT con la formacién de placas ateroescleréticas (36,37). La teoria de esta relacién establece
que la acumulacion de células senescentes provoca un estado de inflamacion crénica, el cual
desencadenaria secuencias de reparacion tisular a través de la expresion de factores de
crecimiento, citocinas y proteasas (31). Sin embargo, estos procesos podrian a su vez impulsar

patologias cardiovasculares como la aterosclerosis o la arritmia (31). A pesar de que los estudios

que asocian la presencia de patologias a la LT en las primeras etapas de la vida son muy escasos,




existe evidencia de que la LT al nacimiento se asocia inversamente con la presion sanguinea en
la infancia (38).

Unido a las enfermedades cardiovasculares, el cAncer también ocupa los primeros puestos
en causas de mortalidad mundial (35). El acortamiento progresivo de la LT puede derivar en
senescencia y transformacidén oncogénica de la célula, la cual sufre cambios genéticos y
epigenéticos que la convierten en cancerigena (11). Una célula cancerigena es aquella que
prolifera sin control ni fin, ya que ha mutado y adquirido la habilidad de mantener constantemente
la LT (39). Unamenor LT se ha relacionado con una mayor incidencia de algunos tipos de cancer
como el gastrico, posiblemente debido a la mayor replicacion celular que tiene lugar en el epitelio

estomacal (34).

En lo referente a la diabetes, se ha observado que el acortamiento de la LT incrementa el
riesgo de dafio y apoptosis de células pancreaticas, derivando en el desarrollo y/o progresion de
diabetes, especificamente de la diabetes tipo II. (33). Finalmente, unos telémeros muy largos o
cortos se han asociado a la presencia de Enfermedad de Alzheimer (34,40). Por un lado, se ha
teorizado que los telomeros mas largos tienden a acumular dafio en el ADN afectando
negativamente a la homeostasis celular neuronal (41). Por otro lado, las neuronas con una corta
LT podrian incrementar la produccion de agentes oxidativos entorpeciendo la funcion neuronal
(40,41).

En resumen, la LT se ha relacionado con la presencia de las principales causas de muerte
a nivel mundial. Por ello, no es de extrafiar que una menor LT se haya asociado con un incremento
del riesgo de mortalidad por todas las causas en poblacion general (32). Debido a la importancia
de mantener la LT desde la perspectiva de la salud publica, diversos/as investigadores/as
comenzaron a estudiar qué factores externos y potencialmente modificables podian afectar a su

longitud.

1.4. Factores ambientales y acortamiento de los telémeros

El acortamiento de forma natural de la LT produce un envejecimiento celular progresivo,
el cual se acompafia de una pérdida de funcién celular (3,4). Sin embargo, la velocidad de este
acortamiento puede verse influenciado por diversos factores externos y potencialmente
modificables como los estilos de vida (42,43). La accion acumulativa de diferentes estilos de vida
como seguir una buena alimentacion o reducir el consumo de alcohol podrian producir efectos
fisioldgicos que derivasen en cambios epigenéticos (42,43). Entre estos efectos destacarian el
aumento o la reduccion de la inflamacién, del estrés oxidativo, los cambios metabélicos y el

aumento de la expresion de la telomerasa (11,42). En la actualidad, se han estudiado desde la

epidemiologia la asociacidn de algunos de estos factores externos con la LT (Figura 5).




Figura 5. Factores ambientales que influyen en el mantenimiento de la LT. Fuente: Elaboracion
propia mediante BioRender.com
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En poblacion adulta se ha observado que la exposicién al tabaco y a otros agentes aéreos
ligados a la polucién como las particulas menores a 2,5 micras y los policlorobifenilos estan
asociados a una menor LT (11,44,45). La entrada de estas sustancias al cuerpo humano
provocaria reacciones inflamatorias generando ROS y un mayor desgaste telomérico (44,45). A
su vez, la presencia de habitos de vida poco saludables como la ingesta de alimentos
ultraprocesados, el consumo de alcohol o la obesidad misma, se han asociado con una menor LT
debido también a su accién inflamatoria y oxidante (46-48). Ademas, la salud mental parece
también tener un papel relevante en el envejecimiento celular. De hecho, los glucocorticoides
producidos bajo situaciones de estrés crénico pueden incrementar los niveles de ROS, por lo que
aumenta la inflamacion sistémica y, por tanto, se produce un acortamiento acelerado de la LT
(49). En cambio, seguir estilos de vida saludables como una dieta equilibrada como la
mediterrdnea 0 mantener un estilo de vida activo con el correcto descanso son factores

antioxidantes y antiinflamatorios que favorecen la LT (50-52).

A pesar de que los estudios en poblacion infantil son mas escasos que los realizados en
adultos, son diversas las investigaciones que han explorado el impacto de estos factores sobre la

LT en etapas tempranas de la vida. En particular, en esta poblacion se ha observado el efecto
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negativo de la exposicion al tabaco, a la polucién, presentar obesidad, la ingesta de alimentos
ultraprocesados o ricos en azUcares y el estrés (53-56). Por el contrario, se ha identificado que la
duracion del suefio, la ingesta de frutas/verduras o seguir una dieta mediterranea y la presencia de
espacios verdes se encuentran entre los factores protectores de la LT (54,57,58). Las teorias
bioldgicas que soportan esta accion se fundamentan en el equilibrio inflamacion-estrés oxidativo
que justifica su mismo efecto en la edad adulta (42,59). Sin embargo, este hecho revela la
importancia de estudiar la relacion entre los habitos de vida y el envejecimiento celular desde

etapas tempranas de la vida como la infancia y la adolescencia.

Esta tesis doctoral se centrara en el efecto sobre la LT de dos importantes estilos de vida
potencialmente modificables y de relevancia para la salud publica, la actividad fisica y los

comportamientos sedentarios en la infancia.

2. Actividad fisica

2.1. Actividad fisica y salud infantil

Entendemos actividad fisica (AF) por cualquier movimiento corporal producido por la
contraccién de musculos esqueléticos que requiere de un gasto energético superior al nivel basal
(60,61). El gasto energético es habitualmente medido en equivalentes metabolicos o MET
(Metabolic equivalent of task), en inglés. Un MET equivale aproximadamente a 3,5 ml de
oxigeno/kilo por minuto, el consumo minimo de oxigeno que requiere nuestro organismo para
mantener sus constantes vitales en reposo (62). Por ello, cuando decimos gque una actividad tiene
una intensidad de 3 METs, significa que requiere un gasto energético 3 veces superior (10,5 ml
de oxigeno/kilo por minuto) al estado de reposo (62). Utilizando esta unidad de medida, la AF es
generalmente clasificada en ligera (1,5 — 2,9 METSs), moderada (3 — 5,9 METS) y vigorosa (>6
METS) (60,61).

La evidencia actual asocia la practica de AF o ejercicio fisico, entendido como una
subcategoria de la AF caracterizada por ser planificada, repetitivita y con el objetivo de mejorar
0 mantener el estado fisico o la salud, durante la infancia, con la prevencién de diversas patologias
y numerosos efectos positivos para la salud (Figura 6) (63—66). Entre ellos, mayores niveles de
AF se han asociado con un peso corporal saludable en nifios/as y adolescentes (63). Ademas, la
AF regular de intensidad moderada-vigorosa (AFMV) y aerdbica es beneficiosa para mantener la
salud cardiovascular (63-65,67,68). En particular, se ha asociado a una mejora en la presion
sanguinea diastolica/sistolica, en el control de la glucosa, la resistencia a la insulina y un aumento
de lipoproteinas de alta densidad (63,67,68). La AF también ha mostrado afectar positivamente a
la salud 6sea, incrementando su masa, estructura, fuerza y densidad mineral a través de

actividades con estimulacion 6sea como correr o saltar, previniendo posibles fracturas durante la
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etapa adulta (63-65). A su vez, la AFMV se ha asociado con una mejora en el estado fisico a nivel
cardiorrespiratorio y musculoesquelético mediante el incremento de la capacidad aerdbica, la

flexibilidad, la fuerza y la resistencia muscular (63-65).

Sin embargo, no todos los beneficios que produce realizar AF durante la infancia son de
caréacter fisico. De hecho, los/as nifios/as y adolescentes més activos fisicamente presentarian un
menor riesgo de sufrir depresidn y sus sintomas asociados (69). Ademas, la AF disminuiria la
aparicion de sintomas depresivos en poblacién joven que ya sufre de depresion de forma
comparable a tratamientos farmacoldgicos (70). A pesar de que los mecanismos bioldgicos de
esta relacion todavia tienen que esclarecerse, se teoriza que el ejercicio fisico podria inducir un
aumento beneficioso de hormonas neurotrofinas y una reduccidn de biomarcadores inflamatorios
(71).

Por otra parte, la practica de AFMV y aerobica afecta positivamente a la funcion cognitiva
de los nifios/as (63-65,72). En especial, se ha observado una mejora en la memoria de trabajo, en
la flexibilidad cognitiva y en el control inhibitorio (63-65,72). Unido a este hecho, la AF ha sido
asociada a un mejor rendimiento académico (63,72). Este efecto podria tener lugar debido a
cambios fisidlogos a nivel cerebral (73-75). Especificamente, realizar AF incrementaria la
angiogénesis (formacion de nuevos vasos sanguineos) y la oxigenacién de las areas cerebrales
encargadas de las habilidades ejecutivas como el hipocampo o la corteza prefrontal (73-75).
Ademas, se ha observado que los nifios/as mas fisicamente activos podrian presentar un mayor
volumen en estructuras de los ganglios basales como el estriado dorsal, estructura mediadora de

la cognicidn, las funciones ejecutivas y el aprendizaje motor (76).

Los hébitos de vida saludables son adquiridos principalmente durante la infancia y la
adolescencia, siendo los nifios/as fisicamente activos los que mas probabilidades presentan de
mantener una vida activa durante la adultez (77). Este hecho, unido a los potenciales efectos
beneficiosos de practicar AF durante la infancia y sus escasos riesgos derivados descritos en la
literatura (63), ha provocado que organismos internacionales como la OMS recomiende, de forma

prioritaria, realizar AF durante las etapas tempranas de la vida (61).
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Figura 6. Salud y actividad fisica en la infancia. Fuente: Elaboracion propia mediante
BioRender.com, basado en la Physical Activity Guidelines for Americans 2" edition.
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2.2. Recomendaciones y epidemiologia actual

Al resumir los potenciales efectos beneficiosos de practicar AF durante la infancia, surge
una importante pregunta: ¢Cual es la dosis e intensidad mas adecuada de AF durante esta etapa
de la vida? En realidad, es una cuestion dificil de responder. Muy pocos son los estudios que han
explorado el efecto dosis-respuesta de la AF en la infancia, por ello la curva o el mejor punto de
corte sigue sin ser bien comprendido en poblacion joven (61,63,64). Sin embargo, los estudios
actuales muestran una tendencia que asocia mayores beneficios para la salud a la realizacion
regular de AFMV o de alta intensidad (63-65). En particular, este tipo de AF es la que mas
impacta positivamente sobre la salud cardiovascular (63-65,67,68). A su vez, poco se conoce
sobre el mejor tipo de AF como, por ejemplo, actividades aerdbicas vs entrenamiento muscular.
Unido a la intensidad, la evidencia actual muestra que la AFMV aer6bica mostraria mejores
beneficios cardiovasculares (63-65,67,68). No obstante, las actividades mas ligadas al
fortalecimiento muscular serian a su vez necesarias para incrementar el estado fisico y la salud

Osea de nifios/as y adolescentes (63-65).

A pesar de los escasos estudios del efecto dosis-respuesta de la AF en la infancia, existe
literatura que identifica el punto de corte de 60 minutos/dia de AF como 6ptimo para obtener los

beneficios en salud (63). Por ello, actualmente y desde 2010 la OMS recomienda a nifios/as y
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adolescentes la realizacion de al menos 60 minutos al dia de AFMV mayoritariamente aerébica
(Figura 7) (61). Ademaés, recomienda que 3 veces por semana se deberian incorporar AF vigorosa
aerébica y aquella que fortalezca los musculos y huesos (61). Para finalizar estas
recomendaciones, la OMS indica que hacer algo de AF adn sin cumplir las recomendaciones

mejoraré la salud de los nifios/as y concluye que mejor practicar algo de AF que ninguna (61).

Figura 7. Recomendaciones de realizacién de actividad fisica en la infancia y adolescencia (5-17
afios) segun la Organizacion Mundial de la Salud. Fuente: WHO Guidelines on Physical Activity
and Sedentary Behavior 2020.
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En 2018, la OMS lanz6 su plan de accion mundial sobre actividad fisica 2018-2030
titulado “Personas mas activas para un mundo mas sano”. Este plan incluia, entre otros objetivos,
la reduccion del 10% de la prevalencia de nifios/as, adolescentes y adultos insuficientemente
activos segun sus recomendaciones en 2025 y del 15% en 2030 (78). La importancia de la
implantacion de politicas para conseguir esta reduccién fue apoyada por estudios publicados ese
mismo afio (79,80). Guthold identifico que, en 2016, el 81,0% (IC95% 76,1-80,4) de los
adolescentes entre 11 y 17 afios evaluados en 146 paises, no cumplian con las recomendaciones
de AF de la OMS (79). En el caso de Espafia, esta cifra se situé en el 76,6% (IC95% 73,7-79,3).
Por otra parte, el estudio Global Matrix 3.0 liderado por la Active Healthy Kids Global Alliance,
evalud en 2017 el grado de AF de jovenes entre los 5y 17 afios en 49 paises diferentes (80). Entre
los indicadores analizados, observaron que el porcentaje de estos jovenes fisicamente activos
segun la OMS se situaba entre el 34% y 46% (entre el 27% y 33% en el caso de Espafia) (80).

Estos alarmantes datos llevaron a la OMS a volver a dar énfasis a sus recomendaciones
en 2022 (61) y mostraron la necesidad de la creacion y evaluacion de intervenciones para

promocionar la AF en etapas tempranas de la vida.

2.3. Evaluacioén de la actividad fisica

Los beneficios de la AF en la infancia parecen estar condicionados por la dosis, tipo e

intensidad de esta (61,63-65). Por ello, es crucial utilizar instrumentos de evaluacion de AF
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validos y fiables tanto en investigacion, como para comprobar el efecto de programas de
intervencion (81). Actualmente, podemos establecer dos tipos de herramientas de evaluacion para
medir AF en estudios epidemioldgicos, las indirectas y las directas.

Los instrumentos indirectos incluyen los cuestionarios y diarios autorreportados, los
cuales representan las herramientas mas usadas en grandes estudios epidemioldgicos para evaluar
AF. Este hecho se debe a que son econdmicos y faciles de administrar (82). Dependiendo del
cuestionario, este puede evaluar individualmente o en conjunto aspectos relacionados con la AF
como el tipo, duracion o frecuencia durante una ventana de tiempo especifica (82,83). A su vez,
son usados para identificar el contexto de la AF (p. €j., si la AF es curricular, extracurricular o si
se realiza en espacios verdes) (82,83). A pesar de las importantes ventajas que presentan, la
validez de las medidas individuales de AF obtenidas mediante estos instrumentos suele ser baja-
moderada debido a que estan sujetos al sesgo de recuerdo (84,85). Por ello, estos cuestionarios
son frecuentemente utilizados para categorizar a los nifios/as, por ejemplo, en terciles de actividad
fisica (bajo, medio, y alto) (83,86). Entre otras limitaciones destaca su poca precision para evaluar
actividades de intensidad ligera 'y, en general, para establecer el gasto energético (82,87). Ademas,
estos cuestionarios son frecuentemente disefiados para ser rellenados por los progenitores, lo que
podria ocasionar posibles sesgos al no conocer con precision la realidad del nifio/a (82). Ejemplos
de cuestionarios empleados para evaluar AF en la infancia son el Children’s Leisure Activities
Study Survey (CLASS) o el Children’s physical activity questionnaire (CPAQ) (88,89).

Por otra parte, los diarios proveen informacion mucho mas detallada que los
cuestionarios. Sin embargo, son mas intensivos en tiempo y se encuentran sujetos a un posible
sesgo de memoria (82,83,90). Este sesgo se produce en el caso de no completar el diario en tiempo
real, ya que la percepcion y/o recuerdo del participante se diluye cuanto mas se aleja el evento a
reportar (90). Uno de los diarios mas utilizados para evaluar AF es el de Bouchard, en el cual se
divide el dia (24 horas) en segmentos de 15 minutos donde debemaos registrar si hemos realizado
AF en funcién de una lista de actividades predefinidas (91).

A diferencia de los métodos indirectos, los métodos directos recurren a un dispositivo
electronico para registrar la AF (83). Este método ha resultado popular en la infancia, ya que
evitaria el sesgo de recuerdo/memoria (86). No obstante, estos dispositivos presentan un coste
muy superior a los cuestionarios y diarios. Ademas, presentan un protocolo mas intensivo que
requiere de personal entrenado en el uso del instrumento y que el nifio/a lo porte durante un
minimo variable de dias (83,86). Entre los dispositivos mas utilizados para evaluar AF en estudios

epidemioldgicos destacan:
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a) Monitores de frecuencia cardiaca

Los monitores de frecuencia cardiaca son pequefios dispositivos disefiados para ser
llevados comodamente en la mufieca o en el pecho del participante (Figura 8A), cuyo principal
objetivo es contabilizar sus contracciones cardiacas (83,86). La frecuencia cardiaca es un
indicador fisioldgico del gasto energético, frecuencia y duracion en AF (83). Sin embargo, estos
monitores han mostrado una mejor validez para categorizar el nivel de AF de los participantes
(ej. activo, poco activo, sedentario) que para medir dosis exactas (83). La principal desventaja de
estos dispositivos es que presentan dificultades de medicién sobre todo ante intensidades muy
altas o bajas de AF (83,92,93). Estas discrepancias se deben a que la relacion lineal entre
frecuencia cardiaca-gasto energético puede verse confundida por factores bioldgicos vy
ambientales que pueden afectar a la precision de los monitores, como el consumo de cafeina, el

estrés, la posicion del cuerpo, la edad, el sexo y/o el estado fisico basal del participante (83,92,93).
b) Acelerémetros

Los acelerémetros son sensores (Figura 8B) que registran la aceleracion del cuerpo en
funcién de tres ejes (X-Y-Z). Esta aceleracion recogida tiene en cuenta la direccionalidad y
direccion de cada eje y se mide en g (94). Un g equivaldria a la gravedad de la tierra. Estos
dispositivos son colocados generalmente en las mufiecas o la cadera y recogen esta aceleracion
con una frecuencia de entre 30-100 Hz (94). Los datos “crudos” son posteriormente transformados
de Hz a ventanas de tiempo mas largas llamadas epoch para facilitar su analisis, siendo el epoch
de 60 segundos el mas comin (94,95). No obstante, epochs mas largos suelen capturan mejor la
variabilidad de AF (94,95). Tanto el punto de corte de los epochs como de las intensidades de AF
(en mg) pueden ser modificados a la hora de transformar los datos crudos (94,95). Esto ha
provocado que actualmente no exista un protocolo consensuado de calibracion, aumentando la
variabilidad de los estudios publicados (94). Este hecho se une a que la calibracion también varia
en funcion de donde esté colocado el acelerometro. Normalmente, los investigadores/as suelen
elegir la mufieca por ser mas comodo para el participante, pero se ha observado que la cintura
refleja con mas exactitud el gasto energético (94,95). A pesar de su utilidad, las principales
limitaciones del uso de acelerémetros son su alto precio y sus largos protocolos de administracién
(94).

c) Podometros

Los podometros son pequefios dispositivos (Figura 8C) que miden el numero de pasos
realizados. Para ello, cuentan con un acelerémetro uniaxial integrado que detecta el balanceo de
la cadera cuando esta se ve acelerada verticalmente al dar un paso (83). Debido a su forma de

captar AF, el podémetro ha mostrado una buena precision para actividades ligadas a caminar

como running o excursiones (83,96). Ademas, estos dispositivos, al ser mas simples, presentan
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un coste medio menor que el de los acelerémetros. Sin embargo, los podémetros no estan exentos

de limitaciones. En particular, el podémetro no recopila informacion sobre la intensidad o
duracion de la AF (83,96,97). Ademas, la magnitud de la aceleracion con la que el podémetro
detecta un paso difiere en funcion de la marca y el modelo (97). Por Gltimo, este dispositivo no
es capaz de recopilar informacion de AF que involucre aceleracién horizontal (la que involucra
mayoritariamente movimientos del miembro superior), la cual se realiza mayoritariamente

durante los periodos inactivos y de ocio (83,96).

Figura 8. Ejemplo de monitor de frecuencia cardiaca (A), acelerémetro (B) y podémetro (C).

Fuente: https://www.ozofitness.com/; https://actigraphcorp.com/ y https://www.polar.com/es

En general, las herramientas de evaluacion, tanto indirectas como directas, utilizadas para
evaluar AF en la infancia muestran sus propias limitaciones (83,86). El analisis de la literatura
actual permite concluir que los acelerometros (como Actigraph GT3X o ActivPAL) presentan las
mejores propiedades psicométricas para la evaluacion de la AF (83,86). Por ello, son muy
utilizados en estudios de validacion de cuestionarios de AF como medida de comparacion directa
(94). No obstante, en grandes estudios epidemioldgicos donde la financiacion es limitada y es
necesario evaluar a una gran cantidad de participantes, los métodos indirectos pueden ser
empleados como fuente de informacidn véalida (83,86). El estudio 6ptimo en el caso de la infancia
seria el cual combinase la medida de AF mediante acelerometro y cuestionarios autorreportados

por los progenitores de los nifios/as (86).

2.4. Actividad fisica y longitud del telémero

Como se ha descrito en secciones anteriores, la AF y el ejercicio han sido relacionados
con mudltiples beneficios para la salud. En el caso de la LT, la AF podria ayudar a su
mantenimiento a través de la estimulacion de la produccién de la telomerasa y la reduccion del

estrés oxidativo, sosteniendo asi la estabilidad genémica (Figura 9) (98).
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Los posibles mecanismos bioldgicos que podrian explicar la relacion entre AF y LT se
han estudiado, en primer lugar, en modelos animales como el ratdn (98). En estos animales se ha
observado que pequefias dosis de AF administradas regularmente incrementaban sus niveles de
subunidades de la shelterina, como los factores de union a repeticiones teloméricas 1y 2 (TRF1
y TRF2) (99). Este incremento se acompafiaba de un aumento de la expresion de genes
precursores de proteinas encargadas de la reparacion del ADN como Ku80 y Ku70 (99,100), y la
desregulacion de aquellas ligadas a la senescencia celular como p16, p53 y Chk2 (99,100). A su
vez, se asocié a correr con una reduccion del acortamiento de la LT de hepatocitos y

cardiomiocitos (101).

En humanos, fueron Cherkas y colegas en 2008 los primeros investigadores/as que
exploraron el efecto de la AF sobre la LT (102). Especificamente, evidenciaron de forma
transversal que mayores niveles de AF autorreportada se asociaban con mayor LT leucocitaria en
una muestra de 2401 adultos (102). Posteriormente, se realizaron estudios similares en grandes
estudios epidemiologicos como el Nurses’ Health Study o National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES 1999-2002) (103,104). En ambos estudios se observé que

aquellos participantes mas activos fisicamente mostraban una mayor LT (103,104).

A su vez, existe evidencia de que atletas involucrados en pruebas de resistencia fisica
muestran un menor acortamiento de la LT (98,101). Estos atletas presentaban una mayor actividad
de la telomerasa y presencia de TRF1. Como sucedia en modelos animales, esta mayor actividad
se acompafd de una inhibicién de proteinas ligadas a la senescencia y apoptosis celular como
pl6, p53y Chk2 (101). En resumen, la AF afectaria positivamente a la LT a través de la activacion
de la telomerasa, de las subunidades de la shelterina y la reduccién del estrés oxidativo (Figura
9) (98). Sin embargo, existen estudios observacionales que no han evidenciado una clara relacion

entre AFy LT o teorizan que esta relacion podria tener forma de U-Invertida (98).

Los estudios anteriormente mencionados son observacionales, ya que el efecto de la AF
sobre la LT se ha estudiado poco a nivel experimental. No obstante, existen estudios como el
ensayo clinico realizado por Werner y colegas en 2019, donde la aplicacién de un protocolo de
entrenamiento aerébico durante 6 meses se asocio con un aumento de la telomerasa y mayor LT

en linfocitos, granulocitos y leucocitos (105).

A pesar de estos estudios, las diferentes revisiones sobre LT y AF concluyen que no hay
informacion suficiente para establecer con claridad cual es la dosis y/o modalidad de AF mas
beneficiosa para preservar la LT (98,106). Sin embargo, la AFMV de naturaleza aerobica o la AF

vigorosa podrian ser aquellas que mas beneficios aporten a la LT (106).
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Figura 9. Esquema del potencial efecto de la actividad fisica sobre la biologia de la longitud del
telémero. Fuente: Elaboracion propia mediante BioRender.com, basado en Schellnegger al.,
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Al contrario que en poblacion adulta, la relacion entre LT y AF ha sido muy poco
explorada en las primeras etapas de la vida. Especificamente, Zhu y colegas fueron los que
evidenciaron por primera vez en 2011, que la AF vigorosa medida mediante acelerometro se
asociaba positivamente con la LT en mujeres adolescentes de 14 a 18 afios (107). Por otra parte,
el estudio experimental de Ojeda-Rodriguez de 2021 identificé que el incremento de 1 MET de
AF evaluada mediante acelerometro se asociaba a un aumento de la ratio de la LT de 26 unidades
(108). A su vez, evidenciaron que un aumento de media hora de AFMV se asocid al aumento en
una unidad de la ratio de la LT (108). No obstante, este estudio se llevé a cabo en nifios/as y
adolescentes de 7 a 16 afios con obesidad abdominal, no en poblacion general (108). Por ultimo,
un estudio longitudinal mas reciente (2022) no encontr6é una asociacion entre el tiempo total en
AF autorreportado por los progenitores y la LT en nifios/as de 3 a 10 afios que fueron seguidos
entre 5y 7 afios (109).

Biologicamente, el efecto de la AF en la LT durante la infancia se podria entender
extrapolando aquellos mecanismos teorizados en poblacién adulta. De hecho, estudios como el
de Haapala y colegas han asociado la realizacion de AFMV con una reduccion de biomarcadores
sanguineos de inflamacion y, por ende, de estrés oxidativo como leptina, proteina C-reactiva de
alta densidad (CRP), glicoproteinas e interleucina-6 (IL-6) (110).

3. Comportamientos sedentarios

3.1. Comportamientos sedentarios y salud infantil

Segun el consenso publicado en 2017 por la Sedentary Behavior Research Network, un
comportamiento sedentario (CS) se define como cualquier comportamiento caracterizado por un
gasto energético <1,5 METS, excluyendo la actividad del suefio (111). Este comportamiento y/o
actividad puede tener lugar mientras se estd sentado, reclinando o acostado, y en diferentes
contextos como el educativo, doméstico, ocio y transporte (111). Como se observa en su
definicion, no existe un tipo especifico de CS, sino que son mdaltiples las actividades que se

17




pueden realizar a lo largo del dia con un gasto energético <1,5 METSs. En la actualidad, se ha
puesto el foco particularmente en el tiempo de visionado de pantallas (TVP) como potencial
medida de estos comportamientos (111).

El TVP puede definirse como el tiempo en actividades basadas en estar frente a una
pantalla como jugar con la tableta, el ordenador o ver la television en cualquier contexto (111). A
pesar de que este tipo de actividades pueden realizarse de forma sedentaria o0 activa, es mas la
proporcion de personas que las realizan de forma sedentaria (64,111). En este sentido, el tiempo
en TVP recreativo, es decir, no relacionado con el trabajo o la escuela, se ha relacionado con la

aparicion de efectos negativos para la salud en nifios/as y adolescentes (Figura 10) (61,64,112).

Figura 10. Salud y comportamientos sedentarios en la infancia. Fuente: Elaboracion propia

mediante BioRender.com, basado en la Physical Activity Guidelines for Americans 2" edition.
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En primer lugar, la evidencia actual indica que los CS podrian estar asociados con un
aumento de la adiposidad en poblacion infantil y adolescente (61,64). En particular, un
metaanalisis publicado en 2019 mostr6 que un TVP mayor a dos horas al dia se asoci6 a un mayor
riesgo de sobrepeso y obesidad en esta poblacién (113). Estos resultados podrian ser explicados
por laaccion comportamental que provocan las actividades que involucran TVP. Estas actividades
actuarian desplazando aquellas mas activas fisicamente, reduciendo el gasto energético diario de
estos nifios/as y favoreciendo asi la acumulacion de adiposidad (113). Sin embargo, otros estudios
de revision mostraron unos resultados mas modestos que indican la necesidad de aumentar la

investigacion en este campo (114,115).
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Por otra parte, un mayor tiempo viendo la television se ha asociado a un incremento de
factores de riesgo metabdlico y de enfermedad cardiovascular como mayor presion sanguinea o
concentracion de insulina en poblacion infantil y adolescente (64). A su vez, mayor TVP se asocid
con una reduccion del estado fisico (61,64). Se ha teorizado que los CS podrian modificar
procesos hemodinamicos, inflamatorios y metabolicos derivando en este impacto negativo,

aunque esta relacion sigue siendo poco entendida y estudiada por la literatura actual (64).

Los CS también han mostrado tener un posible impacto negativo sobre la salud mental en
la infancia y la adolescencia (112). Aunque este tema es emergente, existen estudios que han
asociado CS 'y, en especial TVP recreativo, con menor satisfaccién con la vida, baja autoestima,
menor felicidad, mayor riesgo de depresion y sintomas de ansiedad en estas etapas de la vida
(61,112). Ademas, mayor tiempo de television y jugando a videojuegos se asociaron con
conductas antisociales y problemas comportamentales (61). A pesar de que los mecanismos
bioldgicos y psicolégicos por los que los CS (o el TVP) afectan a la salud mental de nifios/as y
adolescentes siguen siendo desconocidos, autoras como Rodriguez-Ayllén han propuesto diversas
teorias (112). Primero, los CS se realizan mayoritariamente de forma solitaria, favoreciendo el
aislamiento social, los sentimientos de soledad e impactando negativamente en la salud mental
(116). En segundo lugar, los mensajes culturales y personales transmitidos por los medios de
comunicacién y redes sociales podrian causar los problemas comportamentales y de agresividad
observados (117). Finalmente, los CS podrian desplazar otras actividades sociales e incluso
disminuir la duracion del suefio, elemento crucial para un correcto desarrollo cognitivo y
emocional (118,119). De hecho, un mayor TVP se ha asociado con un tiempo de suefio mas corto

en esta poblacion (119).

Los potenciales efectos negativos de los CS anteriormente descritos han provocado que
diversas agencias de salud publica recomienden reducir al maximo posible la realizacion de estos

comportamientos durante la infancia y la adolescencia (61).

3.2. Recomendaciones y epidemiologia actual

A consecuencia de los emergentes estudios sobre el impacto negativo de los CS en la
salud humana, diversas instituciones de salud publica como la American Academy of Pediatrics
o la Canadian Society for Exercise Physiology establecieron sus recomendaciones para limitar el
tiempo en CS durante la infancia y adolescencia en los afios 2001 y 2011, respectivamente
(120,121). Ambas instituciones indicaron que los jévenes debian restringir de forma prioritaria el
tiempo en CS y aumentar su AF. Especificamente, establecieron limitar el TVP a no mas de 2
horas al dia (120,121).

Respecto a la OMS, las recomendaciones dirigidas a los CS no se incluyeron en la guia

publicada en 2010 (122). Sin embargo, estas fueron descritas en la guia de 2020 debido al aumento
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de la evidencia sobre el efecto negativo de los CS en la infancia y adolescencia (61). La OMS
indica que el auge de la tecnologia y las redes digitales han influido en la forma de estudiar, viajar,
comunicarse y divertirse de los jovenes, aumentando cada vez més el tiempo en CS (61). Por ello,
la OMS recomienda limitar la cantidad de tiempo en CS vy, en particular, el TVP recreativo
(Figura 11) (61).

Esta recomendacién basada en la limitacion general y no cuantificada se debe a que
actualmente no contamos con suficiente evidencia para determinar de forma precisa una relacion
dosis-respuesta entre CS (o TVP) y los resultados en salud (61). Sin embargo, se puede concluir
que los beneficios de limitar la cantidad de tiempo en CS en nifios/as y adolescentes superan a los

posibles efectos dafiinos de esta recomendacion (61).

Figura 11. Recomendacion sobre la limitacion de actividades sedentarias en la infancia y
adolescencia (5-17 afios) segun la Organizacién Mundial de la Salud. Fuente: WHO Guidelines

on Physical Activity and Sedentary Behavior 2020.

LIMITA
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En Europa, el aumento de la evidencia sobre el posible efecto negativo de los CS y la
aparicion de las recomendaciones anteriormente nombradas en otros paises desemboco en la
preocupacion sobre si los nifios/as y/o adolescentes europeos cumplian, 0 no, con estas

recomendaciones (123).

Preocupantemente, la evidencia indica que la poblacion joven en Europa parece no
cumplir con las recomendaciones establecidas con el TVP, especialmente los fines de semana y
con la limitacion general de CS (123). Ya en 2014, Santaliestra-Pasias y colegas publicaron un
articulo donde analizaron el TVP reportado por los progenitores de 15330 nifios/as, pertenecientes
a 8 paises europeos del estudio IDEFICS (ldentification and prevention of dietary- and lifestyle-
induced health effects in children and infants) (123). En este estudio se identifico que el 43% de
los nifios y el 31% de las nifias entre 6 y 10 afios presentaban una media de TVP al dia mayor a 2
horas (123). Los resultados de esta publicacion se pudieron confirmar el mismo afio cuando

Konstabel y colaboradores exploraron el tiempo en CS en el mismo estudio IDEFICS, pero
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medido de forma directa utilizando acelerometros (124). En este estudio se analizaron 7684
nifios/as de 2 a 10 afios y se evidencio que la media de horas al dia en CS era igual o superior a 4,
tanto en nifios como en nifias y para todas las categorias de edad analizadas (124).

En 2021, Lépez-Fernandez y colegas volvieron a poner énfasis en el exceso de CS en
adolescentes europeos (125). En particular, analizaron a 2542 adolescentes de 15 a 17 afios
procedentes de 28 paises europeos, en cuatro afios distintos (2002, 2005, 2013, y 2017). Los CS
fueron evaluados con la versidn corta del Physical Activity Questionnaire (IPAQ) y establecieron
>4 horas y 30 minutos de tiempo en sedestacion como exceso de CS (125). La prevalencia de
exceso de CS entre los adolescentes europeos fue de entre 74,2% y 76,8% en funcion del pais de
origen (125).

En el caso especifico de Espafia, un estudio de 2017 explor6 el TVP en una muestra
representativa de 424 nifios/as y adolescentes (126). El tiempo total en actividades que involucran
TVP se analizé con el cuestionario del estudio HELENA. En este estudio se observo que el 49%
de los participantes entre semana y el 84% los fines de semana presentaban un TVP medio de >2
horas al dia (126).

De acuerdo con la evidencia disponible hasta el momento, se puede concluir que los
nifios/as europeos/as parecen no cumplir con las recomendaciones de limitar su tiempo en CS, lo
que muestra un importante problema de salud publica. Ademas, esta problematica puede ser
agravada por el hecho de que lo/as nifios/as mas inactivo/as tienden a serlo durante la adolescencia
y adultez (80). Por ello, es evidente que son necesarias mas acciones de intervencion e
investigacion desde la salud publica para alcanzar a disminuir la prevalencia de nifios/as y

adolescentes europeos fisicamente inactivos.

3.3. Evaluacion de los comportamientos sedentarios
La evaluacion de los CS en la infancia y adolescencia en estudios epidemiolégicos es
comunmente realizada utilizando herramientas similares a las descritas en la seccion de AF. No

obstante, podemos apreciar algunas diferencias:

a) Cuestionarios y diarios

Los cuestionarios y diarios son métodos de bajo coste y faciles de administrar para evaluar
variables como los CS en grandes estudios epidemioldgicos (82). Ademas, presentan la ventaja
de poder recopilar informacion relativa al tipo y contexto del CS (127). Esta opcién de evaluacion
es la méas popular en la literatura, representando segin una revision el 80% de los métodos de
evaluacion de CS utilizados en estudios cientificos (128). Sin embargo, al igual que sucede con
la evaluacion de la AF, estos cuestionarios estan sujetos a sesgos de memoria (84,85). Ademas,

los nifios/as menores a 10 afios no son muy precisos en reportar sus patrones fisicos diarios (129).
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Por ello, en estas edades son realmente los progenitores o profesores los que cumplimentan estos
instrumentos. Mediante este proxy, se puede evitar el sesgo de memoria producido por la
inmadurez cognitiva de los nifios/as. Sin embargo, es posible que los progenitores puedan cometer

errores al no conocer exactamente la rutina fisica de su hijo/a (129).

En la actualidad existen diversos cuestionarios que han sido desarrollados para evaluar
CS en la infancia y la adolescencia (127). Algunos como el CLASS (88) evaltan CS de forma
general (minutos/dia), mientras que otros como el cuestionario utilizado en el estudio HELENA
recoge el tiempo en diferentes CS (88,130). No obstante, la literatura indica que la validez de

estos cuestionarios es moderada y la mejor estrategia es combinarlo con métodos directos (86).

b) Acelerémetros e inclindmetros

Los acelerémetros han sido identificados por la literatura como herramientas véalidas y
fiables para la evaluacion del tiempo en CS en poblacién infantil y adolescente (131). Sin
embargo, en el caso especifico de los CS, los acelerémetros no pueden identificar su tipo y
contexto (129). Ademas, presentan dificultades para diferenciar entre estar de pie de forma
inactiva y sentado (129). Por ello, diversos acelerémetros modernos como ActiGraph GT3X o
activPAL han incluido un inclinémetro para poder detectar de forma maés fiable la postura de la

persona y distinguir entre estar de pie de forma inactiva, sentado o tumbado (132).

c) Monitores de frecuencia cardiaca

Dado que los monitores de frecuencia cardiaca no tienen la capacidad de diferenciar
posturas, se desarrollaron instrumentos como Actiheart que unen un acelerometro/inclindmetro y
estos monitores (132). Esto permite tanto detectar los periodos inactivos mediante el
acelerémetro/inclindbmetro y determinar su gasto energético basado en la frecuencia cardiaca
(132). Debido a esta union, este monitor podria diferenciar entre CS y AF en sedestacion en
funcidn del gasto energético. Sin embargo, tanto el uso de estos monitores unidos o separados han

mostrado poca validez para medir CS (127).

3.4. Comportamientos sedentarios y longitud del telémero

Pese a la creciente evidencia sobre el potencial efecto negativo de los CS sobre la salud
humana, pocos son los estudios que han explorado los posibles mecanismos biolégicos y
fisiologicos que ocasionan esta relacion. En el caso de la asociacion entre LT y CS, la evidencia

es todavia incipiente. Sin embargo, podemos destacar algunos estudios previos.

En poblacién adulta, un primer estudio publicado por Loprinzi y colegas en 2015
identifico de forma transversal que cada hora al dia en TVP aumentaba un 7% el riesgo de
presentar una LT en el tercil mas bajo (133). Este estudio se realiz6 en una muestra de 6405

adultos del estudio NHANES (133). Sin embargo, en 2017, otra publicacién realizé un analisis
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similar evaluando CS, AF y AF aer6bica en 1868 adultos de este mismo NHANES, no
encontrando una asociacion estadisticamente significativa entre TVP y LT (134). Por altimo, Xue
y colegas (2017) exploraron la asociacion entre ver la television y LT en 518 adulos de 20 a 70
afios (135). Los resultados mostraron que cada hora al dia de visionado de television se asociaba
a una disminucién de la LT de 72 bp (135). Ademas, en este mismo estudio se identificd que los
adultos entre 20-40 afios situados en el tercil méas alto de visionado de television (media de 3
horas/dia) presentaban una LT 3,9% menor, en comparacién con el tercil més bajo (media de 0,4
horas/dia) (135). Aunque los mecanismos por el cual los CS podrian afectar ala LT a nivel celular
no han sido todavia esclarecidos, diversas teorias apuntan a un posible desbalance de la respuesta

antinflamatoria y del estrés oxidativo (Figura 12) (106,136).

Figura 12. Esquema del potencial efecto de los comportamientos sedentarios sobre la biologia de
la longitud del telémero. Fuente: Elaboracion propia mediante BioRender.com, basado en
Schellnegger al., 2022.
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De acuerdo con diversa evidencia cientifica, a nivel fisiolégico, un aumento de los CS
podria causar respuestas inflamatorias y un aumento de la presencia de CRP e IL-6, derivando en
méas ROS vy pérdida de LT (106,136). Ademas, los CS estan asociados a un aumento de

adiposidad, la cual genera procesos de inflamacién crénica y la formacién de IL-6 (11,106,136).

En el caso de la infancia y adolescencia el volumen de evidencia es muy escaso. En
particular, encontramos el estudio experimental de Ojeda-Rodriguez publicado en 2021 con 102
nifios/as espafoles de 7-16 afos, el cual identificé que una reduccion de los CS evaluada mediante
acelerémetro se asociaba positivamente con la LT (108). Basandonos en lo observado en literatura
previa, podemos teorizar que los CS en estas etapas tempranas de la vida aumentan la
concentracién en sangre de factores inflamatorios e incrementan la inflamacién cronica. En este
sentido, Haapala y colegas (2021) observaron una asociacion entre los CS y el aumento de
biomarcadores inflamatorios como CRP, leptina e IL-6 en nifios/as de 6-8 afios (110). Ademas,
un mayor tiempo de visionado de televisién en nifios/as de 7-10 afios se ha asociado con mayores
niveles de CRP y de la molécula de adhesion celular vascular 1, un marcador de disfuncién
endotelial (137). Por ello, a falta de una mayor investigacion y confirmacion de resultado,
podemaos concluir que los CS podrian incrementar la inflamacidn, el estrés oxidativo en la infancia

y, por tanto, inducir apoptosis y senescencia celular disminuyendo asi la LT.
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JUSTIFICACION

El estudio de la asociacién entre estilos de vida potencialmente modificables y
biomarcadores de envejecimiento como la LT ha crecido de forma exponencial durante las tltimas
décadas. Hasta el momento, se ha identificado que la LT es sensible a factores como la dieta o la
exposicion al tabaco durante la infancia y adolescencia. Sin embargo, pese al potencial efecto
beneficioso de la AF y negativo de los CS en esta poblacion, son limitados los estudios sobre la
asociacién entre estos dos factores y la LT durante la infancia. Ademas, estos estudios son
mayoritariamente de corte transversal. En este sentido, la importancia del estudio de esta relacién
radica en que el acortamiento de la LT es mas pronunciado durante las primeras etapas de la vida,
debido al aumento de la replicacion celular (138). Por ello, la presencia de estilos de vida
potencialmente modificables como la AF y los CS podrian condicionar el envejecimiento celular

desde la infancia hasta la adultez.

En consideracion a lo anteriormente expuesto, existe la necesidad de realizar esta tesis
doctoral con el objetivo de aportar nuevos datos que exploren el impacto de la AF y los CS sobre
la LT. De esta forma, se evidenciaria la posible relacién entre estilos de vida potencialmente
modificables y biomarcadores de envejecimiento, ya durante la infancia. Este hecho serviria para
atraer el foco de las instituciones y de la poblacion general sobre el cumplimiento de las
recomendaciones de AF y CS durante las primeras etapas de la vida. Por consiguiente, se

considera como justificada la necesidad de este trabajo.
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HIPOTESIS

Las hipotesis planteadas que hemos tratado de verificar en esta tesis doctoral se encuentran

estrechamente relacionadas con los objetivos planteados. Estas hipdtesis son las siguientes:

a) Los/as nifios/as que realizan mas AF diaria extracurricular (AFE) presentan una mayor

LT alos 4 afios, asi como entre los 4 y 8 afios.

b) Los/as nifios/as que dedican més horas al dia en CS presentan una menor LT a los 4 afios,
asi como entre los 4y 8 afios. (publicacion 1).

Paralelamente, planteamos una Ultima hipétesis conceptual referente al instrumento de
medicion empleado para la medicién de la AF en otras etapas de la infancia. Por tanto, también

verificamos la siguiente hipétesis:

¢) Lainformacién sobre AFMV reportada por los padres en nifios/as en edad escolar de 6

a 12 afios usando el cuestionario CLASS es valida (publicacion I1).
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OBJETIVOS

En funcion de las hipotesis planteadas en esta tesis doctoral, se propone el siguiente objetivo

general:

e Explorar laasociacion entre AFE y los CSen la LT a los 4 afios y entre los 4 y los 8 afios
en el proyecto TeloDiPA, con nifios/as pertenecientes al estudio Infancia y Medio
Ambiente (INMA).

A su vez, este objetivo general se acompafia de dos objetivos especificos, los cuales

representan los principales resultados obtenidos e investigaciones desarrolladas en este trabajo:

a) Explorar la asociacion entre mayores niveles de AFE y la LT de nifios/as a los 4 afios y

entre los 4 y 8 afios.

b) Explorar la asociacion entre los CSy la LT de nifios/as a los 4 afios y en el intervalo entre

los 4 y 8 afios (publicacidn I).

Por Gltimo, y con el fin de establecer un punto de partida para realizar futuras investigaciones
sobre la relacién entre la AF y la LT en la infancia, se planted el tercer objetivo de esta tesis

doctoral:

c) Evaluar la validez de la informacién de AF recogida mediante un cuestionario reportado
por los padres en nifios/as de 6 a 12 afios pertenecientes al estudio INMA y Human Early

Life Exposome (HELIX) mediante acelerometria (publicacion II).
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METODOLOGIA

1. Disefio y poblacién de estudio
La presente tesis doctoral utiliza datos pertenecientes al proyecto INMA

(https://www.proyectoinma.org/), un estudio epidemiol6gico de cohortes de nacimiento

prospectivo y multicéntrico que se desarrolla en Espafia desde 1997. El principal objetivo de este
proyecto es describir y evaluar el impacto de los factores de exposicidn prenatales, perinatales y

durante la infancia en el crecimiento, desarrollo y salud fetal y de los nifios/as (139).

El proyecto INMA se compone de 7 cohortes, tres de ellas creadas en 1997 (Granada,
Menorcay Ribera de I’Ebre) y cuatro de nueva creacion que siguen un protocolo comun (Asturias,
Guipuzcoa, Sabadell y Valencia) y que constituyeron la configuracion definitiva del proyecto en
2003 (Figura 13).

Figura 13. Localizacién geopolitica de las cohortes participantes en el proyecto Infancia y Medio

Ambiente. Fuente: https://www.proyectoinma.org/
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De forma especifica, este trabajo ha utilizado datos de las cohortes INMA Asturias,
Guipuzcoa y Sabadell. El reclutamiento en estas cohortes tuvo lugar durante la primera visita
prenatal (10-13 semanas de gestacién) en el principal hospital pablico o centro de salud de cada
area de estudio. Las participantes de Asturias fueron reclutadas de mayo de 2004 a junio de 2007.
En el caso de GuipUzcoa, este reclutamiento se realiz de abril de 2006 a enero de 2008. Por
Gltimo, desde julio de 2004 hasta julio 2006 tuvo lugar el reclutamiento en Sabadell. Las madres

fueron integradas en el proyecto si cumplian los siguientes criterios de inclusion (139):
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a) Residente en el area de estudio

b) Minimo 16 afios de dad

c) Embarazo unico

d) Realizar la primera visita prenatal en el hospital publico o centro de salud de referencia
del area de estudio

e) No haber realizado un programa de reproduccién asistida

f) Dar aluz en el hospital o centro de salud de referencia

g) No presentar problemas de comunicacion

En total, 1909 madres fueron reclutadas en estas tres areas de Espafia. De estas madres, 1383
(72,4%) vy sus hijos/as fueron evaluados en la visita de seguimiento a los 4 afios. La principal
variable de esta tesis doctoral, la LT, fue media en 784 nifios/as a los 4 afios (Asturias = 298;
Guiplzcoa = 145 y Sabadell = 341). En el seguimiento sucesivo, 610 nifios/as (Asturias = 204,
Guiplzcoa = 134, a los 7 afios; y Sabadell= 272, a los 9 afios) presentaban medidas repetidas de
la LT. De ahora en adelante, a esta visita se la referira como “8 afnos”. Los datos de ambas
muestras (4 y 8 afios) se emplearon para llevar a cabo el primero y el segundo de los objetivos

especificos propuestos en este trabajo.

Para responder al tercer objetivo especifico, se utilizaron los datos de 230 nifios/as que
presentaban medicion directa de AF mediante acelerémetro de las cohortes de INMA Guipuzcoa
(n =136, 10-12 afios) y de tres cohortes del proyecto The Human Early-Life Exposome (HELIX,
http://www.projecthelix.eu/es): HELIX-Sabadell (n = 37, 9 afios), HELIX-Born in Bradford (BiB,
n = 27, 6 afios) y HELIX-Etude des Déterminants pré et postnatals du développement et de la
sant¢ de I’Enfant (EDEN, n = 30, 11 afios). Al igual que INMA, HELIX es un proyecto

colaborativo de cohortes de nacimiento prospectivo y multicéntrico a nivel europeo (140). El
proyecto HELIX tiene como objetivo general medir y describir exposiciones ambientales
maltiples de los diferentes dominios del “exposoma” durante la vida temprana (embarazo y nifiez)
y asociarlos con marcadores émicos y resultados de salud infantil (140). HELIX cuenta con 6
cohortes: INMA-Sabadell (Espafia), BiB (Inglaterra), EDEN (Francia), MoBa (Noruega), KANC
(Lituania) y Rhea (Grecia). El reclutamiento en estas cohortes tuvo lugar entre 2007-2010 y 2003-
2006, respectivamente (140).

2. Aspectos éticos

La presente tesis doctoral ha recibido un informe de investigacion responsable positivo
por el Comité de Etica e Integridad en la Investigacion de la Universidad Miguel Hernandez de
Elche (ADH.SPU.ENM.DPB.23, Anexo 3). A su vez, el proyecto “Dieta y actividad fisica en
embarazo y tras el nacimiento y longitud del telémero en nifios/as y adolescentes: Estudio

TeloDipa”, en el que se enmarca este trabajo, ha obtenido una evaluacion ética favorable por el
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Organo Evaluador de Proyectos de esta misma universidad (DSP.ENM.01.18) y por el Comité de
Etica para la Investigacion con Medicamentos del Departamento de Salud de Alicante
(P12019/072). En lo referente a los proyectos INMA y HELIX, todas las cohortes involucradas
obtuvieron informes favorables de los comités de ética de origen. Ademas, los participantes

fueron informados correctamente y firmaron un consentimiento informado.

Este trabajo se llevé a cabo de acuerdo con los principios éticos establecidos por la
declaracion de Helsinki (141) y la Ley Organica 3/2018 de Protecciéon de Datos Personales y
garantia de los derechos digitales. La informacidn necesaria para realizar la presente tesis doctoral
fue preparada por un encargado del tratamiento de datos externo y se recibieron en bases de datos

anonimizadas.

3. Variables de estudio

3.1. Longitud del telomero leucocitario

Las muestras de sangre de los nifios/as fueron recogidas durante las visitas de seguimiento
y conservadas en tubos con &cido etilendiaminotetraacético. EI ADN necesario para la evaluacion
de la LT fue extraido a los 4 afios en sangre total con el kit Qiagen Flexigen AGKT-WB-640 en
las muestras de Guipuzcoa, Perkin ElImer Chemagen kit en Sabadell y desde muestras de capa
leucocitaria con Qiagen QIlAamp DNA Mini Kit en Asturias. A los 8 afios, el ADN fue extraido

en muestras de capa leucocitaria utilizando los kits anteriormente descritos (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de las muestras y kits de extraccion de ADN utilizados.

Cohorte Muestra 4 afios Muestra 8 afios Kit de extraccion de ADN

Asturias Capa leucocitaria  Capa leucocitaria Qiagen QlAamp DNA Mini Kit
Guipuzcoa Sangre total Capa leucocitaria Qiagen Flexigen AGKT-WB-640

Sabadell Sangre total Capa leucocitaria Perkin EImer Chemagen kit

La LT leucocitaria relativa fue obtenida mediante un protocolo de qPCR creado
originalmente por Cawthon en 2009 (15) y modificado por Martens y colegas (142). En primer
lugar, la cantidad y pureza del ADN fue evaluada mediante un espectrofotometro Nanodrop 1000
(Isogen, Life Science, Bélgica). En concreto, se considerd6 al ADN como puro cuando la
absorbancia en la longitud de onda A260/280 fue mayor que 1,8 y mayor a 2,0 en A260/230.
Posteriormente, la integridad del ADN se explor6 mediante electroforesis en agarosa. En cada
gPCR se utiliz6 una dilucién de 5ng de ADN verificada mediante el kit Quant-iT PicoGreen

dsDNA (Life Technologies, Europa). Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado
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utilizando el Sistema Ré&pido de PCR a Tiempo Real 7900HT (Applied Biosystems) en un formato
de placa de 384 pocillos.

La mezcla de reaccion del T contenia 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix
(Qiagen, Inc., Venlo, Paises Bajos), 2 mM dithiothreitol, 300 nM de primer telg
(ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGT TAGTGT) y 900 nM de primer telc
(TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA). Las  condiciones
aplicadas en la qPCR fueron: 1 ciclo a 95°C de 10 minutos, 2 ciclos a 94° de 15 segundos, 2 ciclos
a 49°C de 2 minutos y 30 ciclos a 94°C de 15 segundos, a 62°C de 20 segundos y a 74°C de 1
minuto y cuarenta segundos. Respecto al S (B globina humana), la reaccién contuvo 1x
QuantiTect SYBR Green PCR master mix, 400 nM de primer HBG1
(GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC) 'y 400 nM de primer HBG2
(CACCAACTTCATCCACGTTCACC). Las condiciones aplicadas fueron: 1 ciclo a 95°C de 10
minutos y 40 ciclos a 95°C de 15 segundos y a 58°C de 1 minuto y 20 segundos.

Respecto a las muestras de Sabadell a los 8 afios, éstas fueron medidas utilizando un
protocolo ligeramente diferente de gPCR (143). Especificamente, la mezcla de reaccion del S
contuvo 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix, 300 nM de primer 36B4u
(CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC) y 500 nM de 36B4d (CCCATTCTATCATCAACGG
GTACAA). Las condiciones aplicadas en la gPCR fueron las mismas reportadas para las otras

cohortes.

Tras cada serie de qPCR se realiz6 una dilucion en 6 puntos de ADN (n= 12 muestras)
para evaluar la eficiencia del Ty S. En este caso, la eficiencia fue del 107% para T (el R? oscil6
entre 0,995 y 0,999). Ademas, tras cada serie se inspecciond visualmente las diferentes curvas
individuales de gPCR y de disociacion. Cuando se observé un error, el valor del ciclo de
cuantificacion (Cq) fue eliminado para realizar los analisis. Asimismo, cuando los triplicados
mostraban una desviacién de méas de 0,3 Cq, las muestras fueron eliminadas. En total, 6 muestras

no cumplieron con estos criterios.

La LT leucocitaria relativa se calculé de forma separada para cada cohorte como una
cantidad relativa normalizada y calibrada utilizando el software qBase (Biogazelle, Zwijnaarde,
Bélgica) (144). Debido a que la eleccién de la muestra de calibracién es crucial ya que influencia
el error de la cuantificacion final, la normalizacion se realiz6 empleando los valores de

cuantificacion medios aritméticos de todas las muestras analizadas por cohorte.

Finalmente, debemos considerar que las muestras en cada cohorte fueron evaluadas en
multiples placas de qPCR. Por ello, se realizaron 8 calibraciones inter-serie (CIS) para calcular la

correccion dirigida a minimizar las diferencias entre series (144). En cada serie, la fiabilidad y

precision del protocolo fue explorada calculando el coeficiente de correlacion intraclase (CCI)
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entre las muestras por triplicado. Este ICC fue calculado para T (0,957; 95% ClI: 0,954-0,96; p
<0,0001), S (0,968; 95% CI: 0,965-0,97; p < 0,0001) y el T/S ratio (0,925; 95% CI: 0,918-0,93;
p <0,0001) utilizando la sintaxis de R provista por el Telomere Research Network (145).
Finalmente, se calcul6 el ICC inter-serie en base a las 8 CIS realizadas (0,898; 95% CI: 0,77—
0,948; p < 0,0001).

3.2. Actividad fisica

Para responder al primer objetivo de esta tesis doctoral se utilizaron datos de AF reportada
por los progenitores de los nifios/as a los 4 afios. Durante la visita de seguimiento correspondiente,
se les preguntd a los progenitores cuanto tiempo (en horas y minutos) realizaba su hijo/a AF
extracurricular (AFE) estructurada (natacion, clases de baile, etc.) o no estructurada (correr, saltar,
jugar en el parque, etc.) cada dia. Se utiliz6 esta informacion para calcular la media de gasto
energético diario (METs x hora/dia) en AFE. Para ello, primero se le asign6 un valor MET a cada
actividad y/o deporte reportado en base a publicaciones previas (146). Tras esto, se multiplico el
numero de horas de AFE reportadas por la mediana de los METs de todas aquellas actividades
practicadas ese dia. Los METs x hora/dia fueron obtenidos sumando los gastos energéticos de
todos los dias y dividiéndolos entre 7. Finalmente, esta variable fue transformada en terciles con
el objetivo de clasificar a los nifios/as en un nivel bajo, medio o alto de gasto energeético diario en
AFE.

En el caso del objetivo tres, se emplearon datos de AF reportada por los progenitores y
recogida de forma directa mediante acelerometria. En el caso de la AF reportada por los
progenitores, se utilizd un cuestionario basado en el CLASS (88). En este cuestionario se
preguntaba: Durante una semana tipica, ¢realiza su hijo/a alguna de las siguientes actividades
programadas durante el horario escolar? y Pensando en el resto del afo, ¢realiza su hijo/a
alguna de las siguientes actividades fisicas (incluyendo actividad programada o simplemente
juego normal) fuera del horario escolar? Estas preguntas se acompafiaban de una lista con
diferentes actividades (ej. correr, tenis, natacion, etc.) y una pregunta sobre el tiempo y la
frecuencia de realizacion de la actividad seleccionada. A cada una de las actividades y/o deportes
se le asigno un MET (146,147) y la media de minutos/dia en AFMV se calcul6 como la suma de

todos los minutos en AFMV al dia divididos entre 7.

La AFMV evaluada con el cuestionario fue comparada usando un acelerémetro
ActiGraph wGT3X-BT (Pensacola, EEUU), en el caso de HELIX, y un acelerémetro
Activinsights GeneActiv (Kimbolton, Inglaterra), en INMA-Guiplzcoa. Los acelerometros

fueron Ilevados por los nifios/as durante la misma semana a la que se refirio el cuestionario.

En el caso de ActiGraph, este fue llevado por los nifios/as a la derecha de la cadera solo

durante el dia (entre las 6:00 y las 23:59). La aceleracién fue recopilada a 30 Hz. Tras la recogida
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de informacion, los datos fueron descargados en epoch de 10 segundos mediante el software
ActiLife. Los METs para cada epoch se calcularon utilizando las indicaciones establecidas por
Crouter y colegas (148). Los periodos en los que el acelerometro no se llevase puesto se
registraron definiendo un punto de corte de >20 minutos sin registro (149,150). Ademas, se
establecié como criterio de inclusion que los nifios/as llevaran el acelerometro un minimo de 10
horas al dia durante al menos 3 dias (151). Los minutos medios diarios de AFMV se calcularon
como la suma de los minutos de AFMV detectados por el acelerdémetro entre el nimero de dias
validos (152).

Respecto al acelerémetro GeneActiv, los nifio/as lo llevaron en la mufieca no dominante
en un régimen de 24 horas. La aceleracion fue recopilada a 85,7 HZ. Tras la aplicacion del
protocolo de recogida, los datos fueron descargados en CSV mediante el software GENEACctiv.
El procesamiento de estos datos se realizd mediante el paquete GGIR de R version 2.4 (95). La
intensidad de la AF fue calculada utilizando los puntos de cortes publicados por Hildebrand y
colegas: moderada—vigorosa= 695,8 mg (153,154). Estos puntos de corte se disefiaron para ser
equivalentes con los METS. Los periodos de 15 minutos de no registro se definieron como tiempo
en el cual el nifio/a no llevaba puesto el acelerdmetro (155). Finalmente, los criterios de inclusion

y el calculo de la variable de AFMV se realizd de la misma forma que en los datos de ActiGraph.

3.3. Comportamientos sedentarios

El segundo objetivo especifico se explor6 utilizando el tiempo en CS de nifios/as a los 4
afios reportado por los progenitores. Esta variable fue obtenida mediante un cuestionario basado
en el CLASS (88). En concreto, se pregunto a los progenitores cuantas horas pasaba su hijo/a
viendo la televisién/videos (TVP) o realizando otros CS (puzles, leer, deberes, etc.) entre semana
y los fines de semana fuera del colegio. La media de horas diarias en TVP y en otros CS fue
calculada de la siguiente forma: (((Tiempo entre semana x 5) + (Tiempo en fin de semana x 2))/7).
A su vez, se calculo la media diaria de horas en CS totales sumando ambas variables. Finalmente,
las tres variables creadas (TVP, otros CS y tiempo total en CS) fueron transformadas en terciles

con el objetivo de clasificar a los nifios/as en un nivel bajo, medio o alto de CS.

3.4. Covariables de estudio
En las publicaciones de esta tesis doctoral se han tenido en cuenta diversas covariables
sociodemograficas, antropomorficas y de estilos de vida que fueron estudiadas como potenciales

factores de confusion:

AFE Yy LT- Se incluyeron covariables recogidas durante el embarazo o al nacimiento como
el sexo del nifio/a, parto pretérmino (si, no), indice de masa corporal periconcepcional de la madre
(IMC, calculada como kg/m?), pais de origen (Espafia, otros) y el nivel educativo de la madre

(primaria, secundaria o universidad). Ademas, se tuvieron en cuenta covariables reportadas
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durante la visita de seguimiento a los 4 afios. Especificamente, en el caso de los nifios se incluyd
su edad (afios), IMC (kg/m?), fecha de extraccion de la muestra sanguinea, estacion de la
extraccion, consumo total de energia (kcal/dia) (156), consumo de alimentos ultraprocesados de
acuerdo con la clasificacion NOVA (g/dia) (157), adherencia a la dieta Mediterranea medida por
el relative Mediterranean Score (rMED) (158), horas de TVP (horas/semana) y duracién del suefio
(horas/semana). Respecto a las madres, estas variables fueron: edad (afios) y fumar (si, no) en la

visita de los 4 afos. Por ultimo, se calcul6 el tiempo (afios) entre el seguimiento a los 4 y 8 afios.

Publicacion 1- Se emplearon las covariables exploradas en la anterior publicacion. No
obstante, se afladié adicionalmente la variable METs hora/dia en AFE a los 4 afios y no se incluyd

informacion relativa al suefio a los 4 afios.

Publicacion I1- Las siguientes covariables recogidas en los proyectos HELIX e INMA
fueron consideradas en este estudio: edad (afios), sexo, IMC (kg/m?), grupos de IMC
(sobrepeso/obesidad 0 normopeso) segln los puntos de corte especificos de la OMS (159), edad

de la madre (afios) y nivel socioeconoémico (bajo, medio, alto).

4. Analisis estadistico

Los diferentes andlisis estadisticos realizados en esta tesis doctoral se llevaron a cabo
mediante el software R (R Core Team. R: A language and environment for statistical computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria; http://www.Rproject.org). Las pruebas

estadisticas empleadas fueron bilaterales y el nivel de significacion se establecio en 0,05.

En cada una de las publicaciones de esta tesis doctoral se han descrito las principales
variables sociodemogréficas, de salud y estilos de vida de los participantes. En primer lugar, se
evalud la normalidad de las variables cuantitativas mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov
con la correccion de Lillifors. En el caso de que las variables siguiesen una distribucion normal,
estas se describieron mediante media y desviacion estandar (DE). En el caso de que siguieran una
distribucién distinta de la normal, se usé mediana y rango intercuartilico (RI). Respecto a las
variables cualitativas, se describieron segln su frecuencia absoluta (n) y porcentaje (%). Ademas,
se realizaron analisis bivariantes mediante las pruebas Chi-cuadrado, Kruskall-Wallis y/o
ANOVA para evaluar las diferentes caracteristicas en funcion de terciles de tiempo total en CS
(publicacién 1) y cohorte de estudio (publicacion I1).

Para realizar el analisis entre AFE/CS y la LT entre los 4 y 8 afios se usaron modelos de
regresion robusta multiple. Sin embargo, y como se ha indicado anteriormente, la LT de los
nifios/as de Sabadell a los 8 afios se realizd utilizando un protocolo ligeramente diferente de qPCR
y, por lo que no podian ser directamente comparables con aquellas mediciones a los 4 afios. Por

ello, se uso el ranking de la LT entre los 4 y 8 afios para explorar estas asociaciones (160). En

primer lugar, se establecid el ranking de la LT a los 4 y 8 afios por cohorte, ordenando los datos
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de la longitud mas larga a la més corta (codificado desde 1 a n). Tras realizar esto, se calculd la

diferencia en el ranking de la LT (AR) para cada niflo/a mediante la siguiente formula:

(R1 — R)
—1
(n100 )

En esta formula la n representa el tamafio muestral, R; es el ranking a los 4 afios y R; el

AR =

ranking a los 8 afios. Debido a que la diferencia en el ranking de la LT estd determinada por el
tamafio muestral, ésta se transformé en base 100 para facilitar la interpretacion a nivel porcentual
(160). Las estimaciones finales obtenidas se interpretan en % de cambio en el ranking de la LT,
donde un valor negativo indicaria una mayor aceleracion del acortamiento de la LT entre los 4 y
8 afios. En ambos casos en los que se empled este analisis (AFE y CS), se realiz6 un modelo

complementario ajustando por el tiempo de seguimiento y la LT a los 4 afios.

Por otra parte, la asociacion transversal entre AFE/CS y LT a los 4 afios se explord
mediante modelos de regresion lineal robusta multiple mediante el paquete robustbase (161). En
este caso, la LT fue transformada en logaritmo en base 10 y las estimaciones obtenidas
interpretadas en % de cambio en la LT. Estos modelos fueron ajustados por aquellas covariables
gue mostraron un p<0,2 en el analisis bivariante y que ocasionaron un cambio en la magnitud del

efecto principal del 10% tras su exclusién u inclusién en el modelo (162).

Adicionalmente, en los andlisis de AFE/CS y LT se realizaron analisis de sensibilidad
para estudiar la robustez de los hallazgos. En el caso de la AFE, se examind el efecto de incluir
al modelo principal diferentes variables de lo/as nifios/as (rMED, duracién del suefio y prematuro)
y sus madres (IMC periconcepcional y habito tabaquico en la visita de los 4 afios). Por su parte,
en el caso de los CS se explord el efecto de la inclusion en el modelo principal de variables del
nifio/a como el rIMED, IMC, estacion de la extraccion sanguinea, AFE, y de la madre como su
IMC periconcepcional, habito tabaquico en la visita de los 4 afios y nivel educativo. Ademas, se
exploré el efecto de acuerdo con el sexo del nifio/a y excluyendo aquello/as con nacimiento

prematuro.

En el caso de los analisis realizados en la segunda publicacion, se calculé la diferencia
media entre la AFMV (minutos/dia) reportada por los progenitores (cuestionario) y la detectada
por el acelerémetro. Esta diferencia fue representada en un grafico de Bland-Altman (163). Se
exploraron las posibles covariables asociadas a esta diferencia mediante modelos de regresion
lineal robusta mdltiple. En segundo lugar, la validez concurrente entre la medida directa e
indirecta de AFMV se evalu6 mediante correlaciones parciales de Spearman ajustadas por
cohorte. Para ello, se utilizd el paquete ppcor de R (164). Se exploré la robustez de esta

correlacién mediante diferentes analisis de sensibilidad. En particular, se observd el efecto de

variables del nifio/a como el sexo, edad e IMC, y de variables de la madre como la edad y el nivel
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socioeconomico. Por ultimo, se evalud la capacidad del cuestionario para clasificar nifios/as
fisicamente activos segun las recomendaciones de la OMS (al menos 60 minutos/dia de AFMV)
(61). Esto se realiz6 mediante el estudio de la curva ROC estratificada por sexo del nifio/a
mediante del paquete pROC (165). Asimismo, se calculd la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y el valor predictivo negativo utilizando el punto de corte mas optimo
detectado en el analisis de la curva Caracteristica Operativa del Receptor (curva ROC, Receiver

operating characteristic en inglés).

Finalmente, cabe destacar que en las publicaciones de esta tesis doctoral se ha trabajado
con datos a nivel multicéntrico. Debido a este hecho, antes de realizar los modelos y/o
correlaciones se explor6 y cuantificé la heterogeneidad entre las diferentes cohortes. Para ello,
todas las estimaciones fueron primero analizadas utilizando técnicas meta-analiticas. La
heterogeneidad fue cuantificada utilizando el estadistico 1% (162) con el paquete estadistico meta
(166). Los I? obtenidos fueron < 25% (heterogeneidad baja) y los analisis se realizaron utilizando
la variable cohorte como variable de ajuste.
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RESULTADOS

Actividad fisica extracurricular y longitud del telémero

Resumen

Debido al posible efecto positivo de la AF sobre la salud a causa de sus propiedades
antioxidantes y antinflamatorias, el objetivo de este trabajo fue explorar la asociacion entre la
AFE, utilizando el gasto energético en METs y la LT en nifios/as a los 4 afios y la LT a los 4 afios
y entre los 4 a los 8 afios. Se utilizaron los datos de 639 nifios/as del proyecto INMA. La media
diaria de gasto energético en AFE (METs x hora/dia) fue calculada en base a un cuestionario
reportado por los padres, el cual recogia el tiempo en AFE y las actividades mas frecuentes. Esta
variable fue transformada y usada en terciles (bajo, medio y alto). La LT se determind mediante
gPCR alos 4y los 8 afios y se calcul6 la diferencia en el ranking de la LT entre los 4 y los 8 afios.
Se explord la asociacion entre ambas variables mediante modelos de regresion robusta maltiple.
Se observo que aquellos nifios/as situados en el tercil mas alto de gasto energético en AFE (11,9-
31,0 METSs hora/dia) mostraron un incremento en el ranking de la LT de 2,25% (1C95%: 0,01;
4,48; p=0,04) entre los 4 y 8 afios, en comparacién con aquellos localizados en el tercil mas bajo
(2,2-7,8 METSs hora/dia). No se observo ninguna otra asociacion estadisticamente significativa
mas. En conclusion, un efecto beneficioso de la AFE se observd la diferencia de ranking de la LT
entre los 4 y 8 afios. En el caso de que otros resultados corroborasen estos hallazgos, la AFE

deberia recomendarse para reducir el dafio celular durante las etapas tempranas de la vida.

Resultados

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Las caracteristicas de las parejas madre-hijo/a incluidas en este trabajo se muestran en la
Tabla 3. Los nifios/as presentaban una mediana (RI) de edad de 4,4 (4,3; 4,5) y 8,3 (7,9; 8,8) afios
en los seguimientos de los 4 y 8 afios, respectivamente. A los 4 afios, la mediana de consumo
energético de los nifios/as se situd en 1586 (1388; 1818) kcal/dia y se observé una mediana de
IMC de 16,0 (15,2; 16,9) kg/m2. Ademas, estos nifios/as consumian una mediana de 386 (278;
554) g/dia de alimentos ultraprocesados y mostraban una mediana de TVP de 9,0 (5,8; 13,0)
horas/semana. Respecto a las madres, se observo que su mediana de edad era de 31,0 (29,0; 34,0)
afios y su IMC periconcepcional, de 22,9 (20,8; 25,4) kg/m?. En general, 484 (76,6%) de estas
madres eran no fumadoras en la visita de los 4 afios. Por ultimo, un 40,7% de ellas tenian estudios

universitarios, mientras que aquellas con primarios representaron el 18,3%.
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Tabla 3. Caracteristicas de las parejas madre-hijo/a los 4 afios (n = 639).

Caracteristicas de los nifios/as

Mediana (IR)

Edad, afios
Edad al seguimiento, afios
Sexo, n (%)
Masculino
Femenino
Parto pretérmino, n (%)
IMC, kg/m?
Consumo energético, kcal/dia
Consumo de ultraprocesados, g/dia
Puntuacién rMed
TVP, horas/semana
Duracion del suefio, horas/semana
AF extracurricular, METs hora/dia
Cohorte, n (%)
Asturias
Guipuzcoa
Sabadell
Estacion, n (%)
Primavera
Verano
Otofio
Invierno
Caracteristicas de las madres
Edad, afios
IMC periconcepcional %, kg/m?
Fumadora®, si, n (%)
Nivel educativo, n (%)
Universidad
Secundaria
Primaria

4,4 (4,3; 4.5)
8,3(7,9; 8,8)

328 (51,3)

311 (48,7)

28 (4,4)

16,0 (15,2; 16,9)
1586 (1388; 1818)
386 (278; 554)
9,0 (7,0; 10,0)

9,0 (5,8; 13,0)
73,5 (70,0; 77,0)
9,7 (7,0; 12,9)

243 (38,0)
130 (20,3)
266 (41,7)

165 (25,9)
172 (26,9)
151 (23,6)
151 (23,6)

31,0 (29,0; 34,0)
22,9 (20,8; 25,4)
148 (23,4)

260 (40,7)
262 (41,0)
117 (18,3)

IR= rango intercuartilico; IMC= indice de masa corporal; rMed= relative Mediterranean
Diet; AF= actividad fisica; MET= indice metabodlico equivalente.
aDatos disponibles para n= 636. "Datos disponibles para n= 632.
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Asociacion entre actividad fisica extracurricular y longitud del telémero.

En la Tabla 4 se muestra la asociacion entre AFE a los 4 afios y la LT a los 4 afios y el
cambio en el ranking de la LT entre los 4 y 8 afios. En el modelo 1 se puede observar que aquellos
nifios/as situados en el tercil méas alto de AFE (11,9-31,0 METs hora/dia) presentaban un
incremento en el ranking de la LT del 2,37% (1C95%: 0,07; 4,67; p = 0,04) en comparacion con
aquellos nifios/as del tercil mas bajo (2,2-7,8 METSs hora/dia). Tras ajustar por covariables del
nifio/a y sus madres (modelo 2), esta asociacion se mantuvo estable (% cambio= 2,40%; 1C95%:
0,04; 4,75; p = 0,04). Ademas, esta asociacion disminuyd ligeramente al ajustar por tiempo de
seguimiento y la LT a los 4 afios en el modelo 3 (% cambio = 2,25%; 1C95%: 0,01; 4,48; p =
0,04). No se encontrd ninguna asociacion estadisticamente significativa en el caso de los terciles
de EFA bajo vs medio. Asimismo, no observamos ninguna asociacion estadisticamente

significativa respecto a la asociacion transversal entre AFE y LT a los 4 afios.

Andlisis de sensibilidad

La asociacion observada entre la media de gasto energético diario en AFE y el ranking de
la LT (tercil bajo vs alto) se mantuvo robusta al ajustar por la adherencia a la dieta Mediterreanea
(% cambio = 2,21; 1C95%: -0,01; 4,45; p = 0,05) o la duracién del suefio (% cambio = 2,24;
IC95%: -0,01; 4,47; p = 0,04). Respecto a las covariables de las madres, esta asociacion
experimentd una pequefia disminucion tras ajustar por su IMC periconcepcional (2,10; 1C95%: -
0,15; 4,35; p = 0,06) y estatus de fumadora (% cambio = 2,12; 1C95%: -0,12; 4,37; p = 0,06).
Finalmente, se observo un modesto incremento tras excluir aquellos nifios/as nacidos pretérmino
(% cambio = 2,44; 1C95%: -0,02; 4,92; p = 0,05).
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Tabla 4. Asociacion entre la media de gasto energético en actividad fisica extracurricular (METSs hora/dia) y longitud del telomero a los

4 afos (n= 639) y el cambio en el ranking de la longitud del telémero entre los 4 y 8 afios (n= 547).

Modelo 12 Modelo 2° Modelo 3¢
Gasto energético® n % cambio (1C95%) P % cambio (1C95%) P % cambio (1C95%) P
Asociacion 4 afios
Bajo (1,6-7,6) 202 Ref Ref - -
Medio (7,7-11,6) 220 1,33 (-2,31; 2,02) 0,5 1,74 (-1,81; 5,41) 0,3 - -
Alto (11,9-38,6) 217 -2,62 (-6,50; 1,43) 0,2 -1,95 (-5,93; 2,20) 04 - -
Asociacion 4-8 afios
Bajo (2,2-7,8) 186 Ref Ref Ref
Medio (7,9-11,8) 180 -0,15 (-2,31; 2,02) 0,9 -0,04 (-2,16; 2,09) 0,9 0,25 (-1,76; 2,26) 0,8
Alto (11,9-31,0) 181 2,37 (0,07; 4,67) 0,04 2,40 (0,04; 4,75) 0,04 2,25 (0,01; 4,48) 0,04

IC = intervalo de confianza. ®Modelo 1: modelo ajustado por cohorte de origen y estacion del segumiento. °Modelo 2: Modelo 1+ consumo energético del nifio/a
(kcal/dia), consumo de alimentos ultraprocesados (g/dia), sexo, IMC del nifio/a (kg/m2), TVP (horas/semana), edad de la madre (afios) y su nivel educativo (primaria,
secundaria y universidad). “Modelo 3: Modelo 2+ tiempo de seguimiento (afios) y longitud del telémero a los 4 afios. YLas asociaciones transversales fueron estimadas
como % de cambio en la longitud del telémero leucocitario en comparacion con el grupo de referencia de comportamientos sedentarios (tercil mas bajo). Las
asociaciones entre los 4 y los 8 afios se estimaron como % de cambio en el ranking de la LT, un cambio negativo en el ranking evidencia una mayor aceleracion en el
acortamiento de la longitud del telémero en comparacion con el grupo de referencia de comportamientos sedentarios (tercil mas bajo).
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Resumen

Los CS podrian estar relacionados con el acortamiento de la LT debido a su efecto
proinflamatorio. Por ello, este estudio explord la asociaciéon entre los CS reportados por los
progenitores de nifios/as a los 4 afios y su LT a los 4 afios y entre los 4 y 8 afios. Se analizaron
nifios/as pertenecientes al estudio INMA que participaron en la visita de seguimiento a los 4 afios
(n = 669) y 8 afios (n = 530). Se utilizaron modelos de regresion lineal robusta multiple para
explorar la asociacién entre la media de horas/dia en CS (TVP, otros CS y CS total) categorizada
en terciles (bajo, medio y alto) y la LT a los 4 afios. Ademas, se evalud la asociacion entre CS a
los 4 afios y el ranking de la TL entre los 4 y 8 afios. Los resultados mostraron que los nifios/as
que pasaban maés tiempo en TVP a los 4 afios (1,6-5,0 horas/dia) presentaban una LT -3,9%
(1C95%: —7,4; —0,4; p = 0,03) menor en comparacion con el tercil mas bajo (0,0-1,0 horas/dia).
Respecto al periodo entre los 4 y 8 afios, un mayor TVP (tercil méas alto vs tercil mas bajo) se
asocio con una disminucion en el ranking de la LT del -1,9% (1C95%: —3,8; —0,1; p = 0,03). Los
nifios/as expuestos a mayor TVP a los 4 afios mostraron una menor LT a los 4 afios y entre los 4
y 8 afios edad. Este estudio corrobora el potencial efecto negativo de los CS durante la infancia

con respecto a la longevidad celular.

Resultados

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Las caracteristicas de la poblacion de estudio en funcién de los terciles de CS totales
(horas/dia) se describen en la Tabla 5. Se observa que 350 fueron nifios (52,3%) y la media (DE)
de edad de los nifios/as fue de 4,4 (0,2) y 8,5 (0,6) en las visitas de los 4 y 8 afios, respectivamente.
Respecto a los CS, los nifios/as pasaban una mediana total de 2,6 (2,0; 3,6) horas/dia en CS.
Aquellos nifios/as situados en el tercil mas alto de CS mostraron una mayor ingesta energética y
consumo de alimentos ultraprocesados. Asimismo, los nifios/as agrupados en los terciles medio y
alto de CS presentaron una menor AFE en comparacion con aquellos situados en el tercil mas
bajo. Respecto a las madres, estas presentaron una edad media de 37,1 (4,2) afios y una mediana
de IMC periconcepcional de 22,9 (20,9; 25,5) kg/m?. Sin embargo, aquellas madres cuyos hijos/as
se agrupaban en el tercil mas alto de CS presentaban un mayor porcentaje de estudios primarios

y secundarios, en comparacion con el tercil mas bajo.
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Tabla 5. Caracteristicas de las parejas madre-hijo/a del estudio INMA en funcion de los terciles de tiempo total en comportamientos

sedentarios (horas/dia) a los 4 afios.

Terciles de tiempo total en comportamientos sedentarios

Caracteristicas Total Bajo (0,0-2,2) Medio (2,3-3,1) Alto (3,2-7,9) pa
NUmero de participantes, n (%) 669 (100) 223 (33,3) 226 (33,8) 220 (32,9)
Caracteristicas de los nifios/as®
Edad, afios, media (DE) 4,4 (0,2) 4,4 (0,2) 4,4 (0,2) 4,4 (0,2) 0,69
Edad al seguimiento, afios, media (DE)® 8,5 (0,6) 8,3 (0,6) 8,5 (0,6) 8,6 (0,7) 0,001
Sexo, n (%)

Nifio 350 (52,3) 122 (54,7) 109 (48,2) 119 (54,1) 0.31

Nifia 319 (47,7) 101 (45,3) 117 (51,8) 101 (45,9)
Parto pretérmino, si, n (%)¢ 30 (4,5) 73,2) 13 (5,8) 10 (4,6) 0,41
IMC, kg/m? 16,0 (15,2; 17,0) 15,9 (15,1; 16,9) 16,0 (15,4; 17,1) 16,1 (15,2; 17,0) 0,61
Consumo energético, kcal/dia 1583 (1390; 1820) 1542 (1345; 1751) 1593 (1394; 1846) 1616 (1453; 1862) 0,001
Consumo de ultraprocesados, g/dia 381 (279; 554) 374 (269; 516) 379 (280; 563) 417 (291; 576) 0,05
Puntuacion rMED 9,0 (7,0; 10,0) 9,0 (7,0;11,0) 9,0 (7,0; 10,0) 8,0 (7,0; 10,0) 0,16
AF extracurricular, MET-horas/dia 9,7 (6,8; 12,9) 10,0 (7,5; 13,5) 9,3 (6,6; 12,4) 9,5 (6,5; 12,5) 0,02
Estacién de extraccidn sanguinea, n (%)

Invierno 165 (24,7) 49 (22,0) 62 (27,4) 54 (24,5)

Primavera 177 (26,5) 56 (25,1) 64 (28,3) 57 (25,9)

Verano 180 (26,9) 71(31,8) 58 (25,7) 51 (23,2) 0,21

Otofio 147 (21,9) 47 (21,1) 42 (18,6) 58 (26,4)
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Tabla 5. Continuacién.

Terciles de tiempo total en comportamientos sedentarios

Caracteristicas Total Bajo (0,0-2,2) Medio (2,3-3,1) Alto (3,2-7,9) pa
Cohorte, n (%)

Asturias 273 (40,8) 82 (36,8) 104 (46,0) 87 (39,5)

Guipulzcoa 131 (19,6) 66 (29,6) 42 (18,6) 23 (10,5) <0,001

Sabadell 265 (39,6) 75 (33,6) 80 (35,4) 110 (50,0)
Caracteristicas de las madres
Edad, afios, media (DE) 37,1 (4,2) 37,4 (4,0) 36,9 (4,0) 37,0 (4,4) 0,35
Pais de origen, Espafia, n (%)* 626 (94,0) 212 (95,5) 209 (92,9) 205 (93,6) 0,48
IMC periconcepcional, kg/m? 22,9 (20,9; 25,5) 22,3 (20,6; 25,1) 23,2 (21,2; 25,4) 22,9 (21,0; 26,2) 0,07
Fumadora, n (%)¢

Si 161 (24,1) 50 (22,7) 53 (23,7) 58 (26,7)

No 500 (74,7) 170 (77,3) 171 (76,3) 159 (73,3) 0.59
Nivel educativo, n (%)®

Universidad 265 (39,6) 104 (46,6) 95 (42,0) 66 (30,4)

Secundaria 270 (40,4) 85 (38,1) 89 (39,4) 96 (44,2) 0,005

Primaria 131 (19,6) 34 (15,3) 42 (18,6) 55 (25,4)

DE = deviacion estandar; IMC = indice de masa corporal; rMED = relative Mediterranean Diet; AF = actividad fisica; MET = indice metabdlico equivalente. 2Chi-
cuadrado, Kruskall-Wallis y ANOVA test entre los terciles de tiempo total en comportamientos sedentarios. PLas caracteristicas se describen como mediana (RI, rango
intercuartilico) a no ser que se indique lo contrario. °Datos disponibles para n = 530. 9Datos disponibles para n = 661. ¢Datos disponibles para n = 666.
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Comportamientos sedentarios y longitud del telomero a los 4 afios

En la Tabla 6 se puede observar que el TVP se asocié negativamente con la LT en
nifios/as a los 4 afios en todos los modelos analizados. En comparacion con aquellos nifios/as
situados en el tercil mas bajo de TVP, aquellos con una exposicion de TVP media (1,1-1,5
horas/dia) y alta (1,6-5,0 horas/dia) mostraron una reduccién en la LT de -3,3% (1C95%: -6,7;0,4;
p=0,07)y-3,9% (IC95%: -7,4; -0,4; p = 0,03), respectivamente. No se observaron estimaciones

estadisticamente significativas en el caso de otros CS o el tiempo en CS total.

Asociacion entre comportamientos sedentarios a los 4 afios y el ranking de la longitud del
telémero desde los 4 a los 8 afios

Un mayor TVP se asocié con una reduccién del ranking de la LT desde los 4 a los 8 afios
(Tabla 6). No obstante, estos resultados fueron observados en el modelo ajustado por el tiempo
de seguimiento y la LT a los 4 afios (modelo 4). En concreto, los nifios/as situado/as en el tercil
mas alto de TVP presentaron un cambio negativo en el ranking de la LT (acortamiento acelerado
de la LT) del -1,9% (1C95%: -3,8; -0,1; p = 0,03) en comparacion con el tercil mas bajo. No se
observaron asociaciones estadisticamente significativas en el anlisis de otros CS o tiempo total
en CS.

Andlisis de sensibilidad

La asociacion entre un mayor TVP y la LT a los 4 afios incrementd cuando se excluyeron
los nifios (-5,7%, 1C95%: -10,6; -0,5) y experiment6 una ligera bajada al excluir a las nifias (-
3,4%, 1C95%: -8,3; 1,7). Sin embargo, no se observé una interaccion estadisticamente
significativa entre TVP y el sexo de los nifios/as (p > 0,2). El efecto observado en el caso de mayor
TVP y el ranking de la LT de 4 a 8 afios aumentd ligeramente al ajustar por las caracteristicas de
las madres (-2,3%, 1C95%: -4,1; -0,4) y tras excluir a las nifias (-2,3%, 1C95%: -4,6; 0,0). Ademas,
esta estimacion permanecio robusta tras ajustar por rMED, AFE, fecha de extraccion sanguinea,
IMC del nifio/a y al excluir los partos pretérminos.
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Tabla 6. Asociacion entre comportamientos sedentarios en terciles (horas/dia) y longitud del telémero a los 4 afios y cambios en el ranking de la longitud del
telomero desde los 4 a los 8 afios.

Modelo 12 Modelo 2° Modelo 3¢ Modelo 4°
n % cambio (1C 95%) P % cambio (IC 95%) P % cambio (IC 95%) P % cambio (IC 95%) P

Asociacion 4 afios (n= 669)¢
TVP

Bajo (0,0-1,0) 271 Ref Ref Ref

Medio (1,1-1,5) 184 -3,4(-6,9;0,1) 0,05 -3,7(7,1;-0,1) 0,04 -3,3(-6,7;0,4) 0,07 - -

Alto (1,6-5,0) 214  -43(-7,6;-0,9) 0,01 -46(7,9;-11) 0,01 -3,9(-7,4;-0,4) 0,03 - -
Otros CS

Bajo (0,0-1,0) 278 Ref Ref Ref

Medio (1,1-1,5) 190 -2,1(-5,5;1,4) 0,22 -2,0(-54;1,5) 0,26 -2,4(-58;1,1) 017 - -

Alto (1,6-4,4) 201 1,6(-2,0;5,3) 0,38 1,8(-1,8;5,5) 0,34 1,1(-2,4;4,8) 053 - -
CS total

Bajo (0,0-2,2) 223  Ref Ref Ref

Medio (2,3-3,1) 226 -2,1(-5,7;1,7) 0,27 -2,1(-5,7;1,7) 0,28 -2,4(-6,0;1,4) 020 - -

Alto (3,2-7,9) 220 -2,2(-5,7;1,4) 0,22 -2,1(-5,6;1,5) 0,24 -2,1(-5,6;1,5) 025 - -
Asociacion 4-8 afios (n= 530)"
TVP

Bajo (0,0-1,0) 219 Ref Ref Ref Ref

Medio (1,1-1,5) 143  -0,4(-2,4;1,5) 0,65 -0,3(-2,2;1,6) 0,76 -0,4(-2,3;1,6) 0,71  -1,0(-2,8;0,9) 0,30

Alto (1,6-5,0) 168 -1,6(-3,5;0,3) 0,10 -1,3(-3,2;0,6) 0,18 -1,3(-3,3;0,6) 0,16  -1,9(-3,8;-0,1) 0,03
Otros CS

Bajo (0,0-1,0) 227 Ref Ref Ref Ref

Medio (1,1-1,5) 152 0,7 (-1,1;2,5) 0,43 0,7(-1,0;2,5) 0,41 0,8(-1,0;2,6) 0,37 0,7(11;24) 0,45

Alto (1,6-4,4) 151 0,7 (-1,4;2,8) 0,52 0,7(-1,4;2,8) 0,51 0,8(-1,3;29) 0,47 1,4(-0,6;3,3) 0,17
CS total

Bajo (0,0-2,2) 177 Ref Ref Ref Ref

Medio (2,3-3,1) 177 0,1(-1,7;2,0) 0,88 0,2(-1,7;2,1) 0,81 0,2(1,6;2,1) 0,80 -0,2(-2,0;1,6) 0,82

Alto (3,2-7,9) 176  0,5(-1,5;2,4) 0,63 0,6(-1,4;25) 0,56 0,6 (-1,4;25) 057 02(-1,6;21) 0,79

IC = intervalo de confianza; TVP = tiempo de visionado de pantallas; CS = comportamientos sedentarios. ®Modelo 1: modelo ajustado por fecha de recogida de muestra sanguinea y cohorte
(Asturias, Guiplzcoa, Sabadell). ®Modelo 2: Modelo 1+ ajuste adicional por el consumo de energia total del nifio/a (kcal/dia), consumo de alimentos ultraprocesados (g/dia) y edad (afios).
°Modelo 3: Modelo 2+ ajuste adicional por sexo del nifio/a “Modelo 4: Modelo 3+ ajuste adicional por tiempo de seguimiento (afios) y longitud del telémero leucocitario a los 4 afios. éLas
asociaciones transversales fueron estimadas como % de cambio en la longitud del telomero leucocitario en comparacién con el grupo de referencia de comportamientos sedentarios (tercil mas
bajo). fLas asociaciones entre los 4 y los 8 afios se estimaron como % de cambio en el ranking de la LT, un cambio negativo en el ranking evidencia una mayor aceleracion en el acortamiento
de la longitud del telémero en comparacion con el grupo de referencia de comportamientos sedentarios (tercil mas bajo).
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Resumen

Disponer de cuestionarios validados de AF es crucial para recopilar esta informacion
durante la infancia en estudios epidemioldgicos de base poblacional. Por ello, en este trabajo se
exploré la validez de un cuestionario de AF, reportado por los progenitores y basado en el CLASS,
a través de acelerometria en nifios/as europeos/as de 6 a 12 afios. Se analizaron datos de 230
nifios/as pertenecientes a los proyectos INMA y HELIX. Se calcul6 la diferencia entre la media
de AFMV (minutos/dia) medida por el cuestionario y el acelerometro. Ademas, los factores
asociados a esta diferencia se exploraron mediante regresion lineal robusta multiple. El acuerdo
entre ambos métodos de medicion fue examinado mediante un grafico de Bland-Altman. Respecto
a la validez concurrente para medir AFMV, fue evaluada mediante correlaciones parciales de
Spearman ajustadas por la cohorte de estudio de los participantes. Por ultimo, se analiz6 la curva
ROC para explorar la precision del cuestionario para detectar nifios/as fisicamente activos segln
la OMS (> 60 minutos/dia de AFMV). Se observé una correlacion moderada entre ambos métodos
(rho= 0,41; p <0,001). El sexo, especificamente las nifias, se asocid estadisticamente con la
diferencia de AFMV entre los métodos utilizados. No obstante, este cuestionario identificd
correctamente a los nifios/as fisicamente activos (area bajo la curva= 83,8% y 82,7% para nifios
y nifias, puntos de corte= 68,6 y 45,4 minutos/dia de AFMV, respectivamente). En conclusion,
este cuestionario puede clasificar a los nifios/as fisicamente activos, por lo que puede ser un

instrumento Gtil para monitorizar la AF en intervenciones de salud dirigidas a esta poblacion.

Resultados
Caracteristicas de la poblacion de estudio

En la Tabla 7 se describen las caracteristicas de las parejas madre-hijo/a por cohorte de
estudio. En general, el 52,2% fueron nifias, variando entre el 37,8% y el 58,2% en funcién de la
cohorte. Respecto a las categorias de IMC de los nifios/as, se distribuyeron de forma similar entre
las diferentes cohortes (p = 0,17). En general, el porcentaje de nifios/as con sobrepeso/obesidad
se situd en el 33,5%. Respecto a las madres, 128 (55,7%) tenia edad > 31 afios. Las madres mas
jovenes se encontraban en las cohortes de BiB y EDEN. Se observd una sobrerrepresentacion de

familias con una situacion socioecondémica alta en la cohorte de EDEN (80,0%).
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Tabla 7. Caracteristicas de las parejas madre-hijo/a en funcion de su cohorte de estudio y edad de los nifios/as.

Nifios/as de 6-11 afios Nifios/as de 10-12 afios
Total BiB INMA-Sabadell EDEN INMA-Guipuzcoa
Caracteristicas de los nifios/as, n (%) (n=230) (n=27) (n=137) (n=30) (n=136) pa
Sexo 0,064
Masculino 110 (47,8) 13 (48,1) 23 (62,2) 18 (60,0) 56 (41,2)
Femenino 120 (52,2) 14 (51,9) 14 (37,8) 12 (40,0) 80 (58,2)
IMCP 0,174
Sobrepeso/obesidad 77 (33,5) 8 (29,6) 14 (37,8) 5(16,6) 50 (36,8)
Normopeso 153 (66,5) 19 (70,4) 23 (62,2) 25 (83,4) 86 (63,2)
Caracteristicas de las madres, n (%0)
Grupos de edad® <0,001
<31afios 102 (44,3) 18 (66,7) 12 (32,4) 20 (66,7) 52 (38,2)
>31afios 128 (55,7) 9 (33,3) 25 (67,6) 10 (33,3) 84 (61,8)
Nivel socioecondmico <0,001
Alto 92 (40,0) 9(33,3) 14 (37,8) 24 (80,0) 45 (33,1)
Bajo/Medio 138 (60,0) 18 (66,7) 23 (62,2) 6 (20,0) 91 (66,9)

ap-valor obtenido mediante Chi-cuadrado entre cohortes,.’Basados en los puntos de corte de la Organizacion Mundial de la Salud, Punto de corte basado en la media.
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Niveles medios de actividad fisica moderada-vigorosa

Segun los acelerémetros, los nifios/as pasaban una media (DE) de 72,8 (43,2) minutos/dia
en AFMV (Tabla 8). En comparacion, los minutos/dia en AFMV medidos por el cuestionario
fueron 79,2 (58,0). El sexo del nifio/a se asocié estadisticamente con la diferencia entre ambos
métodos (nifias vs nifios = 15,2; 1C95%: 2,3; 28,1; p = 0,020). De media, los progenitores de las
nifias sobrestimaron la AFMV de 11,9 minutos/dia. En el caso del resto de factores, no se

observaron otras asociaciones (Tabla 8).

Validez concurrente

La correlacion parcial de Spearman ajustada por cohorte entre la medicion de AFMV del
cuestionario y acelerometro fue de 0,41 (IC95%: 0,30; 0,51; p <0,001). Esta correlacion se
mantuvo robusta al ajustar por otras covariables como la edad del nifio/a (rho = 0,41, 1C95%:
0,30; 0,51, p < 0,001) o su IMC (rho = 0,40; 1C95%: 0,29; 0,51; p <0,001). Sin embargo, se
observé un ligero descenso al ajustar por el sexo del nifio/a (rho = 0,38; 1C95%: 0,26; 0,48; p
<0,001).

Acuerdo entre métodos

En el grafico de Bland-Altman (Figura 14) se puede observar que la media del sesgo
entre métodos (cuestionario vs acelerémetro) fue de 6,4 minutos/dia de AFMV (limites de
acuerdo al 95%: -91,9; 104,7). Un total de nueve participantes (3,9%) quedaron fuera de los
limites de acuerdo. A su vez, los nifios/as con una media de AFMV (cuestionario + acelerdmetro)

>100 minutos/dia presentaron las mayores diferencias entre métodos.

Validez de grupos conocidos

Segun los acelerémetros, el 51,7% de las nifias y el 60,0% de los nifios fueron clasificados
como fisicamente activos/as segln la OMS (> 60 minutos/dia de AFMV). El anélisis de la curva
ROC mostr6é un area bajo la curva del 83,8% (1C95%: 76,6; 91,0%) y 82,7% (1C95%: 75,2;
90,3%) para nifias y nifios, respectivamente (Tabla 9). Ademas, se establecié como punto de corte
Optimo 68,6 minutos/dia de AFMV en el cuestionario de AF para clasificar a los nifios fisicamente
activos (sensibilidad = 72,7%; especificidad = 79,5%). Sin embargo, este punto de corte fue mas
bajo en el caso de las nifias (45,4 minutos/dia de AFMV, sensibilidad = 96,8%, sensibilidad =
60,3%).
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Tabla 8. Resultados de la regresién lineal de la diferencia entre el tiempo en actividad fisica moderada-vigorosa medida por el cuestionario y los
acelerdmetros ajustada por las caracteristicas de las parejas madre-hijo/a.

AFMV (minutos/dia)

Cuestionario Acelerémetro Cuestionario — Acelerémetro
n Media (DE) Media (DE) Diferencia B2 (1C95%) P
Total 230 79,2 (58,0) 72,8 (43,2) 6,4 - -
Cohorte 0,781
BiB 27 52,3 (43,2) 42,1 (19,5) 10,2 Ref
INMA-Sabadell 37 43,4 (27,0) 49,8 (24,3) -6,4 -8,9 (-31,2; 13,5)
EDEN 30 26,0 (22,9) 31,1(21,8) -5,1 -8,7 (-28,1; 10,8)
INMA-Guipulzcoa 136 106,0 (56,4) 94,4 (40,5) 11,6 -4,0 (-25,4; 17,3)
Caracteristicas de los nifios/as
Sexo 0,020
Nifio 110 84,8 (65,0) 84,5 (48,9) 0,3 Ref
Nifia 120 74,1 (50,4) 62,2 (34,1) 11,9 15,2 (2,3; 28,1)
Grupos de edad® 0,817
<10.6 aflos 114 61,3 (46,2) 58,2 (33,2) 2,8 Ref
>10.6 afios 116 96,8 (63,0) 87,2 (47,0) 9,6 1,9 (-14,4; 18,2)
IMC¢ 0,299
Sobrepeso/obesidad 77 79,4 (58,8) 69,0 (43,7) 10,4 Ref
Normopeso 153 79,1 (57,8) 74,7 (42,9) 4,4 -6,8 (-19,6; 6,1)
Caracteristicas de las madres
Grupos de edad® 0,451
<31 afios 102 73,5 (55,5) 68,4 (44,6) 51 Ref
>31 afios 128 83,8 (59,7) 76,4 (41,8) 7.4 -4,6 (-16,5; 7,4)
Nivel socioeconémico 0,856
Alto 92 66,7 (51,4) 64,5 (44,4) 2,2 Ref
Alto/Medio 138 87,6 (60,8) 78,4 (41,6) 9,2 1,1(-11,1; 13,3)

AFMV = actividad fisica moderada-vigorosa; DE = desviacion estandar; IC = intervalo de confianza. 2Coeficiente beta perteneciente a la regresion lineal robusta ajustada por
cohorte y todas las caracteristicas madre-hijo/a presentadas. °Punto de corte basado en la mediana. ‘Basado en los puntos de corte de la Organizacion Mundial de la Salud
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Figura 14. Gréfico de Bland-Altman representando el sesgo medio (linea sélida) y los limites de
acuerdo al 95% (lineas discontinuas) entre los minutos/dia en actividad fisica moderada-vigorosa
(AFMV) medidos por el cuestionario (reportado por los progenitores) y los acelerémetros.
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Tabla 9. Validez para identificar nifios/as que acumularon > 60 minutos/dia de actividad fisica
moderada-vigorosa segun la acelerometria en el cuestionario.

Nifias (n = 120) Nifios (n= 110)
Punto de corte AFMV del cuestionario? 45,4 (minutos/dia) 68,6 (minutos/dia)
Sensibilidad (1C95%) 96,8% (88,8; 99,6) 72,7% (60,4; 83,0)
Especificidad (1C95%) 60,3% (46,6; 73,0) 79,5% (64,7; 90,2)
Valor predictivo positivo (1C95%) 72,3% (61,4; 81,6) 84,2% (72,1; 92,5)
Valor predictivo negativo (1C95%) 94,6% (81,8; 99,3) 66,0% (51,7;78,5)
Area bajo la curva (1C95%)? 83,8% (76,6; 91,0) 82,7% (75,2; 90,3)
Nifios/as fisicamente activos/as® 51,7% (42,4; 60,9) 60,0% (50,2; 69,2)

AFMV = actividad fisica moderada-vigorosa; IC = intervalo de confianza. ®Basado en el anélisis de la curva ROC.
b>60 minutos/dia vs<60 minutos/dia de AFMV segUn los acelerometros.
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DISCUSION

La sintesis de los principales resultados obtenidos en esta tesis doctoral nos muestra que
un mayor gasto energético proveniente de la AFE a los 4 afios se asociaba positivamente con un
aumento en la diferencia del ranking en la LT entre los 4-8 afios. En contraposicion, se observé
gue una mayor exposicion al tiempo total en CS, especialmente al TVP, se asoci6 de forma
negativa a la LT a los 4 afios y entre los 4-8 afios. Por Gltimo, observamos una validez moderada
del cuestionario para medir AFMV del cuestionario comparandolo los resultados con la
informacién obtenida por acelerometria. Ademas, se observaron mayores diferencias entre la
informacion del cuestionario y la acelerometria en el caso de las nifias. Asimismo, este
cuestionario mostré unos buenos indices de rendimiento para clasificar aquellos/as nifios/as
fisicamente activos/as segln la recomendacion de la OMS. Por ello, este cuestionario resultara

atil para evaluar la AF en la infancia y preadolescencia.

Actividad fisica extracurricular y longitud del telémero

Los hallazgos de este trabajo mostraron que aquellos/as nifios/as situado/as en el tercil
mas alto de gasto energético diario en AFE a los 4 afios mostraron un incremento de la LT del
2,25% entre los 4 y 8 afios. A pesar de que no existen estudios previos sobre la asociacion entre
AFE y LT en la infancia, actualmente contamos con algunos estudios sobre el efecto general de
laAFenlalT.

Los resultados observados en este trabajo coinciden con los resultados obtenidos en el
ensayo clinico aleatorizado de Ojeda-Rodriguez y colegas realizado en nifios/as entre 7 y 16 afios
con obesidad abdominal (108). Estos autores observaron que, tras una intervencion de estilos de
vida en la cual se animé a los nifio/as a practicar 200 minutos/dia de AF, el incremento de 1 MET
de AF se asoci6 con un aumento de 26 unidades en ratio de la LT (108). Estos resultados obtenidos
a nivel experimental, unido al hecho de que Ojeda-Rodriguez utilizd6 medidas directas de AF,
podrian reforzar los resultados obtenidos a nivel observacional en esta tesis doctoral. Asimismo,
ajustamos los modelos estadisticos con el IMC de los nifios/as para controlar su posible confusian.
Sin embargo, los resultados mostraron que el efecto positivo de la AFE sobre la LT fue
independiente del IMC.

El efecto potencialmente beneficioso de la AFE que observamos en nuestro estudio podria
ser consistente con lo mostrado por el estudio de Zhu y colegas (2011) en el que la AF vigorosa
se asociaba positivamente con la LT de mujeres adolescentes (107). No obstante, un estudio
longitudinal mas reciente con 150 nifio/as (3-10 afios) con un seguimiento entre 5y 7 afios no
encontrd asociacion entre la AF reportada por los progenitores y la LT (109). Esta inconsistencia

entre los resultados podria deberse a la variable de AF utilizada en los estudios. En el estudio de

50




De Ruyter y colegas se utiliz6 un cuestionario de AF reportado por los progenitores para medir el
tiempo total en AF (109). Aunque en nuestro estudio también se utiliz6 un cuestionario reportado
por los progenitores, se midio AFE y no AF total. Ademas, tuvimos en cuenta la intensidad de la
AFE para calcular el gasto energético diario. Esta diferencia en las mediciones podria explicar la
incongruencia entre ambos estudios. No obstante, podrian existir otras causas como la diferencia

muestral o la mayor heterogeneidad de edades en el caso del estudio de De Ruyter y colegas (109).

Existe evidencia sobre los mecanismos biolégicos por los cuales la AF tiene un efecto
beneficioso sobre la LT, por lo que podrian ser extensibles con respecto a la AFE. Diversos
estudios han sefialado que el efecto producto de la AF sobre la LT deriva de su impacto sobre el
estrés oxidativo y la inflamacion croénica (98,106). De hecho, diversas revisiones sistematicas
realizadas en poblacién adulta han sefialado que la AF puede disminuir la concentracién de
biomarcadores de dafio del ADN, de proteinas ligadas a la apoptosis celular como p16 y p53 e
incrementar la actividad de la telomerasa (98,106,167). Asimismo, se ha sugerido que la AF
podria actuar movilizando productos metabdlicos de desecho, reduciendo el estrés oxidativo e
incrementando la preservacion de los tejidos (167). Respecto a los efectos en poblacion infantil,
se ha observado que la AF esta inversamente asociada con niveles en sangre de biomarcadores

proinflamatorios como IL-6 o leptina en nifios/as de 6 a 8 afios (110).

Por otra parte, y aungue la evidencia se centra en poblacién adulta, la AF también ha sido
vinculada con una mejor funcién mitocondrial, lo que puede mejorar la produccion de energia y
reducir la acumulacion de radicales libres oxidantes (168). En este sentido, el aumento del flujo
sanguineo y oxigenacion durante la AF mejoran la entrega de nutrientes y oxigeno a las células,
promoviendo asi su éptimo funcionamiento (169). Asimismo, la AF incrementa la demanda
energética del organismo, lo que puede estimular la biogénesis mitocondrial, desencadenando asi
un aumento en su densidad y funcién, lo cual mejora la capacidad de produccion de energia de
las células (169). Debido a ello, se ha sugerido que la AF puede aumentar la capacidad
antioxidante de las mitocondrias manteniendo un nivel fisiol6gicamente adecuado de ROS (170).

Por dltimo, se ha de destacar que la AF no siempre se asocia a un efecto antioxidante a
nivel celular. De hecho, durante el ejercicio se produce un aumento en la produccion de ROS, lo
gue desencadenaria el estrés oxidativo en las células (169). Sin embargo, el cuerpo también
produce una respuesta antioxidante para contrarrestar el dafio oxidativo. La AF puede aumentar
la produccion de enzimas antioxidantes, como las enzimas superéxido dismutasa y catalasa, que
ayudan a neutralizar los radicales libres y reducir el estrés oxidativo (171). No obstante, un exceso
de AF o un entrenamiento intenso y prolongado podrian tener efectos opuestos, perjudicando asi
la salud celular (98).
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En resumen, los efectos de la AF sobre la salud y rendimiento metabolico celular podrian
reducir el estrés oxidativo, la inflamacion crénica y mantendrian la estabilidad gendmica en las
etapas tempranas de la vida. Este efecto se deberia al equilibrio entre los procesos estresores y
antioxidantes a nivel celular, por lo que una préctica adecuada y equilibrada podria contribuir al

mantenimiento de la LT.

Comportamientos sedentarios y longitud del telémero

Inversamente a lo observado en el caso de la AF, nuestros resultados también mostraron
gue los nifio/as con mayor TVP presentaron una reduccién del 3,9% en la LT a los 4 afios y del
1,9% en el ranking de la LT entre los 4-8 afios. Hasta la fecha, son muy pocos los estudios que
han explorado el efecto de los CS sobre la LT en la infancia. En particular, un ensayo clinico
aleatorizado publicado por Ojeda-Rodriguez y colegas en 2021 con 121 nifios/as espafioles (7-16
afios) con obesidad abdominal, mostr6 que un aumento del tiempo en CS provocaba una reduccion
en la LT (108). Basandonos en este estudio, dado que el IMC de los nifios/as podria actuar como
una importante variable de confusion, incluimos el IMC como variable de ajuste en el analisis de
sensibilidad de nuestros resultados. No obstante, no se observaron cambios sustanciales, por lo
que los resultados sugieren que el efecto negativo del TVP sobre la LT fuera probablemente
independiente del IMC. En poblacion adulta, el estudio de Xue y colegas (2017) mostré que el
incremento en una hora/dia viendo la television se asociaba con una reduccién en la LT de 72 bp
en 518 participantes con edades entre 20 y 70 afios (135). Ademas, también mostraron que
aquellos participantes de 20-40 afios situados en el tercil mas alto de horas/dia viendo la television
presentaron una LT 4,0% menor, en comparacion con aquellos en el tercil mas bajo (135), un

resultado que se asemeja a lo observado en este trabajo (3,9%).

A pesar de que actualmente no existe una evidencia clara acerca de los mecanismos
bioldgicos por los cuales los CS afectarian a la LT, se ha sugerido que el aumento de la
inflamacion cronica sistémica y el estrés oxidativo podrian ser factores importantes en este
proceso. La inflamacion crénica sistémica producida por una activacién continda del sistema
inmunoldgico provoca un incremento de citoquinas y adipocinas de carécter proinflamatorio
(172). Estas moléculas podrian actuar afectando la homeostasis telomérica, promoviendo la
apoptosis y senescencia celular y con ello, un mayor acortamiento de la LT (172). Asimismo, el
estrés oxidativo producido por el desequilibrio entre la produccion de ROS derivado de una menor
AF (169) puede dafar directamente a la LT. En este sentido, estudios de experimentacion animal
han mostrado que la inactividad fisica podria desencadenar un aumento de citoquinas y adipocinas
proinflamatorias (110,173). De manera similar, estudios realizados en poblacion infantil han
mostrado que los CS se asociaron con un aumento de la concentracion de biomarcadores
inflamatorios en nifio/as de 6-8 afios como CRP, leptina o IL-6 (110). Asimismo, un mayor tiempo
de visualizado de television se ha asociado con mayores niveles de CRP y sVCAM-1, un
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biomarcador de disfuncion endotelial, en nifio/as con edades entre 7 y 10 afios (137). En resumen,
aungue aun no se conocen de forma precisa los mecanismos biol6gicos, se sugiere que los CS
podrian aumentar la inflamacion cronica sistémica y el estrés oxidativo, contribuyendo asi al

acortamiento de la LT.

Validez del cuestionario de actividad fisica

En lo referente a la segunda publicacién, nuestros resultados sobre la validacion del
cuestionario para medir AF en nifio/as en edad escolar de entre 6 a 12 afios mostraron una
correlacién moderada (rho = 0,41) entre la medida de AFVM del cuestionario y los acelerémetros,
aunque este valor se encontraba en linea con la literatura actual (127). De hecho, una revision
sistematica publicada por Hidding y colegas en 2015 identificd que solo 7 de los 29 cuestionarios
de AF orientados a la infancia (> 6 a < 12 afios) mostraron correlaciones mayores a 0,50 (85).
Esta moderada correlacion podria ser debida a que los progenitores podrian tener problemas para
identificar correctamente los habitos referentes a la AF de sus hijos/as (87). Asimismo, es
importante recalcar que el cuestionario pregunta sobre la AF realizada en una semana tipica,
cuando el acelerometro recoge la AF realizada en una semana especifica, lo que puede dar lugar

a inconsistencias entre ambos métodos.

Por otro lado, se evidencié que los progenitores sobreestimaban una media de 6,4
minutos/dia de AFVM. Este resultado concuerda con estudios previos como la revisién
sistematica llevada cabo por Adamo y colegas (174). En esta revision se mostro que el 72% de
los instrumentos de evaluacién indirectos de AF orientados a la infancia sobreestimaban los
resultados obtenidos por su contraparte de medidas directas (174). Unos resultados similares
pueden observarse en la revision sistematica llevada a cabo por Hidding, donde se identificé que
el rango de la diferencia media entre los valores de los cuestionarios vs acelerdmetros se
encontraba entre -15,6 y 117,6 minutos/dia de AFMV (85). No obstante, la sobreestimacion
obtenida en este caso se encontrd entre las mas bajas reportadas en las mencionadas revisiones
(85,174). Los potenciales sesgos de recuerdo e informacidn descritos previamente podrian estar
detras de la diferencia observada en este estudio (87,175). Asimismo, esta diferencia se asocid
con el sexo del nifio/a. Especificamente, los progenitores de nifias tendian a sobreestimar la
actividad de sus hijas. Una posible explicacién de este hecho consiste en el nivel basal de AF que
presentan las nifias, el cual es mas bajo en comparacion con los nifios (79,176). Se sugiere que
los progenitores podrian comparar la AF de sus hijos/as con otros nifios/as de su misma edad a la
hora de cumplimentar los cuestionarios. Por ello, los progenitores de nifias podrian ser mas
propensos a sobreestimar la actividad fisica de su hija debido a su marco de referencia (177). Este
hallazgo ha sido compartido con otros estudios y muestra la importancia de tener en cuenta el

sexo a la hora de investigar temas relacionados con la AF (177-179).
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Con respecto a la concordancia entre métodos, el analisis del grafico de Bland-Altman
sugiere que el cuestionario analizado proporciona estimaciones razonables de AFMV. Sin
embargo, se identifico un ligero sesgo positivo en linea con otros estudios publicados. Ademas,
aquellos nifios/as con una media de AFMV superior a 100 minutos/dia (reportada por los
progenitores + acelerdmetro) fueron los que presentaron mayores diferencias entre métodos. Este
hallazgo fue observado a su vez en la version china del CLASS (180). Los autores establecieron
gue este sesgo podria atribuirse a la naturaleza intermitente de la AF, ya que los nifios/as suelen
realizarla en varios episodios. Debido a ello, los progenitores podrian indicar que sus hijos/as
juegan una hora al baloncesto como AFMV, pero la intensidad de la AF durante esa hora pudo

haber sido menor en varios episodios (180).

Finalmente, el cuestionario validado mostr6 un adecuado poder discriminante para
clasificar nifios/as fisicamente activos segin la OMS (> 60 minutos/dia AFMV). El punto de corte
establecido para las nifias (45,4 minutos/dia) fue inferior en el caso de los nifios (68,6 minutos/dia)
posiblemente debido al menor nivel basal de AF de las nifias observado en estudios previos
(79,176). Se ha sugerido que los progenitores de las nifias podrian esperar un estilo de juego mas

pasivo e inactivo (181), pero las causas deben ser todavia esclarecidas.

1. Limitaciones y fortalezas generales del estudio
Los resultados presentados en esta tesis doctoral no pueden ser interpretados sin tener en

cuenta sus limitaciones.

En relacion con los analisis de AFE y CS, se debe considerar, en primer lugar, que el
cuestionario utilizado para realizar las estimaciones de CS no ha sido validado en poblacion
espafiola. Sin embargo, a pesar de que pueda existir un potencial riesgo de clasificacion, este
deberia ser no diferencial. Respecto a la medicion de la LT, se ha comentado que se utilizaron
diferentes Kits de extraccién de ADN entre cohortes y que la LT a los 8 afios de los nifios/as de
Sabadell fue media con un protocolo diferente de qPCR. El potencial impacto de esta limitacion
fue abordado normalizando la LT de forma separada por cohorte, y utilizando el ranking de la LT
en el andlisis estadistico. En tercer lugar, se ha utilizado el gasto energético total en AFE, pero no
en actividades especificas, como aquellas moderadas o vigorosas. A su vez, no se puede descartar
la presencia de confusion residual o del efecto de variables de exposicién desconocidas. Sin
embargo, en ambos trabajos se ha realizado un ajuste de los modelos principales considerando
aquellas caracteristicas de la madre y su hijo/a que podrian estar especialmente vinculadas con la

AF y los CS de los nifios/as.

Aungue este trabajo presente limitaciones, los resultados son de gran importancia para el
desarrollo de politicas y estrategias en salud publica en el futuro ya que trata de temas

considerados como prioritarios durante las primeras etapas de vida. En especial, para la
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promocion de la AF durante la infancia y la prevencion de un excesivo tiempo en CS, como pasar

largas horas frente a la television.

A pesar de estas limitaciones, estos trabajos presentan diversas fortalezas que deben ser
mencionadas. La principal de ellas radica en el caracter prospectivo del estudio INMA, el cual
nos ha permitido evaluar el efecto de los CS y la AFE sobre la LT entre los 4 y 8 afios. Ademas,

se han realizado diversos andlisis de sensibilidad que refuerzan los resultados observados.

Respecto a la publicacion 1, esta no se encuentra exenta de limitaciones y fortalezas. En
primer lugar, se debe considerar que la muestra empleada podria no ser representativa debido a
que forma parte de una submuestra de los proyectos INMA y HELIX. No obstante, este trabajo
contd con un disefio multicéntrico europeo que podria proporcionar informacion de interés para
las cohortes participantes en estos proyectos. Por otra parte, se puede apreciar una
sobrerrepresentacion de participantes provenientes de GuipUzcoa, los cuales, respecto a las otras
cohortes, fueron evaluados mediante un acelerometro diferente. Sin embargo, se realizd el
tratamiento de los datos provenientes de los acelerémetros siguiendo criterios compartidos.
Ademas, observamos una correlacion similar entre las medidas de AFMYV tras excluir la cohorte
de Guipuzcoa. Finalmente, en este trabajo se tuvo en cuenta el sexo de los nifios/as para explorar

posibles diferencias que pudiesen afectar a la validez del cuestionario.
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CONCLUSIONES

En funcion de los objetivos propuestos en la presente tesis doctoral, los resultados obtenidos

permiten extraer las siguientes conclusiones:

1. Respecto a la asociacion entre AFE y LT, aquellos nifios/as que presentaron un mayor
gasto energético en AFE a los 4 afios (11,9-31,0 METSs hora/dia) mostraron un aumento del 2,25%
en el ranking de la LT entre los 4 y 8 afios. Un incremento en el ranking de la LT evidencia un
posible efecto positivo de la AFE para desacelerar el acortamiento de la LT. Por ello, este hallazgo

corrobora el posible efecto positivo de la AF incluso a nivel del envejecimiento celular.

2. Con relacion a los CS, los nifios/as que mostraban un mayor TVP a los 4 afios (1,6-5,0
horas/dia) presentaron una LT un 3,9% menor en comparacion con aquellos/as con un TVP
reducido (0,0-1,0 horas/dia). Este efecto negativo de un mayor TVP a los 4 afios sobre la LT se
confirmé de forma prospectiva al asociarse con una disminucion del ranking de la LT entre los 4
y 8 afios del 1,9%. Este hallazgo muestra el potencial efecto adverso de los CS sobre la salud

humana.

3. En referencia a la validacion del cuestionario de AF en nifio/as de 6-12 afios, la validez
de las medidas de AFMV entre el cuestionario y el acelerdmetro fue moderada (rho = 0,41), por
lo que las estimaciones individuales deben ser consideradas con cautela. Sin embargo, este
cuestionario mostré una aceptable precision a la hora de detectar nifios/as fisicamente activos
segn la OMS (area bajo la curva > 80%) y podria ser adecuado para monitorizar intervenciones
de salud publica o para recoger datos de AF en grandes estudios epidemiol6gicos.
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CONCLUSIONS

The following conclusions can be drawn from the obtained results in this doctoral thesis:

1. A higher energy expenditure in extracurricular physical activity at 4 years (11,9-31,0
METs hours/day) was associated with an increment in the telomere length (TL) rank between 4
and 8 years. An increment in the TL rank evidenced a possible TL shortening deceleration. Thus,

these results corroborate the positive effect of physical activity (PA), even on cellular ageing.

2. Children that showed higher sedentary behavior (SB) at 4 years (1,6-5,0 hours/day)
showed a decrement in the LT compared to those with lower SB. Furthermore, this higher SB
negative effect on TL was prospectively confirmed. Specifically, higher SB at 4 years was
associated with a -1,9% decrement in the LT rank between 4 and 8 years. These findings show

the potential adverse effect of SB on human health.

3. Regarding the PA questionnaire validation in children from 6-12 years, the validity of
assessing moderate-to-vigorous PA time between the questionnaire and the accelerometer was
moderate (rho = 0,41). However, based on the World Health Organization guidelines, this
guestionnaire showed an acceptable accuracy in detecting physically active children. For this
reason, this questionnaire could be suitable for PA data gathering in epidemiological studies or

monitoring public health interventions.
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IMPLICACIONES PARA LA SALUD PUBLICA

Las conclusiones extraidas de esta tesis doctoral en funcion de los resultados obtenidos

resultan de gran interés para la salud publica.

Realizar AF y limitar los CS son dos estilos de vida potencialmente modificables que han
sido objeto de atencion en las Ultimas décadas debido a su posible relacion con enfermedades no
transmisibles y el envejecimiento. El envejecimiento es un reto para la salud pablica y un tema
prioritario en la investigacién biomédica y sociosanitaria actual. Si bien el envejecimiento
representa un logro de la sociedad moderna, es esencial garantizar un envejecimiento saludable.
Por ello, los resultados de esta tesis doctoral muestran que la preocupacion por envejecer

saludablemente debe comenzar en las primeras etapas de vida.

En este sentido, se debe remarcar que la realizacién de AF y la limitacion de los CS resulta
crucial durante la infancia. Este hecho se refuerza si consideramos que, segln la evidencia
cientifica, aquellos nifio/as méas activo/as o sedentario/as presentan mas riesgo de seguir siéndolo
durante la adolescencia e, incluso, la adultez. Por lo tanto, fomentar la AF en la infancia puede
tener efectos beneficiosos a largo plazo para la salud. Por ello, los resultados de esta tesis doctoral
podrian servir a organismos publicos nacionales e internacionales para justificar el refuerzo de
programas dirigidos al fomento y préactica de la AF durante las primeras etapas de la vida. A su
vez, los hallazgos obtenidos podrian ser utilizados por los facultativos de atencion primaria,
pediatras y maestros/as de centros educativos para fomentar la AF y limitar los CS entre las
familias y los propios nifios/as. Estas medidas son a su vez justificadas y necesarias si tenemos
en cuenta la escasa proporcion de nifios/as y adolescentes que cumplen con las recomendaciones

actuales de AF.

Debido a esta importancia, los resultados de esta tesis doctoral han sido difundidos en
numerosos congresos internacionales. Ademas, y con referencia a la poblacion general, se han
hecho llegar estos resultados a las familias pertenecientes al estudio INMA a través de una

infografia, una noticia y se dispuso un video en YouTube (https://www.youtube.com/@UmhESs)

para todas las personas interesadas.

Por Gltimo, cabe destacar que esta tesis doctoral corrobora el potencial efecto positivo de
la AF y negativo de los CS en poblacion infantil observado en estudios previos. Sin embargo, lo
hace utilizando marcadores de edad biolégica y podria servir de base para futuros estudios
longitudinales de mayor tamafio que posibiliten desarrollar un conocimiento extenso sobre esta

tematica.
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Abstract: Sedentary behaviour (5B) may be related to telomere length (TL) attrition due to a possible
pro-inflammatory effect. This study examined the association between parent-reported sedentary
behaviour (SB) and leukocyte TL at the age of 4 and telomere tracking from 4 to 8 years. In the
Spanish birth cohort Infancia y Medio Ambiente (INMA) project, we analysed data from children
who attended follow-up visits at age 4 (n = 669) and 8 (n = 530). Multiple robust regression models
were used to explore the associations between mean daily hours of SB (screen time, other sedentary
activities, and total SB) at 4 years categorised into tertiles and TL at 4 years and difference in TL rank
between age 4 and 8, respectively. At the age of 4, the results showed that children with the highest
screen time (1.6-5.0 h/day) had a shorter TL of —3.9% (95% CI: —7.4, —0.4; p = 0.03) compared with
children in the lowest tertile (0.0-1.0 h/day). Between 4 and 8 years, a higher screen time (highest
tertile group vs. lowest tertile) was associated with a decrease in the LTL rank of —1.9% (95% CI:
—3.8, —0.1; p = 0.03) from 4 to 8 years. Children exposed to a higher screen time at 4 years were more
prone to have shorter TL at 4 and between 4 and 8 years of age. This study supports the potential
negative effect of SB during childhood on cellular longevity.
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1. Introduction

Telomeres are DN A—protein complexes located at the end of chromosomes consist-
ing of tandem-repeated TTAGGG sequences that maintain chromosome stability and
integrity [1,2]. However, due to the end replication problem of cell division, full DNA
replication cannot be completed, leading to a progressive natural telomere attrition [2].
In addition, telomeres can be vulnerable to oxidative stress and systemic inflammation
induced by exogenous factors that can accelerate telomere length (TL) shortening [3,4]. As
a biomarker of cellular aging, [5] a reduced TL has been associated with all-cause mortality
and age-related diseases, including cardiovascular pathologies [6-8]. Non-genetic factors
that can alter the oxidative stress and inflammation balance, including environmental
exposures, have been associated with shorter TL in newborns, children, and adults [9-11].
In recent years, several studies have shown that unhealthy lifestyles, such as sedentary
behaviour (SB) in adults, can negatively affect TL [12-14].

SB is defined as any waking activity with an energy expenditure < 1.5 metabolic
equivalent of task (MET), such as watching TV or reading [15]. In children and adoles-
cents, SB has been associated with an increased risk of obesity, cardiometabolic diseases,
or psychological ill-being [16,17]. Biologically, a sedentary lifestyle could induce signifi-
cant pro-inflammatory effects [18-20], although the underlying mechanisms still need to
be clarified.

To date, no evidence for the effect of SB on TL has been shown during childhood
and/or adolescence. Alternatively, few studies have examined the association, although in-
directly, between physical activity (PA) and TL in young populations. The study conducted
by Zhu et al. reported that vigorous PA could have a beneficial effect on TL in adolescents
aged 14-18 years [21]. More recently, a randomised clinical trial in obese children aged
7-16 years showed that light PA and sedentary time were inversely associated with TL [22].
Although these results are consistent with earlier evidence for adults, the available research
on TL shortening factors during childhood is still very incipient. Importantly, since TL
attrition in early life has been shown as predictor of later life TL, [23] studying the environ-
mental factors that can affect TL in paediatric populations remain crucial for understanding
age-related disease in adulthood [24].

Therefore, this study had the following aims: first, to examine the cross-sectional
association between parent-reported SB at the age of 4 and leukocyte TL in 4-year-old
children, and second, to explore the association between parent-reported SB at 4 years and
telomere tracking from 4 to 8 years. We hypothesised that higher mean daily hours of SB at
age 4 would be associated with a shorter TL at the same age and a decrease in the TL rank
between 4 and 8 years of age.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

This study was performed using data from the birth cohort study INMA (Infancia y
Medio Ambiente, https://www.proyectoinma.org/). Details of the INMA study protocol
have been described elsewhere [25]. Briefly, 1909 women with singleton pregnancy were
recruited between 2003 and 2008 in three areas of Spain (Asturias, Gipuzkoa, and Sabadell).
A sample of 1383 (72.4%) mother—child pairs were evaluated at the 4-year follow-up visit
after delivery, accounting for the baseline population of the present study. In addition, a
second follow-up visit was performed at 7 years in Asturias and Gipuzkoa and at 9 years
in Sabadell. From now on, we refer to this second visit as the 8-year assessment. Based
on the available data on the child’s SB and TL, a total of 669 children participated at the
4-year follow-up and 530 children participated at the 8-year assessment. The flowchart of
the population sample included in this study is displayed in Figure S1 (Supplementary
Material). This study was approved by the regional Ethical Committees and a written
informed consent was obtained from all participants at each phase of the study. This study
complies with the Helsinki declaration for human studies [26].
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2.2. Parent-Reported Sedentary Behaviour

Parent-reported SB information was collected by a questionnaire based on the Chil-
dren’s Leisure Activities Study Survey (CLASS) [27]. Parents were asked how many
hours their child spent during weekdays and weekends watching TV /videos (screen
time) and doing other sedentary activities (e.g., puzzles, books, dolls, homework, com-
puter/videogames) outside school. Mean daily hours of screen time and other sedentary
activities were calculated by averaging the time spent in these activities during weekdays
and weekends as follows: (((SB time weekday x 5) + (SB time weekend X 2))/7). Once
mean daily hours of screen time and other sedentary activities were estimated for each child,
we calculated the total SB as the sum of these two variables. All SB variables (i.e., screen
time, other sedentary activities, and total SB) were categorised into tertiles to classify the
children according to low, middle, or high SB.

2.3. Blood Collection and DNA Extraction

Child blood samples were collected during clinical examination and properly stored
in EDTA tubes. At 4 years, DNA was extracted from whole blood using the Flexigen
AGKT-WB-640 (Qiagen) kit in Gipuzkoa samples, Chemagen kit (Perkin Elmer) in Sabadell,
and from buffy coat applying the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) in Asturias. At 8 years,
DNA was extracted from buffy coat using the above-mentioned kits.

2.4. Leukocyte Telomere Length Measurement

Technical details on leucocyte TL measurement using qPCR [23] are described in
Methods S1 (Supplementary Material). Telomeres were measured in triplicates, and on
each run, a 6-point serial dilution of a pooled DNA (n = 12 DNA samples) was run to
evaluate qPCR efficiency for telomere (T) and single-copy gene (S) runs. The efficiency was
107% for T runs (R? ranged from 0.995 to 0.999). Leucocyte TL at 8 years in the Sabadell
cohort samples was assayed previously [28] using different single-copy gene primers
(see Supplementary Material for more details). Relative leucocyte TL was calculated
separately for each cohort using qBase software (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium). In
qBase, TL is calculated as a calibrated normalised relative quantity (CNRQ) [29]. The latter
is achieved by first calculating the RQ based on the delta-Cq method for T and S obtained
Cq values, using target specific amplification efficiencies. As the choice of a calibrator
sample (sample to which subsequent normalisation is performed) strongly influences the
error on the final relative quantities (as a result of the measurement error on the calibrator
sample), normalisation is performed to the arithmetic mean quantification values for all
analysed samples per cohort, which results in the NRQ. Finally, as samples per cohort are
measured over multiple qPCR plates, 8 inter-run calibrators (IRCs) are used to calculate
an additional correction factor to eliminate run-to-run differences, resulting into the final
T/S ratio (CNRQ). Mathematical calculation formulas to obtain RQ, NRQ, and CNRQs
are provided by Hellemans et al., 2007 [29]. On each run, the reliability /accuracy of the
applied protocol was assessed by calculating the intraclass correlation coefficients (ICC)
of triplicate measures for T values (0.957; 95% CI: 0.954-0.96; p < 0.0001), S values (0.968;
95% CI: 0.965-0.97; p < 0.0001), and T/S ratio’s (0.925; 95% CI: 0.918-0.93; p < 0.0001), using
the ICC R-code provided by the Telomere Research Network [30]. In addition, based on
the 8 IRCs ran over all the qPCR plates, an inter-assay ICC was calculated (0.898; 95% CI:
0.77-0.948; p < 0.0001). Based on the standard curves, qPCR efficiency for T runs was 107
on average.

2.5. Study Covariates

Covariates included data collected during pregnancy or at birth: child’s sex (male
or female), cohort (Asturias, Gipuzkoa, or Sabadell), preterm birth (no or yes), mother’s
periconceptional body mass index (BMI, calculated as weight in kilograms (kg) divided by
height in meters squared (m?)), mother’s country of origin (Spain or other) and mother’s
educational level (primary or less, secondary school, or university). At the 4 years follow-up
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interview, the following was collected: child’s characteristics (age (years)), BMI (kg/ m?),
blood extraction date, season of blood extraction (spring, summer, autumn, or winter), total
energy intake (in kilocalories (kcal) per day), ultra-processed food intake according to the
NOVA classification (grams (g) per day) [31], relative Mediterranean diet (rMed) score [32],
extracurricular PA (MET-hours per day) [33], and mother’s characteristics (age (years) and
smoking status (yes or no)). Child nutritional data were assessed using a food frequency
questionnaire previously validated in Spanish children [34]. Follow-up time was defined
as the interval between the child’s age at the baseline and age at the visit assessment at
8 years.

2.6. Statistical Analysis

R software version 4.1.0 (R Core Team. R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria; http://www.R-
project.org) was used to conduct the statistical analyses. All applied statistical tests were
bilateral, and the significance level was established at 0.05. Distribution of the continuous
variables was checked using the Kolmogorov—-Smirnov test. Mother and child characteris-
tics were described according to the children’s total SB time tertiles and compared using
the ANOVA, Kruskal-Wallis, and Chi-square tests.

Multiple robust linear regression models using the robustbase R package [35] were
conducted separately to explore the associations with TL at 4 years and changes in TL
ranking from 4 to 8 years. To control potential confounding, several models were fitted by
including all covariates with p < 0.2 in the bivariate analysis and those that changed the
magnitude of main effect by 10% after a backward—forward elimination procedure [36].
In the cross-sectional analysis at 4 years of age, the association between SB and TL was
explored using log-level regression models, where TL was logl0-transformed. Three
different models were fitted for this analysis: Model 1 was adjusted for blood storage date
and cohort; Model 2 included variables of Model 1 plus child’s daily total energy intake,
daily ultra-processed food intake, and age at baseline; and Model 3 included variables of
Model 2 plus child’s sex. Final estimates were presented as percentage (%) change in TL.
Since TL at 8 years in children from Sabadell was measured using different single-copy
genes, the values of TL at baseline (i.e., 4 years) were not directly comparable to those
at follow-up (i.e., 8 years). Therefore, to evaluate the association between SB at 4 years
and changes in TL from 4 to 8 years, we used a ranking method for examining telomere
tracking [37]. Firstly, we ranked TL at 4 and 8 years separately by cohort from the longest
to the shortest value (coded from 1 to n). The Spearman’s correlation between 4- and 8-year
TL ranking was 0.58 (p < 0.001). Secondly, we calculated the difference in telomere rank for
each child between periods. The following formula was used to calculate the difference in
telomere ranking (AR):

Ri =Ry
( ) ) (1>
100

where 7 is the sample size, R; is the baseline rank, and R; is the follow-up rank. Due
to the difference in telomere ranking, which is directly determined by the sample size,
we transformed it into a value of 100 to ease the interpretation in percentage terms. We
explored the association with TL ranking using four different models. Models 1, 2, and
3 were equally adjusted for the variables used in the cross-sectional analysis. Model 4
was additionally adjusted for the follow-up time and TL at baseline (i.e., 4 years). Final
estimates were provided as % change in ranking, where a negative value indicated a decline
in telomere ranking as a relative change between TL at 4 years and 8 years.

To quantify the heterogeneity among the study cohorts, all associations were initially
analysed using meta-analytic techniques to obtain combined estimates. The heterogeneity
was quantified using I? statistics [36,38] with the meta R package [39]. Since all I values
obtained for the main outcomes were < 50%, we performed the analysis adding the cohort
variable to the adjustment of all the models.

AR =
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Several sensitivity analyses were also conducted to examine the robustness of the
main findings. Using Model 3 and Model 4 as the main models for the association with
TL at 4 years and with TL ranking from 4 to 8 years, respectively, we separately explored
the effect of the following child variables: other sedentary activities, rMed score, BMI,
season of blood extraction, and extracurricular PA. In addition, mother variables such as
periconceptional BMI, smoking status at baseline, and educational level were added jointly.
We also examined whether the associations changed substantially according to the child’s
sex. Finally, we conducted an analysis excluding children born preterm.

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Population

Table 1 describes the general characteristics of the study population by the total SB
time tertiles. A total of 350 children (52.3%) were boys and the median (IQR) of BMI was
16.0 (15.2-17.0) kg/mz. The mean (SD) of age was 4.4 (0.2) and 8.5 (0.6) years at baseline
and follow-up, respectively. Overall, children spent a total of 2.6 (2.0-3.6) h/day in SB.
Children located in the highest total SB tertile showed higher daily energy (1616 kcal.; 95%
CI: 1453, 1862) and UPF (417 g; 95% CI: 291, 576) intakes. In addition, children grouped into
the middle and high tertiles of total SB presented lower extracurricular PA (9.3 MET-h/day;
95% CI: 6.6, 12.4 and 9.5 MET-h/day; 95% CI: 6.5, 12.5, respectively) compared with the
lowest tertile. Regarding maternal characteristics, women had a mean age at baseline of
37.1 (4.2) years, and a median (IQR) periconceptional BMI of 22.9 (20.9-25.5) kg/ m?2. The
vast majority were mothers born in Spain (94.0%) and 39.6% had studied at university.
However, mothers whose children were in the highest total SB time tertile had greater
rates of primary or secondary studies compared to those whose children were in the other
tertiles. The comparison of mother and child characteristics before and after participant
selection is provided in Table S1 (Supplementary Materials).

3.2. Sedentary Behaviour and Telomere Length at the Age of 4

In both minimal adjusted and fully adjusted models, daily screen time was negatively
associated with TL in children at the age of 4 (Table 2). Compared to children with lower
daily screen time, those who spent from 1.1 to 1.5 hr/day and from 1.6 to 5.0 h/day watching
TV /videos showed a shorter TL (—3.3; 95% CI: —6.7, 0.4; p = 0.07 and —3.9; 95% CI: —7 4,
—0.4; p = 0.03, respectively). Estimates for children in the middle tertile of other sedentary
activities and those with middle and high total SB did not reach statistical significance.

3.3. Association between Sedentary Behaviour at 4 Years and Telomere Length Ranking from 4 to
8 Years

The association between SB variables at the age of 4 and telomere ranking from 4
to 8 years is shown in Table 2. An increased screen time was generally associated with
a reduction in the TL ranking between 4 and 8 years of age, although the main results
were observed after applying the fully adjusted model including the relevant variables
besides the follow-up time and TL at baseline (Model 4). Children in the highest tertile of
daily screen time presented a downward (accelerated shortening) shift in TL ranking of
—1.9% (95% CI: —3.8, —0.1; p = 0.03) compared to those situated in the lowest tertile. No
association was observed for other sedentary activities and total SB.

3.4. Sensitivity Analysis

Figure 1 shows the sensitivity analyses for the associations between high daily screen
time and TL at 4 years and TL ranking from 4 to 8 years. The association of high screen
time with TL at 4 years increased substantially when excluding the boys (—5.7; 95% CI:
—10.6, —0.5), although it slightly dropped when excluding the girls (—3.4; 95% CIL: —8.3,
1.7). However, we found no statistically significant interaction term between screen time
vs. child’s sex (p > 0.2). The effect of high screen time on TL ranking from the age of 4 to
8 was slightly reinforced when adjusting for mother’s characteristics (—2.3; 95% CI: —4.1,
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—0.4) and when excluding girls (—2.3; 95% CI: —4.6, 0.0). Our findings remained robust
after excluding or adjusting for other relevant potential variables.

Table 1. Characteristics of mother—child pairs from the INMA study according to total sedentary

time tertiles (h/day) at the age of 4 years.

Tertiles of Total Sedentary Time

Characteristics Total - - 14
Low (0.0-2.2) Middle (2.3-3.1) High (3.2-7.9)
Number of participants, n (%) 669 (100) 223 (33.3) 226 (33.8) 220 (32.9)
Child’s characteristics at baseline P
Age, years, mean (SD) 4.4 (0.2) 4.4 (0.2) 4.4(0.2) 44 (0.2) 0.69
Age at follow-up, years, mean (SD) ¢ 8.5 (0.6) 8.3 (0.6) 8.5(0.6) 8.6 (0.7) 0.001
Sex, n (%) 0.31
Male 350 (52.3) 122 (54.7) 109 (48.2) 119 (54.1)
Female 319 (47.7) 101 (45.3) 117 (51.8) 101 (45.9)
Preterm birth, yes, n (% 30 (4.5) 7(3.2) 13 (5.8) 10 (4.6) 0.41
BMI, kg/m? 16.0 (15.2-17.0) 15.9 (15.1-16.9) 16.0 (15.4-17.1) 16.1 (15.2-17.0) 0.61
Energy intake, kcal/day 1583 (1390-1820) 1542 (1345-1751) 1593 (1394-1846) 1616 (1453-1862) 0.001
UPF intake, g/day 381 (279-554) 374 (269-516) 379 (280-563) 417 (291-576) 0.05
rMed score 9.0 (7.0-10.0) 9.0 (7.0-11.0) 9.0 (7.0-10.0) 8.0 (7.0-10.0) 0.16
Extracurricular PA, MET-h/day 9.7 (6.8-12.9) 10.0 (7.5-13.5) 9.3 (6.6-12.4) 9.5 (6.5-12.5) 0.02
Cohort, n (%) <0.001
Asturias 273 (40.8) 82 (36.8) 104 (46.0) 87 (39.5)
Gipuzkoa 131 (19.6) 66 (29.6) 42 (18.6) 23 (10.5)
Sabadell 265 (39.6) 75 (33.6) 80 (35.4) 110 (50.0)
Season of blood extraction, n (%) 0.21
Winter 165 (24.7) 49 (22.0) 62 (27.4) 54 (24.5)
Spring 177 (26.5) 56 (25.1) 64 (28.3) 57 (25.9)
Summer 180 (26.9) 71 (31.8) 58 (25.7) 51(23.2)
Autumn 147 (21.9) 47 (21.1) 42 (18.6) 58 (26.4)
Mothers’ characteristics
Age at baseline, years, mean (SD) 37.1(42) 37.4 (4.0) 36.9 (4.0) 37.0 (44) 0.35
Country of origin, Spain, n (%) © 626 (94.0) 212 (95.5) 209 (92.9) 205 (93.6) 0.48
Periconceptional BMI, kg/m? 22.9 (20.9-25.5) 22.3 (20.6-25.1) 23.2 (21.2-25.4) 22.9 (21.0-26.2) 0.07
Smoking status, n (%) d 0.59
Yes 161 (24.1) 50 (22.7) 53 (23.7) 58 (26.7)
No 500 (74.7) 170 (77.3) 171 (76.3) 159 (73.3)
Educational level, n (%) © 0.005
University 265 (39.6) 104 (46.6) 95 (42.0) 66 (30.4)
Secondary 270 (40.4) 85 (38.1) 89 (394) 96 (44.2)
Primary 131 (19.6) 34 (15.3) 42 (18.6) 55 (25.4)
Abbreviations: h, hour; SD, standard deviation; BMI, body mass index; UPF, ultra-processed food; rMed, relative
Mediterranean Diet; PA, physical activity; MET, metabolic equivalent of task. # Chi-squared, Kruskall-Wallis, or
ANOVA tests across tertiles of total sedentary time; b Child’s and mother’s characteristics presented as median
(IQR, interquartile range) unless otherwise indicated. ¢ Data available for n = 530. ¢ Data available for n = 661.
¢ Data available for n = 666.
Table 2. Association between sedentary behaviour in tertiles (h/day) and telomere length at the age
of 4 and changes in telomere ranking from 4 to 8 years.
Model 12 Model 2° Model 3 ¢ Model 4 4
Sedentary Behaviour n % Change % Change % Change % Change
95% Cb P ©5% 1 p ©5% 1 4 ©3% 1 P
Association for TL at
4 years (n = 669) ©
Screen time
Low (0.0-1.0) 271 Ref Ref Ref
Middle (1.1-1.5) 184 —3.4(-69,0.1) 0.05 —-3.7(-7.1,-0.1) 0.04 —3.3(—6.7,04) 0.07 - -
High (1.6-5.0) 214 —4.3(-7.6,—-0.9) 0.01 —4.6 (=79, -1.1) 0.01 —39(-74,-04) 0.03 - -
Other sedentary activities
Low (0.0-1.0) 278 Ref Ref Ref
Middle (1.1-1.5) 190 —21(-55,14) 0.22 —2.0(—54,15) 0.26 —24(-538,1.1) 0.17 - -
High (1.64.4) 201 1.6 (—2.0,5.3) 0.38 1.8(~1.8,55) 0.34 1.1(—24,4.8) 0.53 - -
Total sedentary behaviour
Low (0.0-2.2) 223 Ref Ref Ref
Middle (2.3-3.1) 226 —21(-5.7,17) 0.27 —21(-57,17) 0.28 —24(-60,14) 020 - -
High (3.2-7.9) 220 —22(—57,14) 0.22 —2.1(—5.6,15) 0.24 —21(-56,15 025 - -
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Model 12 Model 2° Model 3 ¢ Model 4 4
Sedentary Behaviour n % Chan % Ch % Ch % Ch
ge b Change b Change o6 Change
(95% CD v (95% CI) v (95% CI) v (95% CD P

Association for TL ranking
form 4 to 8 years (n = 530) f
Screen time

Low (0.0-1.0) 219 Ref Ref Ref Ref

Middle (1.1-1.5) 143 —0.4(—24,15) 0.65 —0.3(-2.2,1.6) 0.76 —0.4(-2.3,1.6) 0.71 —-1.0(—2.8,0.9) 0.30

High (1.6-5.0) 168 —1.6(—35,0.3) 0.10 —13(=3.2,0.6) 0.18 ~13(-33,06) 016 —19(—38,—0.1) 0.03
Other sedentary activities

Low (0.0-1.0) 227 Ref Ref Ref Ref

Middle (1.1-1.5) 152 0.7 (—1.1,2.5) 043 0.7 (—1.0,2.5) 041 0.8 (—1.0,2.6) 0.37 0.7 (-1.1,2.4) 0.45

High (1.6-4.4) 151 0.7 (—14,2.8) 0.52 0.7 (—1.4,2.8) 0.51 0.8 (—1.3,2.9) 047 1.4 (—0.6,3.3) 0.17
Total sedentary behaviour

Low (0.0-2.2) 177 Ref Ref Ref Ref

Middle (2.3-3.1) 177 0.1(-1.7,2.0) 0.88 02(-1.7,2.1) 0.81 0.2(1.6,2.1) 0.80 —-0.2(-2.0,1.6) 0.82

High (3.2-7.9) 176 0.5 (—1.5,2.4) 0.63 0.6 (—1.4,2.5) 0.56 0.6 (—1.4,2.5) 057 02 (—1.6,2.1) 0.79

2 Model 1: model adjusted for blood storage date and cohort (Asturias, Gipuzkoa, and Sabadell); > Model 2: Model
1+ additional adjustment for child’s total energy intake (kcal./day), ultra-processed food intake (g/day), and age
at baseline (years). © Model 3: Model 2+ additional adjustment for child’s sex (male or female). d Model 4: Model
3+ additional adjustment for follow-up time (years) and baseline leucocyte telomere length. ¢ The associations
for TL at 4 years were estimated as % change in leucocyte telomere length compared to the reference group of
sedentary behaviour (lowest tertile); f The associations for TL ranking from 4 to 8 years were estimated as %
change in ranking, a negative difference in ranking means a decline in ranking compared with the reference group

of sedentary behaviour (lowest tertile).

A

Telomere length at 4 years

Main model (n=669)

Main+other sedentary activities (n=669)
Main+Relative Mediterranean diet score (n=669)
Main+season of blood sample extraction (n=669)
Main+child's extracurricular PA (n=669)
Main+child's BMI (n=669)

Main+mother's characteristics (n=658)

Excluding males (n=319)

Excluding females (n=350)

Excluding preterm births (n=631)

Telomere length ranking from 4 to 8

Main model (n=530)

Main+other sedentary activities (n=530)
Main+Relative Mediterranean diet score (n=530)
Main+season of blood sample extraction (n=530)
Main+child's extracurricular PA (n=530)
Main+child's BMI (n=530)

Main+mother's characteristics (n=521)

Excluding males (n=254)

Excluding females (n=276)

Excluding preterm births (n=504)

% change (95% ClI)

—

' |

T
2.5 0.0 25

% change (95% ClI)

12

Figure 1. Sensitivity analyses for the associations between high screen time and telomere length at
4 years (A) and telomere length ranking from 4 to 8 years (B). Abbreviations: BMI, body mass index;
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PA, physical activity. CI, confidence interval. Adjustment variables: other sedentary activities
(low, middle, and high); relative Mediterranean diet score (rMed, continuous), season of blood
sample extraction (spring, summer, autumn, or winter); child’s extracurricular PA (METs-h/day) and
child’s BMI (kg/ m?). Mother characteristics include the following: periconceptional BMI (kg/ m?);
smoking status at baseline (yes or no), and educational level (primary, secondary, or university).
(A): Main model adjusted for blood storage time, cohort (Asturias, Gipuzkoa, and Sabadell), child’s
age (years), sex (male or female), energy intake (kcal/day), and ultra-processed food intake (g/day).
The associations were estimated as % change in TL compared to the reference group (lowest tertile).
(B): Main model adjusted for blood storage time, cohort (Asturias, Gipuzkoa, and Sabadell), child’s
age (years), sex (male or female), energy intake (Kcal/day), ultra-processed food intake (g/day),
follow-up time (years), and baseline leucocyte telomere length. The estimates were expressed as %
change in TL ranking compared with the reference group (lowest tertile).

4. Discussion

This study supports the fact that a higher screen time at 4 years is associated with a
shorter TL at the same age and with a reduction in telomere ranking between the ages of
4 and 8. Although we observed that a general sedentary lifestyle also tended to have a
negative effect on TL, the main findings disclosed that TL attrition during childhood was
mainly due to a higher screen time after adjusting for relevant variables such as a child’s
BMI or extracurricular PA. Our findings are consistent with previous studies conducted in
adults and, to our knowledge, this is the first time that this association has been reported
at early ages. Moreover, it should be noted that the analysis for the TL ranking may
suppose valuable evidence to reinforce the limited results obtained from the research on
the child population.

To date, few studies have explored the relationship between lifestyle factors such as SB,
PA, or TL in youth. A cross-sectional study conducted in 667 adolescents aged 14-18 years
showed a positive association between vigorous PA and TL [21]. Similarly, a recent ran-
domised clinical trial of a lifestyle intervention in 102 Spanish children (7-16 years) with
abdominal obesity indicated that higher levels of PA were positively associated with TL,
whereas SB and light PA showed a negative effect [22]. Based on these previous results,
in this study, we examined whether a child’s PA or BMI could be likely confounders of
the detrimental effect of SB that we observed on TL. After accounting for these covariates,
the estimates did not show changes, suggesting that the effect found for screen time was
independent of them.

Several studies have suggested that a sedentary lifestyle could increase the concen-
tration of pro-inflammatory cytokines and adipokines, incrementing chronic low-grade
inflammation [13,19]. Although the underlying biological mechanism for the association
between SB and TL shortening still needs to be clarified, a potential explanation may be
attributed to the fact that a low-grade inflammatory state may affect telomere homeostasis,
thus inducing TL shortening via oxidative stress [40]. Importantly, SB has been associated
with the rise of pro-inflammatory biomarkers such as C-Reactive Protein (CRP), leptin, and
interleuckin-6 in children aged 6-8 years [41,42]. In addition, higher TV viewing time in
7-10-year-old children has been associated with greater levels of CRP and of sVCAM-1, a
biomarker of endothelial dysfunction [43]. Biologically, the increment of pro-inflammatory
biomarkers may induce an increase in apoptosis, cellular senescence, and oxidative stress,
augmenting systemic inflammation and cellular aging, which are subsequently linked with
TL shortening [44].

The results of this study are in accordance with cross-sectional studies conducted
in the adult population. A study published by Xue and colleagues with 518 participants
(20-70 years) showed that every hour/day spent watching TV was associated with an TL
shortening of 72 base pairs [12]. In fact, results from the same study indicated that adults
aged 20 to 40 in the highest tertile of daily screen time had a 4.0% shorter TL, which is similar
to the results obtained in the present study (3.9% reduction in TL). Another study with
6405 adults (20-84 years) from the 1999-2002 National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) observed that for every 1 h/day of screen-based SB, participants had
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7% increased odds of having TL in the lowest tertile [13]. However, a later study based on
the same data did not find an association between SB and TL [45]. In sum, although the
available evidence seems to indicate that SB has a negative effect on TL, the results remain
inconsistent, probably as a consequence of the different criteria used for the measurement
of SB as well as resulting from other factors. More research is therefore needed to clarify
the role of SB on cellular longevity.

Our study presents several strengths. First, the prospective design of the INMA
project allowed us to verify the negative effects of SB on TL attrition observed at the age
of 4 in a later assessment during childhood. Second, we included different types of SB
that we examined as independent variables to account for possible differences in sedentary
lifestyles, which may provide more support to the effect found for the screen time. Third,
the main associations remained similar after applying the sensitivity analyses, reinforcing
the findings’ robustness. Finally, it should be noted that the study population size was
considerably reduced after participant selection. However, there were no differences
between the included and non-included participants, suggesting that a selection bias did
not occur (Table S1 in the Supplementary Material).

However, our study should be interpreted within the context of its potential limitations.
Our SB variables were assessed using a questionnaire based on the CLASS, which has not
been validated in Spanish children. In this sense, although a potential misclassification may
occur, it should be nondifferential. Regarding TL, different DNA extraction kits were used
among cohorts. Additionally, TL at 8 years from the Sabadell cohort was measured with
a slightly different qPCR methodology. Nevertheless, we minimised the impact of these
variations by normalising the TL by cohort and using a ranking approach in the analysis.

5. Conclusions

To our knowledge, this is the first study to report a negative association between
screen time and TL during childhood. Importantly, the negative effect of a higher screen
time on TL observed at 4 years was prospectively confirmed in a reduction in telomere
tracking from 4 to 8 years. This study supports the potential adverse effect of SB on human
health and stresses the need for further prospective studies to confirm these results.
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Methods S1. Average relative telomere length measurement using qPCR.
Average relative telomere length was measured using a modified qPCR protocol in accordance with Cawthon et al. [1]
that was reported by Martens and colleagues [2]. Firstly, DNA quantity and purity was assessed using a Nanodrop 1000
spectrophotometer (Isogen, Life Science, Belgium) considering the DNA pure when the A260/280 was greater than 1.80
and A260/230 greater than 2.0. DNA integrity was assessed by agarose gel-electrophoresis. To ensure a uniform DNA
input of 5 ng for each qPCR reaction, samples were diluted and checked using the Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Assay Kit (Life Technologies, Europe). All samples were measured in triplicates using a 7900HT Fast Real-time PCR
System (Applied Biosystems) in a 384-well format. The reaction mixture used to assess telomeres contained 1x
QuantiTect SYBR Green PCR master mix (Qiagen, Inc., Venlo, the Netherlands), 2 mM dithiothreitol (DTT), 300 nM
telg primer (ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGT TAGTGT), and 900 nM telc primer
(TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA). The applied cycling conditions were as follows:
1 cycle at 95°C for 10 min, 2 cycles at 94°C for 15 sec and 49°C for 2 min, and 30 cycles at 94°C for 15 sec, 62°C for 20
sec, and 74°C for 1 min and 40 sec. The single-copy gene (human  globin) gPCR mixture contained 1x QuantiTect
SYBR Green PCR master mix, 400 nM HBG1 primer (GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC), and 400 nM HBG2
primer (CACCAACTTCATCCACGTTCACC). The single-copy gene used in Sabadell samples at 8 years was different
and contained 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix, 300 nM 36B4u primer
(CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC), and 500 nM 36B4d primer (CCCATTCTATCATCAACGG GTACAA) [3].
The same cycling conditions were used: 1 cycle at 95°C for 10 min, 40 cycles at 95°C for 15 sec, and 58°C for 1 min and
20 sec. After PCR cycling, individual qPCR curves and melt curves were visually inspected and when a run error was
observed the Cq value was removed from subsequent analysis. In addition, when triplicate measures showed a deviation
of more than 0.3 in Cq values, these were removed from subsequent analysis. In total, n= 6 samples did not meet these

criteria.



Table S1. Comparison of mother—child pair characteristics before and after participant
selection for cross-sectional and longitudinal analyses.

Table S1. Comparison of mother—child pair characteristics before and after participant selection for analyses at 4 years and 8 years.

Time *

Characteristic Eligible at 4 years Available at 4 years Available at 8 years
Number of participants 1383 669 530
Child’s characteristics at 4 years ®
Age, years, mean (SD) 4.4(0.2) 4.4 (0.2) 4.4(0.2)
Sex, n (%)

Male 713 (51.6) 350 (52.3) 276 (52.1)

Female 670 (48.4) 319 (47.7) 254 (47.9)
BMI, Kg/m? 16.0 (15.2 to 17.0) 16.0 (15.2 to 17.0) 16.0 (15.3 to 16.9)

Missing, n (%)
Energy intake, kcal/day
Missing, n (%)
UPF intake, g/day
Missing, n (%)
Fruits and vegetables intake, g/day
Missing, n (%)
Relative Mediterranean diet score
Missing, n (%)
Extracurricular PA, MET-hr/day
Missing, n (%)
Cohort, n (%)
Asturias
Gipuzkoa
Sabadell
Season of blood extraction, n (%)
Winter
Spring
Summer
Autumn
Missing

Mothers’ Characteristics at 4 years

Age, years, mean (SD)
Missing, n (%)

Country of origin, Spain, n (%)
Missing, n (%)

Periconceptional BMI, kg/m?
Missing, n (%)

Smoking status, n (%)

5(0.4)
1556 (1343 to 1793)
68 (4.9)

397 (284 to 552)

68 (4.9)

207 (145 to 295)

68 (4.9)

8.0 (7.0 to 10.0)

68 (4.9)

9.9 (7.0 to 13.1)

38 (2.7)

412 (29.8)
412 (29.8)
559 (40.4)

221 (16.0)
287 (20.8)
313 (22.6)
264 (19.1)
298 (21.5)

36.7 (4.0)

81 (5.9)

1298 (94.4)

8 (0.6)

22.7 (20.8 to 25.2)
13 (0.9)

0 (0.0)
1583 (1390 to 1820)
0 (0.0)

381 (279 to 554)

0 (0.0)

219 (155 to 304)

0 (0.0)

9.0 (7.0 to 10.0)

0 (0.0)

9.7 (6.8 to 12.9)

0 (0.0)

273 (40.8)¢
131 (19.6)
265 (39.6)

165 (24.7)
177 (26.5)
180 (26.9)
147 (21.9)
0 (0.0)

37.1 (4.2)
0 (0.0)

626 (94.0)

3(0.4)

22.9 (20.9 to 25.5)
0 (0.0)

0 (0.0)

1563 (1377 to 1798)
0 (0.0)

380 (277 to 552)
0 (0.0)

216 (153 to 305)
0 (0.0)

9.0 (7.0 to 11.0)
0 (0.0)

9.8 (7.1 to 12.9)
0 (0.0)

194 (36.6)¢
123 (23.2)
213 (40.2)

130 (24.5)
133 (25.1)
155 (29.2)
112 (21.2)
0(0.0)

37.2 (4.0)

0 (0.0)

497 (94.0)

0 (0.0)

22.9 (20.8 to 25.3)
0 (0.0)

Yes 314 (22.7) 161 (24.1) 120 (22.6)
No 1024 (74.0) 500 (74.7) 404 (76.2)
Missing 45 (3.3) 8(1.2) 6(1.2)
Educational level, n (%)

University 557 (40.3) 265 (39.6) 218 (41.1)
Secondary 562 (40.6) 270 (40.4) 211 (39.8)
Primary 246 (17.8) 131 (19.6) 98 (18.5)
Missing 18 (1.3) 3(0.4) 3 (0.6)

Abbreviations: hr, hour; SD, standard deviation; BMI, body mass index; UPF, ultra-processed food; PA, physical activity; MET,

metabolic equivalent of task.

Differences between sample size available at 4 years vs. eligible at 4 years and available at 8 years vs. available at 4 years were

assessed using ANOVA and chi-squared tests.

b Child’s and mother’s characteristics presented as median (IQR, interquartile range) unless otherwise indicated.
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¢P value < 0.05 vs. participants eligible at 4 years.

Figure S1. Flow chart of participant selection.

Initial sample size from Asturias,
Gipuzkoa, and Sabadell cohorts

326 children excluded:
(n=1909)
31 Miscarriages
| 6 Fetal deaths
7 Died
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Children eligible at 4 years 41 Loss of contact
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Figure S2. Distribution plot of telomere length in the study participants
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Abstract: Validated physical activity (PA) questionnaires are crucial for collecting information in large
epidemiological studies during childhood. Thus, this study analyzed the validity of a parent-reported
PA questionnaire based on the Children’s Leisure Activities Study Survey by accelerometry in Euro-
pean children aged from 6 to 12 years old. We used data from 230 children of the Human Early-Life
Exposome and Infancia y Medio Ambiente projects. Mean differences between moderate-to-vigorous
PA (MVPA) reported by the questionnaire and the accelerometer were calculated (min/day), and
its associated factors were explored by multiple robust linear regression. The agreement between
methods was examined using a Bland-Altman plot. The concurrent validity of assessing MVPA
was analyzed by cohort-adjusted Spearman’s partial correlations. ROC curve analysis was also
used to explore the questionnaire’s capability to identify active children based on the World Health
Organization guidelines. A moderate correlation was found between parent-reported and accelerom-
eter MVPA (rho = 0.41, p < 0.001). The child’s sex (girl) was statistically associated with the mean
MVPA difference between methods. However, this questionnaire accurately identified physically
active children (area under the curve = 83.8% and 82.7% for boys and girls, cut-points = 68.6 and
45.4 min/day in MVPA, respectively). Consequently, this questionnaire is suitable for classifying
active children in order to monitor public health interventions regarding PA.
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1. Introduction

Recently, the benefits of physical activity (PA) on school-aged children’s physical and
mental health have been well-documented [1-4]. Specifically, PA has been associated with
an improvement in cardiometabolic health, musculoskeletal fitness, bone development, and
cognitive outcomes, helping to reduce adiposity and enhancing children’s psychological
well-being [1-5]. However, these positive findings seem to depend on the dose and intensity
of daily PA [5,6]. For these reasons, it is crucial to use reliable and valid instruments to
monitor PA in childhood.

In large epidemiological studies, self-reported or parent-reported questionnaires have
been suggested as good options to assess PA in children, mainly because they are low-
cost and easy-to-administer instruments for collecting a vast amount of information [7].
However, one of the main disadvantages of self-reported questionnaires is that they are
based on memory recall, thereby involving potential information biases [8-10]. Therefore,
to control the variability of these subjective methods, it is essential to validate these ques-
tionnaires by comparing them with objective methods with different measurement errors
(e.g., accelerometers or pedometers). A validation study can provide information on the
structure and magnitude of the measurement error, and it can help in adjusting subsequent
analysis and choosing a suitable statistical approach [11].

According to a recently updated systematic review of childhood PA assessment tools,
there are a large number of validated questionnaires for measuring PA in children and
adolescents [12]. This systematic review reported that 29 out of the 89 evaluated question-
naires were validated in children aged between 6 and 12 years old [12]. Nine of these PA
questionnaires, such as the Physical Activity Questionnaire for Older Children (PAQ-C)
and the Patient Assessment and Council for Exercise (PACE) [13,14], were validated in
European children. However, only the PAQ-C and the ENERGY questionnaires were vali-
dated across several European countries [15]. These two PA questionnaires were created
to assess general PA levels in children, but they did not provide specific daily frequency,
time, or intensity estimates. The benefits of PA are related to the daily dose and inten-
sity [5,6]; therefore, validating PA questionnaires including these parameters for the use in
school-aged children remains an issue for large epidemiological studies.

Thus, this study aimed to explore the validity of a parent-reported PA questionnaire
based on the Children’s Leisure Activities Study Survey (CLASS) [16] by accelerometry in
European children aged 6 to 12 years old.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

This study included 230 children with complete information on PA measured by
questionnaire and accelerometer from different European population-based birth cohorts,
the Human Early Life Exposome (HELIX, http:/ /www.projecthelix.eu/index.php/en), and
Infancia y Medio Ambiente (INMA, www.proyectoinma.org) projects. Detailed information
on study populations and epidemiological designs of both projects has been published
elsewhere [17,18]. The HELIX study is a collaborative project including the HELIX Child
Panel; a study developed between 2013 and 2016 with children aged from 6 to 11 years [19].
In the present study, we used data available on child’s PA from three population-based
birth cohorts included in the HELIX Child Panel: BiB (Born in Bradford, United Kingdom,
n = 27), EDEN (Etude des Déterminants pré et postnatals du développement et de la santé
de I'Enfant, France, n = 30), and INMA-Sabadell (Spain, n = 37). The children’s mean
(standard deviation, sd) age in these cohorts was 6.7 (0.2), 10.9 (0.4), and 8.6 (0.6) years,
respectively. Regarding the INMA project, we used complete data on PA of 136 children
aged between 10 and 12 years old (mean = 10.7, sd = 0.2) from the follow-up performed
between 2017 and 2020 in the INMA-Gipuzkoa cohort. All participants provided signed
informed consent, and the respective ethical committees granted ethical approval for
each study.
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2.2. Questionnaire

PA was assessed by a parent-reported questionnaire based on the CLASS [16]. This
questionnaire included PA assessments during school time and outside of school. Each of
these parts contains a list of different activities (e.g., running, tennis, or basketball) plus
the possibility to add an unspecified activity. Parents were asked: “During a typical week,
does your child do any further programmed physical activities during school time?” and
“Thinking about the rest of the year: does your child do any further physical activities
(including planned activity or just normal play) each day outside of school hours?” followed
by a question about the daily frequency and duration in minutes of the selected activity. A
metabolic equivalent of task (MET) value was assigned to every activity based on previous
publications on childhood and youth [20,21]. Mean minutes per day in moderate-to-
vigorous PA (MVPA, >3 METs) were calculated as the sum of the minutes per day in MVPA
divided by seven.

2.3. Accelerometer

PA was assessed using an ActiGraph wGT3X-BT tri-axial accelerometer (Pensacola, FL,
USA) in the Helix Child Panel study, and an Activinsights GeneActiv tri-axial accelerom-
eter (Kimbolton, UK) in the INMA-Gipuzkoa, which were worn during the same week
the questionnaire was administered. Data reduction regarding both accelerometers was
conducted with similar methods.

ActiGraph records raw acceleration data at a rate between 30 and 100 Hz with a
memory capacity of up to 4 GB. In addition, it is characterized by being light (19 g) and
small (4.6 x 3.3 x 1.5 cm). The accelerometer was worn on the right side of the hip for
one week, only during the day. Raw accelerometer data were collected at 30 Hz. After
data collection, ActiGraph data were downloaded and converted into 10 s epochs for
post-processing using ActiLife software. The METs of each epoch were calculated using the
vertical axis method, in accordance with Crouter et al. [22]. A cut-point of >3 METs was
established for MVPA [22]. Non-wear time was defined as 20 min or more of consecutive
zero counts, and waking hours were set between 6:00 and 23:59 [23,24]. In addition, a
minimum of 10 h/day and at least three days/week of accelerometer data were needed for
inclusion in the analysis [25]. Mean MVPA minutes per day were calculated for each child
as follows: sum of the accelerometer minutes/number of valid days [26].

Similarly, the GeneActiv accelerometer is characterized as being light (16 g) and
small (3.6 x 3.0 x 1.2 cm). It records raw acceleration data at a rate of up to 100 Hz.
The accelerometer was worn on the non-dominant wrist for seven days in a 24 h regime,
and data were collected at 85.7 Hz. After data collection, raw data were downloaded
without time spans in CSV files using GENEActiv software. Raw data post-processing
was conducted with the GGIR R package version 2.4 (https:/ /github.com/wadpac/GGIR,
accessed on 14 April 2022), which has been designed for processing raw accelerometer
data [27]. Daily PA intensities were generated daily using the milli g cut-points published
by Hildebrand et al.: sedentary-light = 56.3 mg; light-moderate = 191.6 mg; and moderate-
vigorous = 695.8 mg [28,29]. These cut-points were developed to be equivalent to MET
intensities. Non-wear time was identified as 15 min blocks based on the characteristics
of the 60 min window, as described in previous publications [30]. Finally, waking hours,
valid data, and summary variables were established based on the same criteria used
for ActiGraph.

2.4. Study Covariates

Covariates included child sociodemographic and anthropometric data: cohort, age
(years), sex, body mass index (BMI, kg/m?), and BMI groups (overweight/obese, not-
mal weight) based on the age- and sex-specific World Health Organization (WHO) cut-
points [31]. In addition, the mother’s age at delivery (years) and family’s socioeconomic
status (low, middle, and high) were also collected.
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2.5. Statistical Analysis

R software version 4.1.2 (R Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria; http:/ /www.R-project.org) was used to perform the statistical analysis. All statisti-
cal tests were bilateral, with an applied significance level of 0.05. The Kolmogorov-Smirnov
test with Lilliefors correction was used to check the normality of continuous variables.

First, descriptive analyses of the mother—child pairs’ sociodemographic and anthro-
pometric characteristics were conducted using frequencies and percentages. Bivariate
chi-squared tests were performed to evaluate differences between cohorts. Second, the
mean differences between parent-reported and accelerometer MVPA (min/day) measures
were calculated and presented in a Bland-Altman plot [32]. The possible covariates asso-
ciated with this difference were explored by performing a multiple robust linear regres-
sion through the “robustbase” R package [33]. Third, the concurrent validity between
parent-reported and accelerometer MVPA measures was evaluated by a cohort-adjusted
partial Spearman’s correlation (“ppcor” R package) [34]. Several sensitivity analyses were
conducted to examine the main findings’ robustness by separately adjusting the main
correlation model by the child (sex, age, and BMI) and mother (age and socioeconomic
status) characteristics. Mother’s age was categorized into <31 years and >31 years based
on the median value. Before performing the validity analysis, heterogeneity among the
study cohorts was evaluated. The cohort-separated correlations were analyzed using
meta-analytic techniques, and the heterogeneity was quantified using I statistics with the
“metacor” R package [35,36]. The obtained 12 value was <25%.

Finally, we explored the capability of the questionnaire to classify children as “phys-
ically active” based on the WHO guidelines (at least 60 min/day of MVPA) [5] through
the analysis of the receiver operating characteristic (ROC) curve, stratifying by children’s
sex (“pROC” R package) [37]. In addition, we calculated the sensitivity, specificity, positive
predictive value, and negative predictive value using the optimal questionnaire threshold
identified by ROC curve analysis.

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Population

Table 1 describes the general characteristics of the mother—child pairs by cohort. On
average, 52.2% of the children were girls, ranging from 37.8% to 58.2% through cohorts.
In addition, BMI groups were similarly distributed among cohorts (p = 0.17), with an
overweight/obese total percentage of 33.5%. Regarding the maternal age at delivery, 128
(55.7%) mothers were aged > 31 years. The youngest mothers were found in BiB and EDEN
(66.7%, respectively). The majority of the families” socioeconomic situation was low /middle
(60.0%). However, an over-representation of families with a high socioeconomic status was
observed in EDEN (80.0%).

Table 1. Characteristics of mother-child pairs according to cohort.

Children Aged 6-11 Children Aged 10-12

1 . Total
Child’s Characteristics, n (%) @ :tzaw) BiB INMA-Sabadell EDEN INMA-Gipuzkoa r?
(n =27) (n=37) (n =30) (n = 136)
Sex 0.064
Boys 110 (47.8) 13 (48.1) 23 (62.2) 18 (60.0) 56 (41.2)
Girls 120 (52.2) 14 (51.9) 14 (37.8) 12 (40.0) 80 (58.2)
BMI groups b 0.174
Overweight/obese 77 (33.5) 8(29.6) 14 (37.8) 5 (16.6) 50 (36.8)
Normal weight 153 (66.5) 19 (70.4) 23 (62.2) 25 (83.4) 86 (63.2)
Mother’s characteristics, n (%)
Age groups © <0.001
<31 years 102 (44.3) 18 (66.7) 12 (32.4) 20 (66.7) 52(38.2)
>31'years 128 (55.7) 9 (33.3) 25 (67.6) 10 (33.3) 84 (61.8)
Socioeconomic status <0.001
High 92 (40.0) 9(33.3) 14 (37.8) 24 (80.0) 45 (33.1)
Low/Middle 138 (60.0) 18 (66.7) 23 (62.2) 6 (20.0) 91 (66.9)

2 Chi-squared tests across cohorts. ® C Age- and sex-specific World Health Organization cut-points. ¢ Cut-point

based on the median value.
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3.2. Mean MVPA Levels

As measured with the accelerometer, children spent an average (standard deviation)
of 72.8 (43.2) min/day in MVPA. In comparison, the minutes/day in MVPA collected
through questionnaire were slightly higher, being 79.2 (58.0) (Table 2). The child’s sex was
associated with the difference recorded between the two methods (f3 girls vs. boys = 15.2,
95%CI = 2.3 t0 28.1, p = 0.020). On average, parents whose children were girls over-reported
11.9 min/day of MVPA. No other associations were observed (Table 2).

Table 2. Linear regression of the difference between questionnaire and accelerometer MVPA time
adjusted for child’s and mother’s characteristics.

MVPA (Min/Day)
n Questionnaire Accelerometer Questionnaire—Accelerometer
Mean (SD) Mean (SD) Difference B 2 (95%CI) p
Total 230 79.2 (58.0) 72.8 (43.2) 6.4 - -
Cohort 0.781
BiB 27 52.3 (43.2) 42.1(19.5) 10.2 Ref
INMA-Sabadell 37 43.4 (27.0) 49.8 (24.3) —6.4 —8.9(—31.2t013.5)
EDEN 30 26.0 (22.9) 31.1(21.8) —5.1 —8.7 (—28.1t010.8)
INMA-Gipuzkoa 136 106.0 (56.4) 94.4 (40.5) 11.6 —4.0 (—254t017.3)
Child’s characteristics
Sex 0.020
Boys 110 84.8 (65.0) 84.5 (48.9) 0.3 Ref
Girls 120 74.1 (50.4) 62.2 (34.1) 11.9 15.2 (2.3t028.1)
Age groups P 0.817
<10.6 years 114 61.3 (46.2) 58.2 (33.2) 2.8 Ref
>10.6 years 116 96.8 (63.0) 87.2 (47.0) 9.6 1.9(—14.41t018.2)
BMI € 0.299
Overweight/obese 77 79.4 (58.8) 69.0 (43.7) 104 Ref
Normal 153 79.1 (57.8) 74.7 (42.9) 44 —6.8 (—19.6 to 6.1)
Mother’s characteristics
Age groups ® 0.451
<31 years 102 73.5 (55.5) 68.4 (44.6) 5.1 Ref
>31 years 128 83.8 (59.7) 76.4 (41.8) 74 —4.6 (—16.5t07.4)
Socioeconomic status 0.856
High 92 66.7 (51.4) 64.5 (44.4) 2.2 Ref
Low /Middle 138 87.6 (60.8) 78.4 (41.6) 9.2 1.1(—11.1 to 13.3)

Abbreviations: MVPA, moderate-to-vigorous physical activity; SD, standard deviation; CI, confidence interval. ?
Robust linear regression B coefficients adjusted for cohort and all child’s and mother’s characteristics. ® Cut-point
based on the median value. ¢ Age- and sex-specific World Health Organization cut-points.

3.3. Concurrent Validity

Spearman’s partial correlation adjusted for cohort between parent-reported and ac-
celerometer MVPA time was 0.41 (95%CI = 0.30 to 0.51, p < 0.001). This correlation remained
almost of the same strength after adjusting for other relevant variables such as the child’s
age (rho = 0.41, 95%CI = 0.30 to 0.51, p < 0.001) or BMI (rho = 0.40, 95%CI = 0.29 to
0.51, p < 0.001). A slight decrease was only observed when adjusting for the child’s sex
(rho = 0.38, 95%CI = 0.26 to 0.48, p < 0.001).

3.4. Agreement between Methods

The Bland—-Altman plot (Figure 1) showed a mean bias between methods (parent-
reported vs. accelerometer) of 6.4 min/day of MVPA (95% limits of agreement = —91.9 to
104.7). A total of nine cases (3.9%) were outside the limits of agreement. Children with
a mean MVPA (i.e., parent-reported + accelerometer) > 100 min/day tended to present
higher differences between methods.



Int. |. Environ. Res. Public Health 2022, 19, 9178 6 of 10

B} . .

O i i B i i i B i e e T T e e T i B —— — = ===

g 100 L4 . Y N o +1.96 SD (104.7)

K]

§ Y L] ¢ L) °

2 . hd . °

' L ] L] L]

o . “ o L4 . .

£ P U A P R R X .

3 ' 3 WO b4 . ®

1 ° . ° o .

£ o Ca®, %o «® " e - Mean (6.4)

o 4 ] v v . J

o et ISP S . A T S W———. ¥ P ———

é.‘; ® © .O. o, ©q ..'. e o.' . ° * L

< & o % ed Jo T ° . .

= St Mot Ak L0 . .

= e © . o % ° e M @

£ ® ° L] [ o0 o U

8 ° “ b .

5 . ; *

g . ale . 3 . .

6 __________________________________________________
-100 o -1.96 SD (-91.9)

160 15‘:0 260
Mean MVPA (Parent-reported + Accelerometer)
Figure 1. Bland-Altman plot with mean bias (solid line) and 95% limits of agreement (dashed lines)
between the children’s parent-reported and accelerometer measurements of moderate-to-vigorous
physical activity (MVPA, min/day).

3.5. Known-Groups Validity

There were 51.7% of girls and 60.0% of boys classified as physically active (>60 min/day
of MVPA) based on the accelerometer. The ROC curve analysis showed an area under
the curve (AUC) of 83.8% (95%CI = 76.6 to 91.0%) and 82.7% (95%CI = 75.2 to 90.3%) for
girls and boys, respectively (Table 3). In addition, this analysis established an optimal
threshold of 68.6 min/day of MVPA for classifying active boys based on the parent-reported
questionnaire (sensitivity = 72.7%, specificity = 79.5%). However, this optimal threshold
was lower in girls (45.4 min/day of MVPA, sensitivity = 96.8, specificity = 60.3).

Table 3. Validity to identify children who accumulated > 60 versus <60 min/day of MVPA based on
the accelerometry using the parent-reported questionnaire optimal thresholds.

Girls (n = 120)

Boys (n = 110)

Parent-reported MVPA threshold
(min/day) @

Sensitivity (95%CI)

Specificity (95%CI)

Positive predictive value (95%CI)
Negative predictive value (95%CI)
Area under the curve (95%CI) 2
Physically active prevalence ?

454

96.8% (88.8 to 99.6)
60.3% (46.6 to 73.0)
72.3% (61.4 to 81.6)
94.6% (81.8 to 99.3)
83.8% (76.6 to 91.0)
51.7% (42.4 to 60.9)

68.6

72.7% (60.4 to 83.0)
79.5% (64.7 t0 90.2)
84.2% (72.1 to 92.5)
66.0% (51.7 to 78.5)
82.7% (75.2 t0 90.3)
60.0% (50.2 to 69.2)

Abbreviations: MVPA, moderate-to-vigorous physical activity; CI, confidence interval. # Based on the receiver
operating characteristic (ROC) analysis. ® >60 min/day versus <60 min/day of MVPA based on accelerometry.

4. Discussion

The results suggested a moderate correlation between parent-reported and accelerom-
eter MVPA. Although the Bland-Altman plot showed an acceptable agreement across
methods, the error and overestimation tended to rise as mean MVPA increased. Specifically,
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children with a mean MVPA (i.e., parent-reported + accelerometer) > 100 min/day showed
greater differences between methods. Interestingly, this difference was associated with
the child’s sex, with parents of girls being more prone to overestimate their daughter’s
MVPA. The optimal questionnaire MVPA threshold identified by the ROC curve analysis
was lower in girls in comparison with boys. However, this assessment tool showed an
adequate accuracy in identifying physically active children.

The correlation between parent-reported and accelerometry MVPA found in this study
was moderate (rho = 0.41), but in line with the current literature. A recent review published
by Hidding and colleagues found that barely 7 out of 29 child-oriented (>6 to <12 years)
PA questionnaires had correlation values above 0.50 [12]. A possible explanation for these
moderate correlations could be that children may not accurately recall the amount of time
spent in PA due to cognitive immaturity and variable activity patterns, which are more
challenging to remember [38,39]. However, in our case, parent reporting can, to some
extent, vary from direct measurements because parents might have difficulty adequately
quantifying the PA of their children, taking into account the activities performed in their
spare time and those at the school [38]. Furthermore, it should be noted that PA measured
by the questionnaire may differ from that measured by an accelerometer. The questionnaire
asks about PA during a “typical week,” whereas the accelerometers recorded data from a
specific week, suggesting that PA could be different.

Our findings also showed that parents tended to slightly overestimate (6.4 min/day on
average) the levels of MVPA of their children. The literature on validation studies indicates
that self-reported methods tend to over-report PA. According to the review conducted
by Adamo and colleagues, 72% of the reviewed child-oriented indirect methods, includ-
ing questionnaires, overestimated the PA values measured by direct methods, showing
differences between methods ranging from —95% to 13,025% [40]. Similar results can be
observed in the review by Hidding and colleagues, where MVPA mean differences ranged
from —15.6 to 117.6 min [12]. Nevertheless, our results were among the estimates with
the lowest differences between a PA questionnaire vs. accelerometry found by Hidding
or Adamo [12,40]. The potential recall and information biases previously identified could
explain this difference [38,39]. In the present study, the difference between methods was as-
sociated with the child’s sex, because girls’ parents tended to overestimate their daughter’s
activity. A possible explanation could rely on the observed lower PA level of girls compared
with boys, which has been evidenced in previous studies [41,42]. It has been theorized that
parents may compare their child with other children of the same age and sex when judging
and compiling their child’s PA level [43]. Therefore, girls’ parents could be more prone
to overestimate their daughter’s PA due to their frame of reference [43]. Consistent with
other studies, this result highlights the importance of taking sex into account in PA research
during the early stages of life [43—45].

The Bland—-Altman plot analysis showed a good agreement between methods, sug-
gesting that the analyzed questionnaire provided reasonable estimates of daily MVPA.
However, a slight positive magnitude bias was observed, in line with other published
validation studies [12]. Children with a mean MVPA (i.e., parent-reported + accelerometer)
> 100 min/day presented greater differences between methods. The Chinese version of
the CLASS also observed this bias in a similar group of participants [46]. The authors
suggested that this bias could be attributable to the intermittent nature of PA, because
children usually do not engage in sustained PA, but perform it in several bouts. Thus,
parents can report that their children play one hour of basketball as MVPA, even though
some of the time was possibly less strenuous [46]. Furthermore, the accelerometer protocols
establish the removal of the device for contact and water-based sports, leading to a possible
under-recording of these activities.

Our questionnaire also showed a good discriminant power for classifying physically
active boys and girls based on the WHO guidelines (AUC > 0.8) [5]. Furthermore, the girls’
optimal questionnaire threshold identified by the ROC curve analysis suggested that the
questionnaire classified girls as physically active with less MVPA time (45.4 min/day) than
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the accelerometer (>60 min/day) in comparison with boys (68.6 min/day). In light of our
findings, this could be explained by the lower MVPA of girls vs. boys, which is in line
with previous studies in children [41,42]. Although the underlying reasons still need to be
clarified, it has been theorized that, due to the girls’ lower PA level, parents may expect
their daughters’ playing style to be quieter and to spend less time engaging in sports [47].
In this study, several limitations should be considered before interpretation of the
findings. First, the analyzed sample may not be representative of the total population
because it was part of a subsample of HELIX and INMA projects. However, this study had
a multi-centric European design that could provide valuable insights into the involved
cohorts. Second, our sample could be over-represented by the Gipuzkoa participants,
who were also evaluated with a different accelerometer compared with the other cohorts.
However, we observed a similar MVPA correlation value after excluding the children from
Gipuzkoa (data not shown), performing accelerometer data reduction using shared criteria
to address this limitation. Finally, we considered the child’s sex in our analysis to account
for possible measurement differences, and the validity of the results was first explored
using meta-analytic techniques to identify a possible heterogeneity between cohorts.

5. Conclusions

The validity of assessing MVPA level between the parent-reported questionnaire and
the accelerometer was moderate. This questionnaire could be suitable for identifying
physically active children, although the estimates for PA duration should be treated with
caution. In addition, we would like to emphasize the importance of considering the child’s
sex when evaluating or using PA data. Nevertheless, because accelerometry devices are
costly, increase participant burden, and do not provide information on activity type, the
use of this questionnaire can be appropriate for monitoring public health interventions
regarding PA.
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