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ACVRIIB: Activin type 11B

Adiponectina-APM: adiponectina de alto peso molecular
AEG: peso adecuado para la edad gestacional
AGL.: acidos grasos libres

AgRP: proteina r-argouti

alMT: grosor de la intima media aortica
C/EBPa: CCAAT enhancer-binding protein alfa
cIMT: grosor de la intima media carotidea

DE: desviacion estandar

CMO: contenido mineral 6seo

DXA: absorciometria fotonica de doble energia de rayos X
FSH: hormona foliculo-estimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas
GH: hormona de crecimiento

HOMA: homeostatic model assessment

IL-6: interleuquina-6

IL-10: interleuquina-10

IRS: receptor de la insulina

IMC: indice de masa corporal

IGFs: insulin like growth factors

LA: lactancia artificial

LM: lactancia materna

LPL: lipoprotein lipasa

LSH: lipasa sensible a hormona

NAFLD: non alcoholic fatty liver disease
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NASH: esteatosis hepatica no alcohdlica

NFKkB: factor nuclear kB

NPY: neuropéptido Y

PEG: pequefio para la edad gestacional

PPARYy: peroxisome proliferator-activated receptor gama
POMC: pro-opiomelanocortina

Pref-1: factor pre-adipocitario 1

SM: sindrome metabdlico

Smad-2/3 : small mothers against decapentaplegic
TA: tejido adiposo

TAB: tejido adiposo blanco

TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa

TGF-beta: factor de crecimiento transformador beta

VCAM-1: vascular celular adhesion molecule-1

Via ERK/MAPK: via quinasa reguladora de la sefial extracelular
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1.1 BAJO PESO AL NACER: DEFINICION

Aproximadamente el 5% de los recién nacidos presentan un peso y/o longitud al nacer por
debajo de los limites normales para su raza y entorno [medidos en desviaciones estandar
(DE) de la media poblacional]. Actualmente, se define como recién nacido de bajo peso
[pequefio para la edad gestacional, PEG] aquél que nace con un peso y/o longitud igual o
inferior a -2 DE para la edad gestacional y sexo [1]. El retraso del crecimiento intrauterino
(RCIU) es un concepto dinamico diagnosticado mediante ecografia fetal y en la mayoria
de los casos se debe a una insuficiencia placentaria medida por disminucion de los flujos
Doppler umbilicales [2,3] y fetales que puede estar asociada a patologia o desnutricion
materna pero puede estar relacionado también con enfermedades infecciosas, consumo
de drogas o farmacos, factores genéticos y ambientales (ver Tabla 1) [4]. La Sociedad
Americana de Obstetricia y Ginecologia define el retraso de crecimiento intrauterino cémo
“un feto que no puede alcanzar su potencial de crecimiento” y en el que su estimacién de
peso resulta inferior al percentil 10 (p10) segun las curvas obstétricas [5]. En el estudio
Irlandés PORTO se estima el riesgo fetal de padecer RCIU no solo segun el percentil de
crecimiento sino también si el feto presenta ademas alteracion del doppler de la arteria

umbilical [6].
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Tabla 1. Etiologia del Retraso del Crecimiento Intrauterino

Fetal

Aneuploidia (trisomia 13, 18 y 21, triploidia, disomia uniparental)
Malformaciones Fetales (gastrosquisis, onfalocele)

Gestacion Multiple

Infecciones (toxoplasmosis, rubeola, citomegalovirus, herpes)

Materna

Hipertension

Diabetes

Enfermedad Renal

Enfermedad Vascular

Enfermedad Inflamatoria intestinal

Hipoxia (enfermedad pulmonar, enfermedad cardiaca)
Lupus eritematoso sistémico, sindrome antifosfolipidos

Trombofilia (Factor V de Leiden heterozigoto, Gen de la Protrombina G20210A

heterozigoto, MTHFR heterozigoto)
Malformaciones uterinas (miomas, Utero bicornio o septo)

Placentaria

Placenta previa

Tumores Placentarios

Mosaicismos

Ambiental

Estado socioecondémico bajo

Malnutricion

Tabaco

Alcohol

Drogas (cocaina, heroina, metadona, agentes terapéuticos)
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1.2CRECIMIENTO FETAL

El crecimiento fetal es un proceso complejo que depende del genotipo y epigenotipo del
feto, de la nutricibn materna, de la accesibilidad de nutrientes y de oxigeno al feto, de
noxas intradatero (hipoxia, infeccion, tabaco) y de una variedad de factores de crecimiento
y proteinas de origen materno o placentario.

El factor genético influye en el crecimiento fetal principalmente en la primera mitad del
embarazo. Por ejemplo la correlacion entre bajo peso de la madre al nacer y bajo peso
del neonato explica un efecto materno inter-generacional sobre el peso al nacer [7]. Los
genomas parentales marcan una huella genémica o genomic imprinting desde la
gametogénesis y explican entre un 35- 40% de las variaciones observadas en el peso al
nacer. Este regulador genético viene modulado por otros reguladores de crecimiento
externo: el regulador hormonal de origen fetal estimulante, y el regulador ambiental de
origen materno y casi siempre restrictivo. Las principales hormonas implicadas en el
control del crecimiento fetal son diferentes de las relacionadas con el crecimiento
postnatal. Actualmente se conoce que el control fetal se debe a dos sistemas endocrinos:
la insulina y el sistema de los insulin-like growth factors (IGFs). La insulina materna no
atraviesa la barrera utero-placentaria, por lo que la insulina deriva del propio feto, aunque
existe una correlacion entre los niveles de insulina materna y el peso fetal. En los casos
de restriccion del crecimiento prenatal, existe una relativa resistencia a la insulina, a IGF-1
y a la hormona del crecimiento (GH). La regulacién de las proteinas transportadoras de
IGF también parece estar alterada [8].

Existen dos tipos de patrén anormal del crecimiento: simétrico y asimétrico. El patron de
crecimiento simétrico ocurre durante el primer trimestre del embarazo cuando el

crecimiento fetal es debido principalmente a la division celular. Se caracteriza por el
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tamano reducido del esqueleto, cabeza, perimetro abdominal, peso, longitud y perimetro
craneal que se situan por debajo del p10. Este tipo de crecimiento ocurre en un 20-30%
de los nifios con crecimiento fetal restringido, y las causas mas comunes son
malformaciones congénitas, drogas y otros agentes quimicos, o patologia metabdlica
materna [9]. El patron de crecimiento asimétrico ocurre durante el segundo y tercer
trimestre del embarazo y es debido a una inadecuada presencia de substratos para el
metabolismo fetal, lo que determina un menor tamafio celular y menor peso fetal, con
menos efectos en el niumero total de células, longitud y perimetro craneal. Este patrén de
crecimiento afecta al 70-80% de nifios con retraso del crecimiento fetal y es debido
principalmente a una disminucién de la perfusion utero-placentaria [10]. En el feto, la GH
no juega un papel importante, siendo el eje de IGF el que controla directamente el
crecimiento fetal. El IGF-1 es un polipéptido con estructura homologa a la pro-insulina,
con un peso molecular de 7,5 kDa; esta codificado en el brazo largo del cromosoma 12.
Su estructura similar a la insulina explica la capacidad de IGF-1 para unirse al receptor de
la insulina, aunque con menor afinidad. Los IGFs se sintetizan en la mayoria de los tejidos
siendo el higado la principal fuente de IGF-1. IGF-1 y IGF-2 promueven el crecimiento
fetal y post-natal ligando el receptor de IGF-1 que se encuentra en todos los tejidos
incluida la placenta. Seis proteinas transportadoras modulan la accion del eje IGF
(IGFBP-1 hasta IGFBP-6). [11]. Estas proteinas estan formadas por 200-300
aminoacidos, y su peso molecular es de 25-31 kDa. La afinidad de las IGFBP por IGF
esta determinada por su estado de fosforilacion, siendo las formas mas fosforiladas las de
mayor afinidad. Los niveles de IGFs y de las proteinas transportadoras estan
significativamente influenciadas por la nutricion fetal y por los niveles de insulina [12]. En

el feto normal, los niveles de IGF-1 derivan principalmente de tejidos fetales y pueden
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estar modulados por la placenta; aumentan significativamente entre las semanas 18-40,

pero son cuatro veces inferiores a los niveles maternos [13].

Fig.1 Eje GH-IGF-IGFBPs
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binding proteins

La nutricion materna puede alterar la expresion de genes fetales a través de la metilacion
del ADN del genoma fetal y el imprinting de estos genes. El retraso de crecimiento fetal
“idiopatico” podria deberse a alteraciones en el eje de IGF incluyendo mutaciones en
heterozigosis, polimorfismos o0 mecanismos de regulacion epigenética [14].

El crecimiento fetal es un proceso dinamico y esta intimamente ligado a la transferencia
de nutrientes a través de la placenta, que a su vez esta regulada por varios genes. El
imprinting de estos genes (como el lactégeno placentario o hormonas esteroideas) y

genes del eje de IGF estan involucrados en la regulacion de esta transferencia de
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nutrientes a través de la placenta y como consecuencia del crecimiento fetal [15,16]. Se
conoce que la aceleracion del crecimiento del segundo y tercer trimestre de gestacion se
debe a la mayor o menor expresion de genes promotores o supresores del crecimiento,
respectivamente. En fetos con patron de crecimiento normal los cambios dinamicos del
imprinting de estos genes optimizan el crecimiento fetal/placentario manteniendo un
balance entre la expresién de los genes paternos que son promotores de crecimiento y
los genes maternos que son supresores. Se ha demostrado que algunos de estos genes
supresores del crecimiento estdn mas expresados en las placentas de fetos con bajo

peso [17,18].

1.3 BAJO PESO AL NACER Y PROGRAMACION FETAL (FETAL PROGRAMMING)

La palabra programming se refiere a un mecanismo mediante el cual una agresién en un
periodo critico de la vida fetal o del desarrollo puede crear una predisposicion a padecer
una enfermedad a lo largo de la vida. Fetos expuestos a condiciones subdptimas durante
la vida intrauterina programan mecanismos de desarrollo para la supervivencia
anticipando condiciones similares postnatales. Si en la vida postnatal los recursos son
abundantes, el organismo no esta preparado para hacer frente al cambio y se hace mas
sensible al desarrollo de enfermedades [19]. Integrado al concepto de reprogramacion
fetal es la existencia de una ventana de sensibilidad, un periodo de tiempo durante el cual
el organismo es particularmente sensible a las condiciones ambientales. Este periodo se
caracteriza por cambios dinamicos y aumento de velocidad en la
diferenciacion/proliferacion celular. El periodo intrauterino es un periodo clave de
plasticidad del desarrollo y de maxima sensibilidad a insultos externos, aunque existen
otras ventanas de sensibilidad cdmo el periodo pre-concepcional y el periodo inmediato

post-natal [20]. Otros autores introducen una hipotesis alternativa segun la cual el estrés
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intraltero causa una predisposicion a desarrollar enfermedades cronicas pero solo si en
el periodo post-natal se manifiestan factores estresantes adicionales como obesidad o
dieta hipercaldrica. Esto ocurriria por ejemplo en paises con un nivel de desarrollo medio
donde a la escasa nutricion intrauterina seguiria una sobrenutricion en la vida adulta con

el consecuente incremento de incidencia de diabetes [21].

1.4 RELACION ENTRE BAJO PESO AL NACER Y SINDROME METABOLICO

1.4.1 Definiciéon de sindrome metabdlico (SM)

La asociacion entre bajo peso al nacer con hipertension y diabetes tipo 2 [hipotesis del
“origen fetal” del sindrome metabdlico (SM)], fue descrita en adultos hace 30 afos por
Barker y cols. [22-25]. Posteriormente el hipocrecimiento prenatal y el crecimiento rapido
posterior se han relacionado con el desarrollo de enfermedad coronaria en la edad adulta
[26], y con otros componentes del denominado SM algunos de manifestacion mas precoz:
resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, diabetes tipo 2, hipertension, aumento
de los depdésitos de grasa visceral de distribucion central con o sin obesidad, dislipemia,
hiperandrogenismo ovérico, alteracion de marcadores de inflamacion cémo la PCR
ultrasensible e higado graso [27]. El acumulo de grasa visceral y la resistencia a la
insulina tendrian un papel fundamental en la génesis del SM. Aunque la definicion de SM
sigue siendo controvertida, algunas de las alteraciones asociadas a riesgo cardiovascular
son detectables ya en edad pediatrica, habiéndose desarrollado criterios de SM en nifos.
Independientemente de las diferencias raciales, la obesidad visceral, la resistencia a la
insulina, la hipertension y las concentraciones bajas de adiponectina se han propuesto
como los marcadores mas fiables del sindrome metabdlico en nifios [28]. La disminucion

de la produccion de adiponectina, una adipoquina con propiedades anti-diabéticas, anti-
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arteroesclerdticas y anti-inflamatorias, seria un marcador precoz del SM [29, ver
adiponectina apartado 1.7.1].

La prevalencia de SM ajustada por la edad entre la poblacion adulta en Estados Unidos
es de 23,7% o 47 miliones de personas y la prevalencia aumenta desde 6.7% en
individuos entre 20-29 afios hasta mas del 40% en personas de mas de 60 afios [30]. Otro
estudio detecta una prevalencia en Estados Unidos en adolescentes del 9,2% siendo la
prevalencia mucho mas alta, estimada en un 38,7%, en nifios con obesidad moderada y

hasta un 49,7% en nifios con obesidad morbida [31,32].

1.4.2 Patogénesis del SM en niflos PEG

La patogénesis del SM no estad del todo esclarecida. Se ha descrito que fetos PEG
presentan un deterioro del doppler de la arteria umbilical que conlleva a cambios
fisiopatolégicos durante la vida fetal. Segun la teoria del programming, el feto responde a
la disfuncién placentaria con mecanismos compensatorios preservando el cerebro y el
miocardio y llevando a la descompensacion otros o6rganos como higado, muasculo,
pancreas, rifidbn y tejido adiposo [33]. Las células responden al estrés con cambios
epigenéticos (cambios en la funcion del gen sin cambios en la secuencia genética) como
alteracion de la metilacién o transcripcion de los genes, ademas presentan disfuncion
mitocondrial y estrés oxidativo, y alteraciones especificas en cada o6rgano [19]. La
reprogramacion anormal del pancreas es uno de los mecanismos principales que llevaria
al SM. En animales de experimentacion el estrés prenatal durante la gestacion puede
reducir la masa y la funcion de las células beta con una disminucion de la respuesta de la
insulina a los niveles de glucosa [34].

Las funciones de la insulina son bien conocidas:
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- aumenta el transporte de glucosa hacia el musculo y tejido adiposo (a través del
enzima GLUT-4), reduce la produccion hepatica de glucosa (inhibe la
gluconeogénesis y la glucogenolisis), y estimula la sintesis de glucogeno

- aumenta el aclaramiento de los triglicéridos transportados a través de los
guilomicrones en la circulacion e inhibe su catabolismo a través de la inhibicion de
la lipasa sensible a hormona (LSH)

- en los adipocitos aumenta la sintesis de triglicéridos a partir de la reesterificacion
de los acidos grasos libres (AGL)

- activa selectivamente la lipoproteina-lipasa del tejido adiposo e inhibe la muscular
permitiendo almacenar los triglicéridos en el tejido adiposo

- disminuye el flujo de AGL hacia el higado e inhibe la cetogénesis hepatica

- aumenta la sintesis proteica y reduce el catabolismo proteico muscular.

El estrés prenatal promueve una alteracion de la respuesta a la insulina en el higado, con
consecuente gluconeogénesis hepatica que contribuiria a la hiperglucemia, ademas existe
un incremento de los niveles de triglicéridos por el aumento de la sintesis de los acidos
grasos hepdticos y disminucion de la beta oxidacion [35]. También a nivel del musculo
esquelético se produce un mecanismo de resistencia a la insulina, siendo
significativamente menor en estos fetos el contenido de glucégeno y la captaciéon de
glucosa a través de la enzima 2-desoxiglucosa estimulada por la insulina (en condiciones
normales el 80% de la captacion total de la glucosa del organismo ocurre en musculo
esquelético) [36]. A nivel del tejido adiposo las alteraciones intraltero provocan un
aumento de citoquinas pro-inflamatorias como Tumor Necrosis Factor-alfa (TNF-a),
Interleuquina 1-beta (IL1-B) e Interleuquina-6 (IL-6), que actian en tejidos sensibles a la
insulina cémo el musculo esquelético, el higado y el endotelio, determinando un estado de

inflamacion. Ademas el aumento de los AGL inhibe la captacion de glucosa estimulada
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por la insulina en el musculo y reduce la lipolisis dependiente de la insulina [37]. Estos
mecanismos parecen estar relacionados, como se demuestra en un estudio en ratas, con
una alteracion a nivel de las vias de sefalizacion activadas por el receptor de la insulina,
dado que ratas con retraso de crecimiento tienen niveles bajos de fosfatidilinositol 3-
guinasa y de proteina quinasa B pero niveles similares del receptor de insulina y de

fosforilacion de la tirosina a nivel del receptor [38].

1.5 HIPERINSULINISMO Y GANANCIA PONDERAL EN INDIVIDUOS CON BAJO
PESO AL NACER: RELACION CON EL SM

1.5.1 Crecimiento recuperador o catch-up

El 90% de los individuos PEG han recuperado el percentil de crecimiento que
genéticamente les corresponde a los 2 afios de edad. Este crecimiento recuperador o
catch-up es un mecanismo de supervivencia y de compensacion a la desnutricion
intrauterina y se refiere a un aumento de la velocidad de crecimiento con consecuente
cambio en el percentil de crecimiento. EI mecanismo por el cual se produce todavia no
estd bien esclarecido, se han propuesto dos hipoétesis: la hipétesis neuroendocrina y la
hipétesis de la placa de crecimiento [39]. Segun la hipétesis neuro-endocrina hay
mecanismos propios del sistema nervioso central que van ajustando el crecimiento,
regulando la talla actual del individuo segun la que le corresponderia por la edad, de
acuerdo con su potencial genético y la talla media parental. La otra teoria sugiere que el
crecimiento recuperador es debido a mecanismos intrinsecos a la placa de crecimiento
[40]. La nutricidn jugaria un papel fundamental en los mecanismos que producen el catch-
up (ver apartado 1.9). En la mayoria de nifios PEG, el catch-up empieza rapidamente en

las primeras semanas postnatales, y se ha producido ya a los 12 meses de edad [41].

30



Estudios recientes han demostrado que el bajo peso al nacer per se no es un factor clave
en la génesis de las alteraciones que componen el SM. Sin embargo, la combinacién de
bajo peso al nacer con un crecimiento recuperador exagerado postnatal, especificamente
con una ganancia rapida de peso en los primeros meses de vida, parece ser el elemento
fundamental que conlleva al desarrollo completo del SM ya en la adolescencia y se
relaciona con la teoria de la programacion fetal [42,43]. Esta secuencia también se ha
observado cuando se combina un peso al nacer dentro del rango adecuado para la edad
gestacional con una ganancia rapida de peso y el desarrollo ulterior de obesidad. En ratas
sin bajo peso al nacer el aumento de ingesta caldrica durante los primeros dias de vida
provoca una aceleracién del crecimiento y un aumento de las concentraciones de insulina,

colesterol, tension arterial y obesidad [44].

1.5.2 Programacion fetal y resistencia a la insulina

Segun la teoria del “fetal programming”, la malnutricibn durante épocas criticas del
crecimiento y desarrollo puede alterar estructuras y funciones de algunos Organos
especialmente del sistema neuro-endocrino y determinar cambios permanentes en el
metabolismo glucosa-insulina, como una reduccion de la secrecion de insulina o
resistencia a la insulina, mecanismo denominado hipétesis del fenotipo del ahorro [45]. En
condiciones de malnutricion un genotipo que confiere resistencia a la insulina seria
preferentemente seleccionado durante la evolucion porque incrementaria la
supervivencia. Este fenbmeno se conoce como la hipotesis de la supervivencia de los
nifios PEG [46]. La adaptacion a la malnutricion intrautero aumenta la sensibilidad de los
tejidos periféricos a los glucocorticoides y la insulina, mejorando la supervivencia y
aumentando el crecimiento pero programaria al feto a aumentar el apetito con

consecuente desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina. La hipétesis alternativa
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sugiere que el estado de resistencia a la insulina en los PEG estaria ya determinado
genéticamente independientemente del ambiente intrauterino desfavorable cémo
consecuencia de una predisposicion genética a alteraciones metabdlicas. Segun esta
teoria (fetal-insulin hypothesis) habria polimorfismos o mutaciones en los genes asociados
a resistencia a la insulina que alterarian el crecimiento intrauterino, y aumentarian la
susceptibilidad para diabetes tipo 2. Las alteraciones monogénicas que alteran la
secrecion de insulina fetal causan retraso de crecimiento durante el tercer trimestre justo
cuando el aumento de insulina es el factor de crecimiento mas importante [47]. Estos
desérdenes genéticos son raros, por lo cual la teoria actual es que ambas hipotesis, la
genética junto con los factores ambientales y sus interacciones contribuyan al desarrollo
del SM [48].

La resistencia a la insulina seria el mecanismo clave que llevaria al desarrollo del SM. Los
primeros estudios retrospectivos describieron que adultos jovenes que habian nacido con
bajo peso ya presentaban resistencia a la insulina a pesar de tener el mismo indice de
masa corporal (IMC) [49]. También Ong et al. demostraron que el “catch-up” que realizan
estos nifios durante los primeros 3 afios de vida se acomparfiaba de un incremento de los
niveles de insulina y de IGF-1 a los 8 afios de edad que se correlacionaba positivamente
con el IMC [50,51].

Estudios prospectivos mas recientes demuestran que los nifios PEG nacidos a término
presentan al nacer insulinas mas bajas que los nifios con peso adecuado para la edad
gestacional (AEG). Sin embargo, en los que han realizado el catch-up, los valores de
insulina se encuentran ya elevados al afio de vida, en comparaciéon con nifios AEG,
aunque el IMC es menor [52]. Este hallazgo persiste en la misma cohorte a los 3 afios de
edad y se relaciona con el rapido incremento de peso desde el nacimiento hasta los 3

afos [53]. Los valores de IGF-1 también son mas bajos al nacer en nifios PEG, lo que
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confirma el papel clave del IGF-1 -como de la insulina- en el crecimiento fetal [54]. Los
ninos PEG que experimentan un crecimiento rapido y aumento de peso postnatal
excesivo también presentan un aumento mas rapido de IGF-1 circulante entre el
nacimiento y los 3 aflos comparados con nifios AEG; los niveles de IGF-1 tienen una
relacion directa con la ganancia de peso y una relacion inversa con la secrecion de
insulina, indicando un estado de resistencia a la insulina y posiblemente también de
resistencia a IGF-1 [55].

El papel de IGF-1 en el metabolismo de la glucosa es bien conocido. El IGF-1 regula la
homeostasis de la glucosa, mantiene la secrecion de insulina y promueve el crecimiento y
la diferenciacion de las células beta del pancreas [56]. Los animales de experimentacion
con delecién hepatica de IGF-1 tienen concentraciones de insulina basales mas altas e
intolerancia a la glucosa [57]. Por eso el rapido catch-up acompafado de aumento de los
niveles de IGF-1, podria ser crucial para lograr una masa de células beta suficiente para
mantener la adecuada secrecion de insulina, al aumentar la demanda de produccion de
las células beta, si durante la infancia se desarrolla obesidad y resistencia a la insulina
[58]. Se han relacionado polimorfismos comunes del gen del IGF-1 con el tamafio al nacer
y las variaciones de los niveles circulantes de IGF-1, indicando que la masa y la funcion
de las células beta del pancreas estan ya programadas intradtero y reducidas en nifios
PEG, hecho que explicaria la relaciéon entre el bajo peso al nacer y la resistencia a la
insulina [59].

Se ha sugerido que el hiperinsulinismo resultante del catch-up ya presente en los nifios
PEG en edades tempranas de la vida, sea el responsable de las alteraciones que
componen el SM. La interaccion entre la adaptacion fetal a un ambiente uterino adverso y
la susceptibilidad genética seria crucial para el desarrollo del SM y conferiria a la larga un

mayor riesgo metabdlico y cardiovascular [60]. Los tejidos fetales en PEG cronicamente

33



deficientes en insulina e IGF-1 de repente expuestos en la vida post-natal a aumento
rapido de las concentraciones de estos marcadores desarrollan resistencia a la insulina

como mecanismo de defensa que protegeria de la hipoglucemia [61].

1.6 VENTANA CRITICA, IMPLICACION DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO EN EL
SINDROME METABOLICO E HIPOTESIS DE LA EXPANSIBILIDAD DEL TEJIDO
ADIPOSO

1.6.1 Ventana critica

El periodo mas vulnerable o ventana critica de la vida postnatal durante el cual la
ganancia rapida de peso después de una restriccion del crecimiento fetal determina un
aumento de riesgo cardiovascular futuro y SM no estd bien determinado. La aparente
controversia en los estudios existentes podria deberse a su caracter retrospectivo y a la
heterogeneidad de factores ambientales y alimentarios que pueden ser determinantes en
la evolucion individual de la curva pondo-estatural.

El periodo critico durante el cual un crecimiento recuperador llevaria a las complicaciones
metabdlicas futuras parece situarse en los primeros meses de vida postnatal, aunque no
existe consenso. Un crecimiento exagerado durante los primeros 6 meses de vida se
relacionaria con aumento del IMC a los 4 afios [62]. Un estudio reciente de Singhal et al.
sitla la ventana critica en las primeras 2 semanas de vida postnatal: adolescentes con
antecedentes de prematuridad que tuvieron un aumento de peso exagerado durante este
periodo de la vida, presentaron una menor distensibilidad de la arteria braquial (una
medida precoz de disfuncion endotelial) comparados con los que hicieron un crecimiento
mas lento o con controles normopeso. Esto da soporte a la hipétesis de que un
crecimiento lento durante las primeras semanas de vida postnatal tendria un efecto

beneficioso sobre el riesgo cardiovascular futuro [63]. Botton et al. también demostraron
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gue un aumento de peso entre los 3-6 meses era predictivo de mas masa grasa en la
adolescencia [64]. Chomtho et al. mostraron que un aumento de peso en los primeros 3
meses de vida era predictivo de aumento de masa grasa y magra en la edad adulta, que
un incremento de peso entre los 3 y 6 meses era predictivo solo del aumento de masa
grasa, y que un incremento de peso entre los 6-12 meses no era predictivo de estas
variables [65]. Gillman recientemente observé que un incremento de percentiles de la
relacion peso-talla en los primeros 6 meses de vida era predictivo de alto riesgo de

obesidad a los 5 afios [66].
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Fig. 2 Prevalencia de obesidad e incremento de percentiles en la infancia
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La prevalencia de obesidad en nifios de 5 afios (IMC > 95° percentil) es precedida por un
incremento de percentiles entre 1-6, 6-12, 12-18, y 18-24 meses de edad. Gillman et al.
[66].

Los primeros 3-6 meses de vida representan una fase dinamica y un periodo de
plasticidad y elevada sensibilidad a influencias ambientales que programarian efectos
adversos en la vida futura. El crecimiento recuperador acelerado durante esta época
llevaria al dafio celular, incremento del estrés oxidativo, disminucion de la longitud
telomérica, y reduccion del turnover proteico [67] por mecanismos epigenéticos que

influirian en la disregulacion y cambios permanentes de la expresion de los genes.
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1.6.2 Tejido adiposo y desarrollo de SM

El tejido adiposo (TA) parece jugar un papel fundamental en el desarrollo del SM en nifios
PEG. Antiguamente, el TA se consideraba un érgano para almacenamiento del exceso
de energia en forma de grasa. Actualmente se considera que el TA es un oOrgano
dindmico, donde se almacena el exceso de energia pero también un 6rgano endocrino
gue sintetiza hormonas -las adipoquinas- que juegan un papel fundamental en el
metabolismo de los lipidos y de la glucosa y en la inflamacion, modulando el metabolismo
de varios érganos incluyendo musculo, higado, endotelio vascular y cerebro [68]. El TA se
compone de adipocitos y una fraccion de estroma vascular en el cual macréfagos,
fibroblastos, células endoteliales y pre-adipocitos estan presentes. Los pre-adipocitos se
originan de una célula multi-potente de origen mesodérmico que tiene el potencial de
generar nuevos adipocitos que persisten durante toda la vida. El papel principal del TA es
de almacenar los AGL después de la ingesta y liberarlos durante el ayuno para asegurar
la homeostasis energética. Durante el periodo post-prandial, los AGL son adsorbidos
desde el torrente sanguineo hasta el tejido adiposo a través de la hidrolisis de los
triglicéridos en las lipoproteinas ricas en los mismos (lipoproteina de muy baja densidad
VLDL-c) y quilomicrones, gracias a la lipoprotein lipasa (LPL). La movilizacién de estas
reservas ocurre gracias a la hidrélisis de los triglicéridos en los adipocitos a través de la
lipasa sensible a la hormona (LSH). La insulina es la principal reguladora de los depdsitos
de grasa en los adipocitos siendo un potente inhibidor de LSH, aumentando la captacion
de los AGL y la sintesis de triglicéridos en los adipocitos [69].

La adipogénesis se produce en el TA subcutaneo y es el proceso en el cual se diferencian
los adipocitos maduros a partir de sus precursores (stem cells o pre-adipocitos). El factor
de transcripcion mas importante en el control de la adipogénesis es el PPARy

(peroxisome proliferator-activated receptor gamma). EI PPARy promueve la diferenciacién
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de los adipocitos inmaduros y el almacenamiento de los lipidos en las células adiposas
maduras, y tiene un papel central en la regulacion del desarrollo de los adipocitos y de los
depdsitos de grasa. Las ratas sin expresion de PPARYy2, la isoforma de PPARy implicada
en la adipogénesis, desarrollan todas las caracteristicas del SM [70].

Este proceso es muy sensible al ambiente nutricional, en particular a las concentraciones
de IGF-1, glucosa, insulina y glucocorticoides. Si las celulas grasas o adipocitos estan
expuestos a un exceso de nutrientes en momentos cruciales de su desarrollo en la vida
fetal, se altera el desarrollo del TA y aumenta la capacidad de formar nuevos adipocitos
(adipogénesis). Si por el contrario estan expuestos a un deficit de nutrientes, tienden a
almacenar lipidos en los adipocitos ya existentes (lipogénesis) durante la vida postnatal.
Estos individuos tienden a almacenar el exceso de energia en forma de grasa y aumentan
su susceptibilidad a la obesidad y a sus consecuencias metabdlicas.

El estado de resistencia a la insulina descrito anteriormente esta vinculado a una
ganancia desproporcionada de masa grasa durante el catch-up [71]. Estudios hechos en
adultos jévenes encontraron que a paridad de IMC los que habian nacido PEG tenian
mas proporcién de masa grasa abdominal comparados con los nifios AEG [72] y ademas
el masculo presentaba una reduccion de la expresion de proteinas clave implicadas en las
vias de sefializacion de la insulina y transporte de glucosa [73]. En estudios hechos en
animales se ha demostrado que una limitacion de alimentos asociada a una pérdida de
peso provocaria supresion de la termogénesis, que e€s un mecanismo necesario para
conservar la energia y que ocurre principalmente en el TA marron y en el muasculo
esquelético. Si hay una deplecidn de las reservas del TA blanco debida a malnutricion, el
TA blanco ejerce una supresion de la termogénesis para ahorrar energia (control
especifico del TA sobre la termogénesis o adipose-specific control of thermogenesis) [74].

La supresion de la termogénesis alteraria el metabolismo del musculo esquelético, que
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llevaria a una reduccion en la utilizacién de glucosa por parte del masculo provocando
hiperinsulinismo vy la utilizacion de la glucosa durante la realimentacion para la lipogénesis
de novo y para aumentar las reservas insuficientes de TA. Esto provocaria un estado de
resistencia a la insulina en el masculo y una hiper-respuesta a la insulina en el TA blanco
durante la fase de realimentacion y catch-up [75]. La supresion de la termogénesis
resultaria en un exceso de masa grasa durante el catch-up por conversion de las células
del TA marron a adipocitos blancos en respuesta a dieta hipercal6rica y para almacenar
energia [76], con redistribucion central de la grasa, aumento de lipidos circulantes y
resistencia a la insulina; todos estos cambios adaptativos precederian las complicaciones

del SM [77].

Fig. 3 Mecanismos de supresion de la termogénesis.
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Fuente: Dulloo et al. [74]

Se ha descrito que ya entre los 2 y los 4 afos los nifios nacidos PEG que han realizado
crecimiento recuperador, a pesar de la misma ganancia de peso, acumulan mas grasa

abdominal y tienen mas resistencia a la insulina, comparados con nifios AEG [78].
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1.6.3 Hipotesis de la expansibilidad del tejido adiposo blanco

Recientemente se ha descrito la teoria de la expansibilidad del TA blanco que explicaria
los mecanismos patogénicos que llevarian al SM. Segun esta teoria el TA tiene una
capacidad limitada para expandirse de manera segura para almacenar el exceso de
lipidos de la ingesta. Esta capacidad es predeterminada individualmente por factores
genéticos y ambientales. Cuando el TA subcutaneo excede su maxima capacidad de
almacenamiento se produce lipotoxicidad, que se caracteriza por aumento de AGL y
triglicéridos, un perfil de adipoquinas desfavorable y acumulo ectépico de lipidos en
higado, musculo o pancreas. Esta lipotoxicidad tiene un efecto adverso sobre el
metabolismo y la accién de la insulina, y se produciria al alcanzarse un “setpoint
metabdlico”, un limite por encima del cual un mayor almacenamiento de lipidos provocaria
lipotoxicidad y resistencia a la insulina [79]. Este mecanismo determina, por la
imposibilidad de reclutar nuevos adipocitos, un aumento del tamafio de los mismos
(hipertrofia). Esta hipotesis ha sido demostrada en ratones, en los cuales citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IL-6, producidas por los adipocitos hipertroficos, ademas de
infiltracion de macrofagos producirian un estado inflamatorio [80-82]. EIl estudio reciente
de Spalding et al. [83] demuestra que el periodo de reclutamiento durante el cual aumenta
y se establece el nimero de adipocitos subcutdneos ya esta establecido durante la
infancia y adolescencia y permanece estatico en la edad adulta, sugiriendo un umbral
maximo individual para la expansion del TA. Las ventanas criticas para este reclutamiento
serian el periodo prenatal y los primeros meses de vida (antes de los 2 afos) y el periodo
puberal (10-14 afos). Durante la infancia, el nUmero de adipocitos crece de manera
dramatica, y ocurre antes en sujetos obesos (2,1+ 0,9 afios en obesos/ 5,7 = 0,8 afios en
sujetos delgados), el numero relativo de adipocitos es mayor en obesos pero el limite de

expansion se alcanza antes (16,5 = 1,3 afios) que en sujetos delgados (18,5 + 0,7). Por
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esta razon el numero total de adipocitos durante la infancia se establece antes en sujetos
obesos que en sujetos delgados y el turnover del TA mantiene estable este ndmero

establecido de adipocitos.

Fig.4 Expansibilidad del TA: consecuencias metabdlicas
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La hipertrofia el TA limita la funcion fisiologica de los adipocitos [84]. En estado post-
prandial hay una reduccion en la habilidad de la insulina en suprimir la lipdlisis y un fallo
en la capacidad del TA en captar lipidos desde la circulacién. Este proceso aumenta los
AGL vy triglicéridos circulantes, que se acumularian en otros érganos como el higado y el
musculo determinando resistencia a la insulina [85]. También el acumulo de los

triglicéridos en las células beta conlleva un fallo de estas células.
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Fig.5 Sindrome metabdlico y mecanismos de lipotoxicidad
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Segun estudios experimentales los humanos en la infancia tienen el mayor porcentaje de
TA subcutaneo por peso corporal [86].

Los depdsitos excesivos en el TA subcutdneo en nifios expuestos a exceso de nutrientes
intradtero, estan mas asociado a hiperleptinemia llevando a una resistencia a la leptina y
mayor susceptibilidad a ganar peso [87]. Al contrario, en individuos expuestos a
desnutricion durante la gestacion, el desarrollo de los adipocitos inicialmente se ve
afectado a favor de los érganos esenciales [88] por lo cual estos individuos cuando nacen
tienen poco TA subcutaneo y visceral, pero realizan un catch-up recuperador a expensas
del TA visceral hecho que llevaria a la lipotoxicidad [89].

Los TA subcutaneo y visceral tienen funciones y caracteristicas distintas. Los genes que
codifican angiotensindégeno (regulador de la tension arterial), factores del complemento, y

de proteinas ligadoras de los acidos grasos, se expresan mas en el TA visceral. Ademas
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el TA visceral drena directamente a la circulacion portal. Los depoésitos en el tejido
subcutaneo son metabolicamente menos activos, secretan mas leptina y adiponectina y
menos AGL y producen de la misma manera TNF-a que el TA visceral [87]. El acumulo de

TA en el compartimento visceral llevaria a resistencia a la insulina.

Fig.6 Consecuencias de la sobrenutricion o desnutricion prenatal
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Fig.7 Diferentes funciones del TA subcutaneo y visceral: implicaciones en el SM
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Fuente: adaptado de Muhlhausler et al. [87]

1.7 ADIPOQUINAS

El TA secreta multiples adipoquinas que actian de manera autocrina, paracrina o
endocrina y que tienen varias acciones pro- y anti- inflamatorias regulando los
mecanismos de inflamacion subclinica, y modulan también la capacidad de expansién del
TA [90,91]. La obesidad y la hipoxia local son determinantes en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria en el TA [92,93]. La hipertrofia del TA en sujetos obesos determina
hipoxia local, aumento de infiltracion de los macréfagos y desregulacién en la produccién
de adipoquinas que causaria un estado de inflamacion crénica y resistencia a la insulina
[94,95]. EI TA subcutaneo también participa en la produccion de adipoquinas pro-

inflamatorias [96]. En sujetos delgados el TA secreta preferiblemente adipoquinas anti-

44



inflamatorias como la adiponectina, TGF- o IL-10, mientras que en sujetos obesos el TA
secreta adipoquinas e interleuquinas pro-inflamatorias como TNF-aq, IL-6, leptina y reduce
la produccion de las adipoquinas anti-inflamatorias [97]. El estado de enfermedad
metabdlica altera las funciones de las adipoquinas determinando directamente resistencia
a la insulina por alteracion de las vias de sefalizacion de la insulina, o indirectamente por
estimulacién de las vias inflamatorias [98]. El bajo peso al nacer y sus complicaciones
metabdlicas se relacionan con alteraciones en las funciones y vias de sefalizacion de las

adipoquinas.

Fig.8

IMPLICACION DEL TAB EN LA RESISTENCIA A LA INSULINA

Leptina

TNFo . .
Adiponectina

Visfatina IL-6

Resistina PCR

Haptoglobina
PAI-1 SAA

TAB: tejido adiposos blanco; PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno-1; TNF-a: factor de necrosis
tumoral alfa; IL-6: interleuquina-6; PCR: proteina C reactiva; SAA: amiloide sérico A. Fuente: elaboracion

propia.
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1.7.1 ADIPONECTINA TOTAL Y ADIPONECTINA DE ALTO PESO MOLECULAR (APM)
La adiponectina esta codificada por el gen apM1 (abundant gene transcript-1). Su
concentracion oscila entre 2-20 mcg/ml por lo cual es una proteina relativamente
abundante en plasma. Su produccion esta regulada por PPARy [99]. Los sujetos con
diabetes y obesidad tienen niveles circulantes bajos de adiponectina [100,101] que se
relacionan inversamente con el aumento de la adiposidad central [102]. La adiponectina
incrementa la secrecion y transcripcion de insulina mediada por lo niveles de glucosa, y
en cultivos celulares tiene efectos anti-apoptoticos en célula beta [103]. Estas funciones
se realizan a través del receptor de la adiponectina ADIPOR1 que se expresa en las
células beta pancreéticas y musculo esquelético y ADIPOR2 que se expresa en higado.
Su activacion incrementa la actividad de la ceramidasa provocando un decremento
intracelular de ceramida y un aumento de los niveles de los metabolitos anti-apoptéticos
como la esfingosina-1 fosfato [104]. En el musculo esquelético mediante el receptor
ADIPOR1, actua a través de la AMP-proteina-quinasa e incrementa la captacion de
glucosa (via translocacion del GLUT-4) y la glicélisis no oxidativa, reduciendo también el
contenido intramiocelular de triglicerol y promoviendo la oxidacién de los AGL [105]. En
cultivos celulares de pacientes diabéticos se ha demostrado que la accion de la
adiponectina esta dafiada por lo cual esta adipoquina no puede estimular la fosforilacion
de la AMP-quinasa y la oxidacion de acidos grasos [106]. Estudios en animales han
demostrado también que los receptores de la adiponectina tienen una densidad menor en
ratones obesos con resistencia a la insulina [107]. La adiponectina suprime la produccion
hepatica de glucosa (gluconeogénesis) y sensibiliza los hepatocitos a la accion de la
insulina de manera que la produccion de glucosa esta suprimida por los niveles de
insulina en presencia de niveles fisiolégicos de adiponectina [108]. La adiponectina

también actda en el metabolismo de los AGL promoviendo su oxidacion, disminuye la
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lipogénesis y protege del desarrollo de higado graso [109]. En el TA juega un papel
autocrino o paracrino disminuyendo los macrofagos y suprimiendo la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias [110]. La adiponectina tiene efectos anti-aterogénicos: inhibe
la expresion de moléculas de adhesion incluyendo la VCAM-1 (vascular cellular adhesion
molecule-1) y la E-selectina. Inhibe también el TNF-a e induce la activacion del Factor
Nuclear kB (NFkB) inhibiendo de esta manera la adhesion de los monocitos a las células
endoteliales. Ademas inhibe la expresion del receptor tipo A-1 de los macrofagos
(macrophage scavenger receptor type A-1) resultando en un marcada disminucién en la
captacion del LDL oxidado e inhibicién de la formacién de nuevas células espumosas
(foam cells), inhibiendo la proliferacién y migracion de las células del musculo liso [111].
Debido a todas estas funciones la adiponectina juega un papel prioritario en el
metabolismo de la glucosa y tiene una accion anti-inflamatoria, anti-aterogénica y
sensibilizante de la accion de la insulina. Los ratones con déficit de adiponectina
desarrollan caracteristicas del SM como resistencia a la insulina, dislipemia o

hipertension [112].
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Fig.9 Implicacion de la adiponectina-APM en el SM

Adiponectina y sindrome metabdlico

1 Oxidacion de 1 Oxidacion de Captacion de
NEFA NEFA glucosa

l Gluconeogénesis

NEFA: acidos grasos no esterificados. Fuente: elaboracion propia.

La adiponectina es secretada al torrente sanguineo en 3 isoformas: de alto peso
molecular (APM), de medio peso molecular (MPM) y de bajo peso molecular (BPM). De
estas 3 isoformas, la adiponectina-APM es la forma metabdlicamente méas activa y el
mejor marcador de resistencia a la insulina y riesgo cardiovascular actuando
principalmente en higado [113,114]. En adultos y adolescentes los niveles totales de
adiponectina y de adiponectina-APM son mas altos en el sexo femenino debido a las
concentraciones elevadas de testosterona en varones que modulan la accion de esta
adipoquina [115]. En nifios prepuberales las concentraciones de adiponectina-APM no
varian entre sexos y se correlacionan inversamente con el IMC, el indice HOMA y la grasa

visceral [116]. La expresion de genes de adiponectina y los niveles de esta proteina son
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mayores en el TA subcutaneo que en el TA visceral [117]. Por tanto, el aumento de
adiposidad visceral es un predictor negativo independiente de los niveles de adiponectina
[118]; cuando aumenta la grasa visceral, el TNF-a actuaria modulando negativamente la
adiponectina [119].

Las concentraciones de adiponectina en sangre de cordon son exclusivamente de origen
fetal, se encuentran mas elevadas que en adultos y se relacionan con el peso al nacer
[120,121]. La relacion directa con el peso al nacer reflejaria la composicién corporal del
recién nacido, cuya grasa total esta constituida en un 90% por TA subcutaneo y en un 4%
por TA visceral, por estas razones, los recién nacidos tienen mayor sensibilidad a la
insulina que los adultos [122]. Kotani et al. demostraron una relacion inversa entre la
adiponectina en sangre de cordon y los niveles de insulina. También demostraron que los
niveles de adiponectina a los 5 afilos eran mas bajos que al nacimiento, lo que
relacionaron con el incremento de grasa visceral (desde el 4% al nacer hasta el 11% entre
los 4-8 afios) [120]. Entre los 2 y los 6 afios los nifios PEG que realizan catch-up
espontaneo tienen concentraciones elevadas de insulina, IGF-1, aumento de grasa
visceral y disminucion de los niveles de adiponectina-APM. Todos estos cambios estarian
relacionados con el paso de un estado de sensibilidad a la insulina al nacer a un estado

de resistencia a la insulina en la primera infancia [123].
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Fig.10 Cambios longitudinales en la masa grasa y en la adiponectina-APM en nifios
AEG y PEG entre los 2-6 afios.

Ibafiez et al. [123]
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Estudio longitudinal nifios AEG (n = 22) y PEG (n = 29). *P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 para AEG vs

PEG.

1.7.2 LEPTINA

La leptina fue una de las primeras adipoquinas secretada por el TA descritas en la
literatura. La inyeccion de leptina en ratones obesos ob/ob (deficientes de leptina) reduce
rapidamente la ingesta y la masa grasa manteniendo la masa magra; incrementa el gasto
energético y restablece la glucemia y las funciones reproductoras, confirmando que tiene
una papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis energética [124]. Esta

adipoquina se produce principalmente en el TA pero se encuentra expresada en otros
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tejidos como placenta, ovarios, mama, y médula 6sea. Para realizar sus funciones se une
a los receptores que estan presentes en el sistema nervioso central y en los tejidos
periféricos y de los cuales se han descrito 6 isoformas. La isoforma ObRb se expresa en
el hipotalamo y es importante para la homeostasis energética, la regulacion del apetito y
las funciones neuroendocrinas [125]. La leptina ejerce un efecto anorexigeno aumentando
la sefial de saciedad activando la via de la pro-opiomelanocortina (POMC) en el nucleo
arcuato e inhibe las neuronas orexigenas NPY (neuropéptido Y) y AgRP (proteina r-
Agouti) [126]. En humanos, la leptina llega a la circulacién de forma pulsatil y sigue un
ritmo circadiano [127]. Los obesos tienen niveles circulantes de leptina mas elevados
debido a una mayor cantidad de tejido adiposo [128] aunque a paridad de IMC las
mujeres tienen concentraciones mas altas que los hombres [129]. En presencia de menos
reservas del TA y durante el ayuno disminuyen las concentraciones de leptina para
aumentar la ingesta, por lo cual se correlacionan directamente con el porcentaje de TA
[130]. A nivel del eje hipotaldmo-hipo6fiso-gonadal, la leptina regula la funcion reproductiva
activando NPY, la POMC vy la kisspeptina que actian sobre la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) [131]. La leptina aumenta la produccibn de Hormona de
Crecimiento (Growth Hormone, GH) estimulando a nivel hipotalamico la hormona
liberadora de GH (GHRH) [132]. En ratones ob/ob la inyeccion de leptina reduce los
niveles de glucosa de manera dosis-dependiente, indicando que la leptina tiene efectos
directos en la regulacion de la sensibilidad a la insulina independientemente de los
cambios en el peso corporal, porque en condiciones fisioldgicas reduce significativamente
la secrecion de insulina de la célula beta [133, 134]. Estos efectos se realizan a traves de
vias de sefalizacion central o a nivel periférico en los tejidos sensibles a la insulina. A
nivel periférico la leptina aumenta los niveles de glucagén y GH en plasma para mantener

la euglicemia y a través de un mecanismo central inhibe la produccion de glucosa
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hepatica [135]; ademas incrementa la captacion de glucosa y aumenta la oxidacion de los
AGL en musculo esquelético in vivo y en modelos animales y disminuye los depdsitos de
lipidos en el TA [136]. Estudios recientes han demostrado que todas estas funciones no
se mantienen en personas obesas que ademas tienen concentraciones mas elevadas de

leptina, sugestivas de resistencia a la misma [137,138].

Fig. 11. Relacién entre leptinay SM

Leptina y sindrome metabdlico

’ oibesidaid\- 1

SNC: sistema nervioso central. Fuente: elaboracién propia.

La leptina también regula el sistema inmune; una variedad de células del sistema

inmunitario expresan el receptor de la leptina ObRb. La leptina aumenta la actividad
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fagocitica en los macrofagos y promueve la produccidn de citoquinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-6, IL-10 [139].

Durante la gestacion la leptina es producida por el tejido adiposo materno y fetal y por la
placenta [140]. La leptina en sangre de cordon oscila desde 2.0 hasta 84.5 ng/mL (media
19.9 +/- 17.4 ng/mL), siendo significativamente mas baja en varones y tiene una relacion
directa con el peso al nacer y la masa grasa [141,142]. Los niflos PEG tienen
concentraciones mas bajas de leptina en sangre de cordén, que se asocian a un
crecimiento rapido post-natal con aumento de la ingesta calérica [143,144]. En un estudio
realizado en ratas nacidas con bajo peso por malnutricibn materna se demostré que en
las ratas nutridas con dieta hipercaldrica el tratamiento con leptina en el periodo neonatal
reducia la masa grasa total, la ingesta cal6rica, y normalizaba los niveles de leptina y de
insulina en edad adulta demostrando los efectos permanentes de la leptina en revertir la
programacion metabdlica. Este estudio demuestra que la alteracion de los niveles de
leptina perinatal influencia las consecuencias metabdlicas a largo plazo [145]. Ademas,
las concentraciones de leptina durante las primeras semanas de vida se relacionan
inversamente con el porcentaje de masa grasa a los 2 afios asi que parecen predecir la
adiposidad posterior [146].

Nuestro grupo estudié la composicidon corporal y las concentraciones de leptina en nifios
PEG alimentados con lactancia materna (LM) exclusiva al nacer y a los 4 meses,
demostrando que a los 4 meses los PEG son menos adiposos que los AEG pero tienen
concentraciones de leptina dos veces superiores. Esta hiper-leptinemia podria deberse en
parte a las concentraciones de leptina en la leche materna, y podria ser un mecanismo
homeostatico para reducir la ingesta en estos nifios PEG alimentados al pecho y el

posterior reclutamiento de masa grasa durante los primeros afios de vida [147].
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Fig.12 Masa grasa y niveles de leptina a los 4 meses en nifios PEG y AEG

alimentados con LM. Ibafez et al. [147]
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Lactantes AEG (n=46; 23 nifias y 23 nifios) y PEG (n=28; 14 nifias y 14 nifios) a los 4 meses. **p<0.001

AEG vs PEG.

1.7.3 TNF-a / IL-6

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria y fue el primer factor derivado de los adipocitos
al que se relacion6 con obesidad, inflamacion y resistencia a la insulina. Los macréfagos,
gue contribuyen de manera crucial a generar un estado inflamatorio, son la mayor fuente
de TNF-a producido por el TA blanco [148]. El TNF-a reduce la fosforilacién de tirosina en

el receptor de la insulina IRS1 en musculo y tejido adiposo, provocando un estado de
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resistencia a la insulina [149]. En humanos el TNF-a se encuentra elevado en suero y TA
de sujetos obesos y los niveles circulantes disminuyen al perder peso [150]. El tratamiento
con inhibidores de TNF-a en sujetos con SM mejora la resistencia a la insulina y aumenta
las concentraciones de adiponectina [151].

La IL-6 aumenta la captacion de glucosa en musculo esquelético durante el ejercicio,
aumentando la miogénesis y la oxidacion de los AGL, con efectos anti-inflamatorios [152].
En TAy en higado, por el contrario, la IL-6 es una adipoquina pro-inflamatoria; incrementa
la resistencia a la insulina aumentando la expresién del supresor de la citoquina-
signalling-3 (SOCS3), y la fosforilacion del IRS1 [153]. La IL-6 se relaciona positivamente
con aumento de la grasa visceral y con los AGL, y esta elevada en diabetes tipo 2,

ademas de incrementar el riesgo de padecer esta enfermedad [154].

1.7.4 FOLISTATINA

La folistatina es una glicoproteina extracelular que originalmente fue identificada como un
inhibidor de la FSH (hormona foliculo-estimulante) hipofisaria [155]. La folistatina se
expresa en diversos tejidos y actia como antagonista de algunos miembros de la
superfamilia de factores de crecimiento transformadores $ (TGF-B) cdmo la activina, la
miostatina y las proteinas 6seas morfogénéticas [156]. Existen 3 isoformas de folistatina
(FST315, FST288, FST303); cada una es responsable de diferentes actividades
biologicas. La isoforma FST315 que es la mas larga, es la predominante y la FST303 esta
expresada fundamentalmente en ovario. La FST-like-3 (FSTL3) comparte la misma
estructura y funciones que la folistatina, ambas regulan las actividades biologicas y
homeostaticas de la activina, aunque la FSTL3 es un antagonista mas débil de la activina
dado que no contiene la region conocida como secuencia ligadora de la heparina (Heparin

Binding Secuence HBS) a través de la cual se liga a los proteoglicanos en la superficie
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celular [157]. La miostatina es un factor clave en la regulacion de la masa del musculo
esquelético, se expresa exclusivamente en musculo y es un potente regulador de su
crecimiento. En animales de experimentacion, la inhibicién de miostatina aumenta la masa
muscular [158]. La folistatina es un potente inhibidor de la miostatina y el aumento de
expresion de la folistatina en ratas transgénicas provoca un aumento dramatico de la
masa muscular [159]. La hipertrofia muscular inducida por la folistatina se caracteriza por
un aumento del diametro de las fibras musculares, y del contenido proteico del musculo.
La folistatina actua también ligando el receptor de la activina, e inhibiendo esta proteina
gue causa atrofia muscular [156]. Los ratones homocigotos para una mutaciéon con
pérdida de funcion del gen FST de la folistatina tienen menos tejido muscular
demostrando la importancia de la folistatina en la regulacién de la miogénesis [160]. La
folistatina media también los efectos miogénicos de los andrégenos [161] y regula la
formacion, crecimiento y sintesis de cartilago [162].

Recientemente se ha descrito que la folistatina promueve la adipogénesis atenuando la
accion inhibitoria de la activina A y de la miostatina en la diferenciacion de los pre-
adipocitos en adipocitos maduros. La folistatina inhibe la union de la activina y miostatina
con sus receptores Activin type IIB y TGFBR1 que activarian la fosforilacion de Smad-2/3
(small mothers against decapentaplegic) que inhibe la adipogénesis [163]. El TA
subcutaneo secreta folistatina in vitro y la isoforma FST315 es la predominante. En
mujeres obesas los niveles del mMRNA de folistatina son bajos en TA subcutaneo y
aumentan cuando se produce pérdida de peso. El tratamiento con folistatina
recombinante promueve la diferenciacion de los progenitores de los adipocitos y
neutraliza la accion inhibitoria de la miostatina in vitro, demostrando la importancia de la
folistatina en la adipogénesis [164]. La folistatina también promueve la diferenciacion de

los adipocitos del TA marrén regulando el metabolismo energético [165]. A nivel del
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metabolismo de la insulina la expresion aumentada de folistatina en ratas reduce el
acumulo de grasa secundario a una dieta rica en grasa y mejora la sensibilidad a la
insulina en musculo, la sensibilidad hepética al glucagén y el contenido de glucagon

pancreatico [166].

Fig. 13 Funciones de la folistatina en la adipogénesis
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ACVRIIB: Activin type IIB; TGF-g: factores de crecimiento transformadores ; Smad2/3: small mothers
against decapentaplegic; CEBPa: CCAAT/ enhancer binding protein alfa; PPARQ:
peroxisome proliferator-activated receptor gamma.

Fuente: elaboracion propia.

1.7.5 PREF-1
El Pref-1 (factor pre-adipocitario 1) también conocido como Delta-like-1 (Dlk-1) y antigeno

fetal A (FA1) es una proteina transmembrana codificada por un gen expresado en el
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cromosoma 14932 que contiene un dominio extracelular constituido por repeticiones del
factor de crecimiento epidérmico [167]. La parte junto a la membrana a través del enzima
convertidor de TNF-a (TACE), genera una forma soluble de 50-KDa, que es la forma
biologicamente activa que inhibe la diferenciacion de los adipocitos aumentando la
expresion de Sox9 en los pre-adipocitos. Sox9 directamente liga C/EBPB, C/EPB® y
PPARYy, suprimiendo su transcripcion, y suprimiendo su actividad promotora, por lo cual
previene la diferenciaciéon de los adipocitos. Ademas Pref-1 promueve la induccion de
condrocitos en células mesenquimales generando condrocitos inmaduros e inhibiendo su
maduracion y la diferenciacion de los osteoblastos [168, 169]. El mMRNA de Pref-1 y los
niveles de esta proteina estdn elevados en los pre-adipocitos 3T3-L1 in vitro, pero la
expresion del Pref-1 disminuye durante la diferenciacién de los adipocitos y esta ausente
en adipocitos maduros por lo cual el Pref-1 se utiliza habitualmente como marcador pre-
adipocitario. EI aumento de Pref-1 inhibe la diferenciacion de los adipocitos y la ausencia
de Pref-1 aumenta la diferenciacion de adipocitos en cultivos celulares [169]. Pref-1 activa
la via ERK/MAPK (via quinasa reguladora de la sefial extracelular) para inhibir la

diferenciacion de los adipocitos [170].
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Fig.14 Mecanismos de inhibicién de la adipogénesis de Pref-1
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TACE: enzima convertidor TNF-a; SOX9 (SRY-related HMG-box) transcription factor; MEK/ERK: mitogen-
activated protein kinases/ extracellular signal-regulated kinases; C/EBPB: CCAAT/enhancer-binding protein
beta; C/EPB&: CCAAT/enhancer-binding protein delta.

Fuente: elaboracion propia

Los ratones sin Pref-1 tienen mas TA y mayor expresion de marcadores adipocitarios, con
consecuente aumento de los lipidos circulantes, una caracteristica asociada cominmente
a la obesidad [171]. Por el contrario, los ratones con mas expresion de Pref-1 tienen
menos TA blanco y menor diferenciaciéon de los adipocitos demostrando que niveles
adecuados de Pref-1 son esenciales para el correcto desarrollo del TA [172]. Las
biopsias del TA subcutdneo y omental de sujetos obesos metabdlicamente sanos,
presentan concentraciones mas bajas de Pref-1, de macréfagos, de TNF-a, y de factor

estimulante de las colonias de los granulocitos, y mayores concentraciones de
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adiponectina. Ademas Pref-1 en TA omental se correlaciona positivamente con el tamafio
de los adipocitos, el porcentaje de higado graso, glucosa y triglicéridos e inversamente
con el colesterol HDL y la adiponectina. Concentraciones elevadas de Pref-1 en sujetos
con problemas metabdlicos limitarian la diferenciacion de los pre-adipocitos llevando a
una hipertrofia de los escasos adipocitos maduros, mientras que las concentraciones
bajas en sujetos metabdlicamente sanos reflejarian un aumento de la capacidad
adipogénica del TA subcutaneo y omental resultando en aumento del niumero de las
células adiposas pequefas y “sanas” (hiperplasia) con reduccién de los depdsitos de
lipidos ectopicos. Estas caracteristicas en obesos sanos tendrian un papel protector
frente a un perfil metabdlico adverso asociado a un exceso de adiposidad hipertréfica
[173]. Recientemente se ha descrito que mujeres que desarrollaban diabetes como
consecuencia de resistencia a la insulina, tenian niveles mas bajos de Pref-1 durante el
seguimiento y que la incidencia de evolucion a diabetes fue mas alta cuanto mas bajos
fueron los niveles de Pref-1, por lo cual los niveles de Pref-1 pueden utilizarse como

marcador precoz del riesgo de desarrollar diabetes [174].

1.8 PEQUENO PARA LA EDAD GESTACIONAL E HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO
La resistencia a la insulina que desarrollan los PEG juega un papel fundamental en la
patogénesis del higado graso no alcohdlico o NAFLD (non alcoholic fatty liver disease). El
término NAFLD se refiere a un espectro de enfermedades que incluyen desde el higado
graso a la esteatosis hepatica no alcohdlica (NASH) con o sin fibrosis que puede
evolucionar a cirrosis hepatica. El higado graso es un proceso mayoritariamente benigno
mientras que la inflamacion propia de la NASH seria el mecanismo que llevaria a la
cirrosis y al carcinoma hepatico. Hay varias teorias sobre la patogénesis de esta entidad.

El acumulo de lipidos en el higado y la resistencia a la insulina son los mecanismos
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primarios para la génesis de NASH que llevarian al higado a ser mas vulnerable a insultos
secundarios como el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la disfuncion del TA en
la produccion de adipoquinas [175]. Como se ha descrito anteriormente en la teoria del
programming los nifios PEG presentan una alteracion del funcionamiento del higado
desde el nacimiento por redistribucion del gasto cardiaco a los 6rganos esenciales. La
malnutricién intrauterina alteraria ademas la expresion de determinados genes como el
PPAR-a y el liver X receptor alpha (Lxra) por mecanismos epigenéticos que alterarian a
su vez el metabolismo de lipidos en el higado y contribuirian a la esteatosis hepatica
[176]. Ibafiez et al. describieron que nifios PEG a los 6 afios tenian mas predisposicion a
acumular grasa visceral que los AEG, en ausencia de obesidad y ésto se acomparfiaba de
un cambio de un estado de sensibilidad a la insulina a un estado de resistencia a la

insulina [177].
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Fig. 15 Incremento de masa grasa abdominal en nifilos PEG entre los 2-6 afos.

Ibafiez et al. [177]
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nifios AEG (n=22) y PEG (n=29). 1 p< 0.0001 para los cambios entre AEG y PEG

El acumulo de grasa visceral en nifilos PEG seria el factor determinante para el desarrollo
de resistencia a la insulina [75]. La redistribucion de glucosa del musculo-esquelético al
TA durante el catch-up seria un evento crucial en la relacidbn entre catch-up,
hiperinsulinemia y riesgo de SM [178]. Estudios recientes han demostrado que la
resistencia a la insulina seria el determinante fundamental en la génesis de la NASH

también en sujetos no obesos [179]. Faienza et al. demostraron que nifios nacidos PEG,
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gue a los 8 afos de edad desarrollaban NAFLD, tenian un HOMA mas elevado que se
correlacionaba con la esteatosis hepatica independientemente del IMC y se acompafiaba
de un incremento de grasa visceral [180]. La disfuncion de TA y la alteracion del patrén de
adipoquinas son factores clave en la patogénesis de la NAFLD. La disminucion de la
sensibilidad a la insulina en el TA favoreceria el aumento de la lipdlisis y del flujo de los
AGL y de IL-6 al higado con el consecuente acumulo de triglicéridos en higado [181]. La
disminucién de la adiponectina debido al aumento de TA visceral provocaria una
disminucién de la sensibilizacion de los hepatocitos a la accion de la insulina [108]. Los
descendientes de ratas con bajo peso expresan menos PPARy y mas el elemento
regulador esterol de la binding-protein-1 y de la sintetasa de AGL, proteinas que estan
involucradas en la regulacién del metabolismo lipidico y en la respuesta inflamatoria

asociada con la NAFLD [182].

1.9 INFLUENCIA DE LA ALIMENTACION NEONATAL SOBRE EL RIESGO
CARDIOMETABOLICO

El crecimiento rapido y exagerado durante los primeros meses de vida post-natal seria un
determinante fundamental del riesgo de padecer obesidad y diabetes tipo 2 en la
adolescencia y edad adulta. La ganancia rapida de peso durante los primeros meses de
vida -definida cdmo un aumento de >0,67 DE entre el nacimiento y los 24 meses-, se
asocia a riesgo de padecer obesidad en la adolescencia [183,184]. Ekelund et al.
realizaron un estudio prospectivo donde valoraron que el crecimiento rapido postnatal
durante los primeros 6 meses de vida y entre los 3 y 6 afios se asociaban a mayor IMC y
masa grasa en la adolescencia [185].

En la ganancia de peso influyen factores genéticos clave en el crecimiento post-natal

[186] pero también hay numerosos estudios que apuntan al papel fundamental de la
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nutricion. Un desequilibrio en la nutricion durante la gestacion o durante el periodo de la
“ventana critica” post-natal alteraria, por mecanismos epigenéticos, la metilacion del ADN
y la expresion de determinados genes, por ejemplo el de la POMC, un factor anorexigeno
hipotalamico, provocando su menor expresion con el consecuente aumento de la ingesta.
También la sobrealimentacién post-natal provocaria la hipermetilacion del gen promotor
del receptor hipotalamico de la insulina produciendo resistencia a la insulina a ese nivel
[187]. Una alteracion en la nutricion y en la regulacion hormonal durante la gestacion y en
el periodo post-natal podria influenciar entonces el desarrollo del hipotalamo, principal
regulador del control del apetito [188].

El tipo de alimentacion recibida durante el periodo post-natal juega un papel fundamental
en estos mecanismos. El estudio longitudinal de Karaolis et al. demuestra que nifios
nacidos AEG con crecimiento rapido desde el nacimiento hasta los 2 afios tienen riesgo
de presentar obesidad y aumento de masa grasa a los 6 afios de edad especialmente los
gue recibieron leche artificial. Ademas los que habian ganado peso rapidamente
desarrollaban mas masa grasa si eran hijos de madres obesas o fumadoras [189].
Estudios observacionales apuntan al papel protector de la LM sobre el riesgo de
adiposidad en la edad adulta, aunque hay otros estudios que no lo demuestran [190].
Existen varios mecanismos a través de los cuales la LM tendria un papel protector frente
a la obesidad. Los nifios alimentados con LM controlan la cantidad de leche que
consumen por lo cual auto-regulan la ingesta y el gasto energético. El contenido de
leptina en la LM actua a nivel cerebral y promueve la formacioén de circuitos neuronales
gue controlan la ingesta y previenen la adiposidad futura [191]. Se ha demostrado
también que la LM se asocia a menores concentraciones de masa grasa y de leptina en la
adolescencia sugiriendo que la mejor regulacion del apetito en nifios que recibieron LM,

persiste en la adolescencia y en la vida adulta [192]. La leche materna contiene mas
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acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (PUFA) y menos proteinas [193], ademas
de hormonas, factores de crecimiento y factores bioactivos en cantidades adecuadas
[194]. Los nifios que reciben LM tienen un patron de crecimiento mas lento con
consecuente menor riesgo de enfermedades cardiovasculares [63]. Se ha descrito que la
LM exclusiva durante 4 meses determina menor masa grasa a los 24 meses [195].
Ademas la duracién de la LM es fundamental para prevenir la obesidad, una duracion
mayor a 6 meses confiere una mayor proteccion contra la adiposidad futura, y cada mes
de LM baja de un 6% el riesgo de padecer obesidad [196] y este efecto se mantiene y
programa los habitos alimentarios saludables en adultos jévenes [197]. El periodo crucial
gue conllevaria a problemas futuros en el cual la nutricién jugaria un papel fundamental,
parece situarse en las primeras semanas de vida [198]. Los posibles mecanismos para el
desarrollo de adiposidad durante la ventana de sensibilidad a la influencia de agentes
externos, como la nutricion, podrian deberse a cambios estructurales permanentes como
decremento de la masa de células beta, aceleracion de la edad celular (accelerated
cellular aging), menor longitud telomérica y dafio oxidativo, ademés de los cambios
epigenéticos ya descritos [199].

En una revision reciente realizada por Oddy et al. se apunta que el periodo de mas riesgo
para el desarrollo futuro de obesidad son los primeros 6 meses de vida post-natal y la
recomendacion actual es seguir con LM un minimo de 6 meses. Una dieta enriquecida en
proteinas durante este periodo ventana tendria efectos adversos sobre el sistema cardio-
metabdlico promoviendo una aceleracion exagerada del crecimiento con consiguiente
riesgo de obesidad de inicio precoz [200] hecho relacionado con la teoria de la
programacion de origen fetal del SM [201].

Se ha demostrado que los prematuros de bajo peso alimentados con formulas

enriquecidas en proteinas y micronutrientes y que presentan mayor ganancia de peso en
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las primeras dos semanas de vida, tienen mayor grado de resistencia a la insulina en la
adolescencia [202]. Una alimentacion con alto contenido en proteinas estimularia la
produccion de insulina e IGF-1 lo que provocaria una aceleracion del crecimiento [203].
Singhal et al. realizaron un estudio prospectivo en nifios PEG a término alimentados con
formula estandar o enriquecida que contenia un 28% mas de proteinas por lo cual
aceleraba el catch-up post-natal. Constataron que los nifios que habian recibido formula
estandar, a los 6-8 aflos de edad, tenian una tension arterial diastdlica y media
significativamente inferior a los que habian recibido la férmula enriquecida en proteinas y
esto daba soporte a la hipétesis de los efectos adversos de la sobrealimentacion post-
natal que implicaria aumento rapido de peso en época temprana de la vida y problemas
cardiovasculares posteriores [204]. Los nifios PEG que reciben férmulas hipercaléricas
tienen mayor riesgo de realizar un catch-up rapido y exagerado, con imposibilidad de
almacenar el exceso de lipidos y como consecuencia con mas riesgo de lipotoxicidad que
los nifios AEG. Singhal et al. realizaron un estudio longitudinal de nifios a término de mas
de 37 semanas de gestacion y con peso al nacer < pl0 a los cuales les asignaban
férmula artificial estandar o enriquecida en proteinas y los comparaban con nifios PEG
gue habian recibido LM. Demostraron que los nifios que habian recibido férmula
enriquecida y que habian tenido un crecimiento exagerado en los primeros 9 meses de
vida tenian mas masa grasa que los alimentados con férmula estandar o con LM a los 6-8
afios de edad [205].

Por estas razones Weber et al. han demostrado recientemente que la alimentacion con
leche artificial (LA) baja en proteinas reduce el riesgo de obesidad en edad escolar [206] y
una revision sistematica del 2015 apoya que formulas artificiales bajas en proteinas
determinan un crecimiento adecuando de los lactantes, igual que los nifios alimentados

con LM, previniendo los riesgos metabdlicos futuros [207].
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1.10 PEQUENO PARA LA EDAD GESTACIONAL: ASOCIACION CON ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR EN LA ADOLESCENCIA Y EN LA EDAD ADULTA

Los nifios PEG que realizan un catch-up rapido durante los primeros meses de vida,
tienen mayor riesgo de presentar disfuncidon cardiovascular en la edad adulta [208].
Estudios recientes demuestran que los sujetos PEG ya sufren alteraciones
cardiovasculares en la vida intrauterina [209]. El mecanismo fisiopatologico consistiria en
la adaptacion cardiocirculatoria del feto a la hipoxia y malnutricién que llevaria a priorizar
la perfusidn de los érganos vitales como el cerebro y el coraz6n como consecuencia de la
modulacién selectiva de las resistencias vasculares. Esto seria el mecanismo adaptativo
gue llevaria a la remodelacion cardiaca y vascular en fetos PEG [210]. También existe
evidencia bioquimica de dafio miocardico subclinico como demuestran los niveles
aumentados de péptido natriurético atrial y de troponina en sangre de cordon [211].

El endotelio es el mayor regulador en la homeostasis vascular, mantiene el balance entre
vasodilatacion y vasoconstriccion, inhibicion y promocién de la proliferacion y migracion
de las células del musculo liso, prevencion y estimulacién de la adhesion de plaquetas,
trombogénesis Yy fibrinolisis y juega un papel fundamental en regular el tono vascular y el
flujo sanguineo [212]. En animales de experimentacion se ha descrito la presencia de
alteraciones vasculares estructurales en los descendientes de madres con restriccion
calorica como remodelacion de la aorta y arteria mesentérica, disminucion de la
distensibilidad arterial, alteracion en la estructura del lecho vascular, disminucion de la
angiogénesis y aumento de tension arterial [213]. La malnutricion fetal debida a
insuficiencia placentaria altera la funcion vascular en dos generaciones de ratas,
indicando un efecto inter-generacional. Estos efectos son el resultado del imprinting
gendmico y mecanismos epigenéticos que quedan marcados en la siguiente generacion

[214]. Ademas recientemente se ha descrito que los microRNSs (miRNSs), pequefios
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RNA de cadena simple que no codifican proteinas, pueden estar implicados a través de la
regulacion génica en mecanismos de apoptosis, crecimiento celular y diferenciacion en
varios tejidos, cOmo angiogénesis, cardiogénesis, nefrogénesis y enfermedades
relacionadas. Condiciones de hipoxemia inducen cambios en la expresion de las células
endoteliales humanas y en la regulaciéon de las células endoteliales y angiogénicas [215].

Aunqgue los nifios PEG presentan un funcionalismo cardiaco ya alterado al nacer, se ha
postulado que el catch-up durante los primeros afios de vida seria determinante para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares en la edad adulta. Barker et al. describieron
las trayectorias del crecimiento en adultos que habian tenido enfermedad coronaria y
llegaron a la conclusion que el bajo peso al nacer y el aumento del IMC entre los 2 y 11
afios de edad tenia relacion directa con la resistencia a la insulina y la enfermedad
cardiovascular [216]. Leunissen et al. apuntan que los problemas cardiovasculares se
deben a un crecimiento rapido mas precoz en los primeros meses de vida postnatal.
Encuentran una asociacion positiva entre el catch-up durante los 3 primeros meses de
vida en PEG nacidos con mas de 36 semanas de gestacion y aumento de grasa
abdominal, resistencia a la insulina, aumento de la ratio colesterol total/colesterol HDL y
de los niveles de triglicéridos en la adolescencia [217]. Otro estudio reciente encuentra
una asociacion entre el catch-up durante los 3 primeros meses de vida en PEG nacidos a
término y aumento de los niveles de triglicéridos, colesterol LDL y presion sistélica ya en
la adolescencia [218]. La exposicion a la hipoxia durante la vida fetal aumentaria la
muerte celular en el corazén fetal llevando a una hipertrofia cardiaca, que en modelos
animales resultaria en un alargamiento asimétrico del corazon y en la destruccion del
desarrollo de los cardiomiocitos que llevaria el corazon a ser mas vulnerable en
situaciones en que se requiere aumento de trabajo debido a un crecimiento rapido post-

natal [219].
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La resistencia a la insulina secundaria a catch-up exagerado tiene un papel fundamental
en la patogénesis del SM y de la disfuncién endotelial conllevando un mayor riesgo
cardiovascular en nifios PEG [60]. El hiperinsulinismo compensatorio estimularia la
proliferacion y migracién de las células espumosas produciendo disfunciéon endotelial y
por tanto favoreceria una condicion pro-aterogénica [220].

El grosor de la intima media carotidea (cIMT) que mide ecograficamente la distancia entre
la interfaz en el lumen de la intima arterial hasta la interfaz media-adventicia detectaria
cambios precoces a nivel vascular que llevarian al desarrollo de arterioesclerosis, por lo
cual ha sido descrita recientemente como un marcador fiable y precoz del riesgo de
arteriosclerosis subclinica en adultos asintomaticos [221] y como predictor independiente
del riesgo cardiovascular [222]. Estudios recientes han demostrado que la IMT de la aorta
abdominal distal (alMT) es un marcador ecografico de la arterosclerosis pre-clinica en la
infancia, ya que la enfermedad arteriosclerotica se desarrollaria primero en la alMT que
en la cIMT [223,224]. Existe una progresion natural en el tamafio y la estructura de la
pared arterial desde la infancia hasta la adolescencia. Estos cambios longitudinales estan
relacionados con el crecimiento, sexo, edad, indice de masa corporal (IMC) y presion
arterial [225].

La precocidad de las lesiones propias del proceso arteriosclerético se desconoce. Los
depdsitos de lipidos y el aumento del grosor de la IMT arterial, que son las lesiones
iniciales de la arteriosclerosis, estan ya presentes en las arterias coronarias de nifilos en
base a resultados de autopsias realizadas [226]. Ademas estas lesiones precoces se han
encontrado en la aorta y en las coronarias de recién nacidos de madres con
hipercolesterolemia sugiriendo un papel del ambiente intrauterino en la patogénesis de la

arterosclerosis [227]. Los estudios sobre el grosor de la pared arterial en nifios son
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escasos. La determinacion de la cIMT se ha realizado en nifios y adolescentes con riesgo
para enfermedad vascular encontrandose aumentada en estos pacientes [228].

Estudios realizados sobre la IMT en nifios PEG han llevado a resultados contradictorios
probablemente por la heterogeneidad de los grupos estudiados, que incluyen también
nifos prematuros. La alMT se encuentra ya aumentada en recién nacidos PEG [229,230]
y este incremento se mantiene durante la edad pre-escolar [231,232] comparando con
nifos AEG. Stergiotou et al. encontraron un aumento de la cIMT y de la alMT en recién
nacidos a término PEG comparados con nifios AEG independientemente de las
alteraciones en las ecografia prenatales [233]. El ambiente intrauterino desfavorable
llevaria a un mecanismo adaptativo cardiovascular del feto con consecuente disfuncion
subclinica cardiaca y vascular, evidente ya entre los 3-6 afios de vida [234]. Por el
contrario Trevisanuto et al. no encuentran diferencias en la cIMT ni en la aIMT entre nifios
PEG y AEG entre los 3 y 5 afios aunque encuentran una correlacién entre los marcadores
de inflamacién (proteina C-reactiva ultrasensible) en sangre de corddén y presion arterial
sistélica a los 5 afios en PEG sugiriendo un proceso inflamatorio durante la vida fetal que
condicionaria alteraciébn vascular en la primera infancia. Igualmente la poblacién es
heterogénea comprendiendo también nifios prematuros y definen la condicion PEG como
peso al nacer < pl0 [235]. Todavia no esta clara la precocidad de las alteraciones
cardiovasculares en nifios PEG que llevarian al desarrollo de enfermedad coronaria en la

edad adulta.
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2. HIPOTESIS
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2.1.Los recién nacidos de bajo peso (PEG) a término de gestaciones no complicadas
presentaran al nacer una composicion corporal caracterizada por un déficit de tejido
adiposo comparados con recién nacidos de peso adecuado para la edad gestacional
(AEG), una menor concentracion de insulina e IGF-1 en sangre de corddn sugestivos
de mayor sensibilidad a la insulina y de un déficit en el nimero de adipocitos al
nacimiento. Este perfil insulino-sensible se relacionara con concentraciones elevadas
de folistatina en sangre de cordon. Los mecanismos de adipogénesis estaran
alterados en nifios PEG, por lo cual los valores de Pref-1 en sangre de cordon se
encontraran elevados, hecho relacionado con la disminucion en la diferenciacion de

los adipocitos en estos pacientes.

2.2.Durante los primeros meses de vida post-natal los nifios PEG priorizaran la
recuperacion de masa magra agravando el déficit de tejido adiposo. Este patron de
composicién corporal podria estar influenciado por el tipo de nutricion recibida durante
los primeros meses de vida. Los nifios PEG que reciban lactancia materna tendran
durante el primer afio de vida, una composicion corporal mas favorable y un perfil
endocrino-metabodlico caracterizado por una mayor sensibilidad a la insulina,
comparados con nifios PEG que reciban una formula enriquecida en proteinas, que

presentaran mayor resistencia a la insulina y disfuncion del tejido adiposo.

2.3.Los nifilos PEG que realicen un catch-up rapido durante los primeros meses de vida
presentaran un perfil cardiometabdlico mas desfavorable entre los 3 y los 6 afios de
edad, caracterizado por niveles circulantes elevados de IGF-1 y bajos de adiponectina-
APM, aumento del indice HOMA, aumento de grasa visceral y del contenido de lipidos
hepatico y aumento del grosor de la intima-media arterial, marcador precoz del

proceso de arteriosclerosis.
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8. OBJETIVOS
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3.1.Determinar los niveles de IGF-1, adiponectina-APM, folistatina y Pref-1 en sangre de
cordén ademas de la composicion corporal [por absorciometria (DXA)] a los 15 dias de

vida en nifios PEG y AEG de gestaciones a término no complicadas.

3.2 .Estudiar los efectos de la alimentacion (lactancia materna vs artificial estandar y
artificial enriquecida en proteinas) durante el primer afio de vida sobre el perfil
endocrino-metabdlico (determinado por los valores de insulina, IGF-1 y Adiponectina-

APM) y la composicion corporal en nifios PEG comparados con nifios AEG.

3.3.Determinar en nifios PEG que realizaron catch-up recuperador la distribucion de grasa
abdominal por ecografia, el perfil endocrino-metabdlico (valores de IGF-1, insulina y
adiponectina-APM) y el grosor de la intima media arterial (carétida y/o aorta
abdominal, por ecografia) a los 3 y 6 afios de edad. Determinar en estos nifios a los 6
afios de edad la grasa visceral y el contenido de lipidos intrahepéatico mediante
resonancia magnética abdominal y compararlos con un grupo control de nifios AEG.
Determinar cual es la variable que predice el aumento del grosor de la intima-media

arterial entre los 3 y 6 afos.
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4. RESULTADOS
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Los cinco articulos de esta Tesis forman parte de un estudio longitudinal prospectivo
realizado en una poblacion de neonatos nacidos entre enero de 2007 y septiembre de
2009, de los cuales el 50% se ha controlado hasta los 2 afios y el 30% ha hecho el
seguimiento hasta los 6 afios. Los estudios se focalizan en periodos criticos de la vida
post-natal, como se describira a continuacion.

Los criterios de inclusion fueron:

1) Gestacion Gnica controlada, a término (37-42 semanas) no complicada (sin
diabetes gestacional, pre-eclampsia, alcohol o drogas, excepto tabaquismo).

2) AEG definidos como peso al nacer entre -1y +1 DE.

3) PEG definido como peso al nhacer menor o igual a -2 DE, pero mayor a 1800g.

4) Sangre de cordon disponible y realizacion de composicion corporal a los 15 dias
de vida.

5) Poblacioén catalana o espafiola.

Criterios de exclusion:

1) malformaciones mayores definidas cémo aquéllas (defectos anatomicos o
anomalias cromosémicas) que causan problemas funcionales o que requieren
correccion quirargica

2) dismorfias: alteraciones estructurales del desarrollo producidas durante la
gestacion, por causas genéticas o por lesiones durante la vida fetal

3) sufrimiento fetal intraparto, necesidad de nutricion parenteral, o ingreso en

neonatologia.
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What is already known about this subject

« Infants born small-for-gestational-age (SGA) have a lower
fat mass and a lower fat-free mass than infants born
appropriate-for-gestational age (AGA).

« Follistatin is a glycoprotein that augments adipogenesis.

« Follistatin levels are elevated in short SGA children.

What this study adds

o This is the first study evaluating follistatin concentrations
at term birth in AGA and SGA girls and boys.

« Follistatin is detectable in the circulation at term birth.

o The circulating levels of follistatin are higher in SGA than
in AGA infants, especially in those SGA infants with a

lower fat mass.

Summary

Background: Prenatal weight partitioning is gender specific, and infants born small for gestational age
(SGA) have a lower fat mass and a lower fat-free mass than infants born appropriate for gestational age
(AGA). Follistatin is an adipokine with adipogenic properties.

Objectives: We examined whether follistatin circulates in the human foetus at term birth and, if so,
whether cord blood follistatin relates to birthweight and neonatal body composition.

Methods: The study population was comprised of 248 term newborns (128 girls, 120 boys; 133 AGA,
115 SGA). The main outcome measures used for the study were birthweight, follistatin and insulin in umbilical
cord serum, and neonatal body composition by absorptiometry.

Results: Follistatin was detectable in all cord serum samples. Cord follistatin concentrations were similar
in girls and boys, being about 25% higher (P < 0.001) in SGA than AGA infants. In SGA infants, higher
follistatin concentrations related to lower fat mass.

Conculsion: Follistatin is detectable in the circulation of the human foetus at term birth. The circulating
levels of follistatin, an adipogenic adipokine, are higher in SGA than AGA infants, particularly so in SGA infants
with a lower fat mass.

Keywords: Follistatin, adipogenesis, body composition, birthweight.

Introduction appropriate for gestational age (AGA) girls than
AGA boys (1-3). Newborns born small for gesta-
Prenatal weight gain is gender specific so that body tional age (SGA) are characterized by reductions in

composition is by term birth more adipose in both fat mass and fat-free mass, and by lower
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levels of circulating insulin and insulin-like growth
factor | (IGF-I) (3).

Follistatin is an extracellular glycoprotein that was
originally identified as an inhibitor of pituitary follicle-
stimulating hormone release (4). Follistatin is
expressed by most human tissues and acts as an
antagonistic-binding protein of transforming growth
factor beta (TGF-B) superfamily members, such as
activin, myostatin and bone morphogenetic proteins
(4-6). Recent evidence suggests that follistatin aug-
ments adipogenesis in part by attenuating the
inhibitory actions of activin A on pre-adipocyte differ-
entiation (7,8). Mice homozygous for loss-of-function
mutations in the follistatin gene have a reduced
amount of muscle tissue, suggesting that follistatin
also participates in myogenesis (9). Circulating fol-
listatin levels are elevated in short SGA children, who
have a low amount of subcutaneous fat and a high
sensitivity to insulin (10).

We examined whether follistatin circulates in the
human foetus at term birth and, if so, whether cord
blood follistatin relates to birthweight and neonatal
body composition.

Subjects and Methods
Study population

The study population consisted of 248 newborns
(128 girls and 120 boys; Fig. 1) recruited into a study
that was initiated in 2007 and that assesses the
endocrine-metabolic state and the body composi-
tion of AGA and SGA infants across the first postna-
tal years (3,11).

Inclusion criteria were (i) maternally uncomplicated,
singleton pregnancy (no gestational diabetes, no
preeclampsia, no alcohol or drug abuse) with delivery
at term (837-42 weeks) either at Sant Joan de Déu
Hospital or at Hospital Clinic, Barcelona; (i) birth-
weight strictly AGA (between *1 standard deviation
[SD]) or SGA (below —2.0 SD but above 1.8 Kg) (12);
(iiiy cord blood sample and neonatal body composi-
tion available (dependent on logistic restraints, espe-
cially at night-time for cord blood); (iv) ethnically
Catalan background, allowing for written consent in
Catalan language. Exclusion criteria were: dysmor-
phic features; major congenital malformations;
10-min Apgar score <7.

Gestational age was calculated from the last
menses, and confirmed by first-trimester ultrasound
(~10 weeks). Prevalence of birth by caesarean
section was 25%.

Endocrine and body-composition results of 20 (out
of 133) AGA and 16 (out of 115) SGA newborns were

included in an earlier report (11); no follistatin results
have previously been reported.

Assessments

All infants were measured at birth by the same inves-
tigator (GS). Length was measured with a standard-
ized length board, the mean of three measurements
being used for analysis. Weight was measured to the
nearest 10 g with a standard beam balance (Seca,
Hamburg, Germany).

Cord blood was collected at birth, before placental
separation, for measurement of insulin, IGF-I and
follistatin. Blood samples were centrifuged and
serum frozen at —80°C until assay.

Neonatal body composition was assessed by dual
X-ray absorptiometry (DXA) at the age of 16 + 0.3 d
(mean # standard error of the mean) with a Lunar
Prodigy, coupled to Lunar software (version 3.4/3.5,
Lunar Corp, Madison, WI, USA), adapted for assess-
ment of infants, as described (3,11). The DXA instru-
ment underwent daily quality control and weekly
calibration against a water phantom. Total-body and
abdominal fat, lean mass and bone mineral content
(BMC) were assessed. Coefficients of variation (CVs)
were less than 3% for fat and lean mass (3,11).

Consecutively Inborn Infants
(Sept 2007 — Sept 2009)
n=8150

L 2

Cord Serum Available
n=1545

L

Meeting Other Study Criteria

N =417
AGA SGA
n =296 n=121
Refused Agreed Refused Agreed
N=97 N=199 N=5 N=116

L 2

Available sample
and DXA
N=133

L

Available sample
and DXA
N=115

Figure 1 Recruitment of the study population. AGA,
appropriate for gestational age; DXA, dual X-ray absorpti-
ometry; SGA, small for gestational age.
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Assays

Insulin and IGF-I were measured by immunochemilu-
miniscence (IMMULITE 2000, Diagnostic Products,
Los Angeles, CA, USA) with detection limits of
0.4 uU mL" for insulin and 25 ng mL™" for IGF-1, and
intra- and inter-assay CVs below <10%. Total follista-
tin was measured from blood collected in non-
heparinized vaccutainers using an enzyme-linked
immunosorbent assay with a detection limit of
0.25 ng mL™" (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
and intra- and inter-assay CVs of 2.4% and 8%.

Statistics and ethics

Statistical analyses were performed using Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) 12.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL, USA). Girls-boys and AGA-SGA
differences were tested by unpaired t-test. Linear
regression and multiple regression analysis were used
to study the association between circulating follistatin
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and body composition and biochemical parameters.
Skewed data were log-transformed before compari-
son. P < 0.05 was considered significant.

The study was approved by the Institutional
Review Board of Barcelona University, Hospital of
Sant Joan de Déu; written consent of parents was
obtained before enrolment of infants.

Results

Table 1 shows the auxological, endocrine and body-
composition results by gender. BMC, fat and lean
mass, and circulating insulin and IGF-I were lower in
SGA infants, as expected (3).

Follistatin  was detectable in all cord serum
samples. Cord follistatin concentrations were similar
in girls and boys, being higher in SGA than AGA
infants (Table 2; results of both genders pooled).

In SGA infants, higher follistatin concentrations
related to lower fat mass (Table 3). These associa-
tions were independent from gestational age, birth-

Table 1 Auxological, endocrine and body-composition results in AGA and SGA girls and boys

At birth Girls Boys
AGA (n =64) SGA (n =64) P-value AGA (n =69) SGA (n=51) P-value
Gestational age (week) 39.8 0.2 38.5 +0.2 <0.0001 39.6 + 0.1 38,5 +0.2 <0.0001
Birth weight (kg) 3.3 = 0.05 2.3+ 0.03 <0.0001 3.4 +0.04 2.3 +0.08 <0.0001
Birth weight Z-score 0.0 = 01 2.2+ 0.1 <0.0001 0.1 £ 0.1 -2.3 =01 <0.0001
Birth length (cm) 49.4 = 0.2 454 = 0.3 <0.0001 50.1 = 0.2 46.0 = 0.2 <0.0001
Birth length Z-score -0.2 =01 -1.8+0.2 <0.0001 0.0 £ 0.1 -1.7 £ 01 <0.0001
Insulin (pmol L) 473 *+5 33.7 £ 4.3 <0.05 38.7 = 3.6 20 £2.9 <0.0001
IGF-I (ng mL™) 65 + 4 54 +5 <0.05 55 +3 35 +2 <0.0001
Follistatin (ng mL™) 0.40 = 0.02 0.54 = 0.08 <0.005 0.43 = 0.03 0.54 £ 0.04 <0.05
At age 2 weeks
Bone mineral content (g) 111 £2 81 +2 <0.0001 111 x2 812 <0.0001
Fat mass (g) 827 = 37 477 = 28 <0.0001 733 = 30 413 = 31 <0.0001
Abdominal fat (g) 48 £ 2 28+ 2 <0.0001 39+ 2 22+ 2 <0.0001
Lean mass (g) 2823 * 52 2356 * 36 <0.0001 3107 = 39 2470 = 49 <0.0001
Fat-to-lean mass ratio 0.30 = 0.01 0.20 = 0.01  <0.0001 0.24 = 0.01 0.17 = 0.01 <0.0001
Values are mean = standard error of the mean.
AGA, appropriate for gestational age; SGA, small for gestational age.
Total (n = 248) AGA (n = 133) SGA (n = 115) P-value Table 2 Auxological
measurements and
Gestational Age (week) 39.7 £ 0.1 38.5 = 0.1 <0.001 circulating follistatin
Birthweight Z-score 0.1 =01 —2.2 +0.1 <0.001 (by definition) N AGA and SGA
Birthlength Z-score -0.1 + 0.1 -1.7 = 0.1 <0.001 (by definition) ~nNewborns
Cord follistatin (hng mL™) 0.42 = 0.02 0.54 = 0.08 <0.001
Cord follistatin (hg mL™")* 0.43 =£0.02 0.52 £0.03 <0.01

*Adjusted for difference in gestational age.

Results of both genders are pooled

Values are mean * standard error of the mean.

AGA, appropriate for gestational age; SGA, small for gestational age.
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Table 3 Correlations
of cord-blood
follistatin with

selected variables in
AGA and SGA girls
and boys

At birth Girls Boys
AGA (n=64) SGA (n=64) AGA (n=69) SGA (n=51)

Gestational age (week) -0.087 -0.192 0.064 -0.240
Birth weight Z-score -0.234 0.149 -0.139 0.155
Insulin (pmol L) -0.113 —0.255* -0.062 —0.054
Insulin-like growth factor | (ng mL™") -0.209 -0.212 -0.115 -0.111
At age 2 weeks

Fat mass (g) -0.172 -0.315* -0.082 —0.336**

Lean mass (g) 0.008 -0.102 -0.087 -0.139

Fat-to-lean mass ratio -0.203 -0.291* -0.034 —0.334*

*P <0.05 and **P < 0.01.
Pearson correlation coefficients are shown.

AGA, appropriate for gestational age; SGA, small for gestational age.

weight and age at assessment of body composition
(B=-0.35, P<0.01; R?=0.10, in SGA boys; and
B=-0.31, P<0.01; R?=0.08, in SGA girls).

In SGA girls, higher follistatin concentrations also
associated to lower cord insulin (Table 3). This asso-
ciation was independent from gestational age, birth-
weight and fat mass (B = -0.26, P < 0.05; R? = 0.05).

In AGA infants, cord follistatin was unrelated to
either fat mass or insulin (Table 3).

Discussion

Follistatin was found to be readily detectable in cord
serum of infants at term birth. Follistatin concentra-
tions were higher in SGA infants and were in these
subjects inversely related to their neonatal fat mass.
In SGA girls, cord follistatin was also inversely asso-
ciated to cord serum insulin. Circulating follistatin
levels in prepubertal girls and boys are about fivefold
higher than those in foetuses at term birth (10). In
pregnant women, circulating follistatin levels are pre-
sumably up-regulated by estrogens (13), peak at
38-39 weeks of gestation and are by term delivery
more than 10-fold higher than those documented
here in foetuses at term birth, indicating that the
placenta is a barrier partitioning follistatin between
the maternal and foetal compartments (14).

At term birth, cord serum follistatin levels in SGA
infants were about 25% higher than in AGA infants,
also after correcting for differences in gestational
age. The pathophysiological relevance of this obser-
vation is currently a matter of conjecture. Both fol-
listatin and follistatin-like 3 (FSL-3, which shares
structural and functional homology with follistatin) are
thought to influence carbohydrate and lipid homeo-
stasis through inhibition of the autocrine/paracrine
effects of activin and myostatin in multiple tissues
(56,15-17). For example, follistatin is not only capable
of increasing adipogenesis by reversing myostatin's

effect on pre-adipocytes, but is also capable of
inducing muscle growth by counteracting myostatin
and activin via satellite cell activation in muscles (5,8).
SGA newborns have a lower fat mass, a lower lean
mass and a lower fat-to-lean mass ratio (3), as con-
firmed here. The higher follistatin concentrations in
SGA newborns may reflect the foetal activation of a
homeostatic mechanism that facilitates the postnatal
recovery of both lean and fat mass. During the first
months of post-natal catch-up growth, SGA infants
prioritize the recovery of lean mass over that of fat
mass (11). If an early increase in circulating follistatin
levels is involved in this recovery process — perhaps
along with an early increase in circulating leptin (11) —
then follistatin's effects on muscle prevail in this
phase over those on adipose tissue. Follow-up of the
present cohort will clarify whether higher circulating
levels of follistatin in early life associate with greater
fat accumulation in later life.

The present study seems to be the first to have
evaluated follistatin concentrations at term birth in
AGA and SGA girls and boys, along with neonatal
body composition. Limitations of our study include
the time lag between endocrine and body-
composition assessments, and the absence of con-
comitant measurements of follistatin in the mothers
or of other circulating members of the TGF-3 super-
familiy such as activins, myostatin and FSL-3 in the
foetuses.

In conclusion, follistatin is detectable in the circu-
lation of the human foetus at term birth. The circu-
lating levels of follistatin, an adipogenic adipokine,
are higher in SGA than AGA infants, particularly so in
SGA infants with a lower fat mass.
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Objetivo

Determinar los niveles de folistatina en sangre de cordon de fetos a término AEG y PEG y

estudiar su relacién con el peso al nacer y la composicion corporal neonatal.

Sujetos y Métodos

La poblaciéon estudiada comprende 133 AEG (69 nifios, 64 nifias) y 115 PEG (51 nifios,

64 nifias) nacidos entre septiembre 2007 y septiembre 2009, de los cuales se recogio

sangre de corddén para determinar las concentraciones de IGF-1, insulina y folistatina. A

los 15 dias se realiz6 densitometria (DXA), para determinar el contenido mineral 6seo

(CMO), la proporcién de grasa total y abdominal y la proporcion de masa magra.

Resultados:

1)

2)

3)

4)

El CMO, la masa magra y la masa grasa (p<0.0001), la insulina circulante y los
niveles de IGF-1 (p<0.05 en nifias y p<0.0001 en nifios) fueron mas bajos en los
PEG.

La folistatina fue detectable en sangre de corddn, y sus concentraciones fueron
similares en ambos sexos siendo sus niveles mas elevados en PEG comparados
con recién nacidos AEG (p<0.01).

En el grupo PEG los niveles elevados de folistatina se relacionaron con menor
masa grasa y esta asociacion fue independiente de la edad gestacional, del peso al
nacer, y de la edad de realizacion de la DXA (B = -0.35; p<0.01; R2 = 0.10, en
nifios; B = -0.31, p<0.01; R2 = 0.08, en nifas).

En niflas PEG las concentraciones elevadas de folistatina se asociaron también a
niveles bajos de insulina; estas asociaciones fueron independientes de la edad

gestacional, del peso al nacer y de la masa grasa (8 = -0.26; p<0.05; R2 = 0.05).
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5) En recién nacidos AEG las concentraciones de folistatina en sangre de cordén no

se relacionaron con la masa grasa o la insulina.

Fig. 16 Valores de folistatina en sangre de cordén: AEG vs PEG.
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AEG: adecuado para la edad gestacional; PEG: pequefio para la edad gestacional

*p<0.01 vs AEG
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4.2 Sequndo articulo

Abundance of circulating preadipocyte factor 1 in early life.
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OBJECTIVE—Soluble preadipocyte factor 1 (Pref-1) inhibits adipocyte differentiation. We
tested whether circulating levels of soluble Pref-1 are higher in smaller fetuses.

RESEARCH DESIGN AND METHODS —We performed longitudinal assessments of
circulating Pref-1 in infants born appropriate for gestational age (AGA) or small for gestational
age (SGA) and also in late-gestational women and in newborns on days 2 and 3.

RESULTS —At birth, Pref-1 levels were ~100-fold higher than in adults, being in SGA fetuses
~50% higher than in AGA fetuses. By age 4 months, Pref-1 had reached near-adult levels and the
original AGA versus SGA difference had disappeared. Pref-1 levels were low in late-gestational
women and were still elevated in newborns.

CONCLUSIONS —Pref-1 is abundantly present in the fetus, is higher in SGA than in AGA
fetuses, and is likely to be of fetal origin. We speculate that Pref-1 in early life contributes to
variation in postnatal adipocyte numbers, in the subsequent expandability of adipose tissue, and
thus in the susceptibility to diabetes in later life.

wherein fat can be stored during adult-

hood is essentially determined in two
windows of adipogenesis, namely, fetal life
and puberty (1,2). For example, in mono-
zygotic twins discordant for growth before
birth, the smaller twin continues to have a
lower number of subcutaneous adipocytes
after birth (3). It is still poorly understood
how a transient restraint of fetal growth can
be linked to a persistent lowering of adipo-
cyte number. We propounded that one of
the potential links is a downregulation of adi-
pogenesis in a critical window of growth re-
straint before birth. In a first test of this
concept, we studied at birth whether circu-
lating preadipocyte factor 1 (Pref-1) is higher
in smaller fetuses. Pref-1 is a transmembrane
protein that is encoded by an imprinted (pa-
ternally expressed) gene on chromosome
1432 and that contains an extracellular
domain with epidermal growth factor-like

T he number of subcutaneous adipocytes

Diabetes Care 35:848-849, 2012

repeats; juxtamembrane cleavage generates
a soluble 50-kDa form, which is the Pref-1
form that inhibits adipocyte differentiation
by upregulating Sox9 in preadipocytes
(4,5). Thus far, the circulating levels of Pref-
1 have not been studied in human fetuses,
newborns, infants, or pregnant women.

RESEARCH DESIGN AND

METHODS —Pref-1 was measured lon-
gitudinally (at birth and at 4 months) in
serum from 72 infants (42 born appropriate
for gestational age [AGA] [19 girls and 23
boys| and 30 born small for gestational age
[SGA] [16 girlsand 14 boys]) who had been
recruited into a study that was initiated in
2007 and that assesses longitudinally the
endocrine-metabolic state and the body
composition of SGA infants compared
with breastfed AGA control subjects across
the first postnatal years (6,7). For the pres-
ent substudy focusing on Pref-1, specific
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inclusion criteria were as follows: 1) birth
at Hospital Sant Joan de Déu after an uncom-
plicated, term (38-40 weeks), and singleton
pregnancy (no maternal hypertension and
no gestational diabetes); 2) birth weight be-
tween 3.0 and 3.8 kg for AGA control sub-
jects (birth weight range between —1 and
+1 SD), and birth weight <2.6 kg for SGA
infants (below —2 SD); 3) cord serum avail-
able to measure Pref-1; and 4) written in-
formed consent in the Catalan language.
Specific exclusion criteria were complica-
tions at birth (need for resuscitation or
for parenteral nutrition), congenital malfor-
mations, or an extremely low birth weight
(below —3.0 SD).

Gestational age was calculated according
to the last menses and confirmed by first-
trimester ultrasound. The prevalence of de-
livery by caesarean section was 12%. A total
of 17 mothers smoked during pregnancy;
they delivered 7 AGA and 10 SGA infants.

Pref-1 was also measured in 11 healthy
AGA newborns (mean birth weight 3.3 kg)
sampled on postnatal day 2 or 3 (mean age
44 h [range 30-57]) and from 18 women in
late gestation (mean 35 weeks [32-38])
who subsequently delivered healthy infants
(mean birth weight 3.3 kg [2.7-4.0]) after
uncomplicated singleton pregnancies
(mean duration 39 weeks [37—41]).

Body weight was measured at birth
with a beam balance (Seca, Hamburg,
Germany). Blood from the longitudinally
studied infants was sampled at birth (from
the umbilical cord before placental separa-
tion) and in the prefeeding state at age 4
months. All samples were centrifuged and
frozen at —80°C until analysis. Body com-
position was assessed by absorptiometry at
age 2 weeks (mean * SEM 17 = 1 days)
with a Lunar Prodigy, coupled to Lunar soft-
ware (version 3.4/3.5; Lunar, Madison, WI)
adapted for infants (6,7). Soluble 50-kDa
Pref-1 was assessed by ELISA (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN) (intra- and inter-
assay coefficients of variation 3.6 and 6.2%,
respectively; detection limit 0.01 pwg/L).

Statistical analyses were performed us-
ing SPSS 12.0 (SPSS, Chicago, IL). Results
are expressed as means * SEM. Compari-
sons between groups were performed by
t test. Skewed data were log transformed
prior to comparison. P < 0.05 was consid-
ered significant.
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Table 1—Results from AGA versus SGA infants

AGA SGA* p*

N (% female) 42 (45) 30 (53)

At birth
Weight (kg) 34 *0.1 24 *0.1 (<0.0001)
Weight Z score 0.0*0.1 —-22*0.1 (<0.0001)
Pref-1 (ug/L) 191 273 0.004
Lean plus fat plus bone (kg)# 40=*0.1 32*0.1 <0.0001
Lean mass (kg)# 3.0*0.1 25*0.1 <0.0001
Fat mass (kg)# 0.88 £ 0.04 0.53 £ 0.05 <0.0001
Bone mineral content (kg)# 0.11 = 0.00 0.09 = 0.00 <0.0001

At age 4 months
Pref-1 (ug/L) 13 0.1 13*+0.1 NS
Lean plus fat plus bone (kg) 75*0.2 6.6+ 0.2 0.003
Lean mass (kg) 43 *0.1 4.0 *0.1 NS
Fat mass (kg) 3.0 0.1 25*0.1 0.001
Bone mineral content (kg) 0.20 = 0.01 0.18 = 0.01 0.002

Data are means * SEM unless otherwise indicated. **P values are for comparisons between AGA and SGA
infants and are adjusted for sex and maternal smoking. #Absorptiometry was performed at age 2 weeks. *All
results were comparable in breastfed (N = 16) and formula-fed (N = 14) SGA infants. All AGA control subjects

were breastfed (see RESEARCH DESIGN AND METHODS).

All assessments were approved by the
institutional review board of Barcelona
University Hospital. Written (parental) con-
sent was an inclusion criterion.

RESULTS —Pref-1 levels in late-gestational
women were 0.7 £ 0.1 pg/L (range 0.02—
1.6), which were comparable with those
reported in nonpregnant women (8). Cir-
culating Pref-1 was readily detectable in all
infants. Pref-1 levels were comparable in
girls and boys, and the results of both sexes
were therefore pooled (Table 1).

At birth, Pref-1 levels ranged from 6 to
100 pg/L and were thus one to two orders
of magnitude higher than in the maternal
circulation. Pref-1 levels were ~50% higher
in SGA than in AGA fetuses. By age 4
months, Pref-1 concentrations had reached
a near-adult level and the original AGA
versus SGA difference in Pref-1 levels
had disappeared. No close associations
were observed between Pref-1 concentra-
tions and body composition either at birth
or at age 4 months. On day 2 or 3, serum
concentrations of Pref-1 in AGA newborns
were still 14 = 2 pg/L (range 8-26), sug-
gesting that prenatal Pref-1 has a fetal
rather than a placental or maternal origin.

CONCLUSIONS—In the first months
after birth, SGA infants prioritize the re-
covery of lean mass to that of fat mass and
of bone mineral content. Soluble Pref-1 is
thought to reduce adipogenesis as well
as bone formation by inhibiting the dif-
ferentiation of multipotent mesenchymal
cells into adipocytes, chondrocytes, and

osteoblasts (5,9,10). Here, we show that
Pref-1 is abundantly present in the circu-
lation of the human fetus and that SGA
fetuses have higher Pref-1 levels than do
AGA control subjects.

Growth restraint in early life is a major
risk factor for diabetes in later life (11,12).
Our finding that fetal growth restraint is
associated with markedly high Pref-1 levels
suggests that Pref-1 may be among the me-
diators of a reduced adipocyte differentia-
tion in growth-restrained fetuses, and thus
ofareduction in their life-long lipid-storage
capacity and also of their adult vulnerability
to metabolic disease, once lipid storage be-
comes an issue.

In conclusion, Pref-1 is abundantly pres-
ent in the circulation of the human fetus and
islikely to be of fetal rather than maternal or
placental origin. Circulating Pref-1 levels
are higher in SGA than in AGA fetuses.
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Objetivo
Determinar los niveles de Pref-1 en sangre de cordon y a los 4 meses en nifios a término
AEG y PEG y su relacion con la composicion corporal. Medir ademas los niveles de Pref-1

en el periodo post-natal y en sangre materno al final de la gestacion.

Sujetos y Métodos

Se trata de un estudio longitudinal (0-4 meses) en recién nacidos AEG y PEG. La
poblacién estudiada comprende 42 AEG (19 nifias, 23 nifios) y 30 PEG (16 nifias, 14
nifos), de los cuales se recogié sangre de corddn y muestra de sangre a los 4 meses
para determinar los niveles Pref-1. A los 15 dias y a los 4 meses se realiz6 DXA, para
establecer el CMO, la proporcion de masa grasa total y abdominal y la proporcion de
masa magra. También se determind Pref-1 en 11 recién nacidos AEG sanos a los 2-3
dias de vida y en 18 madres al final de la gestacion que tuvieron recién nacidos sanos y

embarazos no complicados.

Resultados

1) Los niveles de Pref-1 en las madres al final de la gestacién fueron 0,7 + 0,1 mcg/L
(rango 0,02-1,6) comparables con los niveles descritos en mujeres no
embarazadas.

2) Pref-1 se detectd en todos los pacientes siendo los niveles iguales en nifios y nifias
por lo cual se analizaron los valores agrupados de ambos sexos.

3) Al nacer los valores de Pref-1 se encontraron en rango de 6-100 mcg/L siendo
mucho mas altos que en la circulacidbn materna.

4) Al nacer los valores de Pref-1 fueron un 50% mas altos en recién nacidos PEG que

en AEG (p= 0.004).

86



5) Al nacer los nifios PEG presentaron menos masa grasa, menos masa magra y
menor CMO (p< 0.0001).

6) A los 4 meses los niveles de Pref-1 alcanzaron los valores descritos en adultos sin
diferencias entre AEG y PEG.

7) No se encontré relacion entre los valores de Pref-1 y la composicién corporal ni a
los 15 dias ni los 4 meses.

8) A los 2-3 dias los valores de Pref-1 en nifios AEG fueron 14 + 2 mcg/L (rango 8-26)
sugiriendo que los niveles de Pref-1 tienen un origen fetal mas que un origen
placentario.

Fig. 17 Valores de Pref-1 en sangre de cordén: AEG vs PEG.
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AEG: adecuado para la edad gestacional; PEG, pequefio para la edad gestacional

** p=0.004 vs AEG
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BRIEF REPORT

Body Composition and Circulating High-Molecular-
Weight Adiponectin and IGF-I in Infants Born Small

for Gestational Age

Breast- Versus Formula-Feeding

Francis de Zegher,' Giorgia Sebastiani,>® Marta Diaz,>® David Sanchez-Infantes,>

Abel Lopez-Bermejo,‘*’5 and Lourdes Ibaiiez>?

Prenatal growth restraint, if followed by postnatal overweight,
confers risk for adult disease including diabetes. The mecha-
nisms whereby neonatal nutrition may modulate such risk are
poorly understood. We studied the effects of nutrition (breast-
feeding [BRF] vs. formula-feeding [FOF]) on weight partitioning
and endocrine state (as judged by high-molecular-weight [HMW]
adiponectin and IGF-I) of infants born small for gestational age
(SGA). Body composition (by absorptiometry), HMW adiponectin,
and IGF-I were assessed at birth and 4 months in BRF infants
born appropriate for gestational age (AGA; n = 72) and SGA
infants receiving BRF (n = 46) or FOF (n = 56), the latter being
randomized to receive a standard (FOF1) or protein-rich formula
(FOF2). Compared with AGA-BRF infants, the catchup growth of
SGA infants was confined to lean mass, independently of nutri-
tion. Compared with AGA-BRF infants, SGA-BRF infants had nor-
mal HMW adiponectin and IGF-I levels at 4 months, whereas
SGA-FOF infants had elevated levels of HMW adiponectin (par-
ticularly SGA-FOF1) and IGF-I (particularly SGA-FOF2). In con-
clusion, neonatal nutrition seems to influence endocrinology
more readily than body composition of SGA infants. Follow-up
will disclose whether the endocrine abnormalities in SGA-FOF
infants can serve as early markers of an unfavorable metabolic
course and whether they may contribute to design early interven-
tions that prevent subsequent disease, including diabetes.
Diabetes 61:1969-1973, 2012

early, millions of human infants are born small for
gestational age (SGA), and these infants are at
higher risk for later diseases such as diabetes and
hypertension (1), particularly if their weight gain
is excessive in early infancy (2,3) and if they receive protein-
enriched formula-feeding (FOF) instead of breast-feeding
(BRF) (4-6). The mechanisms underpinning this risk are
poorly understood, but evidence starts to indicate that fetal-
neonatal anomalies in adipogenesis and circulating adipo-
kines and hormones are among the contributors (7-9).
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In 2005 to 2006, we designed a study that aimed to yield
evidence that could point toward mechanisms whereby
nutrition in early infancy may modulate the long-term
course of SGA children. Between birth and 4 months, we
studied how SGA-BRF and SGA-FOF infants distribute
their weight gain as compared with BRF controls born
appropriate for gestational age (AGA). SGA-FOF infants
were randomized to receive a standard formula or a protein-
enriched formula that is still recommended for low-
birth-weight infants. In parallel, we assessed circulating
IGF-], a prime endocrine marker for which levels are known
to be lower in AGA infants receiving BRF than in those
receiving FOF (10-12). Finally, we measured the circulating
levels of high-molecular-weight (HMW) adiponectin, an
adipokine that is abundantly present in the fetus (13,14)
and is a sensitive marker of SGA-related features from
early childhood onwards (15-17).

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Study population. The study cohort consists of 174 infants (88 girls and 86
boys) recruited (Fig. 1) into a longitudinal study that assesses the body compo-
sition and endocrine-metabolic state of SGA infants, as compared with AGA-BRF
controls, in the first years after birth (9,13,18). The present substudy focused on
weight partitioning and circulating HMW adiponectin and IGF-I between birth and
age 4 months. Accordingly, the specific inclusion criteria were

e Birth at Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, after an uncomplicated, term
(37-42 weeks), singleton pregnancy (no maternal hypertension, gestational
diabetes, alcohol abuse, or drug addiction)

Birth weight between 2.9 and 3.9 kg for AGA and between 1.9 and 2.6 kg for
SGA infants

Exclusive breastfeeding for 4 months in AGA controls; either exclusive
breastfeeding for 4 months or exclusive feeding with the randomly assigned
formula in SGA infants (see below)

Body composition assessment at ages 2 weeks and 4 months

Enough cord serum available (at birth) and enough serum available in pre-
feeding state (at age 4 months) to enable measurement of circulating HMW
adiponectin and IGF-I (there were logistic restraints, mainly for nighttime
collection of cord blood; see Step 1 in Fig. 1)

Written, informed consent in Spanish/Catalan language (as expected, the
parental consent rate was higher for SGA than for AGA infants; see Step
2 in Fig. 1)

Exclusion criteria were complications at birth (need for resuscitation or
for parenteral nutrition) and congenital malformations.

The fraction of infants with complete follow-up was higher in the SGA than
in the AGA subpopulation (68 vs. 26%; see Step 3 in Fig. 1). No differences were
detected in the baseline features of infants who completed versus those who
did not complete the 4-month follow-up (data not shown).

Mothers of SGA infants were recommended to give BRF, but a substantial
fraction preferred nevertheless to give FOF. Among the 102 SGA infants with
complete follow-up, 46 infants were exclusively BRF, and 56 were exclusively
FOF (see Step 4 in Fig. 1).
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HMW ADIPONECTIN AND IGF-I IN SGA INFANTS

Recruitment of the study population.
AGA: born appropriate-for-gestational-age

SGA: born small-for-gestational-age
BRF: breast-fed
FOF: formula-fed

Inborn Infants
(Jan 2007 - Sept 2009)
N=9340

[

Cord serum available
Other study criteria fulfilled

[ N=276 AGA,

N=149 SGA ]

[

Agreed to Participate ]

[ N=153 AGA, N=119 SGA ]

N=72 AGA-BRF
(33 girls, 39 boys)
26% of eligible infants

[

Completed 4-mo follow-up ]

N=102 SGA
(55 girls, 47 boys)
68% of eligible infants

N=46 SGA-BRF
(25 girls, 21 boys)

(30 girls, 26 boys)

Lo

N=56 SGA-FOF ]

FIG. 1. Recruitment of the study population.

Shortly after birth, SGA-FOF infants were randomly assigned (1:1) to receive
either FOF1 (Enfalac 1; Mead Johnson) or FOF2 (Enfalac Premature for pre-
mature and low-birth-weight infants; Mead Johnson). The milk concentration
was 12.9%, and the recommended volume was 150 ml/kg/day. FOF2 contains less
fat and more protein than human milk; FOF1 has an intermediate composition
and is rich in energy (Supplementary Table 1). Five newborns (two girls and
three boys), who were originally randomized to receive FOF2, did not seem to
tolerate this formula well and were switched to FOF1 prior to age 28 days (see
Step 5 in Fig. 1); their results were pooled with those of FOF1 infants.

Gestational age was calculated according to the last menses and confirmed by

first-trimester ultrasound (~10 weeks). The delivery rate by caesarean section
was 22%. A total of 39 mothers reported smoking during pregnancy; they de-
livered 9 AGA and 30 SGA infants. Endocrine and body-composition results
from 21 out of 72 AGA-BRF infants and 18 out of 46 SGA-BRF infants were part
of earlier reports (9,18); no results from the 56 SGA-FOF infants have hitherto
been reported.
Assessments. Weight and length were measured by the same investigator (G.S.)
at birth and 4 months (132 = 1 day [mean = SEM]). Weight was measured with
a beam balance (Seca, Hamburg, Germany) and length with a length board, the
mean of three measurements being used for analysis.

Body composition was assessed by absorptiometry at ages 2 weeks and
4 months with a Lunar Prodigy, coupled to Lunar software (version 3.4/3.5;
Lunar Corp, Madison, WI), adapted for assessment of infants (9,13). All body-
composition studies were performed during spontaneous sleep prior to feeding.
Body fat, lean mass, and bone mineral content (BMC) were assessed. Coef-
ficients of variation (CVs) were <3% for fat and lean mass (9,13).

Circulating levels of HMW adiponectin and IGF-I were measured in cord
serum and prefeeding/morning serum samples obtained at age 4 months.
HMW adiponectin was assessed with an ELISA kit (Linco Research, St.
Charles, MO) with intra- and interassay CVs <9%. IGF-I was measured
by immunochemiluminiscence (IMMULITE 2000; Diagnostic Products,

1970 DIABETES, VOL. 61, AUGUST 2012

N=34 SGA-FOF1*
(19 girls, 15 boys)

o

* Including 5 newborns who were randomized to FOF2,
but were switched to FOF1 before reaching age 28 d.

N=22 SGA-FOF2
(11 girls, 11 boys)

Los Angeles, CA), the detection limit being 25 ng/mL; intra- and interassay CVs
were <10%.

Statistics. Statistical analyses were performed using SPSS 12.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Skewed data were log-transformed before comparison. Gen-
eral lineal models for repeated measurements were used to detect differ-
ences in baseline and 4-month data and in 4-month increments between
groups.

The study had 80% power to detect a difference of 0.6 SD between SGA-BRF
and SGA-FOF infants for the major variables in the study (fat and lean mass,
IGF-I, and HMW adiponectin). The detectable difference was 0.8 SD for
comparisons of the same variables between SGA-FOF1 and SGA-FOF2.

A P value <0.05 was considered significant for nominal associations. A
Bonferroni correction by a factor of 10 (product of five independent outcomes
and two independent groups) is recommended to account for multiple com-
parisons of major variables, so that only conventional P values <0.005 yield
Bonferroni-corrected P values <0.05.

The study was approved by the Institutional Review Board of Barcelona
University, Hospital of Sant Joan de Déu; informed written consent was an
inclusion criterion.

RESULTS

Body composition. SGA infants receiving FOF1 or FOF2
developed similar gains of weight, length, lean mass, fat
mass, and BMC (Table 1), and their results were therefore
pooled into an SGA-FOF group. In turn, SGA-FOF and SGA-
BRF infants developed similar gains of weight, length, lean
mass, fat mass, and BMC (Table 2 shows data at 2 weeks and
4 months; Table 3, right, shows the gains), and their results
were also pooled into a total SGA group. Compared with

diabetes.diabetesjournals.org
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TABLE 2

Results in infants born either AGA or SGA

At age 2 weeks*

At age 4 monthsT

I P

AGA SGA valuedk SGA-BRF§ SGA-FOF§ AGA SGA valuei SGA-BRF SGA-FOF
n 72 102 46 56 72 102 46 56
Weight (kg) 3.9 (3.0-4.0) 2.9 (2.8-3.0)  <0.0001 2.9 (2.8-3.1) 2.9 (2.8-3.0) 7.2 (7.0-7.4) 6.4 (6.2-6.5)  <0.0001 6.3 (6.1-6.6) 6.4 (6.2-6.6)
Weight Z-score|| 0.0 (—0.1 2.2 (-23 <0.0001 -2.2(-24 —-2.1(-23 0.5 (0.3-0.8) -12(-14 <0.0001 -1.2(-15 -11(-14

to 0.2) to —2.1) to —2.2) to —2.0) to —1.0) to —1.0) to —0.9)
Length (cm) 51 (51-52) 47 (47-48) <0.0001 47 (47-48) 47 (47-48) 63 (63-64) 60 (60-61) <0.0001 60 (60-61) 60 (60-61)
Length Z-score|| —0.1 (=0.2 —-1.7(-19 <0.0001 —-1.7(-1.9 -18(-1.9 0.1 (=0.1 —-0.8 (—1.0 <0.0001 -09 (—-1.1 -0.8 (1.0

to 0.1) to —1.6) to —1.5) to —1.6) to 0.4) to —0.6) to —0.6) to —0.5)
BMC (kg) 0.11 (0.11-0.12)  0.08 (0.07-0.08) <0.0001 0.08 (0.08-0.09) 0.08 (0.07-0.08) 0.19 (0.18-0.21) 0.17 (0.17-0.18) <0.0001 0.17 (0.16-0.17)  0.18 (0.17-0.19)*
Fat mass (kg) 0.79 (0.73-0.85)  0.43 (0.39-0.47) <0.0001 0.46 (0.41-0.53) 0.40 (0.35-0.45) 2.8 (2.7-3.0) 2.3 (2.2-2.4)  <0.0001 2.3 (2.2-2.5) 2.3 (2.2-2.4)
Lean mass (kg) 3.0 (2.9-3.1) 24 (2.3-2.,5)  <0.0001 2.4 (2.3-2.5) 2.4 (2.3-2.5) 4.2 (4.0-4.3) 3.9 (3.8-4.0) 0.003 3.8 (3.7-4.0) 3.9 (3.84.1)
IGF-I (ng/mL)|| 55 (49-62) 46 (40-52) 0.04 48 (37-60) 44 (38-50) 51 (45-56) 69 (61-76) <0.0001 54 (46-61) 81 (69-93)°
HMW adiponectin

(pg/mL)|| 33 (30-36) 26 (23-29) 0.001 27 (23-32) 25 (21-28) 27 (25-30) 34 (31-37) 0.001 29 (26-33) 38 (34-43)¢

Data are mean (95% CI) unless otherwise indicated. All AGA infants were BRF, whereas SGA infants were either BRF or FOF. Differences remaining significant after Bonferroni correction
are those with a P value <0.005 (see staTisTics). *Age: AGA, 16 = 1 day; SGA, 17 = 1 day. TAge: AGA, 129 = 1 day; SGA, 128 =+ 1 day. %P values for comparisons between AGA and SGA
infants. §No significant differences between SGA-BRF and SGA-FOF at age 2 weeks. ||At birth instead of at age 2 weeks. *P < 0.05, °P < 0.001, and °P < 0.005 vs. SGA-BRF at age 4 months.

TABLE 1

Results in infants born SGA and receiving FOF1 or FOF2

At age 2 weeks

At age 4 months

0- to 4-month change

FOF1 FOF2 P value FOF1 FOF2 P value FOF1 FOF2 P value

n 31 25 31 25 31 25
Weight (kg) 2.9 (2.7-3.1) 2.8 (2.8-3.0) ns 6.4 (6.1-6.6) 6.4 (6.1-6.7) ns 3.5 (3.2-3.7) 3.5 (3.2-3.8) ns
Length (cm) 47 (46-48) 47 (47-48) ns 60 (59-61) 61 (60-62) ns 15 (14-16) 15 (14-16) ns
BMC (kg) 0.08 (0.07-0.08) 0.08 (0.07-0.09) ns 0.18 (0.17-0.19) 0.18 (0.16-0.20) ns 0.10 (0.09-0.12) 0.10 (0.09-0.11) ns
Fat mass (kg) 0.39 (0.32-0.46) 0.41 (0.35-0.48) ns 2.3 (2.1-2.4) 2.3 (2.2-2.5) ns 1.9 (1.7-2.0) 1.9 (1.8-2.0) ns
Lean mass (kg) 2.4 (2.3-2.5) 2.4 (2.3-2.5) ns 3.9 (3.74.2) 3.9 (3.74.2) ns 1.5 (1.2-1.8) 1.5 (1.3-1.8) ns
IGFI (ng/mL)* 44 (35-52) 44 (37-52) ns 71 (63-79) 94 (70-119) <0.05 27 (18-37) 50 (26-74) <0.05
HMW adiponectin

(ng/mL)* 23 (18-28) 27 (21-33) ns 42 (36-48) 33 (27-39) <0.05 20 (12-27) 6 (—1to 14) <0.05

Data are mean (95% CI) unless otherwise indicated. For formula composition, see Supplementary Table 1. None of the differences in this table remained significant after Bonferroni
correction (see STATISTICS). *Values at birth instead of at age 2 weeks.
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HMW ADIPONECTIN AND IGF-I IN SGA INFANTS

TABLE 3

Changes (0—4 months) in weight, length, and body composition in infants born either AGA or SGA

0- to 4-month change

AGA SGA P value* SGA-BRFY SGA-FOFt
n 72 102 46 56
A Weight (kg) 3.3 (3.1-3.5) 3.4 (3.3-3.6) ns 3.4 (3.2-3.6) 3.5 (3.3-3.7)
A Length (cm) 13 (13-14) 15 (14-15) <0.0005 14 (14-15) 15 (14-16)
A BMC (kg) 0.09 (0.08-0.10) 0.09 (0.09-0.10) ns 0.09 (0.08-0.09) 0.10 (0.09-0.11)
A Fat mass (kg) 2.0 (1.9-2.2) 1.9 (1.8-2.0) <0.05 1.9 (1.7-2.0) 1.9 (1.8-2.0)
A Lean mass (kg) 1.2 (1.1-1.3) 1.5 (1.4-1.6) <0.0005 1.5 (1.3-1.6) 1.5 (1.3-1.7)
A Fat mass — A Lean mass (kg) 0.9 (0.7-1.0) 0.4 (0.2-0.6) <0.0001 0.4 (0.2-0.7) 0.4 (0.1-0.6)

Data are mean (95% CI) unless otherwise indicated. All AGA infants were BRF, whereas SGA were either BRF or FOF. Differences remaining
significant after Bonferroni correction are those with a P value <0.005 (see sTaTISTICS). A, change. *P values for comparisons between AGA and
pooled SGA infants (adjusted for sex). TNo significant differences between BRF-SGA and FOF-SGA.

AGA controls, the SGA infants caught up in length but
confined their weight catchup to lean mass, thereby aggra-
vating their low adiposity versus AGA controls (Table 3,
left). All of the differences between AGA and SGA infants
were independent of sex, gestational age, and maternal
smoking.

HMW adiponectin and IGF-I. In cord serum, the levels of
HMW adiponectin and IGF-I were lower in SGA than AGA
infants (Table 2). At 4 months, circulating HMW adiponectin
and IGF-I seemed to be influenced by nutrition, the levels in
SGA-FOF being higher than in SGA-BRF infants (Table 2); in
addition, HMW adiponectin levels were higher in SGA-FOF1
than in -FOF2 infants, whereas IGF-I levels were higher in
SGA-FOF2 than in -FOF1 infants (Table 1 and Fig. 2, lef?).
Accordingly, the longitudinal dynamics of HMW adiponectin
and IGF-I differed markedly among the study subgroups
(Fig. 2, right); these differences were independent of sex,
gestational age, and maternal smoking,.

Correlation analyses. Across the study population (but not
within SGA subgroups), 4-month changes in HUW adiponectin
and IGF-I associated to each other ( = 0.316; P < 0.0001),
and both predicted percent lean mass at 4 months (r = 0.231;
P < 0.001 and r = 0.223; P < 0.005, respectively).

DISCUSSION

In the first months after birth, SGA infants prioritize the
recovery of lean mass above that of fat mass, thereby
further lowering their body-fat fraction relative to AGA
controls. This prioritization does not appear to be readily
influenced by nutrition in early infancy. In contrast, cir-
culating HMW adiponectin and IGF-I seem sensitive to
nutritional influences in SGA infants, because FOF was
associated with higher HMW adiponectin and IGF-I levels
than BRF, and protein enrichment of FOF had opposite
effects on HMW adiponectin and IGF-I levels. Therefore,

p<0.0001 p<0.0001
T 120 - T 60
3 =
2 g .y
T 604 u
] 2 o0
2 g
< 0= 46 31 25 : -30 n= 72 46 31 25
AGA SGA SGA SGA AGA SGA SGA SGA
BRF BRF FOF1 FOF2 BRF BRF FOF1 FOF2
— p<0.0001 — p<0.0001
— —]
S 50 - = 30 -
£ £
2 2 B
g = g .
= =
S S
:Io: 0= 6 25 31 :é 5 a 46 25 31
£ AGA SGA SGA SGA £ AGA SGA SGA SGA
~ BRF  BRF  FOF2  FOFL 3 BRF  BRF  FOF2  FOFI

FIG. 2. Results of circulating IGF-I and HMW adiponectin at age 4 months (left) and changes thereof between birth and age 4 months (right) in
BRF infants born AGA and in infants born SGA who were either BRF or FOF with FOF1 or FOF2. Mean and SEM are shown. P values are from
general lineal models.
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the swift recovery of lean mass in SGA infants is unlikely
to be mediated by circulating HMW adiponectin or IGF-L.

In the first 4 months after birth, AGA and SGA infants
gain more fat than lean mass, and both groups thus increase
their body fat fraction. However, the surplus in fat in-
crement is more than twice higher in AGA than in SGA
infants (Table 3, bottom row). If it is correct that less energy
is required to gain 1 kg of lean mass than to gain 1 kg of fat
mass (19), then SGA infants need fewer calories than AGA
infants to gain the same amount of body weight. One of the
implications of this reasoning is that there may be no strict
need to give a calorie-enriched formula to SGA infants.

At age 4 months, the circulating levels of HMW adipo-
nectin and IGF-I in SGA-BRF infants compared with those
in AGA-BRF controls, but they were elevated in SGA-FOF
infants, with the highest levels of HMW adiponectin and
IGF-I being observed, respectively, in SGA-FOF1 and SGA-
FOF2 infants. Our longitudinal results of HMW adiponectin
confirm that the circulating levels of this adipokine are es-
sentially stable in AGA-BRF infants (20), and they seem to
be the first indication that HMW adiponectinemia may rise
markedly in SGA-FOF infants. Our IGF-I results align well
with the reports that AGA-FOF infants have higher IGF-I
levels than AGA-BRF infants, particularly when receiving
protein-enriched FOF (10-12).

The weaknesses of our study include that neither visceral
fat nor hepatic lipid content was assessed; the strengths
include the presence of two parallel and longitudinal control
groups for SGA-FOF infants, namely the AGA-BRF (golden
standard) and SGA-BRF infants.

In conclusion, SGA infants receiving protein-enriched FOF
are known to be at higher risk for later cardiovascular and
metabolic disease (4-6) and are in this study shown to have
elevated serum concentrations of HMW adiponectin and
IGF-I in early infancy. Breastfeeding is known to attenuate
the risk of SGA infants for subsequent disease (4-6) and is
shown to be accompanied by normal serum concentrations
of HMW adiponectin and IGF-I in SGA infants. Follow-up
will disclose whether endocrine anomalies in SGA-FOF
infants can serve as early markers of an unfavorable meta-
bolic course and whether they may thus contribute to design
fetal-neonatal interventions that prevent adult disease. Such
interventions would be of particular relevance for public
health in countries like India, where the sequence from fetal
growth restraint to adult diabetes is highly prevalent.
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Objetivo

Estudiar la influencia de la alimentacion sobre la composicion corporal y los parametros
endocrino-metabolicos (IGF-1 y adiponectina-APM) entre los 0 y 4 meses en una
poblacién de nifios PEG de los cuales los que no recibieron LM fueron aleatorizados para
recibir LA estandar o LA hipercaldrica y compararlos con un grupo de nifios AEG

alimentados con LM.

Sujetos y Métodos

Estudio longitudinal en nifios AEG y PEG realizado entre los 0 y 4 meses. La poblacion
estudiada comprende 72 AEG (33 nifias, 39 nifios) y 102 PEG (55 nifias, 47 nifios). Todos
los AEG recibieron lactancia materna (LM) exclusiva. De los PEG 46 (25 nifias, 21 nifios)
recibieron LM exclusiva durante 4 meses y los que recibieron LA por decisidon de la familia
se aleatorizaron en dos grupos: un grupo de 34 PEG (19 nifias, 15 nifios) que recibié LA
estandar (LA1) y otro grupo de 22 PEG (11 nifias, 11 nifios) que recibié LA enriquecida en
proteinas (LA2). La concentracion de LA fue 12,9% y el volumen recomendado para
ambas formulas fue 150ml/kg/dia. Se recogieron sangre de cordon y muestra de sangre a
los 4 meses para determinar los niveles insulina, IGF-1 y adiponectina-APM. A los 15 dias
y a los 4 meses se realiz6 DXA, para establecer el CMO, la proporcién de grasa total y

abdominal y la proporcion de masa magra.

Resultados
1) Los niflos PEG presentaron en sangre de corddn concentraciones mas bajas de
adiponectina-APM (p= 0.001) e IGF-1 (p= 0.04) comparados con los AEG.
2) A los 15 dias los nifios PEG presentaron menos masa grasa, magra y menor CMO

gue los AEG (p<0.0001).
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3)

4)

5)

6)

Los niflos PEG que recibieron LAl y LA2 a los 4 meses ganaron el mismo peso,
longitud, masa magra, masa grasa y CMO que nifios PEG que recibieron LM.
Comparados con los AEG, los PEG a los 4 meses ganaron mas masa magra
agravando su déficit de masa grasa (p<0.0005). Todas estas diferencias fueron
independientes del sexo, edad gestacional y tabaquismo materno.

A los 4 meses los PEG alimentados con LA, presentaron valores elevados de IGF-
1 (p<0.001) y adiponectina-APM (p<0.005) con respecto a los PEG alimentados
con LM. Ademas, los niveles de adiponectina-APM eran mas altos en los PEG que
recibieron LAl (p<0.05) y los niveles de IGF-1 eran mas altos en PEG que
recibieron LA2 (p<0.05).

En el analisis de correlacién en el conjunto de la poblacion estudiada los cambios
0-4 meses de los valores de adiponectina-APM e IGF-1 se correlacionan entre ellos
(r=0.316; p<0.0001); y ambos predicen el porcentaje de masa magra a los 4 meses

(r=0.231; p<0.001 y r=0.223; p<0.005, respectivamente).
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Tablas 2-3. Valores de composicién corporal

y parametros endocrino-

metabolicos entre 0-4 meses en AEG alimentados con LM, PEG alimentados con

LM, LAl o LA2

2 semanas 4 meses A0-4 meses
LA1 LAZ P LA1 LAZ P LA1 LAZ P

i kil 25 l 25 l 25

Peso (K 292731 282830 ns 6.4 (6.16.6) G4 (6167 ns 35032370 3503238 ns

Langitud {crm) 4746 48) A7 (47 48) ns 60 (55 61) 61 (B0 BZ) ns 15 (14 16) 15 (14 16) ns

O (k) 0.08 (0.07 0.08) | 008 (0.07 0.0 ns 0.18 (017 0.19) | 018 [0.160.20) ns 010009012y | 010(0.090.11) ns

Maza grasa (kg) 032 (0.320.46) | 0.41(0.350.48) ns 232124 232228 ns 190720 18901820 ns

Maza magra (ky) 24232458 242328 ns 3903742 393742 ns 1501218 15(1.31.8) ns

1GF-1 (ngdml)™ 44 (35 52) 44 (37 52) ns 71(B379) 4 (70 19) =0.05 2718 37) 50 (26 74) =0.05

Adiponectina_APM (mg/L)" 2301828 272133 ns 42 (36 48) 33 (27 35 =0.05 20012 27) Gi-114) =0.05

15 dias 4 meses
AEG PEG 1] PEG LM’ PEG-LA® AEG PEG 1] PEG LM’ PEG-LA®

M T2 102 46 56 T2 102 46 56
Feso ik 3903040 2902830 =0.0001 2802831 28902830 T2(7.07.4) 6.4 (6.2 6.5) =0.0001 6.3 (6.1 6.6) 6.4 (6.2 6.6)
Feso Z-score” 0.0¢-010.2) -220(-2321) =0.0001 | -2.2(-24-2.2 -2 23200 0.5(0.30.8) -1.2-1.41.00 =0.0001 | -1.2 ¢1.5-1.0) -1 -1.4-009
Lonaitud (cm) 51 (61 52) 47 (47 48) =0.0001 47 (47 48) 47 (47 43) B3 (63 64) 60 (B0 613 =0.0001 60 (60 613 60 (60 613
Longitud Z-score™ -0 -0.2001) L1816 | =00001 | 1.7 (-1.9-1.5 -1.8-1.9-1.6) 0.1 ¢-01 0.4 -0.8 -1.0-0.6) =0.0001 | -0.9¢-1.1-0.6) -0.8 £1.0-0.9)
ChO (ke 011¢011 043 | 0.08(0.07 0.08) | =0.0001 | 0.08(.080.0% | 0.08(0.070.08 | 019018021 | 017017018 | =0.0001 | 017 (016 0.17) | 018 (017 019"
Masa orasa (ko) 079073085 | 0.43(0.390.47) | =0.0001 | 0.46 (0.410.583) | 0.40(0.35 0.45) 282730 2302224 =0.0001 2302225 2302224
Masamaora (ko) 3002931 24 (2325 =0.0001 24(2329) 24002325 4204043 3903840 =0.003 3803740 3803841
IGF-1 {noimi™ 55 (49 62) 46 (40 52) 0.04 44 (38 50) 44 (38 50) 51 (45 56) 69 (61 76) =0.0001 54 (46 61) 81 (69 93)°
Adiponectina_APM (oL 33 (30 38) 26 (23 29) 0.00 272332 2821 28) 27 (25 30) 3431370 0.00 29 (26 33 33 (34 43"

*al nacer; @ no diferencias significativas entre PEG con LM y PEG con LA

b p<0.05, ° p<0.001, d p<0.005 vs PEG con LM a los 4 meses
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Fig. 18 Valores de IGF-1 alos 4 meses. AEG con LM vs PEG con LM, LAl o0 LA2
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Fig. 19 Valores de Adiponectina-APM a los 4 meses. AEG con LM vs PEG con LM,

LAlo LA2
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Fig. 20 Cambios de los valores de IGF-1 entre 0y 4 meses. AEG con LM vs PEG con

LM, LAl o LA2
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Fig. 21 Cambios de los valores de Adiponectina-APM entre 0 y 4 meses. AEG con

LM vs PEG con LM, LA1 o LA2
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ORIGINAL ARTICLE

- ___________________________________________________|
Endocrine Research

Breast-feeding vs Formula-feeding for Infants Born
Small-for-Gestational-Age: Divergent Effects on Fat
Mass and on Circulating IGF-1 and High-Molecular-
Weight Adiponectin in Late Infancy

Francis de Zegher, Giorgia Sebastiani, Marta Diaz, Maria Dolores Gémez-Roig,
Abel Lopez-Bermejo, and Lourdes Ibanez

Department of Reproduction, Development, and Regeneration (F.d.Z.), University of Leuven, 3000
Leuven, Belgium; Hospital Sant Joan de Déu (G.S., M.D., M.D.G.-R., L.l.), University of Barcelona, 08950
Esplugues, Barcelona, Spain; Centro de Investigacién Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades
Metabolicas Asociadas (CIBERDEM) (G.S., M.D.), Instituto de Salud Carlos lll, Madrid, Spain; and
Department of Pediatrics (A.L.-B.), Dr Josep Trueta Hospital, 17007 Girona, and Girona Institute for
Biomedical Research, 17007 Girona, Spain

Context: Fetal growth restraint, if followed by rapid weight gain, confers risk for adult disease
including diabetes. How breast-feeding may lower such risk is poorly understood.

Objective, Study Participants, Intervention, Outcomes: In infants born small-for-gestational-age
(SGA), we studied the effects of nutrition in early infancy (breast-feeding vs formula-feeding; BRF vs FOF)
on weight partitioning and endocrine markers in late infancy. Body composition (by absorptiometry),
fasting glycemia, insulin, IGF-I, and high-molecular-weight (HMW) adiponectin were assessed at 4 and 12
months in BRF controls born appropriate-for-GA (N = 31) and in SGA infants receiving BRF (N = 48) or FOF
(N = 51), the latter being randomized to receive a standard formula (FOF1) or a protein-rich formula (FOF2).

Setting: The study was conducted in a University Hospital.

Results: SGA-BRF infants maintained a low fat mass and normal levels of IGF-l and HMW adiponec-
tin. In contrast, SGA-FOF infants normalized their body composition by gaining more fat; this
normalization was accompanied by a marked fall in HMW adiponectinemia and, in FOF2 infants,
by elevated IGF-I levels. In late infancy, SGA-BRF infants were most sensitive to insulin, even more
sensitive than appropriate-for-GA-BRF controls.

Conclusions: Because the health perspectives are better for SGA-BRF than for SGA-FOF infants, the
present results suggest that FOF for SGA infants should aim at maintaining normal IGF-I and
HMW-adiponectin levels rather than at normalizing body composition. Nutriceutical research for
SGA infants may thus have to be redirected. (J Clin Endocrinol Metab 98: 1242-1247, 2013)

nfants born small-for-gestational-age (SGA) are at
higher risk for adult diseases such as diabetes and hy-
pertension (1). Long-term studies have shown that such
metabolic and cardiovascular risk is modulated by nutri-
tion in early infancy, breast-feeding (BRF) being followed
by a relatively low risk, and protein-rich formula-feeding
(FOF) by a relatively high risk (2, 3).
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In 2005-2006 (thus before the risk conferred by pro-
tein-rich FOF was established), we designed a study aim-
ing to disclose early divergences in the endocrine state and
body composition of SGA infants receiving either BRF or
FOF (standard or protein-rich formula) across early in-
fancy (0—4 months). This study disclosed that catch-up
growth of SGA infants in early infancy prioritizes the re-

Abbreviations: AGA, appropriate-for-gestational-age; BMC, bone mineral content; BRF,
breast-feeding; CV, coefficient of variation; FOF, formula-feeding; HMW, high molecular
weight; SGA, small-for-gestational-age.
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covery of lean mass, and it identified circulating IGF-I and
high-molecular-weight (HMW) adiponectin at age 4
months as early markers of divergence between SGA-BRF
and SGA-FOF infants (4). Herein we report the longitu-
dinal findings in late infancy (4-12 months).

Subjects and Methods

Study population

The study cohort consisted of 130 infants (Table 1) recruited
(Supplemental Figure 1, published on The Endocrine Society’s
Journals Online web site at http://jcem.endojournals.org) into a
longitudinal study that assesses the body composition and en-
docrine-metabolic state of SGA infants, as compared to appro-
priate-for-gestational-age (AGA)-BRF controls, in the first years
after birth (4-7). This follow-up study focused on length gain,
weight partitioning, and fasting glycemia and circulating insulin,
IGF-1I, and HMW adiponectin between 4 and 12 months.

Specific inclusion criteria were as follows:

e Birth at Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, after an un-
complicated, term (37-42 weeks), singleton pregnancy (no
maternal hypertension; no gestational diabetes; no alcohol
abuse; no drug addiction);

e Birth weight between 2.9 and 3.9 kg for AGA and between
1.9 and 2.6 kg for SGA infants; cord serum available at

jcem.endojournals.org 1243

enrollment (there were logistic restraints; step 1 in Supple-
mental Figure 1);

e Exclusive breastfeeding for 4 months in AGA controls; either
exclusive breastfeeding for 4 months, or exclusive feeding
with assigned formula in SGA infants (see below);

e At4 and 12 months, auxological, body composition, and en-
docrine assessments (see below);

e Written, informed consent by at least one of the parents, in
Spanish/Catalan language, at birth (as expected, the parental
consent rate was higher for SGA than for AGA infants; step 2
in Supplemental Figure 1).

The exclusion criteria were complications at birth (need for re-
suscitation or parenteral nutrition) and congenital malformations.

The fraction of infants with complete follow-up between 4
and 12 months was higher in the SGA than in the AGA subpop-
ulation (80% vs 30% of eligible infants; step 3 in Supplemental
Figure 1). No differences were detected in the baseline features of
infants who completed vs those who did not complete the
follow-up.

Mothers of SGA infants were recommended to give BRF but
many preferred nevertheless to give FOF (step 4 in Supplemental
Figure 1). After birth, SGA-FOF infants were randomly assigned
(1:1) to receive FOF1 (Enfalac 1; Mead Johnson, Madrid, Spain)
or FOF2 (Enfalac for Prematures and Low-Birthweight Infants;
Mead Johnson) (4). The milk concentration was 12.9% and the
recommended volume was 150 mL/kg/d. FOF2 contains less fat
and more protein than human milk; FOF1 has a composition

Table 1. Characteristics of Infants Born AGA or SGA and Receiving Exclusively BRF or FOF With Either FOF1 or FOF2

Across Early Infancy (0—4 mo)

AGA-BRF All SGA SGA-BRF? SGA-FOF1? SGA-FOF2? SGA-FOF

N (girls, n) 31(14) 99 (53) 48 (26) 28 (16) 23 1) 51(27)
Primigravida (n, %) 21 (68) 67 (68) 6 (75) 20 (71) 1(48) 31 (60)
Maternal smoking (n, %) 4(13) 32 (32) 2 (25) 14 (50) 6 (26) 20 (39)
Cesarean section (n, %) 1(3) 35 (35) (31) 13 (46) 10 (43) 20 (39)
Gestational age (wk) 396 £0.2 38.5 £ 0.1¢ 38 +0.2¢ 38.5 + 0.3¢ 38.1 £0.3° 38.3 £0.2¢°
At birth

Birth weight (kg) 3.3+ 0.04 2.3 +£0.02¢ 2.3 +0.03° 2.3 = 0.04¢° 2.3 = 0.04¢ 2.3 +0.03°

Birth length (cm) 49.8 = 0.2 458 = 0.2¢° 46.0 = 0.3° 457 = 0.3¢ 454 = 0.3¢° 456 = 0.2¢
Birth weight Z-score 0.0 £ 0.1 —-2.2 = 0.0° 23 =*0.1¢ —-2.3=*0.1¢ -2.1*+0.1¢ —-2.2 +0.1°
Birth length Z-score —-0.1 =0.1 —1.7 £0.1¢ 1.7 £0.1¢ —-1.8+0.1¢ —-1.8+0.1¢ -1.8 £0.1¢
Ponderal index (kg/m?) 26.8 £ 0.3 24.0 £ 0.3° 4.0 = 0.4¢° 23.8 £ 0.6° 24.3 £ 0.5° 24.0 £ 0.4°
At 4 mo

Age (d) 126 £ 2 128 £ 1 130 + 1° 127 =1 126 £ 2 126 £ 1

Weight (kg) 6.9 £ 0.1 59 *0.1¢ 5.9 *0.1¢ 59 *0.1¢ 5.9 *0.1¢ 5.9+ 0.1¢

Length (cm) 63.5+04 60.4 + 0.2¢ 60.3 + 0.3° 60.2 = 0.5° 60.9 + 0.5° 60.5 = 0.3¢
Weight Z-score 0.3+0.2 —-0.9 = 0.1¢ -0.9 *+0.1¢ —0.9 £ 0.1¢ —-0.9 +0.1¢ —-0.9 = 0.1°¢
Length Z-score 0.1+0.2 -1.0=*x0.1¢ -1.0+0.1¢ -1.0=*x0.1¢ -0.8 = 0.19 -0.9 = 0.1°¢
Ponderal index (kg/m?) 27.1 0.6 273 +x04 27.7 £ 0.8 27.4 0.5 26.6 + 0.4 27.0 0.3
At 12 mo

Age (d) 385+ 4 383 £ 2 384 =2 383 £ 3 382 £ 3 382 =2

Weight (kg) 10.1 £ 0.2 9.1 £ 0.1 9.0 = 0.1 9.0 £ 0.2¢° 9.4 +0.2° 9.2 £0.1°

Length (cm) 74.4 =05 73.6 0.3 735+ 05 73.0 + 0.4° 74.4 £ 0.7 736 =04
Weight Z-score 0.1+02 —0.8+0.1 -09+01° -09+02¢9 -05x02> —-07=x0.1¢
Length Z-score -0.3+0.2 -0.8 +0.1° -0.9 +0.2° —-1.0 +0.2° -05+0.2 —-0.7 £ 0.1
Ponderal index (kg/m?) 246 = 0.5 23.1 = 0.2¢ 23.0 = 0.3¢ 234 +05 22.8 +0.5° 23.1 +0.4°

Values are mean = SEM.
@ No significant differences among SGA subgroups.
bpP< .05 °P<.01;,9P< .001;and ¢ P < .0001 vs AGA-BRF.
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intermediate between human milk and FOF2 and is rich in
energy (4).

All 130 infants ended up remaining exclusively on BRF,
FOF1, or FOF2 for a minimum of 5 months. Thereafter, solid
foods (5-7 months) and follow-on formula (>6 months) were
gradually introduced. Most of the original BRF cohort (61% of
AGA; 56% of SGA) had stopped receiving BRF at age 8 months,
and most of them (81% of AGA; 81% of SGA) had stopped
receiving BRF at age 12 months.

Assessments

Weight and length were measured by the same investigator
(GS) at birth, 4 months, and 12 months. Weight was measured
with a beam balance (Seca, Hamburg, Germany) and length was
measured with a board (Seca 207; Seca), the mean of 3 measure-
ments being used for analysis.

Body composition was assessed by absorptiometry at 4 and
12 months with a Lunar Prodigy, coupled to Lunar software
(version 3.4/3.5; Lunar Corp, Madison, Wisconsin), adapted for
assessment of infants (4-6). Body fat, lean mass, and bone min-
eral content (BMC) were assessed during natural sleep. Coeffi-
cients of variation (CVs) were <3% for fat and lean mass (4-6).

Prefeeding levels of circulating glucose, insulin, IGF-I, and
HMW adiponectin were measured in serum samples obtained, in
the morning, at ages 4 and 12 months.

Serum glucose was measured by glucose oxidase method, and
circulating insulin and IGF-I were measured by immunochemi-
luminescence (IMMULITE 2000; Diagnostic Products, Los An-
geles, California). The detection limit for IGF-I was 25 ng/mL;
intra-assay and interassay CVs were <10%. Insulin resistance
was estimated from fasting insulin and glucose levels using the
homeostasis model assessment. HMW adiponectin was assessed
by ELISA (Linco Research, St Charles, Missouri) with intra-as-
say and interassay CVs <9%.
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Statistics and ethics

Analyses were performed with SPSS 12.0 (SPSS, Chicago,
Illinois). Age-adjusted and gender-adjusted Z-scores were cal-
culated using mean and SD values from AGA-BRF girls and boys
as reference (Supplemental Table 1). Skewed data were log-
transformed before comparison. General linear models for re-
peated measurements were used to detect differences in 4-month
and 12-month data and in changes thereof. The level of signif-
icance was set at P < .05. The study had 80% power to detect a
difference of 0.6 SD between SGA-BRF and SGA-FOF infants.
The detectable difference was 0.9 SD for comparisons between
SGA-FOF1 and SGA-FOF2.

A previous report (4) focused on the interventional phase of
this study (0—4 months). The present report focuses on the non-
interventional follow-up (4—12 months) that was approved by
the Institutional Review Board of Barcelona University, Hospital
of Sant Joan de Déu.

Results

Table 2 provides the results in SGA infants, expressed in
age-adjusted and gender-adjusted Z-scores, using the val-
ues in AGA-BRF controls (Supplemental Table 1) as ref-
erence; Supplemental Table 2 shows the same results, but
expressed in absolute values, along with the pooled results
of AGA-BRF girls and boys.

BRF infants: AGA vs SGA
The parallel control group of AGA-BRF infants dis-
closed that catch-up growth in SGA-BRF infants occurs in

Table 2. Results in SGA Infants

P Values P Values vs AGA-BRF
Among SGA Reference (n = 31)
SGA-BRF? SGA-FOF1? SGA-FOF2?
n =48 n =28 n =23 BRF vs FOF2 FOF1 vs FOF2 SGA-BRF SGA-FOF1 SGA-FOF2

Column 1 2 3 4 5 6 7 8
Length 4 mo —1.28(=1.52 —1.04) —135(-1.78 =0.92) —1.14(-1.61 —0.66) .54 .50 <.0001 <.0001 <.001

12 mo —.26%(-.62 —0.10) —0.40°(—0.68 —0.12) 0.039(-0.52 0.58) .37 14 .33 .08 .93
Lean mass 4 mo -0.39(~-0.78 —0.01)  —0.02 (—0.60 0.56) —0.34(-0.76 0.07) .89 .38 17 .95 221

12 mo —0.52 (=0.99 0.06) —0.61(-0.99 —0.23) —0.42(-0.79 0.05) .78 48 1 .02 aa
Fat mass 4 mo —0.98 (—=1.27 —0.69) —-1.27(=1.77 -0.79) —1.21(-1.63 —0.80) .35 .85 <.0001 <.0001 <.0001

12 mo —-0.83(—1.07 —0.59) —0.58°(—0.98 —0.19) —0.379(—0.69 —0.05) .03 40 <.0001 .03 14
Lean-to-fat ratio 4 mo 0.93(0.40 1.45) 1.82(0.80 2.84) 1.16 (0.58 1.73) .59 .28 .004 .002 .001

12 mo 0.66 (0.12 1.20) 0.58(—0.35 1.50) 0.19°(—0.28 0.65) .26 A7 .04 22 51
BMC 4 mo —0.81(-0.62 —0.10) —0.35(-0.830.14) —0.39(-0.92 0.14) A2 .90 <.001 24 .20

12 mo —0.40 (-0.76 —0.03) —0.23(-0.750.29) 0.02 (—0.32 0.36) .10 45 14 46 94
IGF-I 4 mo 0.17 (=0.15 0.49) 1.12 (0.65 1.58) 2.38(1.10 3.66) <.0001 <.05 .50 <.0001 <.0001

12 mo 0.37 (=0.12 0.85) 0.52 (-0.07 1.11) 1.28(0.28 2.28) .10 18 .27 13 008
HMW adiponectin =~ 4 mo 0.37 (0.01 0.73) 1.47 (0.70 2.24) 0.59(0.12 1.29) .53 .09 17 .001 M

12 mo —-0.41°(-0.80 —0.01)  —0.25%(~0.90 0.40) -0.889(—1.41 —0.35) .16 14 .16 48 .005
Insulin 4 mo —0.25(=0.50 —0.01) 0.38(—0.28 1.05) 0.33(—0.150.81) .02 .89 .24 29 .26

12 mo —0.41(-0.59 —=0.23)  —0.10(-0.46 0.26) —0.16 (—0.59 0.27) .29 .81 .09 .69 .55
Glycemia 4 mo —0.16 (=0.57 0.24) —0.37 (—1.00 0.26) 0.14 (—0.33 0.60) .36 .20 .57 .29 .63

12 mo —0.43(-0.62 -0.23)  —0.32(-0.61 —0.03) —0.49(-0.82 —0.15) 75 45 .09 A7 .06
HOMA-IR 4 mo —0.28 (=0.51 —0.05) 0.43(-0.32 1.18) 0.39(-0.16 0.94) .03 .94 A7 .28 21

12 mo —0.43 (-0.60 —0.26) —0.10(-0.46 0.27) —0.21(-0.610.18) 31 .65 .04 70 42

Significant differences are highlighted in bold.

@ Values are Z-scores (mean and [confidence interval]) using age-specific and gender-specific norms from AGA-BRF controls.
bp=.05°P=.01,%P=.005vs 4- to 12-month change in AGA-BRF controls.
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low HMW adiponectin levels, and
that SGA-FOF1 infants have inter-
mediate outcomes.

Discussion

In late infancy, SGA-BRF infants
combine a low adiposity and a high
insulin sensitivity with normal IGF-I
and HMW adiponectin levels. In
contrast, SGA-FOF2 infants com-
bine a normalized adiposity and in-
sulin sensitivity with high IGF-I and
low HMW-adiponectin levels. Re-
sults of SGA-FOF1 infants were in-

1 1
-2 — £y .
T T T T
SGA SGA SGA SGA
BRF FOF1 FOF2 BRF
n=48 n=28 n=23 n=48

Figure 1. Z-scores of fat mass and bone mineral content (BMC) (left panel) and of circulating
IGF-I and high-molecular-weight (HMW) adiponectin (right panel) at age 12 months in 99 small-
for-gestational-age (SGA) infants, 48 of whom received breast-feeding (BRF) and 51 of whom
received formula-feeding (FOF), either with a standard formula (FOF1; N = 28) or with a protein-
rich formula (FOF2; N = 23) across early infancy. Confidence intervals are plotted. P values are

from general linear models.

a sequence: the normalization of lean mass was mostly
completed in early infancy (<4 months), whereas the nor-
malization of bone mass (as judged by body length and
BMC) continued into late infancy (4-12 months). Fat
mass was still reduced and lean-to-fat ratio was still ele-
vated at age 12 months, and this relatively hypo-adipose
state was accompanied by a relative hypersensitivity to
insulin and also by persistently normal levels of circulating
IGF-I and HMW adiponectin (Table 2, columns 1 and 6).

SGA infants: BRF vs FOF

Catch-up in length continued into late infancy in all 3
SGA subgroups (Table 2, upper rows).

Between 4 and 12 months, SGA-FOF2 infants were
characterized by catch-up of fat mass, by persistently el-
evated levels of circulating IGF-I, and by a striking fall of
HMW adiponectin toward relatively low levels (Table 2,
columns 3, 4, and 8).

The course of SGA-FOF1 infants was intermediate,
their fat gain and HMW-adiponectin fall being compara-
ble to those in SGA-FOF2 infants, but their IGF-I levels at
12 months being closer to those in SGA-BRF infants (Ta-
ble 2, columns 2 and 7).

Figure 1 shows that, at age 12 months, SGA-BRF in-
fants have a low fat mass and BMC but normal levels of
IGF-I and HMW adiponectin, that SGA-FOF2 infants
have a more normal fat mass and BMC but high IGF-Tand

SGA SGA termediate. Given that the metabolic
FOF1 FOF2 and cardiovascular perspectives are
n=28 n=23 better for SGA-BRF than for SGA-

FOF2 infants (2, 3), the present find-
ings suggest that nutriceutical re-
search for SGA infants (8, 9) may
have to be redirected as to aim for a
high insulin sensitivity and for nor-
mal IGF-I and HMW adiponectin
levels rather than for a normal body
adiposity in late infancy.

Our study appears to be the first with fully longitudinal
data (including absorptiometric evaluations and endo-
crine assessments in fasting blood) over up to 12 months
in AGA-BRF controls and in nutritionally divergent SGA
subgroups, all of whom were assessed by the same inves-
tigators and methods in a single center. Given the virtual
absence of similar studies, it is difficult to embed our in-
tegrated observations into previously reported evidence.
Our insulin, IGF-I, and HMW adiponectin results, for
example, are difficult to compare— but not incompati-
ble—with the 12-month results from pioneering studies
(10-12) wherein the duration of exclusive BRF varied
widely among SGA infants (range 0—8 months), yet the
results of those SGA infants were pooled.

A weakness of our study is the relatively low number of
participants. Another weakness is that the nutritional pat-
terns among the SGA subgroups continued to differ into
late infancy, due to prolonged BRF in a minority of infants.
Therefore, we are unable to infer to which extent the dif-
ferent outcomes between 4 and 12 months are attributable
to nutritional differences in early infancy and/or to those
persisting into late infancy.

Our IGF-I results at 4 months align well with the re-
ports that AGA-FOF infants have higher IGF-I levels than
AGA-BRF infants, particularly when receiving protein-
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enriched FOF (13-16). In AGA infants, higher IGF-1levels
in early infancy associate to more length gain—and not to
more fat gain—in late infancy (14). This association may
not apply to SGA infants, because SGA-FOF infants had
higher 4-month IGF-I levels than SGA-BRF infants, but
gained more fat—and not more length or more lean
mass—in late infancy (Table 2). Therefore, we propose
that IGF-Ilevels in SGA infants—and perhaps alsoin AGA
infants—reflect not only somatotropic drive but also ad-
ipose-tissue expansion, just as they do in hyperphagic-
obese children (with or without growth-hormone defi-
ciency) after craniopharyngioma surgery (17).

Compared to AGA-BRF infants, the AGA-FOF infants
gain more fat-free mass in early infancy and gain more fat
mass in late infancy (18). Compared to SGA-BRF infants,
the SGA-FOF infants gain a similar amount of fat-free
mass in early infancy (4, 6) but are here shown to gain
more fat mass in late infancy, so that their fat mass at 12
months is less reduced than that of SGA-BRF infants. The
catch-up of fat in SGA-FOF infants may partly be driven
by adiponectin, because this adipokine can enhance early
lipogenesis (19) and because SGA-FOF infants have ele-
vated levels of circulating HMW adiponectin at 4 months
(4). Further studies in SGA-FOF infants will have to clarify
the mechanisms underpinning the apparent parallelism
between their late-infantile gain of fat mass and their late-
infantile fall of HMW adiponectinemia.

None of the available nutrition options seems able to
normalize the endocrine state as well as the body compo-
sition of SGA infants. Early adipogenesis may have been
irreversibly reduced in SGA infants (20) by an interplay of
factors that inhibit the prenatal differentiation of adi-
pocytes, such as Pref-1 (21), and of factors that favor the
postnatal recovery of fat-free mass. This view offers a ra-
tionale for aiming at the combination of a low adiposity
and a normal endocrinology in SGA infants, as achieved
with BRF but not with FOF2. In many countries, the pre-
vailing opinion is still to promote rapid growth in SGA
infants, also in a country like India where a third of all
babies (thus about 8 million babies per year) are born with
a low weight and where the sequence from fetal growth
restraint to adult diabetes is highly prevalent (9). We an-
ticipate that, in such countries, early BRF and/or accep-
tance of a low adiposity across infancy will prove to be the
most cost-effective way of preventing diabetes in the next
generation.
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Objetivo

Estudiar la influencia de la alimentacion sobre la composicion corporal y los parametros
endocrino-metabolicos (IGF-1 y adiponectina-APM) entre los 4 y 12 meses de la misma
poblacién de nifios PEG del tercer articulo, de los cuales los que no recibieron LM fueron
aleatorizados a recibir LA estandar o LA enriguecida en proteinas y compararlos con el

mismo grupo de nifios AEG alimentados con LM.

Sujetos y métodos

Se trata de la misma cohorte longitudinal descrita en el tercer articulo donde se presentan
los resultados del seguimiento de nifios AEG y PEG realizado entre los 4 y 12 meses. La
poblacién comprendia 31 AEG (14 nifias, 17 nifios) y 99 PEG (53 nifias, 46 nifios). Todos
los niflos AEG habian recibido LM exclusiva. De los PEG que acabaron el seguimiento
hasta los 12 meses, 48 (26 nifias, 22 nifios) habian recibido LM exclusiva durante 5
meses, 28 (16 nifias, 12 nifios) habia recibido LA estandar (LA1) y 23 (11 nifias, 12 nifios)
habian recibido LA enriquecida en proteinas (LA2) durante un minimo de 5 meses, la
misma leche descrita en el tercer articulo. La alimentacion sélida y otros tipos de leche se
introdujeron a partir de los 5 meses. Se recogié muestra de sangre a los 12 meses para
determinar los niveles insulina, IGF-1 y adiponectina-APM. A los 12 meses se realizo
también DXA para composicion corporal (CMO, proporcion de masa grasa total y

abdominal y proporcién de masa magra).

Resultados (ajustados por edad y sexo) :

- Nifios alimentados con LM (AEG vs PEG)

1) Alos 12 meses los PEG tenian menos peso que los AEG pero igual longitud.
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2)

3)

4)

La normalizacion de la masa magra se completd en su mayoria a los 4 meses
mientras que la del CMO no ocurri6 hasta los 12 meses.

La masa grasa seguia siendo mas baja a los 12 meses (p<0.0001) y la ratio masa
magra/masa grasa estaba elevada (p= 0.04) en PEG.

Esta deficiencia relativa de tejido adiposo se acompafiaba de mayor sensibilidad a

la insulina (p=0.04) y concentraciones normales de IGF-1 y adiponectina-APM.

- Nifios PEG: LM vs LA

1)

2)

3)

4)

El crecimiento recuperador en longitud continué hasta los 12 meses en los 3
subgrupos.

Entre los 4 y los 12 meses los PEG alimentados con LA2 se caracterizaron por un
aumento de masa grasa (p<0.005), y de IGF-1 (p=0.008) y por un descenso de los
niveles de adiponectina-APM (p<0.005).

Los resultados en los PEG alimentados con LA1 fueron intermedios: la ganancia de
masa grasa (p<0.01) y el descenso de los niveles de adiponectina-APM (p<0.005)
fueron comparables con los PEG alimentados con LA2, mientras que las
concentraciones de IGF-1 a los 12 meses fueron parecidas a los PEG alimentados
con LM.

A los 12 meses los PEG alimentados con LM tenian menos masa grasa y CMO
gue los PEG alimentados con LA, y valores normales de IGF-1 y adiponectina-

APM.
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Fig. 22 Valores en Z-score de masa grasa 'y de CMO a los 12 meses. Comparacion

entre PEG con LM vs PEG con LA1 vs PEG con LA2
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Fig. 23 Valores en Z-score de los niveles circulantes de IGF-1 y de Adiponectina-
APM a los 12 meses. Comparacion entre PEG con LM vs PEG con LA1 vs PEG con

LA2
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Introduction

Summary

Background: Infants born small-for-gestational-age (SGA) who develop post-
natal weight catch-up are at risk for insulin resistance, central adiposity and
cardiovascular disease in later life, even in the absence of overweight.

Objective: In young (age 3-6 years) non-obese SGA children, we assessed
arterial health (as judged by intima-media thickness [IMT]) and abdominal fat
distribution (subcutaneous, visceral, preperitoneal and hepatic components by
magnetic resonance imaging [MRI] and/or ultrasound [US]) besides a selection of
endocrine markers.

Methods: Comparisons of measures in SGA (n=27) vs. appropriate-for-GA
(AGA) children (n = 19) of similar height, weight and body mass index. Longitudinal
outcomes (age 3-6 years) were carotid IMT (cIMT); fasting glucose, circulating
insulin, IGF-I and high-molecular-weight (HMW) adiponectin; abdominal fat parti-
tioning by US. Cross-sectional outcomes (age 6 years) were aortic IMT (alMT) and
abdominal fat partitioning by MRI.

Results: At 3 and 6 years, cIMT and IGF-I results were higher and HMW
adiponectin lower in SGA than AGA children; at 6 years, SGA subjects had also a
thicker aIMT and more pre-peritoneal and hepatic fat, and were less insulin
sensitive (all P values between <0.05 and <0.0001). cIMT correlated positively with
pre-peritoneal fat, particularly at 6 years. Post-SGA status and weight gain in early
childhood (between 3 and 6 years) were independent predictors of cIMT at 6 years,
explaining 48 % of its variance.

Conclusion: SGA children aged 3-6 years were found to have a thicker intima-
media and more pre-peritoneal and hepatic fat than AGA children of comparable
size.

Keywords: Insulin resistance, intima-media thickness, intra-hepatic fat, SGA.

Arterial wall thickening occurs spontaneously between
birth and early adulthood and is mainly attributable to

Children born small-for-gestational-age (SGA), especially
those who experience a rapid catch-up in weight are at
risk for insulin resistance and central adiposity from early
childhood onward (1) and for cardiovascular dysfunction
from adolescence onward (2). Insulin resistance (IR)
seems to play a prime role in the pathogenesis of these
abnormalities, including in the development of fatty liver, a
condition recently linked to the SGA catch-up status and
considered to be a hepatic component of metabolic syn-
drome (3,4).

intima-media thickening (5). Longitudinal changes in arte-
rial intima-media thickness (IMT) relate to age, gender,
body mass index (BMI) and blood pressure (5). Carotid
intima- media thickness (cIMT) is a marker for subclinical
arterial disease in adults and can serve as a predictor of
cardiovascular events (6); cIMT is already increased in
children with cardiovascular risk factors (7). Likewise, wall
thickening of the distal abdominal aorta (alMT) is a sensitive
marker of preclinical atherosclerosis in children, preceding
the changes in cIMT (8,9).
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In asymptomatic, prepubertal SGA children, the available
data on arterial IMT are not so consistent. For example,
alMT has been reported to be increased in SGA vs.
appropriate-for-gestational-age (AGA) children (10,11), or
to be comparable (12). Similarly, cIMT has been shown to
be either similar in SGA and AGA children or to be mar-
ginally augmented in SGA children and associated to
higher blood pressure and to cardiac dysfunction (13).
These apparent inconsistencies may be in part attributable
to differences in SGA definitions and study designs, and to
the inclusion of preterm children for comparisons.

In SGA children who had developed spontaneous
catch-up growth, we assessed cIMT and abdominal fat
distribution longitudinally (age 3 and 6 years) and alMT and
hepatic fat cross-sectionally (age 6 years).

Subjects and methods
Study population and design

A total of 46 children (26 girls, 20 boys) were studied
longitudinally at age 3 and 6 years. Of those, 38 children
were recruited at birth, studied in infancy (14) and
assessed again at age 3 and 6 years; eight children were
recruited at age 3 years — departing from the hospital’s
birth registry in the period of interest — and studied again at
age 6 years (Supporting Information Fig. S1).

Specific inclusion criteria for the present subpopulations
were (i) birth at Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, after
an uncomplicated, term (37-42 weeks), singleton preg-
nancy (no gestational diabetes, no maternal hypertension,
no alcohol abuse, no drug addiction); (i) birth weight
Z-score between —1 and +1 for gestational age (AGA
birthweight range, 2.9-3.8 kg) or Z-score below -2 for
gestational age (SGA birthweight range, 1.9-2.6 kg); (iii)
either exclusive breastfeeding or exclusive formula feeding
for 4 months in AGA and SGA infants; (iv) written, informed
consent from at least one parent in Spanish or Catalan
language. The exclusion criteria were clinical evidence for
syndromic or infectious aetiology of SGA, urogenital tract
anomalies, systemic disease or acute illness. In all 46
children, solid foods were introduced between 5-7 months
and follow-on formula was started beyond 6 months, fol-
lowing the recommendations of the European Society for
Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition
(http://www.espghan.med.up.pt/).

Longitudinal outcomes (age 3-6 years) were cIMT,
fasting glucose, circulating insulin, IGF-I and high-
molecular-weight (HMW) adiponectin; abdominal fat parti-
tioning by ultrasound. Cross-sectional outcomes (age 6
years) were alMT and abdominal fat partitioning by mag-
netic resonance imaging (MRI).

Clinical and endocrine-metabolic
assessments

All anthropometric measurements were performed by the
same investigator (GS), except for the data at birth from the
eight children who were recruited at age 3 years; the latter
data were retrieved from pediatric records. Weight and

height at 3 and 6 years were measured and their Z-scores
were derived (1). Systolic and diastolic blood pressure
were recorded on the right arm after a 5-min rest with the
child supine, using an electronic sphygmomanometer (767
series, Welch Allyn Iberia, Barcelona, Spain), with cuff
dimensions adapted to the size of the child’s arm.

Blood samples were obtained in the morning between
07:30 and 08:00 after an overnight fast. Serum glucose
was measured with glucose oxidase method. Insulin and
IGF-I were measured by immuno-chemiluminescence
(DPC IMMULITE 2500, Siemens, Erlangen, Germany), the
detection limits being 0.4 U mL~" and 25 ng/mL, respec-
tively; intra- and inter-assay coefficients of variation (CV’s)
were <10%. IR was estimated by the homeostasis model
assessment (HOMA). Circulating high-molecular-weight
(HMW) adiponectin was measured with an ELISA kit
(Millipore St. Louis, MO, USA); intra- and inter-assay CVs
were <9%. Samples were stored at —20°C until assay.

Carotid and aortic intima-media
thickness

cIMT and alMT were measured by high-resolution ultra-
sonography (MyLab™125, Esaote, Florence, Italy) by the
same investigator (GS). For cIMT, end-diastolic images
were obtained using a linear 12-MHz transducer at the
level of the distal common carotid artery, 10 mm from its
bifurcation. The values of five measurements on the left
and five on the right were averaged; the intra-observer CV
was <10% (15). For alMT, the abdominal aorta was iden-
tified in the upper abdomen — at the level of the subxiphoid
process — using a 7.5-MHz pediatric transducer, and was
then followed caudally towards its bifurcation. Images of
the most distal 15 mm of the abdominal aorta were
focused on the dorsal wall and were digitally stored for
subsequent off-line analysis. Between 4 and 6 end-
diastolic measurements of the dorsal wall were made, and
their average was used (9).

Abdominal fat partitioning

Abdominal fat distribution was assessed by ultrasound at 3
and 6 years (MyLab™125, Esaote, Florence, Italy). Visceral
fat was measured with a convex 3.5-MHz transducer
transversely positioned 1 cm above the umbilicus, as the
distance between the posterior wall of the aorta and the
internal face of the recto-abdominal muscle perpendicular
to the aorta. The images were obtained in the supine
position at the end of a normal exhalation; care was taken
not to apply pressure on the abdominal wall in order to
avoid compression of the tissue layer (16). The average of
five measurements was used for analysis. Pre-peritoneal
fat and subcutaneous fat thickness were assessed with a
7.5 MHz linear probe longitudinally below the xiphoid. Pre-
peritoneal fat was measured as the distance between the
posterior surface of the linea alba and the peritoneum on
top of the liver (left lobe); subcutaneous fat was defined as
the distance between the anterior surface of the linea alba
and the fat—skin barrier (16). Measurements of visceral fat
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by ultrasound correlate well with those measured by com-
puted tomography (16). Intra-subject CV for all ultrasound
measurements was <6%.

Subcutaneous and visceral adipose tissue areas in the
abdominal region were also assessed by MRI at 6 years,
using a multiple-slice MRI 1.5 Tesla scan (Signa LX Echo
Speed Plus Excite, General Electric, Milwaukee, WI, USA)
(15). The children were positioned within a torso-array
device placed overlaying the abdomen; sedation was not
required. Axial T1-weighted images were then obtained
through the abdomen and pelvis, using a 400-cm field of
view, with the following imaging parameters: 6-mm slice
thickness, repetition time of 360 msec, time to echo
21 msec, two excitations, 90-degree flip angle, matrix
256 x 224, bandwidth 8.33. Images were imported into
the ADW4.0 GE (General Electric, Milwaukee, WI, USA)
software package. Subcutaneous and visceral adipose
tissue areas were measured by fitting a spline curve to
points on the border of the subcutaneous and visceral
regions, selected by the same operator (blinded to the
children’ birth weight) (17). The same operator conducted
all scans, and one radiologist processed all images.

MRI was also used to assess intra-hepatic lipid content
(IHLC), by comparing the intensity of the liver to that of
subcutaneous fat and spleen, assuming the latter organ
as fat free (15). The formula used was IHLC =100 x
(Aliver — Alspieen)/(Alagipose — Alspieen), Wherein Al is average
intensity. All MRI scans were performed and analysed by
the same operator (blinded to the child’s clinical history).

Statistics and ethics

Statistical analyses were performed using SPSS 12.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Differences between the
AGA and SGA subgroups were tested by unpaired t-test.
Associations between continuous variables were studied
by Pearson correlation analyses. General linear models
were used to study independent associations after adjust-
ing for potentially confounding variables, such as age,
gender, type of delivery, breastfeeding and BMI. Before
comparing subgroups, skewed data were log-transformed
into normal distributions. P < 0.05 was considered statis-
tically significant.

The study protocol was approved by the Institutional
Review Board of Barcelona University Hospital. As stated
above, written consent was one of the inclusion criteria.

Results

There was no history of diabetes, stroke or cardiovascular
disease in first-degree relatives; one grandparent in each
subgroup reported hypercholesterolaemia.

Results in girls and boys were similar and were thus
pooled. The fractions of breast- vs. formula-fed infants
were similar in AGA and SGA subgroups (Table 1). All SGA
children had a height Z-score above -2 at age 3 years, and
had thus developed spontaneous catch-up growth. Par-
ticipating AGA and SGA children had comparable BMls at
3 and 6 years (Table 1).

Thicker intima and fattier liver in SGAs | 3

At ages 3 and 6 years, cIMT and IGF-I results were
higher and HMW adiponectin lower in SGA than AGA
children; at 6 years, SGA subjects had also a thicker aIMT
and more pre-peritoneal and hepatic fat, and were less
insulin sensitive (Table 1 and Fig. 1).

cIMT correlated positively with pre-peritoneal fat at age 3
years (r=0.29; P=0.04) and 6 years (r=0.51;
P =0.0008, respectively) in the combined AGA and SGA
population. These associations remained significant after
adjusting by age, gender, type of delivery, breastfeeding
and BMI (data not shown). The significant association
between cIMT and pre-peritoneal fat was detectable in
SGA children but not in AGA children at age 6 years
(Fig. 2).

Multivariate linear model of cIMT at age 6 years with
selected variables at age 3 years (age, gender, type of
delivery, breastfeeding and pre-peritoneal fat), showed that
post-SGA status and weight gain in early childhood
(between 3 and 6 years) were independent predictors of
clMT at 6 years, explaining 48% of its variance variance
(beta: 0.636; P <0.0001, and beta: 0.278; P=0.01,
respectively). No associations were detected between
early weight gain (0-3 years) and IMT at either 3 or 6 years.

Discussion

Non-obese, catch-up SGA children — who had thus fol-
lowed the ‘optimal post-natal growth trajectory’ (18) — were
found to have a thicker IMT, more pre-peritoneal fat and
more hepatic fat at age 3 and/or 6 years while their higher
circulating insulin and IGF-I (1) and their lower HMW
adiponectin concentrations (19) in this age range were
confirmed.

SGA fetuses and newborns already have an augmented
IMT (20-22). The present data indicate that, after sponta-
neous catch-up growth towards a normal length and
weight, IMT remains augmented in SGA children aged 3-6
years. Previous data have indicated that more weight gain
in early infancy leads to a thicker intima- media by late
childhood (23,24) and the present data suggest that
weight gain in early childhood (age 3-6 years) has com-
parable effects, perhaps even into young adulthood (25).

Augmented IMT has been associated to abdominal fat
partitioning in children, adolescents, and adults (26-28).
Our longitudinal observations in the youngest age range
hitherto investigated (3-6 years) suggest that such asso-
ciations emerge by early childhood and strengthen over
time.

Fatty liver and increased pre-peritoneal fat have recently
been linked to post-SGA catch-up conditions in older
children (4,5,29). The present data suggest that the liver
of SGA children with normal height and weight is relatively
adipose by the age of 6 years, the youngest age
hitherto studied. Prenatal reduction of subcutaneous
adipogenesis, followed by hyperexpansion and subse-
quent overfilling of subcutaneous adipocytes after rapid
post-natal catch-up, may be among the mechanisms pre-
disposing SGA children to augmented or excessive lipid
storage in other organs, including in the liver (30). These
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Figure 1 Differences between AGA and SGA children at age 6 years. Top-left, carotid intima-media thickness (IMT);
bottom-left, aortic IMT; top-right, pre-peritoneal fat; bottom-right, intra-hepatic fat.

abnormalities are accompanied by insulin resistance and
compensatory hyperinsulinaemia, and by lower HMW
adiponectin concentrations, which in turn, may result in
endothelial damage, augment IMT and accelerate the ath-
erosclerotic process (31).

The amount of visceral fat (by MRI) was normal in the
present SGA children, as well in absolute numbers as in
relative terms (vs. subcutaneous fat in the abdominal
region). These results are at variance with our observation
of an augmented amount of visceral fat (also by MRI) in a
previous cohort of SGA children aged 6 years (17). One of
the potential explanations for this apparent inconsistency is
that the fraction of SGA children, who were breastfed
throughout early infancy, was higher in the present than in
the previous cohort.

The limitations of the present study include the low
number of study participants, the absence of MRI and
alMT assessments at age 3 years and the lack of evalu-
ation of non-catch-up SGA children, precluding the appli-
cability of the present results to this subpopulation. The
strengths include the longitudinal design, the strict inclu-
sion criteria, the narrow age ranges at consecutive assess-

ments, the use of the same methods over time and the
absence of inter-observer variability, in particular for the
ultrasound and MRI studies.

In conclusion, SGA children aged 3-6 years were found
to have a thicker intima- media and more pre-peritoneal
and hepatic fat than AGA children of comparable size.
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Objetivo

Estudiar longitudinalmente en nifios PEG que realizaron catch-up los parametros
endocrino-metabolicos (IGF-1, indice HOMA y adiponectina-APM), la distribucidon de grasa
abdominal y la cIMT por ecografia entre los 3-6 afilos de edad. Ademas estudiar
transversalmente la grasa hepatica y la aIMT en la misma poblacién de nifios a los 6

anos.

Sujetos y métodos

Estudio longitudinal en AEG y PEG que se siguieron prospectivamente entre los 3 y 6
afos. La poblacién que realizé seguimiento longitudinal hasta los 6 afios comprendia 38
nifos a los cuales se afiadieron 8 nifios reclutados a los 3 afios del registro de partos del
Hospital Sant Joan de Déu, para aumentar la potencia estadistica. Fueron reclutados asi
19 AEG (8 nifias, 11 nifios) y 27 PEG (16 nifias, 11 nifios).

A los 3 y 6 afios se recogid muestra de sangre y se estudiaron prospectivamente los
niveles de insulina, IGF-1 y adiponectina-APM. También se determinaron
longitudinalmente la masa grasa abdominal mediante ecografia y la cIMT.

A los 6 afios se determinaron transversalmente la alIMT por ecografia y la grasa visceral y

hepatica (contenido de lipidos hepético) por Resonancia Magnética abdominal.

Resultados:
1) No hubo diferencias entre sexos por lo cual se agruparon ambos grupos, el nimero
de nifios alimentados con LM y LA fue similar, todos los PEG realizaron catch-up.
AEG y PEG a los 6 afios tenian un IMC comparable.
2) A los 3 afos los nifios PEG presentaron valores mas elevados de cIMT (p<0.0001)

y de IGF-1 (p<0.01) y niveles mas bajos de adiponectina-APM (p<0.0001)
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3)

4)

5)

A los 6 afios los nifios PEG presentaron también valores mas elevados de cIMT
(p<0.0001) y de IGF-1 (p<0.05), concentraciones mas bajas de adiponectina-APM
(p<0.05) y menos sensibilidad a la insulina medida por el indice HOMA-IR (p<0.05).
Ademas presentaron valores mas elevados de alMT (p<0.01), grasa pre-peritoneal
(p<0.001) y hepatica (p<0.05).

Se encontro una correlacion positiva entre la cIMT y la grasa pre-peritoneal a los 3
(r=0.29; p=0.04) y 6 afios (r=0.51; p=0.0003) en la poblacion conjunta PEG y AEG.
Después de ajustar por edad, sexo, tipo de parto, alimentacién con LM e IMC, esta
asociacién se mantuvo significativa a los 6 afios sélo en los PEG (r=0.45; p=0.01).
En la analisis multivariante resulté que la condicion de PEG y el aumento de peso
entre los 3 y 6 afos fueron predictores independientes de la cIMT a los 6 afios,
explicando un 48% de su variabilidad (beta: 0.636; p<0.0001, y beta: 0.278; p=0.01
respectivamente). No encontramos asociacion entre el aumento de peso precoz

entre los 0-3 meses y la IMT a los 3 0 6 afios.
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Tabla 4. Valores endocrino-metabdlicos, de grasa abdominal e IMT en PEG y

AEG al nacer y entre los 3-6 afios
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Fig. 24 Diferencias entre PEG y AEG a los 6 afios: cIMT y alMT
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Fig. 25 Diferencias entre PEG y AEG a los 6 afios. Grasa pre-peritoneal y contenido

de lipidos hepatico
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Fig. 26 Correlacién entre grasa pre-peritoneal y cIMT alos 3y 6 afios
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5. DISCUSION
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Los articulos presentados en esta Tesis forman parte de un estudio longitudinal de 6 afios
de duracion que es pionero en el seguimiento prospectivo de nifios PEG a término que
realizan catch-up recuperador. Se describe por primera vez la relacion entre evolucion
antropomeétrica, perfil endocrino-metabdlico, composicion corporal (por DXA), y factores

de riesgo cardiovascular en etapas criticas de la vida post-natal.

5.1 CARACTERISTICAS NEONATALES DE LOS NINOS PEG: sensibilidad a la
insulina y déficit de tejido adiposo

Previamente nuestro grupo ha reportado que los nifios PEG nacen con menos masa
grasa y masa magra, con bajo contenido mineral éseo y que presentan concentraciones
bajas de insulina e IGF-1 en sangre de cordon comparados con nifios AEG, hallazgos
concordantes con los de otros estudios [236,237]. Existen ademas diferencias entre
géneros: las nifias AEG y PEG tienen concentraciones mas altas de insulina e IGF-1 que
los nifios AEG y PEG [236].

Los resultados de los tres primeros articulos confirman estos hallazgos; en el tercer
articulo (de Zegher et al. Diabetes 2012), ademas se demuestra la existencia de
concentraciones bajas de IGF-1 y de adiponectina-APM en PEG. En estudios
precedentes se ha observado que los recién nacidos PEG tienen mas sensibilidad a la
insulina y niveles mas bajos de IGF-1, el mejor marcador del crecimiento fetal [238], que
los prepara para el crecimiento recuperador post-natal. Las concentraciones de IGF-1 en
sangre de cordon se relacionan con la masa magra y con la masa grasa del recién
nacido; la correlacion con la masa grasa traduce el papel estimulador de IGF-1 sobre la
adipogénesis que es escasa en los PEG [239]. La mayoria de estudios relacionan
positivamente la adiponectina—APM en sangre de corddn con el peso al nacer [240,241]

explicando las concentraciones mas bajas en PEG; esta correlacion no la confirman otros

110



investigadores [242]. Las concentraciones de adiponectina en sangre de cordon son tres
veces mas altas que en sangre materna; en gestaciones complicadas con restriccion del
crecimiento existe una reduccion de la adiponectina materna y aumento de TNF-q, lo que
sugiere un estado inflamatorio [243]. En sangre de cordodn, los niveles de adiponectina-
APM en PEG y AEG son mas altos que en adultos, lo que se relacionaria con la escasa
grasa visceral que caracteriza al recién nacido [122]. Las concentraciones mas bajas de
adiponectina-APM en sangre de cordon y placenta de nifios PEG se relacionarian con el
escaso numero de adipocitos que tienen estos nifios al nacer, y con el peso al nacimiento,
sugiriendo que la adiponectina podria actuar como factor de crecimiento placentario [244].
En animales de experimentacion se ha demostrado que la adiponectina aumenta el TA
fetal y que la adiponectina fetal es mas alta si la madre realiza una dieta hipercal6rica.
Este aumento de adiponectina estimularia el transporte de AGL a través de la placenta y
la expresion de genes lipogénicos en el higado fetal produciendo aumento de lipogénesis
hepatica [245]. Los niveles bajos de adiponectina-APM en neonatos PEG sugieren un mal
funcionamiento de estos mecanismos de aumento de la adiposidad fetal. Est4 descrito
ademas que niveles bajos de leptina en sangre de cordén directamente relacionados con
la adiponectina, activarian los centros hipotalamicos del apetito y mecanismos
neuroendocrinos en nifios PEG, lo que favoreceria la aceleracion del crecimiento en los
primeros 6 meses de vida [246].

Concorde con la mayor sensibilidad a la insulina en recién nacidos PEG, el primer articulo
de esta tesis (Sebastiani et al. Ped Obes, 2012) demuestra que los niveles de folistatina
en sangre de cordon son elevados y se relacionan inversamente con la escasa masa
grasa que presentan al nacer. En nifias PEG ademas, se encontrd una relacion inversa de
la folistatina con la insulina, lo que sugiere su accion en el metabolismo de la glucosa.

En mujeres embarazadas, los niveles de folistatina circulante son mas elevados por efecto

111



de los estrogenos, con un pico a las 38—-39 semanas de gestacion; en el parto a término
se elevan a niveles mas de 10 veces superiores a los que se han detectado en este
estudio en el feto a término, sugiriendo que la placenta es una barrera que separa la
folistatina del compartimento materno y fetal, por lo cual las concentraciones en el feto
son de origen fetal mas que placentario o materno [247]. La Activina A, la inhibina A y la
ratio activina/folistatina se encuentran elevadas en sangre materna en gestaciones con
restriccion de crecimiento fetal, lo que sugiere que los valores de folistatina no se elevan
en sangre materna en estas gestaciones. Dado que la activina promueve la division
celular del embrion y la invasién del trofoblasto, en casos de hipoxia por disfuncion
placentaria, los niveles de activina A aumentan como respuesta al estado inflamatorio en
la madre [248]. Un estudio realizado en embarazadas con diabetes gestacional demostro
concentraciones mas bajas de folistatina en estas gestantes, una relacion inversa con el
indice HOMA y una asociacion directa con la masa grasa y el crecimiento del feto,
sugiriendo un papel de esta adipoquina en la homeostasis glucémica y en la adiposidad
durante la gestacion [249].

La folistatina y la Follistatina like-3 (FSL-3, que tiene analogias estructurales y funcionales
con la folistatina), participan en el metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos
inhibiendo de manera autocrina/paracrina la activina y la miostatina en multiples tejidos
[157]. En animales de experimentacion, la activina A exerce un efecto supresor en la
diferenciacion, maduracion y funcién de las células beta, favoreciendo la proliferacion de
células beta inmaduras, y aumentando la secrecion de insulina. Estos efectos son
revertidos por la folistatina que incrementa el fenotipo maduro de las células beta, mejora
la sensibilidad a la insulina, y aumenta la sensibilidad al glucagon en el higado durante el
ayuno manteniendo la glucemia estable [250]. La miostatina disminuye la tolerancia a la

glucosa en musculo e higado, y la folistatina revierte este efecto [251]. En nuestro estudio,
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el hallazgo de un aumento de folistatina en recién nacidos PEG indicaria una regulacion
de la produccién de insulina por la folistatina, determinando una aumento de la
sensibilidad a la insulina y una reduccion de la acumulacion de grasa si estos nifios fueran
expuestos a una dieta hipercaldrica como ha sido descrito en ratas por Brandt et al. [166].
Ademas, como se ha mencionado anteriormente, la folistatina aumenta la masa muscular
inhibiendo la miostatina que tiene como funcion principal impedir la diferenciacion y el
crecimiento del tejido muscular [159,252] asi que las concentraciones elevadas de
folistatina contribuirian a paliar el déficit de masa magra en recién nacidos PEG.

La folistatina aumenta la adipogénesis en TA atenuando la accion inhibitoria de la activina
A en la diferenciacion de los pre-adipocitos [253]. La activina A aumenta el nimero de
pre-adipocitos indiferenciados via autocrina-paracrina y esta expresada preferentemente
en los progenitores indiferenciados in vivo. Su expresion disminuye durante la induccion
de la diferenciacion de los pre-adipocitos a adipocitos maduros (adipogénesis) in vitro. La
folistatina, siendo un antagonista de la activina, promueve la diferenciacion de los
adipocitos desde las células progenitoras in vitro. Se ha descrito que en obesos los
macrofagos presentes en el TA aumentan los niveles de activina A aumentando las
formas inmaduras de los adipocitos, provocando disfuncién del TA [254]. La miostatina
también inhibe la diferenciacion de los adipocitos in vitro y este efecto seria bloqueado por
la folistatina [255]. La hiperfolistatinemia presente en recién nacidos PEG bloquearia la
activina A y la miostatina con el consecuente aumento de la diferenciacion de los pre-
adipocitos a adipocitos maduros. Este seria un mecanismo compensador para suplir el
déficit de TA subcutaneo de los recién nacidos PEG, y ayudaria en la expansion del TA,
gue durante los primeros meses de vida se produce mayoritariamente a nivel subcutaneo
[256, 257]. En niflos PEG este mecanismo esta drasticamente reducido, presentando

ademas adipocitos de pequefio tamafio como se ha demostrado en animales de
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experimentacion [258]. De acuerdo con nuestros resultados, la hiperfolistatinemia en
recién nacidos PEG reflejaria la activacion fetal de un mecanismo homeostatico para
promover la adipogénesis y facilitar el reclutamiento de masa grasa post-natal. A través
de este mecanismo los nifios PEG especialmente los expuestos a dieta hipercaldrica,
intentarian aumentar la sensibilidad a la insulina, expandir el TA para acumular el exceso
de grasa, y suprimir la produccion de macrofagos y de citoquinas pro-inflamatorias como
mecanismo de prevencion de la obesidad [259,260]. Ademas la hiperfolistatinemia
facilitaria el paso de TA blanco a TA marrdn inhibiendo la activina y la miostatina y
mejorando el metabolismo energético y la termogénesis del feto [261,262]. En sujetos
obesos, los niveles de FSTL3 estan aumentados e inducidos por TNF-a, probablemente
como mecanismo para contrarrestar los efectos pro-inflamatorios de la activina A [263].
También en gestaciones con crecimiento fetal restringido se ha descrito aumento de
marcadores de inflamacién como TNF-a, que induciria aumento de folistatina en los PEG
por un mecanismo similar [243].

Durante los primeros meses de vida, los PEG priorizan el reclutamiento de masa magra
[147], agravando el déficit de TA subcutaneo. Esto podria traducir la persistencia de los
efectos de la folistatina en el musculo a los 4 meses, sobre los efectos en TA. La
reduccion de la expansion del TA subcutaneo en periodos criticos del desarrollo,
especialmente si se asocia a dieta hipercalorica, favoreceria la resistencia a la insulina y
el desarrollo de lipotoxicidad por la imposibilidad de almacenar los lipidos en exceso.

En un estudio longitudinal, se observd que los niveles de folistatina son mas bajos en
nifios PEG con talla baja que reciben tratamiento con GH. La disminucion de la folistatina
durante el tratamiento se podria relacionar con la persistencia de menor cantidad de TA
subcutaneo y con la resistencia a la insulina secundaria al tratamiento [264], confirmando

el papel de la folistatina en el metabolismo glucidico y en la regulacion del TA.
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El TA se desarrolla en las ultimas etapas de la vida fetal y se expande rapidamente en el
periodo inmediato post-natal. Como se ha comentado anteriormente, durante los primeros
meses de vida los nifios PEG priorizan el reclutamiento de masa magra sobre el de masa
grasa y sobre el contenido mineral 6seo empeorando su hipoadiposidad [147].

El segundo articulo de esta Tesis (de Zegher et al. Diabetes Care, 2012) demuestra que
los niveles de Pref-1 son detectables al nacer y presentan un rango entre 6-100 ug/L
siendo mucho mas altos que en circulacion materna, sugiriendo el origen fetal de este
factor. Los recién nacidos PEG presentaron niveles mas altos de Pref-1, comparados con
los AEG, sin relacion con parametros de composicion corporal. Como se ha descrito en la
introduccién, Pref-1 inhibe la adipogénesis y la formacion del hueso inhibiendo la
diferenciacion de las células multipotentes mesenquimales en adipocitos, condrocitos y
osteoblastos [265]. Las concentraciones elevadas de Pref-1, el inico marcador de los pre-
adipocitos, demuestran que los recién nacidos PEG mantienen un numero elevado de
células adiposas indiferenciadas; los niveles altos de Pref-1 inhibirian la diferenciacién de
los adipocitos del TA subcutaneo. Ratas transgénicas con mayor expresion de la forma
soluble de Pref-1 mostraron una marcada reduccién del TA y disfuncion del mismo con
menor secrecion de factores adipocitarios. COmo consecuencia, estas ratas presentaban
lipodistrofia, hipertrigliceridemia y disminucion de la sensibilidad a la insulina [172]. Las
ratas con inhibicion total de Pref-1 también desarrollaban hipertrigliceridemia, aumento de
AGL vy alteracion del metabolismo de la glucosa [171] hecho que demuestra que el
correcto desarrollo y funcion del TA subcutdneo son criticos para mantener la
homeostasis glucosa/insulina; asimismo, concentraciones adecuadas de Pref-1 en
edades tempranas son fundamentales para la regulaciéon del nimero de adipocitos post-
natales. En nuestro estudio, las concentraciones elevadas de Pref-1 contribuirian al déficit

de TA subcutaneo en los recién nacidos PEG, a una menor diferenciacion de los
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adipocitos, y a la alteracion de la produccion de adipoquinas. Si existen pocos adipocitos
maduros la expansién de TA conlleva la hipertrofia de estos adipocitos durante el catch-
up post-natal y consecuente lipotoxicidad. Se ha descrito que Pref-1 también tiene un
papel en la regulacion de la masa muscular por lo cual su mayor expresion incrementa la
masa muscular y las fibras musculares en animales de experimentacion [266]. En nuestro
estudio, los niveles elevados de Pref-1 favorecerian el reclutamiento de la masa muscular
durante los primeros meses de vida cuando los nifios PEG priorizan la expansion de la
masa magra [147].

Pref-1 se expresa abundantemente en tejidos embrionarios y en placenta, participando en
el crecimiento fetal. Estudios realizados en adipocitos, pancreas, medula 6sea, higado y
timo de ratas evidencian la funcion de Pref-1 como factor de crecimiento dado que
mantiene las células proliferativas en un estadio indiferenciado [267]. Nuestro grupo (Diaz
et al.) ha demostrado que la expresion de Pref-1 en placenta esta disminuida en nifios
PEG y se relaciona con la ganancia de peso en los primeros meses de vida. La
disminucién de la expresion de Pref-1 en placenta se asociaria a restriccion del
crecimiento fetal porque un ambiente intrauterino desfavorable podria alterar la metilaciéon
en regiones reguladoras de Pref-1. La existencia de dos formas de Pref-1 (la soluble y la
asociada a membrana) codificadas por diferentes mecanismos de splicing en el mismo
gen, explicaria por qué la expresion de Pref-1 estad disminuida en placenta pero su forma
soluble esta aumentada en sangre de cordon. La expresion reducida de Pref-1 placentario
en nifios PEG, se asociaria al catch-up de peso a los 4 y 12 meses; ademas se
relacionaria inversamente con el porcentaje total de masa grasa y directamente con la
masa magra, asi que la expresion disminuida de Pref-1 en placenta no favoreceria un
aumento de adipogénesis en nifilos PEG [268]. La expresion de Pref-1 en el TA marron

fetal es alta y disminuye progresivamente después del nacimiento con la diferenciacion de
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los adipocitos marrones, lo que demuestra que Pref-1 esta implicado también en el control
de los genes que regulan la termogénesis, por lo cual las concentraciones elevadas en
nifos PEG indicarian la existencia de adipocitos marrones poco diferenciados al nacer y
de un menor control de la termogénesis [269]. Los fetos de peso elevado hijos de madres
con diabetes gestacional presentan niveles bajos de Pref-1 en sangre de corddn,
indicativos de mayor adipogénesis y mas TA fetal; estas caracteristicas constituyen una
imagen en espejo de nuestro estudio en PEG [270].

En el periodo post-natal Pref-1 deja de expresarse en varios tejidos [271] y en nuestro
estudio se demuestra que sus niveles circulantes disminuyen; durante los primeros dias
de vida y a los 4 meses los niveles de Pref-1 son comparables con los de nifios AEG. Esta
disminucién de las concentraciones de Pref-1 indica que en los primeros meses de vida
aumentan las formas maduras de adipocitos aunque en nifios PEG el nimero total de

adipocitos sigue siendo escaso en periodo post-natal, como se ha descrito anteriormente.

5.2 BAJO PESO AL NACER Y EVOLUCION DURANTE EL PRIMER ANO DE VIDA:
LACTANCIA MATERNA VS LACTANCIA ARTIFICIAL

4 meses: Escasa expansion del tejido adiposo. Aumento de IGF-1 y adiponectina-
APM en nifios alimentados con LA

El tercer articulo de esta Tesis (de Zegher et al. Diabetes 2012) compara nifios AEG
alimentados con LM con dos grupos PEG alimentados, respectivamente, con LA estandar
(LA1) y LA enriquecida en proteinas (LAZ2), durante los primeros 4 meses de vida. Durante
este periodo los nifios PEG que recibieron LM y los que recibieron LA ganaron peso y
longitud, masa grasa y magra de forma similar. Proporcionalmente el aumento de masa
grasa fue el doble en lactantes AEG que en lactantes PEG. Considerando que se necesita

menos energia para ganar 1 Kg de masa magra que 1 Kg de masa grasa [272] los nifios
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PEG necesitarian entonces menos calorias que los niflos AEG para ganar la misma
cantidad de peso corporal, y esto significaria que no esta justificado utilizar formulas
enriquecidas en nifios PEG. En nuestro estudio la alimentacion no influye en la ganancia
de peso ni en la composicidén corporal durante los primeros 4 meses de vida. Este hecho
se explicaria con la teoria del programming, que indica que la influencia de la LA sobre el
aumento de peso es evidente a partir de los 3 meses de edad post-natal, y
fundamentalmente entre los 3 y 6 meses, con una respuesta dosis-dependiente [273].
Singhal et al. reportaron que nifilos PEG alimentados con formula enriguecida durante los
primeros 9 meses de vida presentaban aumento de peso mas marcado evidente a los 9
meses que los alimentados con LM o férmula estandar y esto se relacionaba con un
aumento de masa grasa a los 5-8 afios [204].

Gale et al. demostraron que nifios a término AEG alimentados con LA, presentaban mas
masa magra y menos masa grasa a los 3-4 meses y 8-9 meses mientras que a los 12
meses tenian mas masa grasa [274]. Por el contrario, los nifios alimentados con LM
aumentarian la masa grasa durante los primeros meses de vida debido al mayor
contenido de leptina en la leche materna, que ademas determinaria mejor regulacion del
apetito [194]. El déficit de TA en nifios alimentados con LA durante el periodo de maxima
expansion del mismo, podria predisponer a problemas metabdlicos [275]. Gale et al.
describieron también que nifios AEG a término a los dos meses de vida presentaban un
aumento del TA subcutaneo y de lipidos hepaticos (sugestivo de aumento de la
lipogénesis hepética) medidos por resonancia magnética, independientemente del tipo de
alimentacion recibida. Este mecanismo fisiologico permitiria acumular grasa para
preservar energia [276]. En los PEG la escasa expansibilidad del TA en los primeros
meses de vida es independiente de la alimentacion y representaria una respuesta

genéticamente programada que traduciria un fallo en el aumento del numero de
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adipocitos en este periodo critico de la vida post-natal con hipertrofia de estos pocos
adipocitos en caso de dieta hipercaldrica [277].

Como demostramos en el tercer articulo (de Zegher et al. Diabetes 2012) a los 4 meses
los niveles circulantes de adiponectina-APM y de IGF-1 estan influenciados por la
nutricion siendo comparables en nifios AEG y PEG que recibieron LM, sin embargo se
encuentran mas elevados en los niflos PEG alimentados con LA, siendo los niveles de
adiponectina-APM mas altos en los nifios alimentados con LAl y los niveles de IGF-1 mas
aumentados en nifios PEG alimentados con LA2. Anteriormente se habia descrito que
férmulas enriquecidas en proteinas estimulan la produccién de insulina y aumentan los
niveles de IGF-1, con consecuente aceleracion posterior del crecimiento. Ademas en
animales de experimentacion las dietas hipercaléricas pueden provocar alteraciones
epigenéticas en la expresion de IGF-1 que llevarian a las alteraciones metabolicas
propias de la obesidad [278]. Ong et al. demostraron que los lactantes AEG sanos
alimentados con férmulas artificiales presentaban niveles mas altos de IGF-1 a los 3
meses comparados con los alimentados con LM, sin encontrar diferencias en la
adiposidad, y estos niveles se asociaban con un aumento en longitud entre los 3 y 12
meses; ademas, encontraron una relacién inversa del peso al nacer con los niveles de
IGF-1 a los 3 meses [279]. Se ha descrito también que IGF-1 regula las funciones del TA
y estimula la diferenciacion de los pre-adipocitos en adipocitos maduros por lo cual la
elevacion de los niveles de IGF-1 seria un mecanismo compensatorio para reclutar mas
adipocitos maduros [280,281]. La expresion de la adiponectina-APM aumenta con la
diferenciacion de los adipocitos, por lo que los niveles de adiponectina pueden aumentar
durante los primeros meses de vida [282]. Los neonatos a término presentan un 15%
aproximadamente de masa grasa, mayoritariamente subcutanea. Con el aumento de

edad la ratio grasa subcutanea/ visceral disminuye y los cambios en la composicion
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corporal contribuyen a la evolucion de una correlacion positiva entre adiponectina y peso
al nacer a una correlacion negativa con el peso en la edad adulta. Estudios longitudinales
en ratones han demostrado que con la edad, la adiponectina aumenta con el peso, y
llegado a un punto maximo, empieza a descender proporcionalmente al acimulo de grasa
abdominal [283]. Los mecanismos que regulan la adiponectina en adultos son distintos a
los que regulan este marcador en nifios. Por ejemplo, en recién nacidos de peso elevado
para la edad gestacional las concentraciones de adiponectina y de leptina en sangre de
cordon son altas y se relacionan directamente con la adiposidad, mientras que en adultos
tienen una relacion inversa [284]. En nuestro estudio los niveles de adiponectina-APM
fueron similares en lactantes PEG y AEG alimentados con LM, pero mas altos en nifios
PEG alimentados con LA a los 4 meses. La adiponectina estimula la diferenciacion de los
adipocitos y suprime la lipolisis por lo cual en nifios PEG existe una correlacion entre los
niveles de adiponectina y los cambios en la diferenciacion del TA en los primeros 4
meses. El aumento de adiponectina-APM en el grupo PEG alimentado con LA seria un
mecanismo compensador que intentaria estimular la diferenciacion de las células
adiposas y la expansién del TA, dado que la dotacion de adipocitos es deficitaria e

insuficiente para afrontar un exceso de calorias [285].

12 meses: resistencia a la insulina y aumento de masa grasa relacionados con la
formula enriquecida en proteinas

Segun los resultados del cuarto articulo (de Zegher at al. JCEM, 2013) a los 12 meses, los
nifos PEG alimentados con LM exclusiva tienen menos masa grasa, mas sensibilidad a la
insulina y concentraciones normales de IGF-1 y adiponectina-APM. Entre los 4 y 12
meses los PEG alimentados con LA2 presentan aumento de masa grasa,

concentraciones elevadas de IGF-1 y una disminucién de los niveles de adiponectina-
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APM. Los PEG que recibieron LAL presentaron caracteristicas similares excepto por las
concentraciones de IGF-1, que fueron iguales a los PEG alimentados con LM.

Soto et al. e Iiliguez et al. describieron que los PEG que realizan catch-up presentan al
afio de vida concentraciones mas elevadas de insulina e IGF-1 comparados con nifios
AEG [52,55]. Ifiiguez et al. demostraron también que en PEG los niveles elevados de IGF-
1 persistian a los 3 afios y estaban relacionados con parametros de resistencia a la
insulina. El estado de resistencia a la insulina ya presente al afio de edad empeoraria en
los sujetos que reciben formulas enriquecidas en proteinas, y estarian asociadas a
resistencia a la insulina en la adolescencia [286]. Socha et al. encontraron niveles
elevados de IGF-1 y de insulina en niflos AEG alimentados con férmula enriquecida en
proteinas, que se asociaban a una ganancia rapida de peso en los primeros 6 meses de
vida demostrando la importancia de IGF-1 en el crecimiento post-natal inmediato [287]. La
ganancia ponderal se correlaciona directamente con aumento de masa grasa comparado
con los nifios alimentados con LM y esta tendencia persiste a los 2 afios [288,289]. Por el
contrario, en los nifios alimentados con LM las concentraciones de IGF-1 eran mas bajas
en la infancia y méas altas en la adolescencia, sugiriendo un efecto protector
cardiovascular [290]. La regulacion de IGF-1 a través del aporte proteico se ha descrito
previamente en la infancia [291]. La IGF-1 promueve el crecimiento longitudinal del hueso
y la formacion del masculo esquelético durante el periodo post-natal [292] pero también
tiene efectos sobre el TA favoreciendo la diferenciacion de los adipocitos y el acumulo de
lipidos in vitro [293]. En nuestro estudio los PEG alimentados con LA2 presentan valores
elevados de IGF-1 a los 12 meses y estos valores se asocian a un aumento de masa
grasa probablemente debido a los efectos de IGF-1 sobre el TA.

El catch-up en masa grasa al afio de vida estaria relacionado con la disminucién de los

niveles de adiponectina, mucho mas marcada en lactantes PEG alimentados con LA2, lo
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gue sugiere disfuncion del TA. Estudios experimentales en ratas demuestran que las
férmulas hipercaloricas en fetos con retraso de crecimiento intrauterino, que favorecen un
catch-up rapido, se asocian a alteracion en la expresion de genes del tejido adiposo [294].
Un estudio longitudinal de Iiiguez et al. ha demostrado que la adiponectina tiende a
disminuir durante los primeros 2 afios de vida de forma similar en AEG y PEG. Las
concentraciones de esta proteina disminuyen mas en PEG con mas catch-up en peso, sin
relacionarse con las cifras de insulina [143]. Bozzola et al. observaron que las
concentraciones de adiponectina total y de las isoformas de adiponectina eran
comparables en AEG y PEG durante el primer afio de vida. Estos valores
experimentaban, secuencialmente, un ascenso durante los primeros meses de vida,
seguido de un descenso al afio, mientras que las cifras de leptina —mas bajas en recién
nacidos PEG- aumentaban durante el primer afio de vida con el catch-up y se
relacionaban con el IMC. Las concentraciones bajas de adiponectina y altas de leptina al
afo de vida estarian relacionadas con el aumento de adiposidad consecuente al catch-up
[295]. Hibino et al. encontraron que en lactantes AEG sanos los niveles de adiponectina-
APM se mantienen iguales desde el nacimiento hasta los 6 meses mientras que al afo
diminuyen fisiologicamente y no se relacionan con el IMC; ademas encuentran una
correlacion positiva entre los niveles de adiponectina-APM en sangre de cordon y los
niveles a los 12 meses reflejando una programacion intrautero de esta adipoquina [296].
El descenso fisiologico de adiponectina durante el primer afio estaria relacionado con la
ganancia de masa grasa desde el periodo neonatal hasta el afio de vida.

En resumen, durante los primeros 4 meses de vida -que representan la fase mas
dindmica de la expansion del TA (mayor reclutamiento de adipocitos)-, y que se
caracterizan por una rapida deposicion de lipidos (0,5g/hora) y un aumento de la

sensibilidad a la insulina [256] los PEG priorizan la expansion de masa magra sobre la
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masa grasa independientemente del tipo de alimentacion recibida, por lo cual agravan su
déficit de TA subcutaneo. Al afio de vida los PEG alimentados con formula enriquecida en
proteinas presentan mayor expansion del TA en comparacion con los PEG que reciben
LM, pero este TA contiene pocos adipocitos, produciéndose hipertrofia de los mismos con
consecuente disfuncion del TA y disminucién de las concentraciones de adiponectina-
APM. Por el contrario, los lactantes AEG alimentados con LM presentan mayor
sensibilidad a la insulina, y reclutan mas masa grasa durante los primeros 4 meses para
permitir la expansion del TA; al afilo presentan menos masa grasa y concentraciones
normales de adiponectina e IGF-1. Los PEG alimentados con LM durante los primeros 4
meses presentan el mismo déficit de TA que los alimentados con LA, pero tienen
concentraciones de IGF-1 y adiponectina-APM similares a los AEG. Al afio, los PEG que
reciben LM tienen poca masa grasa y niveles normales de IGF-1 y de adiponectina-APM,
hecho que demuestra que la LM previene la hipertrofia y disfuncion de los escasos

adipocitos subcutaneos en PEG.

5.3 BAJO PESO AL NACER Y EVOLUCION A LOS 3-6 ANOS DE VIDA: resistencia a
lainsulina, aumento de la grasa hepatica y del grosor de la Intima media carotidea
El quinto articulo de esta Tesis (Sebastiani et al. Ped Obes, 2016) demuestra que los
ninos PEG que realizan un catch-up tedricamente adecuado sin desarrollar obesidad
[297], presentan alteraciones vasculares y aumento de grasa pre-peritoneal y hepatica
entre los 3 y 6 aflos de edad. También presentan aumento de las concentraciones de
insulina e IGF-1 y disminucion de adiponectina-APM, compatibles con un estado de
resistencia a la insulina, ya detectable a la edad de 3 afos.

Nuestro grupo ha descrito que entre los 2 y 6 afios los nifios PEG, en ausencia de

obesidad, presentan niveles elevados de IGF-1 e insulina y un exceso de grasa visceral
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medida por resonancia magnética [298,299]. En animales de experimentacion con
restriccion del crecimiento fetal, la mayor accion de la insulina en el metabolismo de los
AGL podria ser en parte responsable de este aumento de grasa visceral [300]. Nuestro
grupo habia descrito también que entre los 2 y los 6 afios la adiponectina-APM disminuye
en ninos PEG que realizan catch-up, mientras que aumenta el IMC, el indice de
resistencia a la insulina (HOMA-IR), IGF-1, y la masa grasa total y abdominal. La
correlacion inversa entre insulina y adiponectina-APM no es objetivable hasta los 4 afios,
siendo mas significativa a los 6 afios [123]. En el articulo de Sebastiani et al. se
confirman estos cambios metabodlicos determinados por aumento de HOMA, IGF-1 y
disminucién de adiponectina-APM en nifios PEG de 3 y 6 afios con catch-up espontaneo.
En ausencia de este catch-up, los nifios PEG son mas sensibles a la accion de la insulina,
y muestran concentraciones normales de adiponectina-APM, poco TA subcutaneo y una
cantidad normal de TA visceral [301]. El estado de resistencia a la insulina ya presente en
edades tempranas en PEG se ha relacionado ademas con alteraciones vasculares. A los
3y 6 afios, los PEG con catch-up tienen mayor grosor de la cIMT y a los 6 afios, también
de la alMT, ambos marcadores precoces del riesgo cardiovascular. Se ha descrito que los
recién nacidos PEG tienen mayor grosor de la cIMT y de la aIMT independientemente del
grado de restriccion del crecimiento prenatal [233]. Estudios realizados en PEG confirman
la existencia de signos de disfuncion endotelial ya intrautero, mas marcados en fetos con
alteracion del indice de pulsatilidad [302,303]. Los neonatos PEG pueden presentar
alteracion de la morfologia y funcion cardiaca y reduccion de la distensibilidad arterial,
demostrando la precocidad de las alteraciones cardiovasculares, aunque en este estadio
son solo subclinicas [304]. La adaptacion fetal a la malnutricion intrautero, provocaria
ademas de resistencia a la insulina, disminucion de la densidad capilar, disfuncion

endotelial y reduccion del numero de nefronas [305]. Crispi et al. describieron alteraciones
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del funcionalismo cardiaco y aumento del grosor de la cIMT a los 5 afios de edad en nifios
PEG a término o pretérmino [306]. Bradley et al. también encontraron alteraciones
precoces en la distensibilidad y elasticidad arterial en PEG preadolescentes [307]. Un
articulo muy reciente de Faienza et al. describe alteraciones cardiovasculares y aumento
de la cIMT a los 10 afios en nifios PEG a término definidos como peso o talla <p3,
resultados que son similares a los de nuestro articulo [308]. En nuestro estudio no
encontramos diferencias en la tension arterial entre grupos, ni asociacion con la IMT.
Leunissen et al. encontraron un aumento de la cIMT en adultos jovenes con antecedente
de PEG con catch-up recuperador, sin encontrar diferencias en la tension arterial entre
AEG y PEG,; sin embargo, observaron que el aumento de masa grasa durante la infancia
era el factor de riesgo determinante para presentar aumento de tension arterial sistolica y
diastdlica, independientemente del peso al nacer. También el peso en la edad adulta era
un determinante de la tension arterial diastélica [309]. En la literatura los resultados son
discordantes [310]. Las diferencias en cIMT entre nifios PEG y AEG a los 6 afios estan
mayormente relacionadas con los cambios en la grasa visceral y la resistencia a la
insulina descritos en pacientes PEG [298,299]. La resistencia a la insulina determinaria un
estado pro-inflamatorio y disfuncion del TA, promoviendo la secrecion de adipoquinas y
citoquinas pro-inflamatorias responsables de las alteraciones cardiovasculares y de un
estado pro-aterogénico [311]. Las concentraciones de insulina predicen la precocidad de
las alteraciones arterioescleréticas medidas con la cIMT [312]; ademas el hiperinsulinismo
llevaria a aumento de grasa visceral en nifios PEG [313]. La disminucién de la ratio TA
subcutaneo/TA visceral seria la responsable de la reduccion de adiponectina en sujetos
con resistencia a la insulina, dado que los adipocitos periféricos (subcutaneos) son los
maximos productores de esta adipoquina [314]. La disminucion de la adiponectina-APM

en nifilos PEG seria una sefal precoz de disfuncion del TA y debido a que la adiponectina

125



tiene propriedades anti-arterioscleroticas in vitro, su decremento causaria dafio endotelial
precoz [315].

El aumento del IMC y de grasa abdominal medida por ecografia se ha relacionado con
aumento de la cIMT en nifios de 5 afios. El aumento del IMC provocaria cambios en la
pared arterial como mecanismo de adaptacion al aumento de longitud y presion en los
vasos sanguineos. El aumento de grasa visceral provocaria aumento de las citoquinas
pro-inflamatorias como TNF-a o IL-6, con efecto directo sobre la funcion vascular y
alteraciones en el endotelio detectables precozmente [316]. Estudios en nifios obesos
encuentran relacién entre grasa abdominal medida por DXA 'y alteraciones
cardiovasculares a los 9 afios [317]; ademas se ha descrito que el acimulo de grasa
visceral se asocia a aumento precoz de marcadores de inflamacién como la PCR
ultrasensible, que indicaria dafio vascular ya detectable a los 3 afios de edad [318].
Serian los cambios en el IMC desde la infancia hasta la edad adulta que conllevarian un
aumento de la cIMT [319]. Skilton et al. encontraron que la ganancia de peso entre los 0y
18 meses se asociaba a adiposidad central, aumento de tension arterial sistolica, de
marcadores de inflamacién y del grosor de la cIMT a los 8 afios [320]. En nuestro estudio
encontramos una asociacion entre la ganancia de peso entre los 3 y 6 afios y la cIMT
explicando un 48% de su variabilidad, y no encontramos asociacion entre el crecimiento
precoz post-natal (0-3 meses) con la cIMT a los 3 y a los 6 afios. Evelein et al.
encontraron una asociacion entre la ganancia de peso en los primeros meses de vida y la
cIMT a los 5 afios en poblacién sana independientemente del peso al nacer. Ademas en
los niflos nacidos con menos peso y con ganancia de peso exagerada en los primeros
meses de vida las arterias eran mas rigidas y tenian menor distensibilidad [321]. Se
conoce que el grosor de la cIMT aumenta y la distensibilidad disminuye segun la edad, la

altura, el IMC y la tension arterial sistolica y que la edad es el factor mas determinante del
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aumento de grosor de la cIMT [322]. El incremento de la cIMT reflejaria un envejecimiento
precoz de las arterias (aging) en los nifios PEG; es decir, estos nifios tendrian unas
arterias propias de nifios de mayor edad.

El aumento de IMC entre los 3-6 afios y sus consecuencias metabdlicas en nifios PEG a
los 6 afios podria tener relacion con el timing del rebote adiposo que en la poblacion
general ocurre entre los 5y 7 afos [323]. En este estudio se podria especular que la
poblacién PEG entre los 3 y 6 afios, realizaria un rebote adiposo precoz [324]. El rebote
adiposo precoz antes de los 5 afios se ha relacionado con resistencia a la insulina,
aumento de adiposidad y riesgo metabdlico ya a partir de la edad de 7 afios [325].

El aumento de IMC a expensas de la grasa visceral en nifios PEG jugaria un papel
fundamental en las complicaciones cardio-metabdlicas descritas en este estudio. La grasa
pre-peritoneal que representa una medida de grasa visceral se encuentra aumentada en
nifos PEG comparados con los AEG a los 6 afios y se correlaciona positivamente con la
cIMT. El punto de corte de la medida de esta grasa en nifios es de 4 mm [326]. Tadokoro
et al. describieron que el aumento de grasa pre-peritoneal se asociaba a disminucion de
adiponectina en varones puberales; estos resultados concuerdan con los resultados de
nuestro estudio [327].

Cuando existe aumento de grasa visceral y disfuncién precoz del TA subcutaneo por falta
de expansion y fallo en el almacenamiento del exceso de lipidos, se genera un aumento
del flujo de acidos grasos en la circulacion portal hepatica que contribuye directamente a
la disminucién de la sensibilidad a la insulina a nivel hepatico, estimulando la produccion
de colesterol y glucosa y aumentando la produccion hepatica de VLDL. Este mecanismo
llevaria a cambios estructurales en el higado y seria clave en la patogénesis de la NASH
[328]. En nuestro estudio encontramos aumento de los lipidos intrahepaticos medidos por

Resonancia Magnética. En las biopsias se definen cambios en la grasa hepatica cuando
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mas del 5% de los hepatocitos tienen lipidos; si el porcentaje es mas del 25% se habla de
higado graso. Por ecografia y resonancia se definen cambios en la grasa hepatica si mas
del 10% de los hepatocitos contienen lipidos, y se habla de higado graso si tienen mas
del 30% aunque los valores son muy variables segun las poblaciones, especialmente en
ninos obesos [327]. El aumento de los lipidos intrahepaticos encontrado en nuestro
estudio en PEG a los 6 afos estaria relacionado con su perfil metabdlico desfavorable y la
hipoadiponectinemia. Si existe una disfuncion del TA y los pocos adipocitos se vuelven
hipertroficos, la grasa en exceso se acumula en musculo esquelético e higado con
consecuente empeoramiento de la accion de la insulina, y de la tolerancia a la glucosa; la
reducida capacidad adipogénica del TA subcutaneo conlleva el acimulo de grasa visceral
con mayor produccién de adipoquinas pro-inflamatorias y menos adiponectina;
disminucién de la oxidacion de &cidos grasos en el higado y desarrollo de higado graso
[328,329].

La falta de expansion del TA durante los primeros meses de vida postnatal es clave para
todas las complicaciones descritas en PEG durante la primera infancia, especialmente en
los PEG que reciben alimentacién hipercaldrica, experimentando una disfuncién del TA
con aumento de grasa visceral, resistencia a la insulina, aumento de lipidos intrahepaticos

y del grosor de la IMT, resultando en un perfil cardio-metabdélico mas desfavorable.

5.4 PUNTOS FUERTES Y LIMITACIONES DE LOS ESTUDIOS

El estudio de Sebastiani et al. Ped Obes, 2012, es el primero en el que se ha determinado
la concentracion de folistatina en sangre de cordon y se han relacionado estos valores
con la composicion corporal neonatal. Entre las limitaciones se encuentran la ausencia de
medicion de folistatina en sangre materna y de otras proteinas de la superfamilia de la

TGF-B como la activina, la miostatina y la FSL-3 en el recién nacido. En el articulo de de

128



Zegher et al. Diabetes Care 2012, se estudian por primera vez las concentraciones de
Pref-1 en recién nacidos y mujeres embarazadas. Una limitacion es la falta de medicion
del Pref-1 transmembrana o placentario.

Los estudios reportados en los articulos de de Zegher et al. Diabetes, 2012 y de Zegher
et al. JCEM, 2013 son los primeros que describen la influencia del tipo de alimentacion
sobre el perfil endocrino-metabdlico y la composicién corporal de manera aleatorizada,
prospectiva y longitudinal a los 4 y 12 meses, en nifios PEG. Los nifios PEG alimentados
con LA se dividieron en dos grupos segun el tipo de formula utilizada (LA1 y LA2) y se
compararon con dos grupos control: AEG y PEG alimentados con LM. Entre las
limitaciones se encuentra el hecho de que no se midid la grasa visceral y que el niumero
de pacientes PEG del grupo LA2 era menor. En el articulo de Zegher et al. JCEM, 2013
no fue posible determinar si las diferencias encontradas entre los PEG alimentados con
LAl o LA2 dependen exclusivamente de las férmulas utilizadas o también influye la
alimentacion complementaria entre los 4 y 12 meses.

En el articulo de Sebastiani et al. Ped Obes, 2016 los puntos fuertes incluyen su
naturaleza longitudinal, la utilizacién de criterios de inclusion estrictos que favorecen que
la edad de los participantes sea muy similar, y la utilizacion de los mismos métodos y el
mismo personal investigador. Entre las limitaciones se encuentran el relativamente escaso
numero de participantes, la ausencia de cuantificacion de grasa hepatica (por resonancia
magnética) y de alMT a los 3 afios, y la no inclusién de pacientes PEG sin catch-up para

estudio comparativo.
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6.1.Los recién nacidos PEG presentan un perfil metabdlico mas insulino-sensible,
caracterizado por concentraciones bajas de insulina e IGF-1; ademas, presentan
niveles bajos de adiponectina-APM. Estos parametros estan relacionados con el
crecimiento fetal y con el escaso TA que presentan al nacer. En sangre de cordon
tienen concentraciones elevadas de Pref-1, un potente inhibidor de la adipogénesis, y
aumento de folistatina que estimula la hipertrofia muscular, intenta compensar la
escasa adipogénesis, y aumenta la sensibilidad a la insulina. Este perfil insulino-

sensible prepara a los nifios PEG para el catch-up.

6.2 .Durante los primeros 4 meses de vida los nilos PEG empeoran su déficit de TA
durante el periodo critico de maxima expansion del mismo, por lo cual presentan un
desarrollo escaso de TA, independientemente de la alimentacién recibida. Los niveles
de Pref-1 disminuyen a los 4 meses indicando un aumento de los adipocitos maduros,
aunque el nuimero de éstos permanece escaso. Los PEG alimentados con LA
presentan valores altos de adiponectina-APM e IGF-1 que estimularian el
reclutamiento de adipocitos como respuesta a la escasa expansion del TA en

condiciones de ingesta hipercalorica.

6.3.Al afio, los nifios PEG alimentados con LA enriquecida en proteinas presentan un
perfil endocrino-metabdélico mas desfavorable que los AEG o los PEG alimentados con
LM. Estos nifios presentan un patron de resistencia a la insulina, aumento de la masa
grasa y disminucién de las concentraciones de adiponectina-APM. El aumento de
masa grasa estaria relacionado con la expansién del TA en respuesta a una dieta
hipercaldrica, pero contiene escasos adipocitos, lo que condiciona una hipertrofia de
los mismos y su consecuente disfuncién, que causara lipotoxicidad e

hipoadiponectinemia.
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6.4 .Entre los 3 y 6 afos los nilos PEG que han realizado catch-up espontaneo tienen un
perfil cardio-metabdlico mas desfavorable: siguen mostrando resistencia a la insulina -
determinado por un mayor indice HOMA-IR, concentraciones mas bajas de
adiponectina-APM y mayor grosor de la cIMT, marcador precoz de riesgo
cardiovascular. A los 6 afios persiste el patron de resistencia a la insulina y aparecen
los primeros signos de lipotoxicidad, especificamente el aumento de grasa visceral y
hepatica. Estas alteraciones se acompanan de disfuncién endotelial, con aumento de

grosor de la cIMT y alMT.

6.5.Las alteraciones ya presentes en PEG en edades tempranas de la vida causarian
complicaciones metabdlicas y vasculares con consecuente evolucion hacia el SM y la
diabetes tipo 2. La LM que evitaria el catch-up rapido y excesivo durante los primeros
meses de vida y la disfuncion del TA, seria fundamental en etapas precoces de la vida
post-natal para prevenir esta evolucion. La prevencion de la obesidad fomentando el
ejercicio y una alimentacion sana y equilibrada durante los primeros afios de vida

serian fundamentales para prevenir las complicaciones metabdlicas.
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