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Resumen

2. RESUMEN

Introduccion

El crecimiento extrauterino retrasado (EUGR: extrauterine growth restriction) es una
condicion adversa frecuente en los recién (RN) muy prematuros, definida
mayoritariamente como la presencia de un peso inferior al percentil 3 (P3) o P10 a las
36 semanas de edad gestacional (EG) corregida y/o al alta domiciliaria. Aunque hoy en
dia se conoce que el EUGR se relaciona como el deterioro del crecimiento posterior o
resultados neurologicos adversos, hay muy pocos datos disponibles sobre la influencia
del EUGR en otros ambitos como el estado inflamatorio o el nivel de estrés oxidativo,
estrechamente relacionados con el desarrollo de enfermedades cronicas. Se conoce que
los nifos con crecimiento fetal retrasado (FGR: fetal growth restriction) pueden asociar
morbilidades metabdlicas y un mayor nivel de inflamacion relacionadas con cambios en
la adiposidad y un estado antioxidante deteriorado. De manera similar, el desarrollo del
tejido adiposo y los mecanismos antioxidantes pueden verse comprometidos en nifios

prematuros con EUGR, y producir efectos permanentes a largo plazo.

Hipotesis de trabajo

Los nifios con antecedente de prematuridad (nacidos a las < 32 semanas de EG) y
afectados de un EUGR, comparados con nifios nacidos prematuros con crecimiento
postnatal adecuado y con los nifios nacidos a término sanos, pueden mostrar valores
diferentes en biomarcadores metabolicos e inflamatorios, asi como déficits en el estado
de defensa antioxidante, en edades precoces de la vida como en la etapa prepuberal.
Estos cambios podrian condicionar un mayor riesgo metabdlico y cardiovascular en

edades posteriores.

Objetivo
Evaluar el perfil de biomarcadores inflamatorios y de adipoquinas asi como el estado
antioxidante enzimatico en niflos prepuberes con antecedentes de prematuridad sin

FGR, con y sin EUGR, en comparacién con un grupo de nifios sanos nacidos a término.
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Resumen

Metodologia

En total, 211 nifios prepuberales fueron reclutados y clasificados en tres grupos: 38
nifios con antecedentes de prematuridad y EUGR (Grupo EUGR); 50 con antecedentes
de prematuridad y crecimiento extrauterino adecuado (Grupo AEUG); y 123 nifios
control nacidos a término sanos (Grupo control).

Se evaluaron los pardmetros antropométricos y la tension arterial (TA). Se
cuantificaron los niveles de marcadores bioquimicos generales, enzimas hepaticas,
perfil lipidico y marcadores del metabolismo hidrocarbonado como la insulina o la
resistencia a la insulina (IR), calculada con la evaluacion del modelo homeostatico de
IR (HOMA-IR). También se determind la concentracion plasmatica de las adipoquinas
adiponectina, resistina y leptina y las citoquinas proteina C reactiva (PCR),
interleuquina 1 beta (IL-1pB), IL-6, IL-8, factor de crecimiento hepatocitario (HGF),
factor de crecimiento neural (NGF), marcador quimioatractivo de los macréfagos tipo 1
(MCP1), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e inhibidor del factor activador del
plasmindégeno 1 (PAIl). El sistema de defensa antioxidante se evalud con las
mediciones de las actividades de catalasa (CAT), superdéxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) en eritrocitos lisados, y de los

niveles plasmaticos de los antioxidantes a-tocoferol, retinol y B-caroteno.

Resultados

Los nifios EUGR mostraron un mayor riesgo de retraso ponderoestatural que los nifios
AEUG, y puntuaciones Z de indice de masa corporal (IMC) mas bajas en comparacion
con los nifios de control, asi como valores mas altos de TA y mayor porcentaje de
hipertension arterial (HTA) en relacion con los otros nifios. Los grupos EUGR y AEUG
presentaban valores mas bajos de HDL-colesterol (HDL-c) y mas altos de gamma
glutamil transferasa (GGT) que los nifios del grupo control. Ademads, se encontraron
valores mas altos de glucosa en los nifios EGUR, y de LDL-colesterol (LDL-c),
HOMA-IR e insulina en nifios prematuros con AEUG.

Se observaron niveles mas altos de TNF-a, HGF y MCP-1 en el grupo EUGR en
comparacion con los otros dos grupos, y valores mas altos de PAI-1 en el grupo AEUG
en comparacion con los otros nifos. Adicionalmente, los nifios prematuros, con y sin
EUGR, mostraron valores mas altos de PCR e IL-8 que los nifios control.

En relacion con los niveles de adipoquinas, los nifios EUGR exhibieron los

niveles mas bajos de adiponectina y los niveles mas altos de resistina. Los nifios del
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grupo AEUG también mostraron valores mas bajos de adiponectina y mas altos de
resistina que los nifios control, y elevacion en los niveles de leptina en comparacioén con
los nifios de los otros grupos.

En cuanto a la evaluacion de las enzimas antioxidantes, los nifios prematuros
con antecedente de EUGR tenian menor actividad CAT que los otros dos grupos y
menor actividad GPx que los nifios control. Ademas, se detectaron actividades mas
bajas de SOD, GPx y GR en el grupo de nifios prematuros con AEUG en comparacion
con los controles. Sin embargo, las concentraciones de a-tocoferol, B-caroteno y retinol
fueron mas altas en los grupos nifios de los grupos EUGR y AEUG que en los nifios a
término. El analisis de correlacion mostré que las adipoquinas, las actividades
antioxidantes enzimaticas y los antioxidantes plasmaticos se relacionaron
significativamente con la mayoria de las variables metabolicas y con los biomarcadores

proinflamatorios especialmente en los nifios prematuros, con y sin EUGR.

Discusion

Los principales hallazgos del presente estudio fueron que los nifios con antecedentes de
prematuridad y EUGR exhibieron peores tasas de crecimiento, cifras de TA mas altas y
un perfil de adipoquinas mas desfavorable que los nifios prematuros sin EUGR vy los
controles. Ademads, los nifios del grupo EUGR tuvieron una elevaciéon en las
concentraciones de la mayoria de las citoquinas proinflamatorias analizadas y una
disminucion en la actividad enzimatica antioxidante, correlacionados a su vez con
varios componentes del sindrome metabolico (SM).

De acuerdo con la hipotesis de los origenes del desarrollo, la prematuridad y la
desnutricion intrauterina resultante en un crecimiento fetal deficiente, pueden programar
morbilidades posteriores como la HTA, la diabetes, obesidad o SM. Los factores
implicados en esta programacion no estan completamente dilucidados. El desequilibrio
entre los mecanismos de pro y antioxidacion observados en los sujetos afectos de FGR
podria participar a la patogenia de la obesidad y las comorbilidades asociadas al SM.
Ademas, la activacion de la inflamacion relacionada con cambios en el adipocito y un
mayor acumulo de tejido adiposo visceral observada en los nifios pequefios para la edad
gestacional tras un FGR puede contribuir a reducir ain mas la capacidad antioxidante y

aumentar la producciéon de radicales libres, incrementado asi el riesgo de
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complicaciones metabolicas, la enfermedad cardiovascular y otras patologias
relacionadas con el estrés oxidativo.

Teniendo en cuenta la premisa de que los insultos en la vida temprana del
organismo pueden conllevar respuestas adaptativas, el EUGR, presente con una
frecuencia variable pero generalmente alta en los RN mas prematuros, puede compartir
vias fisiopatolégicas comunes con el FGR y hacerlos particularmente susceptibles al
desarrollo de complicaciones en etapas posteriores. Sin embargo, la influencia de este
retraso del crecimiento postnatal en los resultados metabolicos, nivel de inflamacion y
antioxidantes en los nifios prematuros ha sido poco evaluada. Igualmente, se necesitan
estudios que aclaren si la interaccion entre la inflamacion de bajo grado y un perfil
adverso de adipoquinas relacionados con la disrupcion del un tejido adiposo aberrante
en los niflos prematuros con EUGR, puede contribuir en los resultados metabolicos

adversos.

Conclusiones
El deterioro del crecimiento neonatal durante la hospitalizacion en nifios nacidos
prematuros aumenta el riesgo de hipocrecimento posterior e hipertension arterial.

El retraso del crecimiento extrauterino conduce a cambios adversos en el perfil
de adipoquinas, una elevacion en los biomarcadores proinflamatorios y una deficiencia
en el sistema enzimatico antioxidante en la edad prepuberal.

El estrés metabdlico postnatal en los nifios prematuros con deterioro del
crecimiento puede condicionar la persistencia de estos hallazgos en etapas posteriores
de la vida y repercutir negativamente en la salud cardiometabolica.

Sobre la base de nuestros hallazgos, consideramos que es necesario realizar mas
investigaciones y programas de seguimiento en poblaciones de nifios prematuros con
retraso del crecimiento extrauterino para predecir la homeostasis metabdlica y prevenir

el riesgo cardiovascular en el adulto.
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Summary

3. Summary

Introduction

The extrauterine growth restriction (EUGR) is a common adverse condition of very
preterm infants, mostly defined as the presence of a weight-for-age less than the 3rd
percentile (P3) or P10 at 36 36-weeks’ postmenstrual age (PMA) and /or at hospital
discharge. Although it is widely known that EUGR is associated with a posterior
impaired growth or adverse neurological outcomes, few data are available on the
influence of the EUGR on other areas such as the inflammatory state or the level of
oxidative stress, closely related with the development of chronic diseases. Children with
fetal growth restriction (FGR) may associate metabolic morbidities and a higher level of
inflammation related with changes in adiposity and an impaired antioxidant status.
Similarly, the development of the adipose tissue and antioxidant mechanisms may be

compromised in preterm infants with EUGR, leading to permanent long-term effects.

Hypothesis

Children with a history of prematurity (born at < 32 weeks GA) and affected by an
EUGR, compared to children born preterm with adequate postnatal growth and with
healthy infants born at term, may show different values in metabolic and inflammatory
biomarkers, as well as deficits in the state of antioxidant defense, at early ages of life
such as at the prepubertal stage. These changes could condition a higher metabolic and

cardiovascular risk at later ages.

Aim
To evaluate the profile of inflammatory and adipokine biomarkers as well as the
enzyme antioxidant status in prepubertal children with a history of prematurity without

FGR, with and without EUGR, compared to a group of healthy term children.

Methodology

In total, 211 prepubertal children were recruited and classified into three groups: 38
children with a history of prematurity and EUGR (EUGR group); 50 with a history of
prematurity and adequate extrauterine growth (AEUG group); and 123 healthy full-term
children (Control group).
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Anthropometric parameters and blood pressure (BP) were evaluated. The levels
of general biochemical markers, liver enzymes, the lipid profile and markers of the
hydrocarbon metabolism such as insulin or insulin resistance (IR) were quantified,
calculated with the IR homeostatic model assessment (HOMA-IR). The plasma
concentration of the adipokines adiponectin, resistin and leptin and the cytokines C-
reactive protein (CRP), interleukin 1 beta (IL-1p), IL-6, IL-8, hepatocyte growth factor
(HGF), factor growth hormone (NGF), macrophage chemoattractant marker type 1
(MCPI1), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and plasminogen activator factor
inhibitor 1 (PAIl). The antioxidant defense system was evaluated by measuring the
activities of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx), and glutathione reductase (GR) in lysed erythrocytes, and plasma levels of the

antioxidants a-tocopherol, retinol and B-carotene.

Results

EUGR children showed a higher risk of weight-height delay than AEUG children, and
lower body mass index (BMI) Z-scores compared to control children, as well as higher
BP values and a higher percentage of arterial hypertension in relation to the other
children. The EUGR and AEUG groups had lower values of HDL-cholesterol (HDL-c)
and higher values of gamma glutamyl transferase than the children of the control group.
In addition, higher values of glucose were found in EUGR children, and of LDL-
cholesterol (LDL-c), HOMA-IR and insulin in preterm children with AEUG.

Higher levels of TNF-a, HGF and MCP-1 were observed in the EUGR group
compared to the other two groups, and higher values of PAI-1 in the AEUG group
compared to the other children. Additionally, preterm children, with and without
EUGR, showed higher CRP and IL-8 values than control children.

Regarding adipokine levels, EUGR children exhibited the lowest levels of
adiponectin and the highest levels of resistin. Children in the AEUG group also showed
lower adiponectin and higher resistin values than control children, and higher leptin
levels compared to children of the other groups.

In relation to the evaluation of antioxidant enzymes, premature children with a
history of EUGR had lower CAT activity than the other two groups and lower GPx
activity than control children. Furthermore, lower activities of SOD, GPx and GR were

detected in the group of preterm children with AEUG compared to controls. However,

26



Summary

the concentrations of a-tocopherol, B-carotene and retinol were higher in the EUGR and
AEUG groups than in term children.

Correlation analysis showed that adipokines, enzymatic antioxidant activities,
and plasma antioxidants were significantly related to the most metabolic variables and

proinflammatory biomarkers, especially in preterm children, with and without EUGR.

Discussion

The main findings of the present study were that children with a history of prematurity
and EUGR had poorer growth rates, higher BP levels, and a more unfavorable
adipokine profile than preterm children without EUGR and controls. In addition, the
children of the EUGR group had an increase in the concentrations of most of the
proinflammatory cytokines analyzed and a decrease in antioxidant enzyme activity,
which were correlated with several components of the metabolic syndrome (MS).

According to the hypothesis of the origins of the development, prematurity and
the intrauterine malnutrition resulting in a poor fetal growth, could program later
morbidities such as hypertension, diabetes, obesity or MS. The factors involved in this
programming are not fully elucidated. The imbalance between the pro- and anti-
oxidation mechanisms observed in subjects affected by a FGR could participate in the
pathogenesis of the obesity and the comorbidities associated with the MS. In addition,
the activation of inflammation related to adipocyte changes and an increased
accumulation of visceral adipose tissue observed in small-for-gestational-age infants
after a FGR, may contribute to the further reduced antioxidant capacity and increased
free radical production. These outcomes, at turn, could increase the risk of metabolic
complications, cardiovascular disease and other pathologies related to the oxidative
stress.

Considering the premise that insults in the early life of the organism could lead
to adaptive responses, the EUGR condition, often described in preterm newborns, may
share common pathophysiological pathways with the FGR and make them particularly
susceptible to the development of complications in later ages. However, the influence of
this postnatal growth restriction on the metabolic outcomes, level of inflammation and
antioxidants in preterm children has been poorly evaluated. Similarly, studies are

needed to clarify whether the interaction between low-grade inflammation and an
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adverse adipokine profile related to aberrant adipose tissue disruption in preterm

children with EUGR may contribute to adverse metabolic outcomes.

Conclusions

Impairment of the neonatal growth during hospitalization of infants born preterm
increases the risk of a posterior growth retardation and arterial hypertension.

The extrauterine growth restriction condition leads to adverse changes in the
adipokine profile, an elevation in proinflammatory biomarkers, and a deficiency in the
antioxidant enzyme system in prepubertal age.

The postnatal metabolic stress in preterm children with an impaired growth may
condition the persistence of these findings later in life and have a negative impact on
cardiometabolic health.

Based on our findings, we propose that further research and follow-up programs
are needed in populations of preterm children with extrauterine growth restriction to
predict the posterior metabolic homeostasis and prevent the cardiovascular risk in

adults.
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4. INTRODUCCION

4.1. Prematuridad y sus consecuencias

El parto prematuro, definido como el parto antes de las 37 semanas de gestacion,
representa aproximadamente el 11% de todos los nacimientos del mundo, y constituye
la principal causa de morbilidad y mortalidad en la poblacién neonatal (Chawanpaiboon

et al., 2019) (Figura 1).
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Figura 1: Tasas estimadas de nacimientos prematuros mundiales en 2014. Tomado de

Chawanpaiboon et al., 2019.

A pesar de las mejoras en la calidad en los cuidados perinatales, la prematuridad
sigue siendo un importante problema de salud debido su relacion con tasas de
crecimiento deficientes (Van de Pol et al., 2020), deterioro en el neurodesarrollo (Hee
Chung et al., 2020) y un mayor riesgo de mortalidad desde la infancia hasta la edad
adulta media (Crump et al., 2020). La mortalidad, asi como la incidencia y gravedad de
estas complicaciones, aunque variables entre diferentes paises, aumentan con la
disminucién de la edad gestacional (EG) y el peso al nacer, siendo méas marcadas en los
recién nacidos (RN) muy prematuros o de muy bajo peso al nacimiento, es decir, en los
nacidos con EG <32 semanas y/o peso <1500 g, y especialmente en los extremadamente
prematuros (nacidos con EG < 28 semanas y/o peso < 1000 g) (Younes et al., 2021)

(Figura 2).
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Figura 2. Ratios de riesgo ajustados para la mortalidad por todas las causas desde el
nacimiento hasta los 45 afos por edad gestacional al nacer en comparacion con el

nacimiento a término. Tomado de Crump et al., 2020.

Adicionalmente, un nlimero creciente de autores han investigado las secuelas de
salud a largo plazo de la prematuridad (Crump, Early Hum Dev, 2020; de Mendoca et
al., 2020). La evidencia ha demostrado consistentemente que los adultos sobrevivientes
de un parto prematuro tienen un mayor riesgo de trastornos cronicos que involucran a
varios sistemas organicos, como son la hipertension (HTA) (Guarner-Lans et al., 2020;
Chatmethakul et al., 2019), la diabetes tipo 1 y 2 (Crump et al., 2020), el sindrome
metabolico (SM) (de Mendoga et al., 2020; Markopoulou et al., 2019; Sipola-Leppinen
et al., 2015), la obesidad (Kopec et al., 2017), y en definitiva, una mayor vulnerabilidad
al desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) (Markopoulou et al., 2019; Sipola-
Leppidnen et al., 2015) y reducciéon en la esperanza de vida (Crump, J Perinatology,
2020) (Figura 3). Algunos de estos trastornos se manifiestan por primera vez en la edad
adulta, pero otros pueden estar ya presentes en la infancia o la nifiez, y persistir hasta

etapas posteriores (Heikkild et al., 2021; Yun et al., 2021; Ou-Yang et al., 2020).
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Figura 3. Ratios de riesgos ajustados e intervalo de confianza del 95 % para las
asociaciones entre el parto prematuro y los resultados de salud a las edades de 18 a 45

afios en comparacion con el parto a término. Tomado de Crump, 2020.

En la actualidad, las vias fisiopatoldgicas implicadas en el origen perinatal o
“programacion” de estas enfermedades cronicas no transmisibles no se conocen con
total claridad (Nobile et al., 2022; Nuyt et al., 2017). Aln asi, los procesos epigenéticos
relacionados con la disrupcion en el tejido adiposo (Strydom et al., 2019) y en la
composicion corporal (Parlapani et al., 2018), un mayor nivel de inflamacién o el
desequilibro entre el estrés oxidativo (EO) y los sistemas antioxidantes, (Bavineni et al.,
2021; Rodriguez-Rodriguez et al., 2018; Nuyt et al., 2017; Guarner-Lans et al., 2016)
han sido sugeridos como mecanismos vinculantes de la prematuridad con la aparicién

de complicaciones cardiometabolicas tardias. (Figuras 4).
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Figura 4. La hipotesis de la insulina fetal y el riesgo de enfermedad metabodlica. El
crecimiento y desarrollo fetal saludables estan mediados por la expresion del factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) y su receptor (IGFIR). Un mecanismo
compensatorio en respuesta al retraso del crecimiento fetal podria inducir cambios para
promover la entrada de aminoécidos y glucosa a través de la placenta al feto. Después
del nacimiento, ocurre un periodo de aumento de la sensibilidad a la insulina, que
disminuye gradualmente en relacion con el aumento de peso posnatal (crecimiento de
recuperacion). Estos cambios podrian, a su vez, estar asociados con una composicion
corporal adversa y un mayor riesgo cardiovascular. FGF19, factor de crecimiento de
fibroblastos 19; FGF21, factor de crecimiento de fibroblastos 21; IGFBP1, proteina de
union a IGF 1; RCIU, retraso del crecimiento intrauterino. Tomado de Mericq et al.,
2017.

Actualmente se han evaluado los posibles factores influyentes en esta
programacion. Asi, hoy en dia se conoce que la respuesta adaptativa a los insultos
intrauterinos o en periodos precoces de la vida pueden alterar el desarrollo de los
organos en etapas criticas y conducir a un impacto persistente en edades posteriores
(Nobile et al., 2022; Nuyt et al., 2017). En este sentido, la desnutriciéon intrauterina o
durante la etapa postnatal temprana, resultantes en un crecimiento fetal retrasado (FGR:
fetal growth restriction) o en un crecimiento extrauterino retrasado (EUGR: extrauterine

growth restriction) respectivamente han sido estudiados, y podrian tener efectos
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negativos permanentes en la salud cardiovascular y metaboélica (Grey et al., 2021; Van

de Pol et al., 2020; Parlapani et al., 2018).

4.2. Crecimiento Fetal Retrasado

El retraso del crecimiento intrauterino (IUGR: intrauterine growth restriction), mas
correctamente denominado en el momento actual como FGR, es un trastorno
multifactorial y complejo que afecta el desarrollo fetal, y ha sido definido recientemente
por un comité de expertos internacionales en medicina fetal con los parametros Uinicos
de un peso fetal estimado < P3, medicion de la circunferencia abdominal <P3 o
ausencia de flujo telediastélico de la arteria umbilical (Gordijn et al., 2016). Estudios y
revisiones recientes han demostrado que el FGR es una de las principales causas de
morbilidad perinatal, y puede resultar en multiples complicaciones neonatales tanto a

corto como a largo plazo (Galan Arévalo et al., 2021; Colella et al., 2018).

En este sentido, publicaciones recientes evidencian que el retraso del
crecimiento fetal, debido a la insuficiencia placentaria o la desnutriciéon materna, es un
factor de riesgo importante para el desarrollo de morbilidades mas adelante en la vida,
como la disfuncién pulmonar, HTA, la obesidad, el SM, enfermedad renal, disfuncion
endotelial y la ECV (de Mendoga et al., 2020; Chatmethakul et al., 2019; Hoogenboom
et al., 2021; Kesavan et al., 2019; Kopec et al., 2017; Mericq et al., 2017). Los nifios
con antecedente de FGR muestran una mayor susceptibilidad a alteraciones
metabolicas, HTA, obesidad, diabetes o el SM incluso desde edades tempranas (Lin,

2018; Hong et al., 2018).

Los mecanismos subyacentes a este vinculo entre la desnutricion perinatal y la
salud cardiovascular permanecen aun en estudio. Parece ser que la redistribucion
hemodindmica y la remodelacion cardiovascular con un aumento del grosor arterial, la
inflamacion perinatal o la alteracion en la adipogénesis como respuesta a la adaptacion
de una nutricion insuficiente, a menudo seguia de una velocidad de crecimiento o catch-
up incrementado, podrian estar implicados en esta programacion. (Ikenoue et al., 2021;

Nguyen et al., 2015). (Figura 5).
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Figura 5. Hipotesis sobre la programacion metabodlica. Las hipotesis clave actuales
sobre la programacion metabdlica temprana de la adiposidad y las enfermedades
relacionadas incluyen la hipotesis in utero mediada por la nutricion, la hipotesis del
crecimiento posnatal acelerado y la hipotesis del desajuste de las trayectorias de

crecimiento pre y postnatal. Tomado de Koletzko et al., 2014.

4.3. Crecimiento Extrauterino Retrasado

Desafortunadamente, y a pesar de la mejora global en la supervivencia de los RN mas
prematuros (Bell et al., 2022), los avances en cuidados intensivos neonatales han sido
insuficientes para mejorar su tasa de crecimiento. El objetivo recomendado por la
Academia Americana de Pediatria de que el crecimiento postnatal del RN prematuro
avance en forma paralela al crecimiento de los fetos de la misma EG (Kleinman et al.,

2014) es dificil de lograr.

Los RN prematuros, especialmente aquellos con una EG y un peso més bajo al
nacer, tienen un alto riesgo de desarrollar un déficit nutricional y un crecimiento
deficiente, ya que muchos de ellos desarrollan enfermedades con altos requerimientos

caldricos precisamente cuando se espera un crecimiento mas rapido (Khasawneh et al.,
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2020). El concepto de EUGR representa fundamentalmente este fracaso de los RN muy
prematuros para alcanzar su potencial de crecimiento y, actualmente sigue siendo una
complicacion frecuente en las unidades neonatales (Figueras-Aloy et al., 2020; El Rafei

et al., 2021).

En los ultimos afios se han utilizado multiples definiciones de EUGR entre los
RN recién nacidos de muy bajo peso al nacer o menores de 1500 g, siendo la presencia
de un peso inferior al percentil 10 (P10) o P3 a las 36 semanas de edad postmenstrual
(EPM) y/o al alta hospitalaria la més extendida (Zozaya et al., 2018; Peila et al., 2020).
Puesto que esta condicién puede estar presente tanto en RN prematuros con peso
adecuado para la EG, como en los RN nacidos pequefios para la EG (PEQG),
recientemente algunos autores han preferido usar la caida significativa en 1 o 2
desviaciones estandar en el Z-score de peso entre el nacimiento y el alta como la
definicion de EUGR (Yang, 2022), o usar el término de EUGR verdadero, referido s6lo
a aquellos prematuros que, naciendo con percentil de peso > del P10 (y por tanto no
afectos de un FGR) estan por debajo del mismo en el momento del alta (Figueras-Aloy

et al., 2020).

Actualmente es sabido que el EUGR en los RN prematuros puede asociarse con
tasas de crecimiento posteriores desfavorables tanto en la infancia (Figueras Aloy et al.,
2020, Peila et al., 2020), como en la adolescencia e incluso en la edad adulta (Van de
Pol et al., 2020), asi como con resultados adversos en el neurodesarrollo, incluyendo un
rendimiento motor y nivel cognitivo deteriorados (Alcéantara et al., 2021; Hsu et al.,
2022; De Rose et al., 2021). Por ello, en las ultimas décadas, se han enfatizado y
recomendado ampliamente intervenciones nutricionales mejoradas y mas agresivas en
los primeros dias de vida para prevenir el fallo en el crecimiento de los RN muy

prematuros (Ruys et al., 2021).

El deterioro en crecimiento posnatal precoz después de un parto prematuro
podria simular el resultado cardiovascular desfavorable de la condicion de FGR (o
IUGR) comentado con anterioridad, especialmente si se asocian otros factores adversos,
como una alteracion progresiva del metabolismo lipidico y/o de carbohidratos. Los

efectos negativos de la condicion EUGR reforzarian el enfoque de que los primeros
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1000 dias (desde la concepcion hasta los 2 afios) es un periodo critico para el desarrollo
humano y el crecimiento (Koletzko et al., 2014), y que la desnutricién en la vida
temprana es una adversidad asociada con una mayor ocurrencia de enfermedades

cronicas en la edad adulta (Ferreira et al., 2018).

Sin embargo, las consecuencias metabdlicas e inflamatorias de este retraso en el
crecimiento temprano han sido poco estudiadas. Una revision reciente ha puesto en
relieve que el EUGR en los RN prematuros puede conllevar comorbilidades y
alteraciones en ciertos marcadores de riesgo cardiometabdlico a la edad prepuberal
(Martinez-Jiménez et al., 2020), pero no esta claro si estos resultados podrian depender

del retraso del crecimiento posnatal per se y/o de la prematuridad.

4.4. Tejido Adiposo, Adipoquinas e Inflamacion

El tejido adiposo es un 6rgano endocrino que produce y secreta varias adipoquinas, y
estd involucrado en funciones fisiologicas como el balance energético, la sensibilidad a
la insulina, respuestas inflamatorias e inmunes, regulacion del apetito y el equilibrio del
sistema vascular, entre otras (Farkhondeh et al., 2020; Mancuso, 2016; Fietta, 2013).
Mayoritariamente se encuentra en el tejido adiposo visceral, seguido del subcutdneo y
de la médula 6sea. Las adipoquinas mas relevantes a nivel metabolico son la
adiponectina, resistina, leptina y visfatina, y son secretadas en respuesta a cambios en el
almacenamiento de glicerol de los adipocitos y la inflamacion (Farkhondeh et al., 2020).
También son consideradas adipoquinas las citoquinas: factor de necrosis tumoral o
(TNFa), interleuquinas 6 (IL-6), IL-8, IL-1p, proteina quimiotactica de monocitos 1
(MCP1), inhibidor del activador del plasminogeno-1 (PAI1) o el factor de crecimiento
hepatocitario (HGF), entre otras. La sobreexpresion de estas citoquinas, junto con otros
biomarcadores como la proteina C reactiva (PCR), pueden conducir a la instauracion de
una inflamacion sistémica cronica o de bajo grado (Rana et al., 2022; Zatterale et al.,

2020; Mancuso, 2016).
La adiponectina es la adipocina mas conocida y abundante en el suero humano y

juega un papel beneficioso importante en el metabolismo glucolipidico, inhibiendo la

produccion hepatica de glucosa y mejorando la sensibilidad a la insulina y la oxidacion
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de 4acidos grasos. Ademads, tiene efecto antiaterogénico endotelial, reduciendo la

inflamacion sistémica y tisular (Jung et al., 2021).

La leptina es considerada como un marcador de la grasa total por la estrecha
relacion de sus niveles con la cantidad de tejido adiposo. A pesar de que participa en la
regulacion del peso corporal modulando el apetito y el gasto energético, el aumento en
los niveles de leptina parece inhibir la secrecion de insulina, inducir la producciéon de
varias citoquinas proinflamatorias como el TNFa, IL-6, IL-8, IL-12 y MCPI,
mediadores de lipidos y leucotrienos, y aumentar la produccion de intermediarios
reactivos del oxigeno. Consecuentemente, la hiperleptinemia se ha considerado un
factor de riesgo para la resistencia a la insulina, disfuncion endotelial, estrés oxidativo,
inflamacion, hipertrofia y proliferacion del musculo liso, ademas de activar la
agregacion plaquetaria y ser aterogénica y protrombdtica. (Farkhondeh et al., 2020;

Mancuso, 2016)

La resistina, secretada fundamentalmente por los monocitos en el tejido adiposo,
inhibe la adipogénesis y antagoniza la accion de la insulina en los tejidos periféricos.
Ademas, al igual que la leptina, aumenta la activacion de las células endoteliales y
promueve moléculas de adhesion y citoquinas vasculares proinflamatorias (Taouis et

al., 2021; Farkhondeh et al., 2020; Mancuso, 2016).

Con un tejido adiposo normofuncionante y en un estado metabolico normal,
existe un equilibrio de adipocinas proinflamatorias y antiinflamatorias (Jung et al.,
2021; Fietta, 2013). Una amplia literatura ha evidenciado como el desequilibro de las
mismas, con niveles bajos de la adiponectina y aumento de leptina y resistina, puede
desempefiar un papel fundamental en la progresion de la inflamacion (Rana et al. 2022,
Farkhondeh et al., 2020; Zatterale et al., 2020; Mancuso, 2016) y en el desarrollo
enfermedades cronicas como el SM, HTA, diabetes mellitus tipo 2, obesidad y ECV en
edad adulta (Kim et al., 2022; Samsamshariat et al., 2019; Landecho et al., 2019). La
asociacion del riesgo metabdlico con estos biomarcadores especificos de inflamacion y
dafo endotelial también ha sido descrita a nivel pediatrico (Rupérez et al., 2018; Olza et
al., 2015), especialmente en poblaciones de nifios obesos (Frithioff-Bgjsee et al., 2020;

Paltoglou et al., 2017). Sin embargo, la evaluacion de los niveles de estas adipo-
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citoquinas y su interaccion con la disfuncion metabolica en cohortes de nifios

prematuros ha sido menos analizada.

En este sentido, algunos estudios han puesto de manifiesto como los valores de
las adipoquinas se correlacionan positivamente con la EG y el peso al nacimiento, y
concentraciones mas bajas de adiponectina, leptina y resistina han sido demostradas en
RN prematuros en comparacion con los nacidos a término en sangre de cordon
umbilical (Han et al., 2021; Wang et al., 2021; Yeung et al., 2015). Sin embargo, la
investigacion sobre adipoquinas mds alld del nacimiento en niflos prematuros ha sido
limitada y controvertida. Algunos autores han descrito que los niveles de adiponectina
pueden persistir significativamente disminuidos en los nifios prematuros frente a los a
término (Nakano et al., 2016), mientras que los valores de leptina (Hernandez et al.,
2018; Yun et al., 2021) y resistina pueden verse incrementados (Martos-Moreno et al.,
2009; Yeung et al., 2015), en correlacion con una mayor adiposidad (Duncan et al.,
2017). Igualmente, un aumento en la concentracion de citoquinas ligadas a la
inflamacion croénica, como IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-a 6 IL-1P, ha sido observado en
RN prematuros comparados con RN a término (Denson et al., 2017, Otsubo et al., 2017,
Perrin et al., 2018). El incremento en estos niveles se ha asociado cldsicamente al
desarrollo de morbilidades neonatales (Otsubo et al., 2017), pero también con un mayor
riesgo de obesidad en la primera infancia (Perrin et al., 2018) u otras patologias a largo
plazo (Humberg et al., 2020; Hoogenboom et al., 2021; Bavineni et al., 2019). Sin
embargo, la informacion sobre la influencia del crecimiento postnatal en estos

resultados ha sido escasa y contradictoria (Denson et al., 2017; Nagasaki et al., 2016).

Es sabido que la perturbacion de la nutricion y el crecimiento durante periodos
criticos de la vida, como el tercer trimestre del embarazo, puede afectar a la expresion
de adipoquinas y al nivel de inflamacién, y conferir un mayor riesgo para
complicaciones en el futuro (Kuiper-Makris et al., 2021; Hoogenboom et al., 2021;
Nguyen et al., 2015). De hecho, una producciéon andomala de adipoquinas (Han et al.,
2021; Stawerska et al., 2016; Joo Turoni et al., 2016; Giapros et al., 2017) y un aumento
en los valores de ciertas citoquinas (Joo Turoni et al., 2016; Lausten-Thomsen et al.,
2014) ha sido descrita en RN y nifios PEG o con antecedente de FGR/IUGR, los cuéles,
a su vez, pueden tener un mayor riesgo de presentar enfermedades inflamatorias

cronicas (Nobile et al., 2022; Kesavan et al., 2019; Yong et al., 2018; Kopec et al.,
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2017). La alteracion en la regulacion de la adipogénesis intrauterina relacionada con el
estrés fetal, consecuente de cambios morfoldgicos y funcionales del tejido adiposo y en
la composicion corporal, ha sido propuesta como mecanismo implicado en esta

programacion (Ikenoue et al., 2021; Moreno-Méndez et al., 2020).

Del mismo modo, el periodo hasta la edad equivalente a término en los RN
prematuros puede ser clave para el desarrollo del tejido adiposo. La alteracion en el
crecimiento postnatal de RN prematuros ha sido relacionada con cambios en la
concentracion de adipoquinas (Hossain et al., 2019; Blakstad et al., 2016; Flexeder et
al., 2014), que podria representar un factor de riesgo para el desarrollo de morbilidad
posterior. La desnutricion en los prematuros, a menudo seguida de una rapida
recuperacion del peso, puede vincularse con un aumento en la masa grasa (Mollers et
al., 2021; Ou-Yang et al., 2020) y disrupcion en el tejido adiposo, condicionando un
perfil de adipoquinas adverso y una inflamacion sostenida (Nakano et al. 2020;
Humberg et al., 2020; Duncan et al., 2017). Sin embargo, no existe consenso en estos
resultados (Mihatsch et al., 2021; Van de Pol et al., 2020; Korhonen et al., 2015; Yanni
etal., 2013).

Recientemente, Ortiz-Espejo et al. demostraron que los niflos prematuros con
antecedente de un crecimiento extrauterino deficiente exhibian, a la edad prepuberal,
cifras mas bajas de adiponectina y mas altas de resistina, asi como elevacion en
multiples citoquinas proinflamatorias, en comparacion con los nifios sanos nacidos a
término, concluyendo que la desnutricion posnatal precoz podria programar el tejido
adiposo (Ortiz-Espejo et al., 2013 y 2014). Sin embargo, es preciso dilucidar la

influencia tanto de la prematuridad como de la condicion de EUGR en estos hallazgos.

Igualmente, se necesitan investigaciones que clarifiquen si la conexion entre
una mayor inflamacion de bajo grado y un perfil adverso de adipoquinas relacionados
con un tejido adiposo aberrante en los nifios prematuros con un crecimiento postnatal

deteriorado, puede jugar un papel importante en los resultados metabolicos adversos.
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4.5. Estrés Oxidativo y Sistema de Defensa Antioxidante

El EO se produce como consecuencia del desequilibrio homeostatico entre la
produccion de oxidantes y los sistemas antioxidantes que conduce a un aumento en los
radicales libres (RL). Los RL son moléculas con electrones desapareados que incluyen
especies reactivas de oxigeno (EROs), especies reactivas de nitrégeno (ERNs) y
radicales centrados en azufre, y son generados durante el metabolismo aerdbico normal
y como consecuencia de diversos procesos enddgenos y exdgenos como la hipoxia,
asfixia, isquemia, isquemia-reperfusion, inflamacion, hiperoxia, activacion de

neutrdfilos y macrofagos o disfuncion mitocondrial, entre otros (Rahal et al., 2014).

Los antioxidantes, producidos de manera enddgena o exdgena, pueden
contrarrestar la produccion de RL neutralizando o eliminando directamente las
EROs/ERNSs y reparando el dafio celular inducido por dichas especies. Cuando el nivel
de RL supera la capacidad antioxidante, ya sea por un aumento en su produccion o por
un déficit en la concentracion o actividad antioxidativa, como ocurre en los RN
prematuros o nacidos PEG, el EO consecuente puede provocar alteraciones en el
funcionamiento celular y comprometer de manera irreversible el desarrollo de varios
organos y sistemas. Los antioxidantes mds comunes y de primera linea en el sistema de
defensa contra los RL incluyen las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), asi como vitaminas
(incluyendo retinol, B-caroteno, o-tocoferol), coenzima QI10, minerales y tioles de
molécula pequenia como el glutation reducido (GSH), entre otros (Lembo et al., 2021).

(Figura 6).

La SOD representa la primera enzima de desintoxicacion contra los RL. Cataliza
la reduccion de EROs a través de la dismutacion del anidon superoxido a oxigeno
molecular ordinario y peroxido de hidrogeno, éste ultimo también proxidativo y cuya
produccion requiere de otras enzimas, como la CAT y GPx, para conseguir el equilibrio
celular. La actividad de SOD se puede medir en los eritrocitos lisados mediante técnicas

espectrofotométricas (Perrone et al., 2020)

La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante citoprotectora comun, ubicada

principalmente en los peroxisomas, pero ausente en las mitocondrias, que cataliza la
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conversion del peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Su actividad enzimatica se
puede evaluar mediante ensayos colorimétricos/espectrofotométricos (Lembo et al,

2021; Perrone et al., 2020).

La GPx es una enzima intracelular importante que también reduce el peroxido
libre en agua, y descompone los peréxidos de lipidos en sus correspondientes alcoholes
principalmente en las mitocondrias, a través de la oxidacion del glutation GSH.
Finalmente, la GR regenera GSH catalizando la reduccion del disulfuro de glutation a
glutatién reducido, una molécula fundamental para eliminar los RL y mantener el
entorno reductor de la célula. De esta manera, la relacion glutation reducido
GSH/glutation oxidado (GSSG) regula el equilibrio del estado redox citoplasmatico, y
por ende del metabolismo celular, y es considerado como uno de los biomarcadores mas

valiosos para evaluar el EO (Perrone et al., 2020).

Las enzimas antioxidantes son inducidas en las ultimas semanas de gestacion
como mecanismo defensivo frente al aumento de la presion parcial de oxigeno
inmediato al nacimiento (Lembo et al., 2021). Tras un parto prematuro, la interrupcion
temprana de esta transferencia placentaria puede conducir a un deterioro de las
capacidades antioxidantes (Davis et al., 2010). Adicionalmente, varios autores han
descrito una relacion positiva entre los valores de algunas enzimas antioxidantes y la
EG o el peso al nacer (Ahmed et al., 2017). Por lo tanto, es esperable detectar niveles o
actividades de las enzimas antioxidantes mas bajas en los RN prematuros en
comparacion con los RN a término. De hecho, algunos autores han confirmado en
muestras de sangre cordon umbilical que los prematuros muestran un perfil antioxidante
reducido, caracterizado por niveles bajos de SOD, CAT, GPx, sistema de glutation,
vitamina A y E, entre otros factores plasmaticos protectores (Ahmed et al., 2017; Abdel

Ghany et al., 2016; El-Masry et al., 2015).

Este sistema de defensa antioxidante deficitario e inmaduro del prematuro, junto
con la transicion de un entorno intrauterino a un entorno extrauterino mas rico en
oxigeno, exacerbado por maniobras y tratamientos intensivos como la ventilacion
mecanica, la nutricidon parenteral o las transfusiones, puede predisponer a la generacion

de RL y a un mayor nivel de EO en los RN prematuros (Lembo et al., 2021). Las
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consecuencias de este mayor nivel de EO incluyen un mayor riesgo de desarrollar
patologias neonatales llamadas "enfermedades del RN relacionadas con los RL", como
son la enterocolitis necrosante (ECN), displasia broncopulmonar (DBP), retinopatia del
prematuro (ROP), ductus arterioso persistente (DAP), pero también un mayor riesgo de
dafio cerebral y deterioro del desarrollo neuroldgico, entre otras complicaciones
neonatales (Martini et al., 2021). La implicacion del EO en la patogenia de estas
enfermedades mediadas se ha demostrado mediante la cuantificacion de diversos
biomarcadores que evaluan los niveles de subproductos de proteinas, lipidos y dafios en

el ADN (Figura 6).
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Figura 6. Estrés oxidativo, antioxidantes, enfermedades mediadas por radicales libres y
biomarcadores. Abreviaturas: BPD: displasia broncopulmonar, ROP: retinopatia del
prematuro, NEC: enterocolitis necrosante, IVH: hemorragia intraventricular, PVL:
leucomalacia periventricular, RDS: sindrome de dificultad respiratoria, PDA: conducto
arterioso permeable, AGE: producto final glicosilado avanzado, AOPP: avanzado
productos de proteinas de oxidacion, TH: hidroperoxido total, IsoPs: isoprostanos,
IsoFs: isofuranos, NeuroPr: neuroprostanos, MDA: malondialdehido, 4-HNE: 4-
hidroxi-2-nonenal, SOD: superéxido dismutasa, CAT: catalasa, GPX: glutation
peroxidasa , GSH: glutation, GSSG: disulfuro de glutation, NPBI: hierro no unido a
proteinas, 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina, XO: xantina oxidasa, MPO:
mieloperoxidasa, TAC: capacidad antioxidante total, TOS: estado antioxidante total,

OSI: indice de estrés oxidativo. Tomada de Lembo et al., 2021.
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En el momento actual se conoce que el desequilibrio entre el EO y el sistema
antioxidante, en consonancia con la inflamacion de bajo grado aséptica relacionada con
el tejido adiposo y alteraciones inmunitarias, juega un papel relevante en la aparicion y
progresion de una serie de patologias inflamatorias o degenerativas en la edad adulta de
los prematuros, como son enfermedades cardiovasculares (HTA, arteriosclerosis,
disfuncién endotelial), metabolicas (sobrepeso/obesidad, resistencia a la insulina,
diabetes tipo 2) o morbilidades renales (Hoogenboom et al., 2021; Bavineni et al., 2019;
Nguyen et al., 2015). En comparacion con los estudios llevados a cabo en adultos, la
literatura sobre la relacion del sistema antioxidante con los resultados cardiometabdlicos
en la infancia es escasa, alin mas en los prematuros. Los estudios en Pediatria han
estado centrados especialmente en nifios o adolescentes obesos (Rupérez et al., 2020;

Paltoglou et al. 2015).

Por otro lado, el déficit del sistema de defensa antioxidante también ha sido
descrito en RN nacidos PEG debido al FGR (Perrone et al., 2020; Dede et al., 2017,
Ferencz et al.,, 2015), y la gravedad del retraso del crecimiento prenatal se ha
correlacionado significativamente con los niveles de EO al nacer (Ashina et al., 2021).
Ademas, se ha observado un estado de oxidacion/antioxidantes alterado en nifios
prepuberales con antecedente de FGR (Mohn et al., 2007), que a su vez son mas
propensos a complicaciones como la HTA, diabetes o el SM incluso desde edades
tempranas (Guarner-Lans et al., 2020; Lin, 2018; Hong et al., 2018; Mericq et al., 2017,
Kopec et al., 2017). La implicacion del EO y del déficit de mecanismos antioxidativos
en la programacion de estas morbilidades tardias en sujetos nacidos PEG ha sido
ampliamente debatida (Rodriguez-Rodriguez et al., 2018) y algunos autores han
descrito como la interrelacion del EO con alteraciones metabdlicas estd ya presente en

nifios prepuberales con antecedente de FGR (Chiavaroli et al., 2009).

De manera similar al FGR, un déficit nutricional en la vida temprana y un
retraso del crecimiento postnatal significativo en los nifios prematuros podrian
disminuir ain mas las actividades de las enzimas antioxidantes, asi como los niveles de
antioxidantes no enzimaticos, y contribuir a una mayor susceptibilidad al EO. De hecho,
la presencia de ambientes adversos de manera precoz, como la exposicion acumulada a

complicaciones perinatales, estados de malnutricion (Solmi et al., 2016) o el
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hipocrecimiento (Mohn et al., 2005), han sido asociados de forma independiente con un
sistema antioxidante deteriorado y niveles mas altos de peroxidacion lipidica en nifos y
adolescentes (Mansur et al., 2017). A su vez, estudios recientes apoyan que un
crecimiento reducido se relaciona con un mayor nivel de EO, en términos de mayor
dafo o niveles reducidos de antioxidantes (Smith et al., 2016), y que la antioxidacion
mejora paralelamente a la secrecion acentuada de la hormona del crecimiento (Paltoglou

etal., 2015).

Hasta el momento, existe poca informacién disponible sobre los niveles de
actividad antioxidante enzimatica en nifios prematuros, con y sin EUGR, mas alla del
periodo neonatal o de la primera infancia (Kicinski et al., 2019; Nassi et al., 2009).
Igualmente, la relacion entre este déficit del sistema de defensa antioxidante con el
desarrollo de problemas metabolicos posteriores en los sujetos prematuros ha sido
escasamente evaluada. En este sentido, Ortiz et al. observaron como una cohorte de
nifios prematuros con antecedentes de EUGR, en comparacion con nifios sanos a
nacidos a término, exhibian concentraciones menores de CAT y GPx, a su vez
correlacionadas con pardmetros metabolicos de riesgo y biomarcadores inflamatorios
(Ortiz-Espejo et al., 2014). Sin embargo, el estudio no discerni6 si los resultados
podrian depender de la prematuridad o del retraso en el crecimiento posnatal, ya que
ambas condiciones pueden estar involucradas en un estado antioxidante deficiente. Por
tanto, son necesarios nuevos estudios que ayuden a dilucidar si la perturbacion en los
mecanismos de antioxidacion puede ser un factor de programacion potencial en los
nifios prematuros, especialmente aquellos con EUGR, que confiera una mayor

susceptibilidad a los trastornos cronicos relacionados con el EO en la edad adulta.
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5. HIPOSTESIS DE TRABAJO

Los nifios con antecedente de prematuridad (nacidos a las < 32 semanas de EG) y
afectados de un EUGR, comparados con nifios nacidos prematuros con crecimiento
postnatal adecuado y con los nifios nacidos a término sanos, pueden mostrar valores
diferentes en biomarcadores metabodlicos e inflamatorios, asi como alteraciones en el
estado de defensa antioxidante, ya en edades precoces de la vida como en la etapa
prepuberal. Estos cambios podrian condicionar un mayor riesgo cardiovascular en

edades posteriores.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

El objetivo general fue evaluar la influencia de la prematuridad y de la condicién de

EUGR sobre el estado metabdlico, inflamatorio y antioxidante en la edad prepuberal.

6.2. Objetivos especificos

1. Describir, a la edad prepuberal, los datos demograficos, antropométricos, los valores
de TA, perfil lipidico y marcadores del metabolismo hidrocarbonado en nifios nacidos
prematuros con antecedente de EUGR (Grupo EUGR), y compararlos con nifios nacidos
prematuros, pero con un adecuado crecimiento extrauterino adecuado (Grupo AEUG) y

con nifios nacidos a término sanos (Grupo Control).

2. Determinar parametros de inflamacion plasméticos como la PCR, IL-1p, IL-6, IL-8,
HGF, factor de crecimiento neural (NGF), MCP1, TNF-a y PAIl en estos grupos y
compararlos entre ellos.

3. Analizar los niveles plasmaticos de las principales adipoquinas, especificamente

adiponectina, leptina y resistina, en estos grupos y compararlos entre ellos.

4. Dilucidar el estado de defensa antioxidante en nifios prepuberales con antecedentes
de prematuridad, con y sin CER, en comparacién con los nifios del grupo control. Con
este fin, se evaluaron las actividades enzimadticas antioxidantes de los gloébulos rojos
(SOD, CAT, GPx, GR) y los antioxidantes no enzimaticos del plasma (tocoferola,

retinol y B-caroteno) en todos los grupos.

5. Correlacionar los valores de los biomarcadores proinflamatorios, adipoquinas y las
actividades enzimaticas cada uno de ellos entre si, y con los componentes del sindrome
metabolico, para asi intentar clarificar las vias potenciales involucradas en el mayor

riesgo cardiometabolico de los pacientes con antecedente de prematuridad.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Diseiio experimental

El estudio BIORICA (BIOmarcadores de Rlesgo CArdiovascular) es un estudio de
cohorte unicéntrico, prospectivo, descriptivo, observacional y analitico llevado a cabo
en la Unidad de Gestion Clinica de Pediatria del Hospital Universitario Reina Sofia
(HURS) de Cordoba. El Servicio de Andlisis Clinicos del mismo centro, y el
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular II del Instituto de Nutriciéon y
Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Granada han contribuido en su
elaboracion, asi como el Instituto Maimoénides de Investigacion Biomédica de Cordoba

(IMIBIC).

Este estudio se realizd de acuerdo con los Principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos de la Declaracion de Helsinki aprobada en
1964 y revisada por la World Medical Association en 2013 (World Medical
Association, 2013), y fue aprobado por el Comité Etico del Hospital (protocolo n.° 228,
ref. 2466; version 1; 8 de abril de 2014). Los sujetos seleccionados se incorporaron al
estudio tras obtener el consentimiento informado por escrito de uno de los padres o
tutores legales de los nifios. El consentimiento verbal de los nifios fue presenciado y
registrado formalmente. El acceso a los datos médicos se realizd de acuerdo con los
estandares éticos del hospital y se protegid la confidencialidad de toda la informacion

personal.

7.2. Participantes

La muestra del estudio estuvo compuesta por 211 nifios caucésicos reclutados
den el Hospital Universitario Reina Sofia (HURS), hospital de tercer nivel cominmente
referente a nivel comunitario para la asistencia de patologias pediatricas y neonatales,
nacidos entre 1996 y 2008, evaluados en el estadio prepuberal (Tanner 1 y segin
analitica hormonal) y a la edad escolar. Se establecieron tres grupos de estudio, y los
nifios se clasificaron en cada uno de ellos atendiendo a los criterios de inclusion y

exclusion.
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El primer grupo, identificado como el Grupo CER, incluyé a nifios prepuberes
con los siguientes criterios: i) antecedentes de prematuridad, naciendo a las <32
semanas de EG; ii) un peso por encima del P10 para la EG al nacer y sin el diagnostico
prenatal de FGR segin el consenso internacional de Ultrasound Obstetrics and
Gynecology (Gordijn et al., 2016); iii) el desarrollo de una restriccion del crecimiento
posnatal o “un verdadero EUGR”, seglin las definiciones propuestas en la literatura,
esto es, presencia de un percentil de peso inferior al P3 a las 36 semanas de EPM y al
alta de la unidad neonatal (Figueras-Aloy et al., 2020). El nimero inicial de nifios CER
reclutados fue de 55. Posteriormente, 11 nifios fueron excluidos por carecer del
consentimiento informado, y otros 6 candidatos fueron retirados por encontrarse en
etapa pubertad tras el examen fisico y/o la obtencién de los datos hormonales. Asi,

finalmente se seleccionaron un total de 38 nifios en el Grupo CER.

El segundo grupo fue el Grupo CEA, que incluia a 50 nifios en etapa prepuberal
con los siguientes criterios: i) prematuros nacidos con una EG <32 semanas; ii) con un
peso superior a P10 para EG al nacer y sin diagnostico de FGR; ii) presencia de un
crecimiento posnatal adecuado definido como la presencia de un peso > P3 a las 36

semanas de EPM y alta de la unidad neonatal.

Tanto los nifios CER como los nifios CEA se reclutaron a partir de una base de
datos general de nifios prematuros nacidos en nuestra institucion hospitalaria, y que
estaban carentes de enfermedad aguda o crénica no controlada en el momento de la

valoracion a la edad puberal.

El tercer Grupo Control incluyé un total de 123 niflos prepuberales sanos
nacidos a término (38-42 semanas de EG) con un peso adecuado para la EG (2500-3500
g), sin antecedentes perinatales de enfermedad, y nacidos en el mismo periodo de
reclutamiento que los nifios de los otros dos grupos. Estos nifios control fueron
seleccionados tras ser evaluados por sospecha de una enfermedad leve o menor que
requiri6 un analisis de sangre, pero que fue descartada posteriormente por normalidad
tanto en la evaluacion fisica como en los resultados analiticos. No hubo exclusiones ni

abandonos de los grupos CEA y control.
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7.3. Evaluacion Clinica

Los datos clinicos perinatales y la historia de salud personal y familiar de todos los

nifios se registraron retrospectivamente a partir de la historia clinica.

La EG se calcul¢ utilizando la fecha del Gltimo periodo menstrual en las mujeres
con ciclos regulares y/o mediante examen ecografico. El crecimiento fetal de los nifios
se midi6 utilizando percentiles antropométricos para la EG de 24 a 42 semanas (Yudkin
et al. 1987), y se excluyeron aquellos nifios con diagndsticos prenatales de FGR
(Gordijn et al., 2016), IUGR y/o los ninos nacidos PEG (American College of
Obstetricians and Gynecologists, 2019).

En todos los nifios se recogieron los datos perinatales mas relevantes como
fueron la edad materna, presencia de patologia materna pregestacional o gestacional
(preeclampsia, diabetes, obesidad...), tipo y nimero de embarazo, fecha y tipo de parto,
procedimientos prenatales como la administraciéon de corticoides o antibioterapia,
eventos durante el parto, puntuacion del test de Apgar del RN al nacimiento y tipo de
reanimacion, entre otros. Adicionalmente, en los nifios prematuros de los grupos EUGR
y CEA, se recopil6 informacion referente a la etapa posnatal precoz durante su estancia
en la unidad de Neonatologia. Especificamente, se detallo la presencia de morbilidades
neonatales como la enfermedad de membrana hialina, DAP, ECN, hemorragia
intraventricular, sepsis, DBP y ROP. También se describieron las intervenciones mas
relevantes llevadas a cabo en el periodo neonatal, como el tipo terapia respiratoria, la
administracién de surfactante o corticoides postnatales, la necesidad de cirugia para las
patologias ROP, DAP o ECN, asi como la transfusion de hemoderivados, infusiéon de
aminas vasoactivas u otro tipo de terapia/medicamento de interés. Finalmente, se

recopild informacion relativa al aporte nutricional.

Todos los participantes prematuros recibieron cuidados neonatales similares por
el mismo equipo médico y de enfermeria, y el mismo protocolo de nutricion parenteral
establecido en la Unidad de Neonatologia. La nutricion parenteral estuvo compuesta por
las cantidades recomendadas de macro y micronutrientes y vitaminas/minerales, e

individualizadas seguin las variables de EG, peso, dias de vida, evoluciéon clinica y
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pardmetros bioquimicos nutricionales (Mufioz et al., 2007). Dichos prematuros también
recibieron un protocolo de nutricidon enteral similar, inicialmente con alimentacion
tréfica y posteriormente alimentacion completa con leche materna propia fortificada y/o

formula para RN prematuros.

7.4. Antropometria, Exploracion Fisica y Medida de la Tension Arterial

Los parametros antropométricos estudiados al nacimiento fueron peso, longitud vértice-
talon, perimetro craneal y perimetro tordcico, determinados en las primeras 24 horas de
vida. En los nifios nacidos prematuros, también se evaluo el peso a las 36 semanas de
EPM vy al alta de la unidad neonatal, quedando asi clasificados en los grupos EUGR y
AEUG segun las tablas de percentiles de peso por edad, sexo y EG de Carrascosa y

colaboradores (Carrascosa et al., 2008).

Se realizé una exploracion fisica completa a todos los participantes en edad
prepuberal, incluyendo el peso y la longitud, que se midieron de acuerdo con protocolos
estandar con un estadiometro HEALTH SCALE® ADE RGT-200 stadiometer (ADE,
Hamburg Germany), con sujetos descalzos y con ropa minima. El retraso ponderal o en
la talla se defini6 como un percentil de peso o de talla < al P10 en el momento de la
evaluacion. Se definid el retraso peso-talla como la presencia de un percentil tanto de

peso como de talla < al P10 en el momento de la evaluacion.

El IMC se calcul6 como peso (kg)/altura2 (m). Las puntuaciones Z de peso,
longitud e IMC se calcularon utilizando las tablas de percentiles de crecimiento estandar
para la poblacion espafiola (Hernandez et al., 1988). La obesidad se defini6 como un
percentil de IMC >p 97 en la etapa prepuberal, segun Cole et al. (Cole et al., 2000), y
especifico por edad y sexo. Adicionalmente, se registrd el perimetro abdominal en cm,
definido como el didmetro intermedio entre la ultima costilla y la cresta iliaca superior,

medido con una cinta métrica flexible al final de la espiracion.
En el examen fisico se evalu6 la madurez sexual segun las etapas de Tanner

(Bornstein et al., 2018). Todos los nifios incluidos en el presente estudio presentaban un

estado prepuberal (Tanner 1), confirmado por la exploracion fisica y la medicion de

60



Material y métodos

hormonas sexuales en sangre (hormona foliculo estimulante, hormona luteinizante,

estradiol y testosterona).

La TA sistolica (TAS) y la TA diastolica (TAD) fueron medidas en milimetros
de mercurio (mmHg) con un esfigmomanometro digital de cero aleatorio (Dinamap V-
100) dos veces por el mismo observador. Los sujetos permanecieron en posicion supina
durante >5 min y se colocé un manguito pediatrico alrededor del brazo izquierdo. Se
calcularon los percentiles de TAS y TAD, segun edad y sexo del participante. La HTA
se definié como niveles de TA > percentil 95 (P95) y la prehipertension como P90-94
(National High Blood Pressure Education Program Working Group et al., 2004).

7.5. Valoracion Nutricional y de Actividad Fisica

Para evaluar los patrones alimentarios y la ingesta de nutrientes, a todos los
participantes en la edad prepuberal se les aplicd un cuestionario estandarizado de
frecuencia de alimentos, basado en el consumo de alimentos durante el Gltimo afio, y un
recordatorio de la dieta de 24 h durante tres dias consecutivos. La estimacion de la
energia diaria, la ingesta de fibra y la composicion de macronutrientes de la dieta se
realizd mediante el programa informatico “ODIMET®" (Organizador Dietético
Metabdlico)” diseniado por el Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela
(Espana 2008). Ninguno de los nifios recibié suplementos vitaminicos. La informacion
dietética obtenida se compar6 con las tablas incluidas en la Guia de Habitos
Alimentarios Saludables disefiada por la Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria

(Gil, 2017).

Los datos sobre la actividad fisica (AF) se recogieron mediante un cuestionario
estandarizado (Pianta et al., 2007), validado para nifios prepuberales. Se obtuvo
informacion sobre diferentes patrones de AF y su frecuencia (no AF, AF una vez a la
semana, dos, tres 0 mas de tres veces a la semana). Igualmente, dicha informacion se

comparo con las recomendaciones estandarizadas (World Health Organization, 2010).
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7.6. Muestreo y Analisis Bioquimico General

Se recogieron muestras de sangre a todos los nifios a las 09.00 h en el HURS, después
de un ayuno nocturno de 12.00 h y en reposo, utilizando una via venosa permanente
(vena cubital mediana) para extraer 3 ml de sangre usada para la obtencion de suero y
plasma. Se extrajo otra muestra de 3 ml en un tubo con EDTA-Na, (4cido
etilendiaminotetraacético sodico, como anticoagulante) y se centrifugé a 3.500 x g
durante 10 min. El plasma y la capa leucocitaria se extrajeron en diferentes tubos
Eppendorf, y los eritrocitos se lavaron tres veces con NaCl (0,9 %) y se lisaron con agua
fria. Se realiz6 un proceso de centrifugacion a 3.500 rpm durante 10 min para permitir
la separacion del suero. Las muestras de suero se analizaron dentro de las 2 h
posteriores a la recoleccion, mientras que el resto de las muestras se dividieron en

alicuotas y se congelaron a -80 °C hasta su analisis.

Los parametros bioquimicos generales evaluados fueron el colesterol sérico
total, colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDLc), colesterol de lipoproteinas de
baja densidad (LDLc) y triglicéridos. Los marcadores del metabolismo de los
carbohidratos fueron la glucosa y la insulina. La resistencia a la insulina se calculd
mediante el indice de evaluacion del modelo homeostitico (HOMA-IR = insulina
(mU/I) x glucosa (mmol/1)/22,5). También se analizaron las hormonas sexuales,
incluidas la hormona foliculoestimulante y la hormona luteinizante, el estradiol y la

testosterona.

El andlisis de estos parametros bioquimicos se llevo a cabo en el Laboratorio de
Bioquimica Clinica del HURS, mediante métodos de laboratorio estandarizados y con
controles de calidad externos e internos de acuerdo con los protocolos del hospital. Se
utilizaron los autoanalizadores Architect ¢16000 e i2000SR (Abbott Diagnostics®,
Madrid Espana).

7.7. Biomarcadores de Inflamacion

Los biomarcadores inflamatorios se midieron en plasma. Los niveles de PCR se

cuantificaron utilizando el autoanalizador Architect c16000 (Abbott Diagnostics®,
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Abbott Laboratories) mediante inmunoensayo turbidimétrico con particulas de latex.
Los parametros HGF, IL-6, IL-8, IL 1-B, MCP-1, NGF, TNF- a y PAI-1 se midieron
utilizando el citdmetro Luminex 200 (Tecnologia Luminex® X MAP™ (Labscan™
100), Luminex Corporation, Austin, TX, EE. UU) con los kits MilliplexTM MAP de
Millipore® HADK2-61KB y HADKI1-61KA (Human adipokine Panel B y A

respectivamente).

7.8. Adipoquinas

Se analizaron las concentraciones plasmaticas de las adipoquinas adiponectina, resistina
y leptina (Cat. HADK2- 61K-B), usando los kits LINCOplex de anticuerpos
monoclonales humanos (Linco Research, St Charles, MO , EE. UU.) en el sistema
Luminex 200 (Tecnologia Luminex® X MAPTM (LabscanTM 100), Luminex
Corporation, Austin, TX, EE. UU.). Dicho sistema detecta de manera simultinea
multiples analitos con un citometro con placas de filtro de 96 pocillos. Cada kit
utilizado se valid6 en cuanto a sensibilidad, recuperacion, linealidad, precision y
especificidad. Se realiz6 un inmunoensayo en la superficie de microesferas codificadas
con fluorescencia de polietileno. Esta superficie se cubre con un anticuerpo de captura
especifico que se une selectivamente a la adipoquina investigada, introduciendo
simultdneamente un anticuerpo de detecciébn marcado. Esta mezcla de reaccion se
incuba y, mediante una sefial de diodo laser de cada microesfera, se identifica y
cuantifica. Todos los analitos se probaron individualmente y en combinacién para
garantizar su compatibilidad con el sistema multiplex, seglin los protocolos técnicos de

Millipore®.

7.9. Antioxidantes Enzimaticos Endogenos

Las actividades de las enzimas antioxidantes CAT, GR, GPx y SOD se analizaron en
eritrocitos lisados mediante técnicas espectrofotométricas y utilizando un lector de

microplacas BIO-TEK Synergy HT® (BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,
EE. UU.).
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La actividad de CAT se midi6 evaluando la descomposicion del peroxido de

hidrégeno en agua a 240 nm (x30) y se expresé como kat/gHb.

La actividad de GR se cuantifico espectrofotométricamente mediante el analisis
a 340 nm para medir la reducciéon de glutation oxidado a glutation reducido (x31). Los

resultados se expresan como umol/min/gHb.

La actividad de GPx se determind evaluando el glutation oxidado producido en
la reaccion catalizada por esta peroxidasa a 340nm (x32), y su actividad se expresa

como umol/min/gHb.

Se realizd6 un andlisis dicromatico (415/450 nm) para determinar la actividad
SOD, usando xantina y xantina oxidasa para producir radicales superdxido usando una

curva estandar. Los resultados se expresan como U/gHb.

7.10. Antioxidantes No Enzimaticos Exogenos

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de retinol, B-caroteno y a-tocoferol,
mediante extraccion con solventes y cromatografia liquida de ultra alta presion acoplada
a espectrometria de masas (UHPLC-MS) (x33). El procedimiento de medida consistid
en precipitar, brevemente, 100 pl de plasma con 300 pl de isopropanol, para su posterior
centrifugacion a 11 200 g durante 10 min. A continuacion, se inyectaron 5 pl del
sobrenadante en una columna ACQUITY UPLCr BEH C18 de 50 mm con un diametro
interno de 2,1 mm y un tamafio de particula de 1,7 um a 50 °C (Waters Corporation,

Milford, MA, EE. UU.), obteniendo asi la concentracion de los antioxidantes.

El retinol, el B-caroteno y el a-tocoferol se diluyeron utilizando acido féormico al

0,1 % en metanol como disolvente a un caudal de 0,600 ml/min.

El espectrometro de masas acoplado al UHPLC fue un XEVO-TQS (Waters
Corporation, Milford, MA, EE. UU.) utilizado las siguientes condiciones: polaridad
API+, corriente eléctrica de descarga de aguja corona (uA): 0,54; temperatura de la
fuente: 123°C; temperatura de la sonda: 500°C; flujo de gas del cono: 147 L/h; flujo de

gas de desolvatacion: 704 L/h; y caudal de gas de colision: 0,17 ml/min.
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7.11. Analisis Estadistico

Se consideraron candidatos al estudio todos los nifios con antecedentes de prematuridad
nacidos en la unidad neonatal del HURS durante el periodo de tiempo mencionado

(1996-2008) con los criterios de inclusion descritos anteriormente.

Para determinar de tamafio de la muestra se asumid una diferencia del 30% en
los valores medios de las principales variables de estudio, un error a de 0,05, un error 3
de 0,1 en un contraste de hipotesis bilateral y una pérdida de seguimiento del 15-20%.
Atendiendo a estas condiciones, el tamafio muestral para realizar el estudio fue de 185,
estimandose 37 nifos para el grupo EUGR, 37 nifios para el grupo AEUG, y 111 nifios
control (1:1:3). Todos los resultados se ajustaron al sexo, peso al nacer y edad en el

momento de la evaluacion en la etapa prepuberal.

El anélisis estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando el software PASW
statistics 18 (IBM SPSS, Inc.) y el software SPSS v25 (IBM SPSS, Inc. Chicago, IL,
USA) con la colaboracion de la Unidad de Apoyo Metodoldgico a la Investigacion del
IMIBIC del HURS.

El estudio estadistico incluyo:

a) Analisis descriptivo para las variables cuantitativas mediante la estimacion de
la media y desviacion estandar (DE), o la mediana y el rango intercuartilico (RIC). Las

variables cualitativas se evaluaron mediante recuentos (n) y porcentajes (%).

b) Determinacion de la normalidad de la distribucion de los datos usando la
prueba de Shapiro-Wilk, asi como de la homogeneidad de las varianzas mediante la
prueba de Levene. Se aplicaron test paramétricos si las muestras seguian una
distribucion normal y las varianzas eran homogéneas, y test no paramétricos en caso

contrario.

¢) Comparacion de las variables categoricas entre los grupos mediante pruebas

chi-cuadrado (y2) para tablas de contingencia.
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d) Comparacion de las variables cuantitativas entre los tres grupos mediante el
andlisis de varianza (prueba paramétrica) o la prueba de Kruskal-Wallis (prueba no
paramétrica). Se utilizo la prueba t de Student (prueba paramétrica) o la prueba U de
Mann-Whitney (prueba no paramétrica) para las comparaciones de las variables

cuantitativas entre dos grupos.

e) Calculo de los coeficientes de correlacion r de Pearson (correlaciones
paramétricas) y rtho de Spearman (correlaciones no paramétricas) para evaluar la

asociacion entre las variables recolectadas.

f) La asociacion entre las condiciones de EUGR y AEUG con las variables
demograficas, antropométricas, TA 'y parametros metabolicos, inflamatorios,
adipoquinas y antioxidantes en la edad prepuberal se estudid6 mediante un modelo de
regresion logistica, estimando los valores de odds ratio (OR) e intervalos de confianza
del 95% (IC 95%). Las variables que mostraron asociacion con un valor de P < 0,25 se
utilizaron para el andlisis de regresion logistica multiple. Mediante la seleccion del
método hacia atras, las variables con valores de P > 0.15 para el estadistico de Wald

fueron eliminadas una a una del modelo hasta obtener la estimacion de la OR ajustada.

En todas las pruebas estadisticas se consideraron valores significativos aquellos
cuyo nivel de confianza fue superior al 95%, es decir, un error alfa inferior a 0,05

(P<0,05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se anexan los articulos originales publicados derivados de la presente
tesis doctoral presentada por compendio de articulos revisados por pares, indicando los
indices de calidad. En cada uno se detallan los apartados especificos expuestos, y se

muestran los resultados y la discusion derivados del estudio.
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11. CONCLUSIONES

11.1. Conclusion general

El presente estudio respalda la hipdtesis de que un retraso posnatal precoz del
crecimiento en los recién nacidos prematuros, puede promover riesgo de hipertension y
alteraciones metabdlicas en la edad prepuberal. En los nifios con antecedentes de retraso
del crecimiento extrauterino el vinculo entre una mayor inflamacién de bajo grado y un
perfil adverso de adipoquinas relacionados con un tejido adiposo aberrante, unido a un
estado antioxidante inapropiado, puede jugar un papel importante en esta programacion
cardiometabdlica y en el desarrollo de riesgo cardiovascular en el adulto. Por ello, este
estudio brinda nuevos conocimientos para el desarrollo de enfoques preventivos y de
intervencion especifica y posibles dianas terapéuticas para el manejo de las
consecuencias adversas para la salud a largo plazo en los nifios con antecedentes de

prematuridad y retraso del crecimiento postnatal.

11.2. Conclusiones especificas

1. La asociacion de prematuridad con un crecimiento postnatal deficiente, conlleva a
mayor riesgo de hipertension y cambios adversos en el perfil lipidico e hidrocarbonado
ya desde la infancia. La persistencia de estas anomalias en el tiempo puede aumentar la

posibilidad de complicaciones cardiometabdlicas en edades posteriores de la vida.

2. Los nifios con antecedentes de prematuridad expuestos a un ambiente de crecimiento
extrauterino desfavorable podrian desarrollar, por el estrés metabolico, una
programacion del tejido adiposo postnatal precoz, con cambios en su composicion
corporal que favorezcan la concentracion de adipocitoquinas proinflamatorias y un
déficit de las antiinflamatorias. Este hallazgo podria desempefiar un papel fundamental

en la patogenia de patologias cronicas a largo plazo y riesgo cardiovascular.

3. El retraso del crecimiento extrauterino significativo en los nifios nacidos prematuros
induce un mayor deterioro del sistema de defensa antioxidante en la edad prepuberal,
pudiendo contribuir en la mayor susceptibilidad para el desarrollo de enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo en la edad adulta.
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