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ABREVIATURAS
ACC Corteza del cingulo anterior/corteza cingulada anterior
ALA Acido a-linolénico
AMDR Valor energético total
ARA Acido araquidénico
ARC Nucleo arcuato del hipotalamo
BAZ z-score del indice de masa corporal para la edad
BF Lactancia materna
BFM Masa grasa corporal
BMI indice de Masa Corporal
CGM Monitorizacion continua de glucosa
CHs Carbohidratos
cv Coeficiente de variacidon de la glucosa
DHA Acido docosahexaenoico
DMH Nucleo dorsomedial del hipotalamo
DPA Acido docosapentaenoico
DRI Ingestas dietéticas de referencia
DT1 Diabetes tipo 1
DT2 Diabetes tipo 2
EF Formula infantil experimental
EPA Acido eicosapentaenoico
EW Exceso de peso
FC Conectividad funcional
fMRI Imagen por resonancia magnética funcional
FOS Fructooligosacaridos
GDM Diabetes mellitus gestacional
GV Variabilidad Glicémica o Glucémica
GWG Ganancia de peso durante el embarazo
HAZ z-score de la talla para la edad
HbAlc Hemoglobina glicosilada
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HC

HMOs
IFG

LA
LC-PUFAs
LH
MFGM
MH

MSE
MUFAs

n

n-3 PUFAs
n-6 PUFAs
NW
NWGV
pBMI
PVN
RWGV

SF

SFAs

SNC
SWGV
VMN
WAZ
WLz
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Perimetro cefalico o circunferencia de la cabeza
Oligosacdridos de la leche materna

Giro frontal inferior

Acido linoleico

Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
Hipotdlamo lateral

Membrana del glébulo graso de la leche
Hipotdlamo medio

Entropia multiescala

Acidos grasos monoinsaturados
Tamafio de muestra

Acidos grasos poliinsaturados omega 3
Acidos grasos poliinsaturados omega 6
Normopeso

Velocidad de ganancia de peso normal
indice de masa corporal pregestacional
Nucleo paraventricular del hipotalamo
Velocidad de ganancia de peso rapida
Férmula infantil estandar

Acidos grasos saturados

Sistema Nervioso Central

Velocidad de ganancia de peso lenta
Nucleo ventromedial del hipotadlamo
z-score del peso para la edad

z-score del peso para la longitud
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SUMMARY

Nutrition during the first 1000 days of life (from conception to 2 years of life) has
well established effects on growth, development, and metabolic functions, thus
constituting a window of opportunity to intervene and reduce the risk of developing

chronic non-communicable diseases during adulthood.

Glucose homeostasis depends on different functions carried out by the brain,
pancreas, hepatocytes, adipose tissue, etc. The last trimester of pregnancy and the
breastfeeding period constitute windows of opportunity for the programming of the
development and functionality of these organs; thus, babies will be vulnerable to any
alteration that could happen during this period. As a matter of fact, maternal metabolic
alterations, such as obesity or gestational diabetes, or excess energy intake during the
breastfeeding period could lead to hyperinsulinemia and insulin signaling disruptions,
which could determine glucose control homeostasis alterations and higher

cardiovascular risk later in life.

Breastfeeding is the gold standard of infant nutrition, due to its multiple health
benefits, for the baby and the mother; its benefits are not only limited to the
breastfeeding period, but they extend through adulthood, with long-term health
repercussions, that include optimum growth and neurodevelopment, lower risk of:
obesity, cardiovascular diseases, allergies and infections, autoimmune diseases (Type 1
diabetes, chronic bowel inflammatory disease, celiac disease..). Moreover,
breastfeeding during infancy has been associated with reduced risk of type 2 diabetes
(T2D), marginally lower insulin concentrations later in life, and lower blood glucose and

serum insulin concentrations in infancy.

Nonetheless, breastfeeding is not always possible, because of complications or
other reasons. Thus, it is important to develop infant formulas to close the nutritional
and functional gap with human breast milk. New infant formulas are being usually
supplemented with bioactive components with short- and long-term health effects, as
well as on growth and neurodevelopment. Among these bioactive components infant

formulas have been supplemented with, it is worth mentioning polyunsaturated fatty
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acids (PUFAs), components from the milk fat globule membrane (MFGM), human milk
oligosaccharides (HMOs), pre- and probiotics, etc. Recently, it has been reported that
the supplementation of infant formulas with long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-
PUFAs) {arachidonic (ARA), eicosapentaenoic (EPA), and docosahexaenoic acids (DHA)},
components from the MFGM, pre- and probiotics, determines beneficial effects on brain

development and cognitive function.

Many studies suggest that the central nervous system plays a key role in glucose
regulation and, thus, in the development of metabolic pathologies when altered,
including T2D and obesity. There are neurons sensitive to glucose in many brain areas,
especially in the hypothalamus, which constitutes one of the most important brain
regions regarding central eating control and energy expenditure. Obesity and diabetes
have become worldwide public health problems in the last decades, increasingly
affecting pediatric population. It is well known that obesity is a risk factor for the
development of alterations in glucose metabolism and insulin resistance, preceding T2D.
Thus, higher adiposity could promote the development of insulin resistance and later
on, the development of diabetes. Due to the higher incidence of obesity and diabetes,
it is important to identify windows of vulnerability that can contribute to the early
programming of certain pathologies, with the aim of developing early intervention
strategies, such as early nutritional strategies, to prevent the development of metabolic

pathologies later in life, for example diabetes mellitus.

The present Doctoral Thesis has been carried out within the COGNIS study:
“Searching for novel functional ingredients for infant formula to improve human
neurodevelopment”. It is a randomized, double blinded nutritional intervention with a
new infant formula supplemented with bioactive nutrients. 220 healthy term infants
were included in the COGNIS study; of them, 170 were randomized between 0 and 2
months of life to receive during the first 18 months of life, either a standard infant
formula (SF) or an experimental infant formula (EF) supplemented with bioactive
nutrients: LC-PUFAs [ARA and DHA], MFGM components, synbiotics, nucleotides, sialic
acid, and gangliosides. 50 exclusively breastfed (BF) infants were also included until 6

months of age, as a control group.
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The main objective of the present Doctoral Thesis was to study the effects of early
nutrition, with breast milk or infant formulas, on glucose homeostasis programming,

brain function and growth in 6 years old children.
The following secondary objectives were stated:

e To determine the association of the type of diet during the first months of
life on the potential functional differences of brain areas involved in eating
behavior in 6 years old children.

e To evaluate the association between the type of diet during the first
months of life and at 6 years old, and glucose homeostasis.

e To analyze the impact of early nutrition on body composition, and the

latter on glucose homeostasis in 6 years old children.

Results

In the first study, we analyzed long-term potential differences depending on the
type of diet with EF, compared to SF or breastfeeding (BF) during the first 18 months of
life, on hypothalamic functional connectivity (FC) assessed at 6 years old. Furthermore,
we studied the association between FC and mean glucose levels. A total of 62 children
participating in the COGNIS study were included (SF: n=22; EF: n=20; BF: n=20). Brain
function was assessed using functional magnetic resonance imaging (fMRI), and mean
glucose levels using a continuous glucose monitoring (CGM) device at 6 years old.
Moreover, nutrient intake was also analyzed during the first 18 months of life and at 6

years old using three-days dietary records.

EF and BF groups had lower FC between the medial hypothalamus (MH) and the
anterior cingulate cortex (ACC) compared to those children who were fed with SF.
Furthermore, the BF group had lower FC between MH and putamen extending to the
middle insula, and higher FC between MH and inferior frontal gyrus (IFG) compared to
the EF group. These areas are key regions in the salience network, involve in the
processing of salience stimuli, eating motivation, and the desire to eat for hedonic

reasons. Thus, the higher connectivity found in the MH-IFG network in the BF group,

9



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

was associated with lower simple sugars acceptable macronutrient distribution ranges
(AMDR) at 6 months of age. Regarding linoleic acid intake at 12 months of age, we found
a negative association with this network (MH-IFG), but only in the BF group. Moreover,
BF children showed lower mean glucose levels at 6 years old compared to those who

received SF.

In the second study, we analyzed the long-term effects of early nutrition on
glycemic variability in healthy children at 6 years old. 92 children participating in the
COGNIS study were included (SF: n=32; EF: n=32; BF: n=28). At 6 years old, mean glucose
levels were obtained using a CGM device, nutrient intake was analyzed using three-days
dietary records, and the body fat mass (BFM) percentage was calculated through the

skinfolds with the Slaughter equations or using bioimpedance (TANITA®).

At 6 years old, BF children showed lower mean glucose levels and higher
multiscale sample entropy (MSE) (glycemic variability) compared to those children fed
with SF. Nonetheless, we did not find any differences in MSE values between EF and BF,
suggesting functional similarities between them. We also studied the association
between growth velocity and catch-up during the first 18 months of life, and glucose
data at 6 years old. We only found statistically significant results for weight gain velocity
from 0 to 6 months of age, showing that children with Normal and Slow weight gain
velocity during the first 6 months of life presented higher MSE at 6 years old compared
to those who had Rapid weight gain velocity; suggesting an early programming effect of
slower weight gain velocity against the development of metabolic disorders later in life;

similar to what we observed in breastfed children.

10
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Conclusions

Conclusion 1: Children who were breastfed during the first 18 months of life
presented higher multiscale sample entropy (MSE) (glycemic variability) at 6 years old,
compared to those who received standard infant formula; those children who were fed
with the experimental infant formula supplemented with different bioactive nutrients
showed a similar pattern than breastfed children regarding glucose homeostasis
regulation. At 6 years old, despite BF children had higher MSE or glycemic variability,
their mean glucose levels were lower compared to those fed with the standard infant
formula. These results suggest an early programming effect of human breast milk

against the development of metabolic disorders in adulthood.

Conclusion 2: At 6 years old, functional connectivity variations between medial
hypothalamus (MH) and other brain areas (inferior frontal gyrus, putamen extending to
insula, anterior cingulate cortex), could be associated to the type of diet during the first
18 months of life (breast milk vs. infant formulas), and an inclined proclivity for hedonic

eating later in life.

Conclusion 3: Breastfed children showed a brain functional connectivity between
the medial hypothalamus (MH) and other brain areas (inferior frontal gyrus, putamen
extending to insula, anterior cingulate cortex), which may be associated to a less hedonic
eating pattern, in other words, less preference for eating foods with high content in
simple sugars, fats or high calorie-dense foods. However, brain functional connectivity
in these areas in those children who received infant formulas could be associated to a
preference for high calorie-dense foods and excessive eating influenced by a more
hedonic eating behavior rather than eating for physiological reasons, predisposing to
the development of metabolic diseases, such as type 2 diabetes or obesity.
Nevertheless, experimental formula fed children show a similar brain functional
connectivity pattern between MH and anterior cingulate cortex than breastfed children,
stating the possibility of developing a less hedonic eating behavior pattern compared to

those children who were fed with a standard formula.

11
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Conclusion 4: There was no statistically significant association between brain
resting-state functional connectivity and mean glucose levels at 6 years old, regardless

of the type of feeding received during the first 18 months of life.

Conclusion 5: Children with Normal or Slow weight gain velocity during the first 6
months of life presented higher glycemic variability at 6 years old, compared to those
who had Rapid weight gain velocity. Similar to what we observed in breastfed children
and suggest that those children with Normal or Slow weight gain velocity could associate
a positive early programming effect regarding metabolic processes involved in glucose
homeostasis, which could protect them against the development of chronic non-

communicable diseases later in life.

Conclusion 6: At 6 years old, children’s body fat mass (BFM) percentage did not
show conclusive results regarding early nutrition. These results highlight the importance
of other factors related to lifestyle during infancy that will influence the development of

obesity.

Conclusion 7: The results obtained in the present doctoral thesis show the
importance of early detection of glucose dysregulations in healthy children, which could
help to develop new individualized intervention strategies during the first 2 years of life.
The objective of these interventions should be to optimize the development of brain
functionality and metabolic systems involved in glucose homeostasis regulation during
infancy, to prevent the development of chronic diseases, such as obesity or type 2

diabetes in adulthood.
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RESUMEN

La nutricién durante los primeros 1000 dias de vida (desde la concepcién hasta los
2 anos de vida) va a tener efectos sobre el crecimiento, desarrollo y las funciones
metabdlicas, constituyendo una ventana de oportunidad para intervenir y reducir el

riesgo de desarrollar enfermedades crénicas no transmisibles en la vida adulta.

La homeostasis de la glucosa depende de un conjunto de funciones llevadas a cabo
por el cerebro, el pancreas, los hepatocitos, el tejido adiposo, etc. El Gltimo trimestre de
la gestacidon y el periodo de lactancia son ventanas criticas de programacién del
desarrollo y funcionalidad de estos érganos, en los que los bebés van a ser vulnerables
ante cualquier alteracidon que se pueda producir en dichos periodos. De hecho, las
alteraciones metabdlicas maternas como la obesidad o la diabetes gestacional, o el
exceso de la ingesta energética durante el periodo de lactancia podrian favorecer la
aparicidon de hiperinsulinemia y alteraciones en la sefializacion de la insulina, lo que
puede determinar alteraciones del control de la homeostasis de la glucosa y aumento

del riesgo cardiovascular en etapas posteriores de la vida.

La lactancia materna es el “gold standard” de la nutricion infantil, debido a los
multiples beneficios asociados a la misma, tanto para la salud del bebé como la de la
madre; dichos beneficios no solo se limitan al periodo de lactancia, sino que se
extienden a la vida adulta, con repercusiones en la salud a largo plazo, e incluyen un
Optimo crecimiento y neurodesarrollo, menor riesgo de: obesidad, enfermedades
cardiovasculares, alergias e infecciones, enfermedades autoinmunes (Diabetes tipo 1,
enfermedad intestinal inflamatoria cronica, enfermedad celiaca...). Ademas, la lactancia
materna durante la infancia se ha asociado con riesgo reducido de diabetes tipo 2 (DT2),
concentraciones de insulina marginalmente inferiores en etapas posteriores de la vida,
y menores niveles de glucosa en sangre y concentraciones de insulina sérica en la

infancia.
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Sin embargo, en ocasiones, la lactancia materna no es posible por complicaciones
u otros motivos, de ahi la importancia de desarrollar férmulas infantiles que se acerquen
lo mas posible a la composicidn nutricional y a la funcionalidad de la leche humana. Las
nuevas formulas infantiles son suplementadas de forma habitual con diferentes
componentes bioactivos con efectos demostrados para la salud a corto y largo plazo, asi
como sobre el crecimiento y el neurodesarrollo. Entre los diferentes componentes
bioactivos con los que se estan suplementando las férmulas para lactantes, destacan los
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), componentes de la membrana del glébulo graso
de la leche (MFGM), oligosacaridos de la leche humana (HMOs), pre- y probiéticos, etc.
Recientemente se ha comprobado que la suplementacién de una féormula infantil con
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFAs) {acidos araquiddnico (ARA),
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA)}, componentes de la MFGM, y pre-
y probidticos, determina efectos beneficiosos sobre el desarrollo cerebral y la funcién

cognitiva.

Cada vez mas estudios sugieren que el sistema nervioso central juega un papel
clave en la regulacidon de la glucosa y, por tanto, en el desarrollo de patologias
metabdlicas cuando se altera, incluyendo DT2 y obesidad. Hay neuronas sensibles a la
glucosa en muchas areas del cerebro, sobre todo en el hipotdlamo, que constituye una
de las regiones mds importantes del cerebro involucrado en el control central de la
alimentacion y el gasto energético. La obesidad y la diabetes se han convertido en
problemas de salud publica a nivel mundial en las Ultimas décadas, afectando cada vez
mas a la poblacién pediatrica. Se sabe que la obesidad es un factor de riesgo para el
desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la glucosa y resistencia a la insulina,
precediendo a la DT2. Por lo que mayor adiposidad podria promover la aparicidon de
resistencia a la insulina y mas tarde, al desarrollo de diabetes. Con el aumento de la
incidencia de obesidad y diabetes, es muy importante identificar ventanas de
vulnerabilidad que puedan contribuir a la programacién precoz de ciertas patologias,
con el objetivo de desarrollar estrategias de intervencidon precoz, como estrategias
nutricionales precoces para prevenir el desarrollo de patologias metabdlicas en etapas

posteriores de la vida, como la diabetes mellitus.
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La presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo en el contexto del proyecto
COGNIS: “Evaluacion del efecto de una nueva formula con ingredientes especificos sobre
el desarrollo neurocognitivo en lactantes”. Se trata de una intervencidn nutricional
aleatorizada, a doble ciego, con una nueva férmula infantil suplementada con nutrientes
bioactivos. En el proyecto COGNIS se incluyeron 220 lactantes sanos nacidos a término;
de estos, 170 fueron aleatorizados entre los 0 y 2 meses de vida para recibir durante los
primeros 18 meses de vida una férmula infantil estandar (SF) o una férmula infantil
experimental (EF) suplementada con nutrientes bioactivos: LC-PUFAs [ARA y DHA],
componentes de la MFGM, simbidticos, nucledtidos, acido sidlico y gangliésidos.
También se incluyeron 50 lactantes alimentados exclusivamente al pecho (BF) hasta los

6 meses de edad, como grupo control.

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido estudiar los efectos de
la nutricion precoz, con leche materna o férmulas infantiles, sobre la programacion de

la homeostasis de la glucosa, la funcidon cerebral y el crecimiento en nifios de 6 afos.
Como objetivos secundarios se plantearon los siguientes:

e Determinar la asociacion del tipo de alimentacidn en los primeros meses de vida
con las potenciales diferencias en la funcién cerebral de areas implicadas en la
conducta alimentaria en nifios de 6 afos.

e Evaluar la asociacidon entre el tipo de alimentacion de los nifios en los primeros
meses de vida y a los 6 afios, y la homeostasis de la glucosa.

e Analizar el impacto de la nutricidn precoz sobre la composicién corporal, y de

esta sobre la homeostasis de la glucosa en nifios de 6 afios.

Resultados

En el primer estudio se analizaron las potenciales diferencias a largo plazo

dependiendo del tipo de dieta con EF, comparada con SF o lactancia materna (BF)
durante los primeros 18 meses de vida, sobre la conectividad funcional (FC) del
hipotalamo evaluada a los 6 afios. Adema3s, se estudié la asociacion entre la FC y los

niveles medios de glucosa. Se incluyeron un total de 62 nifios que estaban participando
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en el estudio COGNIS (SF: n=22; EF: n=20; BF: n=20). La funcion cerebral se evalué
mediante imagen por resonancia magnética funcional (fMRI) y los niveles medios de
glucosa se obtuvieron a través de un dispositivo de monitorizacién continua de glucosa
(CGM) a los 6 afios. Ademas, la ingesta de nutrientes se analizé también durante los

primeros 18 meses de vida y a los 6 afios a través de registros dietéticos de 3 dias.

Los grupos alimentados con EF y BF presentaron menor FC entre el hipotalamo
medio (MH) y la corteza cingulada anterior (ACC) comparados con los nifios que fueron
alimentados con SF. Ademas, el grupo BF mostré menor FC entre el MH y el putamen
hacia la insula media, y mayor FC entre el MH y el giro frontal inferior (IFG) comparado
con el grupo EF. Estas areas son regiones clave en el sistema de saliencia, involucrado
en el procesamiento de estimulos de saliencia, motivaciéon por comer, y el deseo de
consumir alimentos por razones heddnicas. De hecho, la mayor conectividad
encontrada en la red MH-IFG en el grupo BF, se asocié con un menor valor energético
total (AMDR) de azucares simples a los 6 meses de edad. En cuanto a la ingesta de acido
linoleico a los 12 meses, se comprobd una asociaciéon negativa con esta red (MH-IFG),
pero solo en el grupo BF. Ademas, los nifios alimentados al pecho (BF) mostraron

menores niveles medios de glucosa a los 6 ainos comparados con los que recibieron SF.

En el segundo estudio se han estudiado los efectos a largo plazo de la nutricion

precoz sobre la variabilidad glicémica o glucémica en nifios sanos a los 6 afios. Se
incluyeron 92 nifios que estaban participando en el estudio COGNIS (SF: n=32; EF: n=32;
BF: n=28). A los 6 afos, los niveles medios de glucosa se obtuvieron a través de un
dispositivo de CGM, la ingesta de nutrientes se analizé a través de registros dietéticos
de 3 dias y se calculé el porcentaje de masa grasa corporal (BFM) mediante los pliegues

con las ecuaciones de Slaughter o con el uso de bioimpedancia (TANITA®).

A los 6 afios, los nifios alimentados al pecho (BF) presentaron menores niveles
medios de glucosa y mayor entropia multiescala (MSE) (variabilidad glucémica)
comparados con los nifios que recibieron SF. No obstante, no se encontraron diferencias
en los valores de MSE entre los grupos EF y BF, sugiriendo similitudes funcionales entre
ellos. También se estudio la asociacion existente entre la velocidad de crecimiento y el
catch-up durante los primeros 18 meses de vida, y los datos de glucosa a los 6 afios. Solo
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se encontraron resultados significativos para la velocidad de ganancia de peso de los 0
a los 6 meses de edad, mostrando que los nifios con velocidad Normal y Lenta en la
ganancia de peso durante los primeros 6 meses de vida presentaban mayor MSE a los 6
afios comparados con los que tuvieron una velocidad Rapida de ganancia de peso,
sugiriendo un efecto de programacion precoz de una menor velocidad de ganancia de
peso frente al desarrollo de alteraciones metabdlicas en etapas posteriores de la vida,

similar a lo observado en los nifios alimentados al pecho.

Conclusiones

Conclusion 1: Los nifios alimentados con leche materna durante los primeros 18
meses de vida presentaron mayor entropia multiescala (MSE) (variabilidad de la glucosa)
alos 6 afios, comparados con los que recibieron formula estandar; los niflos alimentados
con formula experimental suplementada con diferentes nutrientes bioactivos
mostraron un patréon de regulacién de la homeostasis de la glucosa similar a los nifios
alimentados al pecho. A los 6 afios, a pesar de que los niflos que recibieron leche
materna presentaron una mayor MSE o variabilidad de la glucosa, sus niveles medios de
glucosa resultaron mds bajos comparados con el grupo que tomé férmula estandar.
Estos resultados sugieren un efecto de programacién precoz de la leche materna frente

al desarrollo de alteraciones metabdlicas en la vida adulta.

Conclusion 2: A los 6 afios de edad, las variaciones en la conectividad funcional
entre el hipotdlamo medio (MH) y otras areas cerebrales (giro frontal inferior, putamen
extendido hacia insula, corteza cingulada anterior), podrian estar asociadas al tipo de
alimentacion durante los primeros 18 meses de vida (leche materna vs. formulas
infantiles), y a la inclinacién por un comportamiento alimentario heddnico en etapas

posteriores de la vida.

Conclusion 3: Los nifios alimentados al pecho muestran una conectividad
funcional cerebral entre el hipotdlamo medio (MH) y otras areas cerebrales (giro frontal
inferior, putamen extendido hacia insula, corteza cingulada anterior), que parece estar

asociada con un patréon de comportamiento alimentario menos heddnico, es decir, con
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menos preferencia hacia el consumo de alimentos con alto contenido en azucares
simples, grasas o alta densidad energética. Sin embargo, la conectividad funcional
cerebral en estas areas en los nifios que recibieron formulas infantiles podria estar
asociada a una preferencia de alimentos con mayor densidad energética y a un consumo
excesivo condicionado por una ingesta mds heddnica que por razones fisiolégicas,
predisponiendo al desarrollo de enfermedades metabdlicas, como la diabetes tipo 2 o
la obesidad. No obstante, los nifios que recibieron la férmula experimental muestran un
patron de conectividad funcional cerebral similar entre el MH y la corteza cingulada
anterior a los nifios alimentados al pecho, indicando la posibilidad de desarrollar un
patron de comportamiento alimentario menos heddnico respecto a los nifios

alimentados con formula estandar.

Conclusion 4: No se observa asociacidon significativa entre la conectividad
funcional cerebral en reposo y los niveles medios de glucosa en los nifios a los 6 afios,
independientemente del tipo de alimentacion que recibieron durante los primeros 18

meses de vida.

Conclusion 5: Los nifios con una velocidad Normal o Lenta de la ganancia de peso
durante los primeros 6 meses de vida muestran una mayor variabilidad de la glucosa a
los 6 afios, comparados con los que presentaron una velocidad Rapida de ganancia de
peso. Al igual que el efecto observado en los nifios alimentados al pecho, aquellos que
muestran una velocidad Normal o Lenta de la ganancia de peso podrian asociar una
programacidon precoz positiva de los procesos metabdlicos relacionados con la
homeostasis de la glucosa, que los protegeria frente al desarrollo de enfermedades

cronicas no transmisibles en etapas posteriores de la vida.

Conclusion 6: A los 6 afios, el porcentaje de masa grasa (BFM) de los nifios no
mostré asociaciones concluyentes relacionadas con la alimentacion precoz. Estos
resultados inciden en la importancia de otros factores relacionados con el estilo de vida

durante la infancia que van a influir en el desarrollo de obesidad.
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Conclusion 7: Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral muestran la
importancia de la deteccidn precoz de desregulaciones de la glucosa en nifios sanos, que
podria ayudar a disefiar nuevas estrategias de intervencidn individualizada en los
primeros 2 afos de vida. El objetivo de estas intervenciones deberia ser optimizar el
desarrollo de la funcionalidad cerebral y de los sistemas metabdlicos implicados en la
regulacién de la glucosa durante la infancia, para prevenir el desarrollo de

enfermedades crdénicas, tales como la obesidad o la diabetes tipo 2 en la vida adulta.
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INTRODUCCION

1. Homeostasis de la glucosa: Fisiologia y “Eje intestino-cerebro”
1.1. Fisiologia de la homeostasis de la glucosa

El proceso por el que se regula la glucosa en sangre, para mantener los niveles
normales, se denomina homeostasis de la glucosa, la cual esta estrechamente regulada

para cubrir los requerimientos energéticos de los drganos vitales y mantener la salud
[1].

El pancreas regula el metabolismo de la glucosa mediante la secrecién de insulina
o glucagén (hormonas producidas en las células pancreaticas B y o, respectivamente)
segun los niveles de glucosa en sangre [2]. El pancreas secreta insulina cuando
aumentan los niveles circulantes en sangre de glucosa en el periodo postprandial. Las
células B del pancreas estdn equipadas con sensores de glucosa, que aseguran la
liberacion de la cantidad correcta de insulina, para mantener los niveles de glucosa
dentro del rango normal o euglicemia. En general, la secrecion de insulina y glucagon se
regula reciprocamente, con la reduccidn de insulina, el glucagén aumenta cuando se
reducen los niveles de glucosa en situacion de ayuno. Con la ingesta de comidas que
contengan hidratos de carbono se produciria justamente la respuesta contraria. Este
mecanismo asegura la asimilacion y el uso apropiado de la glucosa dependiendo de su

disponibilidad [3,4] (Figura 1).

Por otro lado, el higado también tiene un papel importante en el control de la
homeostasis de la glucosa, controlando varias vias del metabolismo de la glucosa, entre
las que se incluyen la glucogénesis, la glucogendlisis, la glucdlisis y la gluconeogénesis
(Figura 1). El exceso de carbohidratos se transforma primero en el higado en glucégeno,
mediante la glucogénesis. En ayunas, el higado genera glucosa para otros tejidos, como
el cerebro y los musculos. Primero, hay un aumento en la hormona pancreatica,
glucagdn, liberando glucosa del glucdgeno almacenado en el higado via glucogendlisis.

Durante periodos largos de ayuno (30 horas aproximadamente), se sintetiza glucosa
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mediante gluconeogénesis. Mientras que la glucélisis, es critica en el catabolismo de la

glucosa en la mayoria de las células para generar energia [1,5].

El sistema nervioso central (SNC) contribuye significativamente a la homeostasis
de la glucosa [6]. Para poder regular los niveles de glucosa en sangre, el sistema nervioso
autonomo ayuda al sistema endocrino, modulando procesos complejos, como el
comportamiento alimentario y la secrecién hormonal de insulina y glucagén [2]. De
hecho, la insulina actlda sobre el SNC, en particular en el hipotalamo, para regular la
produccidn hepatica de glucosa, controlando de esta forma el metabolismo de la
glucosa de todo el cuerpo. Ademas, la insulina también actua en el cerebro para regular
la ingesta de alimentos y el metabolismo de la grasa, que podria regular indirectamente
el metabolismo de la glucosa [6]. El eje hipotdlamo-hipdfisis, regula la secrecion de
hormona del crecimiento y las hormonas tiroideas, Tz y T4, que controlan a su vez los
niveles de glucosa en sangre y el gasto energético. Para regular los niveles de glucosa en
sangre, el sistema nervioso cuenta con neuronas sensibles a la glucosa en el cerebro,
gue se encuentran principalmente en el hipotdlamo y en el tronco encefalico [2] (Figura
1).
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Figura 1. Mecanismos de homeostasis de la glucosa.
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Por otra parte, la variabilidad glicémica o glucémica (GV) es un método de
evaluacién de la salud glicémica u homeostasis de la glucosa mas sensible que los
métodos clinicos tradicionales. La GV puede indicar la presencia de un exceso de
excursiones glicémicas o cambios en la glucosa, y como consecuencia, el riesgo de
presentar hiper- o hipoglucemias. Ademas, tiene en cuenta todas las concentraciones
de glucosa en sangre durante un periodo de tiempo determinado para detectar mejor
las oscilaciones que se produzcan en los niveles de glucosa, lo que permite conocer

como el individuo regula y/o mantiene la homeostasis de la glucosa [7,8].

1.2. “Eje intestino-cerebro”: hipotdlamo y sistema de saliencia.

El SNC juega un papel clave en la regulacidon de la glucosa y, por tanto, en el
desarrollo de patologias metabdlicas tales como diabetes tipo 2 (DT2) y obesidad [9—
12]. Hay neuronas sensibles a la glucosa en muchas areas del cerebro, sobre todo en el
hipotalamo [13], que constituye una de las regiones mdas importantes del cerebro
involucrado en el control central de la alimentacidn y el gasto energético [14]. De hecho,
se encarga del control heddnico del apetito a través de areas corticales y subcorticales

del cerebro, permitiendo procesar informacién externa sensorial y de recompensa [15].

El “eje intestino-cerebro” esta constituido por varias vias de intercambio
hormonal y neuronal bidireccional que conecta el intestino y el cerebro, controlando
nuestro comportamiento alimentario [16]. Diferentes mecanismos vinculan el intestino
al cerebro en la regulacion de la homeostasis metabdlica. Las sefiales que se originan en
el intestino en respuesta a los nutrientes durante la comida son enviadas al cerebro,
informando al SNC del tamafo y composicion de la comida. Principalmente, el
hipotdlamo es el que integra estas sefiales procedentes del intestino, junto con otras,
para coordinar la regulacién de la ingesta de alimentos, el gasto energético, y la

homeostasis de la glucosa [17].

Las principales familias de hormonas gastrointestinales son las estimuladoras del
apetito, como la grelina, que aumenta el hambre, y las estimuladoras de la saciedad,

entre las que se encuentra la leptina, que envian sefiales al cerebro para reducir el
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hambre y promover la saciedad. Ademas, la insulina juega un papel clave en el
metabolismo de la glucosa, asi como en el comportamiento alimentario, actuando como
factor anorexigénico. Los receptores de insulina se encuentran ampliamente
distribuidos por el cerebro, pero tienen una alta expresién en el nucleo arcuato (ARC)
del hipotalamo. En particular, el aumento de los niveles en plasma de insulina se asocia
con cambios en la actividad cerebral en la corteza del cingulo anterior (ACC), en la
corteza orbitofrontal, en la corteza sensoriomotora y en el hipotalamo. Por otra parte,
es bien sabido que la grelina actua a través del hipotalamo para influir en varias regiones

del cerebro involucradas en la via de recompensa al ingerir alimentos [16,18].

El hipotalamo estd constituido por varios nucleos [ventromedial (VMN),
dorsomedial (DMH), lateral (LH), paraventricular (PVN), y ARC], que contienen neuronas
especificas sensibles a la glucosa que contribuyen a la regulacidn del metabolismo de la

glucosa [19] (Figura 2).

El VMN contiene varias poblaciones neuronales con diferentes funciones, como
promover el uso de glucosa, limitando la produccién hepatica de glucosa cuando los
niveles en sangre son normales, y estimulando su absorcién periférica [20,21]. El DMH
estd implicado en la regulacion de la homeostasis energética, jugando un papel
importante en la ingesta de alimentos y el peso corporal [22]. El LH tiene un papel
esencial en el control del comportamiento alimentario y el metabolismo, y es también
importante en los procesos de recompensa y refuerzo [23,24]. EI PVN controla los
sistemas neuroendocrino y nervioso auténomo, y por tanto, es clave integrando
informacidn central y periférica, y en el establecimiento de la homeostasis [25]. EI ARC
regula la ingesta de energia, el metabolismo de la glucosa, y el gasto energético [14].
Dicho nucleo recibe sefiales periféricas gracias a que la barrera hematoencefalica es
semipermeable en esta area del cerebro. Las neuronas presentes en este nucleo reciben
el nombre de “Neuronas de primer orden”, porque estan en contacto directo con los
factores periféricos de saciedad, y “Neuronas de segundo orden”. Las neuronas de
primer orden se encargan de controlar el apetito, siendo sensibles a las sefiales de
hambre y saciedad, tales como las hormonas intestinales (grelina), que alcanzan el ARC

a través de la barrera hematoencefdlica semipermeable, regulando el metabolismo de
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la glucosa y el gasto energético, ademads de regular la ingesta de alimentos. Mientras
gue las neuronas de segundo orden procesan la informacién recibida, enviandola a
multiples circuitos neuronales fuera del hipotalamo, llevando a una respuesta integrada
en la ingesta y el gasto energético [14,26]. Por tanto, el SNC tiene un papel clave en el

control del metabolismo de la glucosa, la ingesta de alimentos y el peso corporal [14,26].

Existen evidencias de que el consumo de dietas con alto contenido en grasa e
hidratos de carbono se asocia con desregulacidn hipotaldmica en el cerebro humano. Se
ha observado que la inflamacién asociada con la obesidad produce dafios a nivel
hipotaldmico, reduce la integridad de las estructuras cerebrales involucradas en los
comportamientos de ingesta y recompensa, y empeora el rendimiento cognitivo.
Ademads, contribuye a la resistencia a la insulina asociada a obesidad. Esta inflamacién
resulta en alteraciones en el balance de ingesta y gasto energético, favoreciendo comer
mas de lo necesario y mayor ganancia de peso. Pero no solo eso, como se puede
observar en la Figura 2, si la madre presenta alguna patologia durante el embarazo,
como obesidad y/o diabetes, estas pueden tener consecuencias a largo plazo en la salud
de sus hijos, es lo que se conoce como “early programming” o “programacion precoz”.
La alimentacién de la madre también juega un papel importante, ya que se ha visto que
una dieta alta en grasas solo durante el periodo de lactancia provoca alteraciones en el
hipotalamo. De hecho, la dieta materna afecta a la funcidn y plasticidad del hipotdlamo,

resultando en alteraciones de la homeostasis de la energia en su descendencia [27].
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Figura 2. Eje intestino-cerebro. Importancia del hipotdlamo en la regulacion de la ingesta de
alimentos y el metabolismo de la glucosa.

Procesos complejos como la autorregulacion y el sistema de recompensa surgen
de interacciones entre diferentes regiones cerebrales. Es por ello, que también es
importante hablar del “sistema de saliencia”, que se encarga del procesamiento de
estimulos de saliencia, motivacién por comer, y el deseo heddnico de consumir
alimentos, es decir, comer por placer no por necesidad fisioldgica [28,29]. El sistema de
saliencia se refiere a un conjunto de regiones cerebrales, entre las que se incluyen ACC

e insula, asi como el hipotdlamo [30].

Debido al aumento de las cifras de obesidad infantil en todo el mundo, es vital
tener un conocimiento profundo de cudles son las causas de esta enfermedad, ya sean
ambientales (ambiente obesogénico), genéticas, alteraciones en la conectividad
cerebral, etc. Esto permitira desarrollar medidas precoces eficaces para su tratamiento

y, sobre todo, para su prevencion.

La obesidad se asocia con alteraciones en las funciones ejecutivas, como la toma
de decisiones y el control inhibitorio, asi como del sistema de recompensa, que
dificultan el mantenimiento de habitos de vida saludables, incluyendo la adherencia a

una dieta sana [31,32]. De hecho, se asocia con mayor conectividad entre insula anterior
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y ACC, que forman parte del sistema de saliencia, como se ha comentado anteriormente.
Esto se traduce en peor autorregulacion, lo que predice mayor probabilidad de fracaso
del tratamiento durante una intervencidon para perder peso, ya que los individuos
tienden a ser mds impulsivos, perdiendo menos peso que los que tienen mayor
capacidad de autorregulacidn; estos ultimos, tendrian mayor frecuencia de consumo de
alimentos saludables y mayor predisposicion a la practica de actividad fisica. Mientras
gue una menor autorregulaciéon o una alteraciéon de la misma, se ha asociado con
consumo de alimentos altamente caldricos y un estilo de vida sedentario [28,31,32].
Ademas, se ha visto que la acumulacién de grasa visceral se asocia con dafo cerebral,
provocando alteraciones en la sensibilidad del cerebro a sefiales que normalmente
guian la homeostasis alimentaria. De hecho, mayor adiposidad visceral se ha asociado
con alteraciones en el comportamiento alimentario, tal como alimentacion adictiva;
concretamente se asocia con alteraciones en la conectividad funcional de la insula, lo

gue se traduce en aumento del deseo de comer o ansia por la comida [33].

El giro frontal inferior (IFG) tiene también un papel crucial en la inhibicion de
sefiales heddnicas o de placer. Cuando se expone a un sujeto, con alguna alteracién o
lesion cerebral, a sefiales de alimentos sabrosos (suelen tener un alto contenido en
grasas, azucares simples y energia), puede ser mas proclive a comer mas de lo que

necesita, mermandose el control inhibitorio [34].

El putamen tiene un papel significativo en comportamientos de busqueda de
recompensa, entre los que se incluyen comer y la busqueda de alimentos. Es por ello
gue mayor conectividad funcional del putamen con el sistema de saliencia se ha
asociado con mayor indice de masa corporal (BMI) en nifios [35]. Comparados con los
adultos, decisiones de autocontrol, como tomar alimentos mas saludables con menos
sabor (por ejemplo, las verduras), puede ser dificil para los nifios, en los cuales las
funciones de autorregulacion y ejecutivas estdn madurando. De hecho, el desarrollo
cerebral y las conexiones neuronales en las regiones de autocontrol no se completan
hasta que la persona tiene aproximadamente 25 afos. Por tanto, las decisiones
alimentarias de los nifilos dependen de la interaccidon estrecha entre influencias

bioldgicas internas (como mecanismos neuronales) e influencias sociales externas
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(como el comportamiento alimentario de los padres). Sin embargo, desde un punto de
vista neurobioldgico, los nifios tienden a elegir alimentos por motivos heddnicos, por lo
gue suelen decantarse por alimentos poco saludables, es decir, mds sabrosos con alta
densidad energética, y alto contenido en azlcares y grasas, lo que favorece el desarrollo

de obesidad [36].

Por otra parte, el “eje microbiota-intestino-cerebro” también esta implicado en la
regulacién del apetito. Se trata de una red de informacién bidireccional entre la
microbiota intestinal y el cerebro, que puede aportar nuevas formas de proteger al
cerebro frente al desarrollo de determinadas patologias, ya que la microbiota intestinal
puede afectar al cerebro a nivel fisiolégico, del comportamiento, y a las funciones
cognitivas [37]. Se han identificado algunas vias de comunicacion entre la microbiota
intestinal y el SNC a través de: a) el nervio vago; b) el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal;
y ¢) el sistema inmune. La microbiota de nuestro intestino produce neurotransmisores y
metabolitos con propiedades neuroactivas que impactan sobre estas vias, y asi sobre el
desarrollo cerebral y la conducta. Los nutrientes van a impactar sobre la microbiota
intestinal y sobre estas vias de conexidon con el SNC, y por tanto, son capaces de
modificar el desarrollo cerebral durante los primeros anos de vida; de ahi laimportancia

Ill

de la dieta durante la vida precoz. El desarrollo del “eje microbiota-intestino-cerebro”,
en situacién de disbiosis intestinal, va a verse modificado y puede dar lugar al desarrollo

de alteraciones del apetito o enfermedades metabdlicas como obesidad o diabetes [38].

Los estudios de neuroimagen con resonancia magnética funcional (fMRI) han
mostrado evidencia a favor del papel del cerebro en el metabolismo y regulacion de la
glucosa, y como la alteracion de la homeostasis de la glucosa podria afectar a la

funcionalidad del cerebro [39].
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2. Papel de la nutricién precoz en la programacién metabdlica del crecimiento,

neurodesarrollo, funcidn cerebral y “Eje microbiota-intestino-cerebro”.

Los primeros 1000 dias de vida (desde la concepcién hasta los 2 afos de vida)
constituyen un periodo muy importante para el crecimiento y desarrollo, asi como para
la prevencién del desarrollo de obesidad infantil, y otras enfermedades metabdlicas
como la diabetes [40]. Durante la fase prenatal (0-280 dias de vida), entre los factores
de riesgo se incluyen un mayor indice de masa corporal preconcepcional (pBMI)
materno, un exceso en la ganancia de peso durante el embarazo o que la madre
presente diabetes, ya sea gestacional o de tipo 1 [40]. La fase postnatal, en la que la
alimentacion juega un papel esencial, se divide a su vez en el periodo de nutricidn precoz
(lactancia materna vs. artificial) (280 dias-6 meses) y el periodo de alimentacion
complementaria (6 meses-2 afos) [40]. Por tanto, la gestacién y la lactancia son
periodos criticos para el desarrollo fetal y del bebé, donde nutrientes especificos son
necesarios para un crecimiento 6ptimo. Alteraciones en la alimentacion durante estos
periodos tendran impacto en el desarrollo de la descendencia, y aumentaran el riesgo
de desarrollar alteraciones metabdlicas y patologias créonicas no transmisibles, entre

otras, en la edad adulta [41].

La lactancia materna se considera el “gold standard” de la nutricion infantil. Esto
es debido a los multiples beneficios asociados a la leche materna humana, tanto para la
salud del bebé como de la madre. De hecho, los beneficios de la leche materna no solo
se limitan al periodo de lactancia, sino que se extienden a la vida adulta, con
repercusiones a largo plazo en la calidad de vida [42]. Entre los beneficios asociados a la
leche materna para la madre se incluyen a corto plazo, reducciéon de la depresion
postparto, de la adiposidad y el peso, y de las infecciones, entre otros; a largo plazo, se
ha comprobado que la leche materna reduce el riesgo de canceres ginecolégicos en la
madre, asi como de diabetes, sindrome metabdlico, etc. [42,43]. En el caso del bebé, los
beneficios también son multiples. De hecho, la leche materna reduce la mortalidad
infantil y mejora el tiempo de recuperacidon en caso de enfermedad [44], ademas
favorece un desarrollo cerebral éptimo [45-47], y a largo plazo, se ha observado que

reduce el riesgo de desarrollar DT2, sobrepeso y obesidad [43,48].
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El patron de crecimiento de los nifios alimentados al pecho, considerado como
Optimo, es diferente con respecto a los alimentados con formulas infantiles. Los nifios
alimentados al pecho tienen una velocidad lenta de crecimiento hasta los 12 meses,

comparados con los alimentados con férmulas infantiles [48-50].

La composicion de la leche materna varia a lo largo del periodo de lactancia, de
acuerdo con las necesidades del lactante, pero también varia de una madre a otra y
entre poblaciones y segun caracteristicas especificas de la madre, como la dieta, la
presencia de obesidad o diabetes, o el comportamiento alimentario de la misma [51,52].
Ademds, se han observado diferencias en la composicion de la leche materna
dependiendo del sexo del lactante [52]. Muchos de los componentes bioactivos
presentes en la leche materna son capaces de inhibir la inflamacion [53], y juegan un rol
importante en el crecimiento y desarrollo infantil, asi como en la regulacién del apetito
y la homeostasis energética [48]. La leche materna contiene cantidades variables de
proteinas, grasas e hidratos de carbono, asi como una microbiota dependiente de

diferentes factores maternos y ambientales.

2.1. Programacion del control de la homeostasis de la glucosa, del crecimiento y

de la composicion corporal.

La asociacién entre una salud psicosocial pobre y el riesgo de obesidad y DT2 esta
bien establecida [54]. Determinados factores en la vida precoz van a programar el
metabolismo de la glucosa, la sensibilidad a la insulina, y la respuesta neuroendocrina
resultante de la exposicién a estrés psicosocial. Se ha propuesto que el estatus de este
“eje gluco-psicosocial” (GPA) a largo plazo se podria establecer durante ventanas criticas
del desarrollo en los primeros afios de vida mediante “early programming” o
“programacién precoz”. El ambiente metabdlico y psicosocial durante etapas tempranas
del desarrollo va a jugar un papel importante en el desarrollo estructural y funcional de
los componentes del GPA. Hay evidencia cientifica respecto a que un ambiente
intrauterino subdptimo, podria aumentar el riesgo de obesidad, DT2 y el desarrollo de

resistencia a la insulina, entre otras patologias, en la vida adulta [55]. Por tanto, la
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exposicion a componentes alterados del estatus GPA materno, caracterizados por
obesidad materna, diabetes gestacional o problemas psicosociales maternos, va a

programar el desarrollo de enfermedades en sus hijos en etapas posteriores [55-57].

Se ha demostrado una mayor incidencia de abortos, prematuridad y mortalidad
neonatal en embarazos de madres obesas y/o diabéticas. Ademads, las mujeres que
presentan sobrepeso/obesidad y/o diabetes gestacional en embarazos previos, tienen
disminuida la sensibilidad a la insulina comparada con las madres normopeso, iniciando
el nuevo embarazo con resistencia a la insulina preexistente, que empeora durante la
gestacion [58]. De hecho, el incremento de la obesidad en embarazadas, esta
provocando el aumento de la incidencia de diabetes gestacional, asociada a
complicaciones durante la gestacion y perinatales [59]. La insulina no solo esta
involucrada en reducir la energia circulante mediante el aumento de la absorcién de
glucosa por parte de los tejidos periféricos, también es clave en la regulacion del apetito
y del peso corporal. Las alteraciones en la accidn y secrecion de insulina son comunes
en individuos que estuvieron expuestos durante la vida precoz a condiciones
nutricionales subdptimas, y a largo plazo llevara al desarrollo de DT2 [60]. El incremento
de la ganancia de peso en nifios que estuvieron expuestos a obesidad materna se asocia
con hiperfagia, implicando alteraciones en la regulacién central de la homeostasis
energética y de la glucosa. Esto es debido a que el desarrollo perinatal del hipotalamo,
clave enla regulacion de la ingesta energética y el metabolismo de la glucosa, es sensible

a senales metabdlicas durante ventanas criticas del desarrollo [61].

Tras el nacimiento, las exposiciones producidas durante el periodo de lactancia no
solo tienen efectos en la programacion de la salud y la enfermedad a largo plazo, sino
gue también podrian amplificar los efectos de las exposiciones intrauterinas (ambiente
subdptimo) sobre el riesgo de desarrollar patologias metabdlicas a largo plazo. Una
segunda alteraciéon durante la vida postnatal podria desenmascarar o amplificar el
efecto de “programacién precoz”, contribuyendo al desarrollo o severidad de
alteraciones metabdlicas. En estudios realizados en animales se ha visto que una ingesta

excesiva durante el periodo de lactancia conduce al aumento del peso corporal y la masa
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grasa, asi como a intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en la descendencia

de madres obesas [54].

La lactancia materna se ha asociado con riesgo reducido de DT2, con
concentraciones de insulina marginalmente menores en etapas posteriores de la vida, y
con menores niveles de glucosa en sangre y concentraciones séricas de insulina en la
infancia [62]. Se ha observado que la microbiota intestinal afecta a diferentes procesos
bioldgicos, incluido el metabolismo energético. La existencia de una profunda disbiosis
del microbioma de la leche materna y del intestino de la madre podria dar lugar a
cambios en el patrén metabdlico de su hijo, favoreciendo el desarrollo de resistencia a

la insulina, asi como a la progresion hacia DT2 [63].

En el caso de los nifios alimentados con férmulas infantiles, suelen presentar una
curva de crecimiento acelerada, mayor ingesta energética y de proteinas, asi como baja
concentracion de LC-PUFAs respecto a la lactancia materna, caracteristicas que pueden
favorecer el desarrollo de obesidad infantil [40]. En estudios realizados en animales se
ha observado que un consumo elevado de azucar durante la gestacidn y la lactancia dan
lugar a niveles elevados de insulina en plasma y glucosa en sangre, asi como aumento
del peso corporal tanto en las madres como en sus hijos. Ademas, también se reduce la
expresion de receptores de insulina [41,54]. Estudios experimentales realizados en
animales y humanos destacan que una ingesta temprana postparto elevada en
carbohidratos aumenta la trayectoria de crecimiento y la adiposidad de su
descendencia. Mientras que dietas ricas en LC-PUFAs durante la lactancia se han
asociado con reduccion del peso, la masa grasa y el tamafio de los adipocitos en la
descendencia en modelos animales. No obstante, dietas con un ratio aumentado de LC-
PUFAs omega 6 (n-6) y omega 3 (n-3), promueven la ganancia de peso y la adiposidad
en su descendencia [54]. También se ha visto que una alimentacién materna rica en
grasas constituye un factor de riesgo para el desarrollo de alteraciones metabdlicas, ya
gue dan lugar a homeostasis de la glucosa alterada y reduccion de la sensibilidad a la
insulina en todo el cuerpo en su descendencia [41]. Por otra parte, una ingesta alta de
proteinas se ha asociado con ganancia de peso rdpida con aumento de masa grasa, asi

como BMI elevado [54,64]. Es por ello que el periodo de lactancia materna no deberia

36



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

pasarse por alto, ya que la leche materna esta muy influenciada por la nutricion materna
y el ambiente [41]. Mientras que en el periodo de alimentacién complementaria habria
que evitar una ganancia de peso rapida, la introduccion temprana de alimentos sélidos

y un alto consumo de proteinas [40].

El sobrepeso y la obesidad en nifios y adolescentes es un factor de riesgo
importante para el desarrollo de patologias crénicas, previamente consideradas como
patologias del adulto, es el caso de la DT2, higado graso no alcohdlico, hipertension,
dislipidemia, asi como dolores articulares y mayor riesgo de fracturas, y apnea del suefio
[65—68]. Asimismo, estos nifios tienen mayor riesgo de presentar sobrepeso u obesidad
en la edad adulta [67], que se asocia con aumento de la morbilidad y mortalidad [69]. El
desarrollo de la resistencia a la insulina se asocia principalmente con la acumulacién
excesiva de grasa corporal. El impacto de la epidemia de la obesidad durante la infancia
se asocia a un aumento de la prevalencia de resistencia a la insulina en nifios y
adolescentes. De hecho, se ha observado que la obesidad en la infancia es un factor de
riesgo importante para el desarrollo de resistencia a la insulina y DT2 en el adulto.
Estudios de intervencién han mostrado que la pérdida de peso se acompafia de una

mejora en la sensibilidad a la insulina en nifios obesos [70,71].

La incidencia de diabetes tipo 1 (DT1) y DT2 ha aumentado en poblacién pediatrica
en los ultimos afos. Se ha sugerido que el aumento de la obesidad es la causa mas
importante del aumento de la DT2. Mientras que el sobrepeso y la obesidad también
parecen ser factores de riesgo relevantes en el desarrollo de DT1, contribuyendo al gran
aumento de su incidencia en las Ultimas décadas [72]. La DT2 esta precedida de una
larga fase asintomatica, prediabetes, representada por la presencia de alteraciones de
la glucosa en ayunas y/o alteraciones en la tolerancia a la glucosa. Estas alteraciones
estdn emergiendo entre la poblacién pedidtrica con sobrepeso y obesidad cada vez a

edades mads tempranas [73].

Es bien sabido que la obesidad se caracteriza por la acumulacion excesiva de masa
grasa. Las principales causas de su desarrollo son el consumo excesivo de alimentos de
alta densidad energética y baja calidad nutricional, es decir, alimentos con un alto
contenido en grasas saturadas, azucares y sal, asi como la falta de actividad fisica o el
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sedentarismo [74]. Este ambiente obesogénico favorece que dicha patologia se
mantenga en el tiempo, dificultando su tratamiento. Es por ello, que las estrategias de
prevencion y tratamiento deben ir dirigidas no solo al individuo, sino a su ambiente y a

elaborar politicas de salud publica.

La actividad fisica es esencial para un desarrollo fisico y mental saludable durante
los primeros afios de vida. La prevalencia de inactividad fisica, considerada como un
factor clave modificable en la prevencién y el tratamiento de la obesidad infantil, ha
alcanzado valores alarmantes entre la poblacion joven en Europa [75,76]. La inactividad
fisica es uno de los principales factores de riesgo de muerte prematura a nivel mundial.
De hecho, Espafia se encuentra entre los paises europeos con mayor prevalencia de
sobrepeso, obesidad y obesidad severa en nifios y adolescentes [75]. Ademads, en
animales se ha visto incluso que el ejercicio materno protege a su descendencia del
desarrollo de obesidad, aportando nueva informacidon para la prevencion y el

tratamiento de alteraciones metabdlicas durante los primeros afios de vida [77].

La prevencion del sobrepeso y la obesidad, asi como la deteccidn de alteraciones
de la glucosa, deberia comenzar desde el periodo preconcepcional, continuando
durante el embarazo y las primeras etapas de la vida (primeros 1000 dias de vida). De
esta forma, se lograrian prevenir patologias crdnicas no transmisibles en etapas
posteriores. Por tanto, intervenciones precoces podrian evitar el desarrollo de
sobrepeso/obesidad en la infancia, reduciendo el riesgo de que se presenten en la vida
adulta, asi como sus patologias crdénicas asociadas. Para ello, es necesario elaborar
programas de intervencion eficaces para su tratamiento y, sobre todo, para su

prevencion.

2.2. Programacion nutricional y metabdlica del neurodesarrollo y funcion cerebral

Los primeros 1000 dias de vida constituyen también el periodo mas critico para el
desarrollo cerebral, por lo que una nutricién dptima va a ser esencial [78,79]. A menudo,
déficits nutricionales durante la infancia precoz pueden tener efectos irreversibles sobre

el desarrollo cognitivo y la salud mental a largo plazo. El desarrollo cognitivo durante la
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infancia es un proceso complejo que esta influenciado por multiples factores genéticos
y ambientales, que interactian entre si. La alimentacién, es un factor ambiental
modificable clave en el neurodesarrollo y la funcién cerebral [78,80]. Los déficits
nutricionales durante la infancia se asocian con bajos logros académicos y problemas
psicolégicos. Las intervenciones nutricionales pueden tener efectos beneficiosos
corrigiendo los déficits nutricionales, sobre todo si se llevan a cabo durante etapas
precoces del desarrollo [79]. Los nifios con una nutricién adecuada tendran mas
posibilidades de alcanzar su potencial en cuanto a desarrollo cognitivo, motor, y
habilidades socioemocionales. Por tanto, las estrategias de prevencién deberian
enfocarse en asegurar mayor calidad de los alimentos en la etapa preconcepcional,
durante la gestacidn, la lactancia, y durante los primeros 2 afios de vida, con el objetivo

de conseguir una programacion adecuada del desarrollo cerebral [81].

Los efectos de los nutrientes en el cerebro se basan en el momento, la cantidad y
la duracidn de la exposicidn. Este principio se basa en que el cerebro es un érgano
heterogéneo, ya que esta compuesto de diferentes regiones y procesos, como son la
mielinizacion o la produccién de neurotransmisores, cada uno de los cuales tiene una
trayectoria de desarrollo y unos requerimientos nutricionales diferentes. Aunque todos
los nutrientes son necesarios para el desarrollo y funcién cerebral, ciertos nutrientes
tienen un alto impacto durante la vida precoz; este es el caso de los hidratos de carbono,
especialmente glucosa y lactosa, lipidos, proteinas, hierro, zinc, yodo, acido félico y
vitamina B1,. El impacto es mayor en el feto y en etapas tempranas de la infancia debido

a los altos requerimientos del cerebro en estas edades [81-83].

Los lipidos forman parte de la estructura del SNC y juegan un papel importante a
nivel funcional, estimulando el desarrollo, migracion y diferenciacidon de las células
nerviosas, las cuales forman parte de la materia gris y blanca, y de los nucleos nerviosos
[80]. Entre los lipidos mas destacados por su papel en el neurodesarrollo se encuentran
los PUFAs esenciales, concretamente el acido linoleico (LA, precursor de la serie n-6), y
el a-linolénico (ALA, precursor de la serie n-3), asi como los LC-PUFAs, el &acido
araquidénico (ARA, n-6), y los 4acidos grasos docosahexaenoico (DHA, n-3) y

eicosapentaenoico (EPA, n-3), los cuales tienen un papel crucial en la formacion de las
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membranas celulares de la estructura cerebral y en la mielinizacion neuronal durante el
neurodesarrollo en la infancia [78,84]. El DHA se acumula en la corteza cerebral y en el
hipocampo, areas del cerebro asociadas con el aprendizaje y la memoria [84]. Por
ultimo, los acidos grasos saturados (SFAs) tienen también funciones metabdlicas y

estructurales en el SNC [80].

La fraccidn grasa de la leche materna, juega un papel importante como fuente de
energia, aportando 40-55% del total de la energia de la leche materna, ademas de tener
funciones estructurales [53,85]. Cabe destacar su contenido en LC-PUFAs,
concretamente en DHA y EPA. La estructura y funcién cerebral depende de un aporte
constante y suficiente de EPA y DHA a través del torrente sanguineo [86]. Ademads, el
ARA es el LC-PUFA mas predominante en la leche materna [87]. Los niveles de EPA, DHA
y ARA en el lactante dependen de la ingesta dietética a través de la leche materna
[86,87], para cubrir las necesidades nutricionales y del desarrollo del lactante. Entre la
fraccion grasa también destaca la membrana del glébulo graso de la leche materna
(MFGM), formada por una mezcla heterogénea de proteinas, fosfolipidos,
esfingolipidos, gangliésidos, colina, dacido sidlico y colesterol; por tanto, los
componentes de la MFGM son una fuente de LC-PUFAs cuantitativamente muy
importante. Los glébulos grasos de la leche materna se pierden en el procesamiento de
las férmulas infantiles al reemplazar la fraccién grasa por aceites vegetales [88]. Se ha
comprobado un papel relevante de los componentes de la MFGM en el desarrollo del

“eje microbiota-intestino-cerebro” [38].

Otros componentes de la leche, los ganglidsidos, tienen un papel importante en el
desarrollo estructural y funcional del cerebro [89,90]. El 4cido sialico se encuentra unido
a gangliésidos en el tejido cerebral en mayor proporcién que en ningun otro tejido, es
por ello que se considera que también tiene un papel importante a nivel estructural y

funcional en el sistema nervioso [91].

Un aporte de proteinas adecuado resulta imprescindible para un crecimiento
somatico lineal apropiado tanto prenatal como durante la infancia, que a su vez
constituye un factor predictor neuroconductual. Por tanto, mejorar la ingesta proteica

y el crecimiento lineal durante la infancia es clave en el desarrollo cognitivo en etapas

40



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

posteriores [82]. Por otra parte, la concentracién de aminodcidos libres presentes en la

leche materna podria tener un efecto regulador del apetito a nivel central [49].

Los hidratos de carbono son claves en la funcién cerebral. Sobre todo, la glucosa,
gue constituye la principal fuente de energia del cerebro y, por tanto, es esencial para
su funcionamiento [92]. De hecho, una regulacién estrecha del metabolismo de la
glucosa es critica para la fisiologia cerebral. Alteraciones en la regulacién del
metabolismo normal de la glucosa podrian dar lugar al desarrollo de diversos
desdrdenes o patologias a nivel cognitivo y en el resto del organismo. El cerebro
constituye aproximadamente el 2% del peso corporal, sin embargo, consume hasta un
20% de glucosa. Las neuronasy los astrocitos se han descrito como las principales células
consumidoras de glucosa. Ademas, el metabolismo de la glucosa aporta la energia

necesaria y los precursores para la biosintesis de neurotransmisores [83].

De acuerdo con diversos estudios, el consumo de glucosa, asi como la variabilidad
glucémica o alteraciones en la tolerancia a la glucosa, influyen en la funcién cognitiva.
Existen evidencias de que las alteraciones en la tolerancia a la glucosa dan lugar a
problemas en la funcidn cognitiva. De hecho, alteraciones en la tolerancia a la glucosa
se han asociado significativamente con retrasos a corto plazo en la memoria verbal y
visoespacial. Las evidencias sugieren que ciertos dominios cognitivos son mas sensibles
gue otros a alteraciones producidas en la tolerancia a la glucosa, asociandose con
detrimentos en la memoria verbal inmediata, sobre todo en la memoria légica. La
memoria de trabajo, la atenciéon y la memoria visoespacial también parecen estar
asociadas negativamente con alteraciones en la tolerancia a la glucosa [93]. La edad
influye en la relacion existente entre la tolerancia a la glucosa y el desempefio cognitivo,
por lo que se puede predecir que a diferentes edades se veran afectados diferentes
dominios cognitivos al alterarse la tolerancia a la glucosa [93]. Los nifios son mads
vulnerables a alteraciones en el aporte de glucosa que los adultos, ya que por gramo de
peso el tejido cerebral del nifio usa mas glucosa que el del adulto. Ademas, el cerebro

de los nifnos es relativamente mayor y mas activo por peso que el de los adultos [92].

La lactosa es el hidrato de carbono més abundante en la leche materna, debido a
las altas necesidades energéticas del cerebro humano [53]. Los oligosacdridos de la
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leche materna (HMOs) actian como prebidticos, favoreciendo el crecimiento de ciertas
cepas bacterianas beneficiosas, como es Bifidobacterium infantis, protegiendo frente a
bacterias patdgenas, asi como ayudando a prevenir diarreas e infecciones respiratorias

en el neonato [49,53].

Aparte de los componentes nutricionales, la leche materna contiene diversos
microorganismos, que estdn involucrados en la colonizacion del intestino del bebé. La
leche materna es fuente de probidticos y bacterias comensales como Bifidobacterium
spp., Lactobacillus spp., y Clostridiales spp., entre otras, que el bebé va a ir adquiriendo
gradualmente a través de la lactancia, aunque diferentes factores contribuyen a su
composicion, como la edad gestacional, el tipo de parto, la nutricién y composicién

corporal de la madre, el uso de antibioticos, y la localizacidon geografica [94].

Los grupos bacterianos mas prevalentes en leche materna madura son
Streptococcus spp., Enterobacteriaceae y el grupo Lactobacillus/Lactococcus/
Pediococcus [95]. Adicionalmente, se ha demostrado que el género Bifidobacterium es
predominante en la microbiota intestinal de nifios alimentados al pecho, beneficiando
al huésped acelerando la maduracién de la respuesta inmune, asi como mejorando la
funcidn de la barrera intestinal, y dando lugar al aumento de la produccion de acetato.
En concreto, Bifidobacterium longum subsp. Infantis (B.infantis) genera una relacién de
simbiosis con el huésped que protege al neonato y nutre una microbiota intestinal
saludable previa al destete. Para aportar los beneficios asociados con B.infantis se han
desarrollado diferentes cepas en las ultimas décadas para afadirlas a las férmulas
infantiles, con el objetivo de que se asemejen mas a la leche materna. El B.infantis esta
bien adaptado a la microbiota del bebé, en parte debido a su habilidad para consumir
carbohidratos complejos que se encuentran en la leche materna, como es el caso de los
HMOs, que actian como prebidticos alimentando a las bacterias benéficas del intestino
favoreciendo asi un buen funcionamiento del mismo [96—98]. Como se ha mencionado
anteriormente, la disbiosis de esta microbiota se relaciona con una amplia variedad de
enfermedades como obesidad, sindrome metabdlico, alergia, etc. [99]. Evidencias
recientes muestran que el viroma neonatal también esta modulado por la lactancia

materna, ya que la leche materna humana contiene virus que se transmiten de la madre
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al bebé, colonizando el tracto gastrointestinal del mismo. Estos virus incluyen retrovirus,
bacteriéfagos y otras particulas virales. En concreto, los bacteriéfagos se encuentran de
forma mayoritaria, y tienen la habilidad de matar bacterias [98]. Es importante destacar
que existen diversos factores ambientales, genéticos, e inmunoldgicos que personalizan
el microbioma de la leche materna [100]. De hecho, el peso corporal de la madre influye
sobre la microbiota de su leche. La leche de madres obesas incluye una comunidad
bacteriana menos diversa comparada con la leche de madres con normopeso,
asociandose con mayor numero de Staphylococcus y menor numero de Bifidobacterium.
Por otra parte, el malestar o estrés psicosocial materno postnatal podria alterar la
microbiota intestinal materna, lo que podria afectar a las bacterias presentes en la leche
materna. Ademas, la microbiota de la leche materna se ve afectada por la dieta de Ia
madre; por ejemplo, un consumo elevado de alimentos de alta densidad caldrica se
asocia positivamente con una abundancia relativa de Firmicutes en la microbiota
intestinal materna, lo que podria inducir cambios de forma indirecta en la microbiota de

la leche materna, y por tanto, en la microbiota intestinal del bebé [98].

La microbiota intestinal tiene un papel importante en la ingesta energética y el
almacenamiento de grasa, habiéndose observado que ratones con una microbiota
intestinal normal tienen menor ingesta de alimentos, y la introduccion de ciertos
microorganismos favorece el aumento de la grasa corporal total y la disminucion de la
sensibilidad a la insulina [101]. Por tanto, la transferencia de una microbiota normal
presente en la leche materna al tubo digestivo del lactante se relaciona con mejor

“

tolerancia digestiva, menor frecuencia e intensidad de disfunciones en el “eje

microbiota-intestino-cerebro”, y mejora de la inmunidad [100].

Sin embargo, en ocasiones, la lactancia materna no es posible porque surgen
complicaciones [102] o por cualquier otro motivo. De ahi la importancia de desarrollar
formulas infantiles que se asemejen lo mas posible a la composicion nutricional y
funcional de la leche materna, asi como a los efectos que tienen estos componentes
bioactivos en la salud a corto y largo plazo, tanto en el crecimiento como en el desarrollo

cognitivo [103]. Con este objetivo, en los ultimos afios se estdn suplementando las
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férmulas infantiles con componentes bioactivos tales como LC-PUFAs, MFGM, HMOs,

pre-y probidticos, entre otros [104].

Para conseguir mayor similitud entre la flora intestinal de lactantes alimentados
con formulas infantiles y al pecho, las férmulas infantiles se han suplementado con
carbohidratos no digeribles que actuaran como prebidticos, y con probidticos, como
bifidobacteria y lactobacilli para lograr una colonizacidén gastrointestinal similar a la de

los lactantes alimentados al pecho [105].

Los prebidticos mas comunes son carbohidratos no digeribles, desde disacaridos
a polisacaridos. Los prebidticos que se afiladen mds a menudo a las férmulas infantiles
son los galactooligosacaridos, los fructooligosacaridos (FOS) y la polidextrosa. Se afiaden
a las férmulas infantiles para estimular el crecimiento de bacterias beneficiosas como
bifidobacteria y lactobacilli, con la intencion de establecer un microbioma
gastrointestinal en los nifios alimentados con férmulas similar al de los alimentados al
pecho. Los prebidticos cambian la actividad metabdlica intestinal, tienen un efecto
bifidogénico y acercan la frecuencia y consistencia de las heces de los nifios alimentados
con férmulas a la de los lactantes alimentados al pecho [105-107]. Mientras que los
probidticos que contienen normalmente las formulas infantiles son Bifidobacterium spp.
(como B.lactis) y Lactobacillus spp. (como L. reuteri o L. rhamnosus) [105,107]. La
suplementacion de férmulas infantiles con Bifidobacterium lactis (B.lactis) se ha

asociado con riesgo reducido de infecciones gastrointestinales en nifios [105,106].

Varios estudios han reportado que la suplementacion de féormulas infantiles con
LC-PUFAs, como ARA, EPA y DHA [108], oligosacaridos especificos [109], y pre- y
probidticos [110,111], determina efectos beneficiosos en el neurodesarrollo y la funcion
cognitiva [45,103,112]. El aporte de LC-PUFAs también va a influir sobre la composicién
de la microbiota intestinal, la agudeza visual, el desarrollo psicomotor y cognitivo, asi
como el funcionamiento de las redes neuronales [113-115]. Ademas, se ha observado
gue las férmulas infantiles suplementadas con MFGM también tienen efectos positivos
sobre el desarrollo neuroldgico [116,117]. La suplementacién de MFGM en las formulas
infantiles junto a LC-PUFAs, acido sidlico, simbidticos, gangliésidos, entre otros
componentes, se ha asociado a menos problemas de conducta (problemas afectivos y
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externalizantes) y mejor desarrollo cognitivo, especialmente del lenguaje [118-120], y
cambios en la estructura cerebral a los 6 anos de edad [121]. Adicionalmente, los nifos
alimentados con una férmula infantil suplementada con simbidticos (pre-y probidticos),
LC-PUFAs y componentes de la MFGM presentaron caracteristicas del lenguaje similares

a los lactantes alimentados al pecho [115].

2.3. Programacion precoz de la conducta alimentaria

Los problemas alimentarios, del peso corporal, y de los habitos dietéticos a
menudo comienzan durante la infancia, persistiendo en la edad adulta [122]. La
correlaciéon existente entre nutrientes, alimentos y patrones dietéticos tiene
implicaciones importantes, especialmente en la prevencion y el desarrollo de
enfermedades crénicas, como la diabetes. Las preferencias alimentarias van cambiando
a lo largo de la vida, bajo la influencia de diversos factores bioldgicos, sociales y
ambientales, es por ello que estas preferencias son clave en la eleccidn de los alimentos,

y, por tanto, en la calidad de la dieta [123].

La alimentacion es un comportamiento complejo determinado por la interaccion
entre diferentes senales de homeostasis energética, circuitos neuronales involucrados
en la regulacion energética y circuitos relacionados con las propiedades de recompensa
de los alimentos. El estrés durante la vida precoz se asocia con la vulnerabilidad de
desarrollar problemas del comportamiento que persisten hasta la edad adulta. También
afecta a parametros metabdlicos y del comportamiento que influyen en el
comportamiento alimentario [124]. Por tanto, el comportamiento alimentario esta
influenciado tanto por factores intrinsecos como extrinsecos. Entre los factores
intrinsecos se encuentran los mecanismos fisioldgicos, como la liberacién de hormonas
(insulina, grelina, leptina, entre otras), el efecto del hipotdlamo en la regulacién del
metabolismo de la glucosa, el gasto energético, y el control del apetito, el sistema de
saliencia en la inhibicién/estimulacion de un comportamiento alimentario heddnico, y
el “eje microbiota-intestino-cerebro”. Por otra parte, entre los factores extrinsecos (el

ambiente del lactante) se encuentran la presencia de factores estresantes, la conducta

45



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

y habitos alimentarios de los padres, ver la television durante las comidas, el marketing

televisivo, etc. [124-127].

Como se ha mencionado previamente, la exposicidon a experiencias o factores
ambientales durante la vida precoz influye en la programacién del desarrollo cerebral y
puede afectar al control del apetito, del comportamiento alimentario y al peso corporal
en etapas posteriores de la vida. Sin embargo, no existe consenso sobre la relacion entre

el estrés neonatal y el comportamiento alimentario [125].

Diversos estudios han demostrado que la exposicién a estrés neonatal pude llevar
al consumo de alimentos con mejor palatabilidad en la edad adulta, posiblemente
debido a efectos en los mecanismos heddnicos del comportamiento alimentario. Por
otra parte, se ha visto que los individuos que se distraen durante la comida (por ejemplo,
viendo la televisidn) tienden a mostrar mas hambre y a comer mas en la siguiente
comida. Ademas, la comida se considera un estimulo importante de recompensa,
especialmente alimentos con mayor palatabilidad ricos en azucares y/o grasas. La
ingesta repetida de estos alimentos con mayor palatabilidad induce cambios
neuroquimicos en regiones cerebrales involucradas en el sistema de recompensa
(sistema de saliencia), influyendo sobre la frecuencia, cantidad, y calidad de los
alimentos ingeridos. En este caso, la sefalizacion homeostatica puede ser anulada por
el placer por comer alimentos con mayor palatabilidad, lo que puede contribuir al

desarrollo de obesidad y sus enfermedades asociadas [124,125].

Por otra parte, el comportamiento alimentario normal esta coordinado por un
balance muy estrecho entre mecanismos homeostaticos intestinales y extraintestinales,
asi como por mecanismos heddnicos. La adiccion a los alimentos representa un
comportamiento alimentario complejo mal adaptativo que refleja alteraciones en
interacciones del “eje microbiota-intestino-cerebro” y cambios hacia mecanismos
heddnicos. Esto se une a que los alimentos con mayor palatabilidad (mayor densidad
energética, y contenido en azucares simples y/o grasas) son econdmicamente mas
asequibles que los productos frescos y, ademds se favorece su venta mediante el
marketing televisivo, dando lugar a una alimentacion mas heddnica mediante

mecanismos centrales e intestinales [126].
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Se ha observado que individuos con obesidad y adiccion a la comida son mas
propensos que los individuos delgados u obesos sin adiccidn a la comida a presentar una
motivacion acentuada hacia alimentos con mayor palatabilidad, consumiendo mas
calorias procedentes de la grasa y la proteina, y tienen al menos un 20 % de prevalencia
de presentar comorbilidades, como depresidn, atracén, y disminucién de la calidad de
vida [126]. En el desarrollo de adiccidn patoldgica a los alimentos, los primeros 1000 dias
de vida son cruciales para el “eje microbiota-intestino-cerebro”. Es bien sabido que la
microbiota del lactante es sensible a la nutricién precoz [126]. Actualmente, no existe
evidencia en humanos de que la adiccion a alimentos sea resultado de una alteracién de
la microbiota intestinal, o que esa adiccién esté dirigida por metabolitos particulares de

Ill

la microbiota. Dada la complejidad y la sefializacion bidireccional del “eje microbiota-
intestino-cerebro” es poco probable que un unico metabolito microbiano pueda explicar
causalmente los cambios en el comportamiento. Considerando la influencia de
experiencias durante la vida precoz, factores ambientales, estrés, emociones, factores
genéticos, e influencias dietéticas en humanos, las influencias de la microbiota podrian

explicar solo una pequefia parte del desarrollo de adiccién a los alimentos [126].

El establecimiento de practicas alimentarias que contribuyen a los habitos
nutricionales a lo largo de la vida y a la salud general comienza durante los primeros
afios de vida (primeros 1000 dias de vida) [127]. El reconocimiento de sabores y olores
se desarrolla en el periodo fetal, en el cual el feto traga liquido amnidtico, que tiene el
sabor de la dieta de la madre. Durante los primeros afios de vida, la mayoria de lactantes
y nifios prefieren sabores dulces y salados. Los sabores dulces tienen un potente
estimulo psicobioldgico y claramente aumentan la palatabilidad de los alimentos;
mientras que los sabores amargos, como los de las verduras, a menudo generan rechazo
la primera vez, pero se acaban aceptando cuando se siguen ofreciendo. Después del
nacimiento, los nifios alimentados al pecho se exponen a sabores de la dieta materna a
través de su leche, sin embargo, los alimentados con formulas infantiles se acostumbran
a un unico sabor, por lo que mas tarde les puede resultar mas dificil aceptar una dieta

variada con diferentes sabores [123]. Por este motivo, es muy importante ofrecer
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variedad de alimentos desde el periodo de la alimentacion complementaria, asi como

diferentes texturas, para evitar el rechazo de ciertos alimentos en etapas posteriores.

Debido al incremento en la prevalencia de obesidad infantil, actualmente se esta
prestando especial atencion al comportamiento alimentario de los nifios y a como
cambiarlo hacia un patron mas saludable. Una actitud controladora de los padres hacia
la alimentacidn de sus hijos (usar la comida como recompensa, obligarles a comer, etc.)
tiene el efecto contrario al deseado [128]. Los padres son el modelo a seguiry, por tanto,
influyen en gran medida en el comportamiento alimentario de sus hijos. Son ellos los
gue planifican las comidas familiares y hacen la compra, por tanto, de acuerdo con las
preferencias alimentarias de los padres habra mayor o menor disponibilidad de ciertos
alimentos. Los nifios desarrollan las preferencias alimentarias a través de la exposicién
consistente a ciertos alimentos. Es por ello que la disponibilidad de alimentos, como
frutas y verduras, es crucial para establecer unos habitos alimentarios saludables en los

nifios [122,127,129].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

49



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

50



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipdtesis

Los nifios sanos que muestran mayor variabilidad glicémica son mas susceptibles

de presentar alteraciones en la funcién cerebral.

2. Objetivos
2.1. General

Estudiar los efectos de la nutricion precoz, con leche materna o fdormulas
infantiles, sobre la programacion de la homeostasis de la glucosa, la funcién cerebral y

el crecimiento en nifios de 6 afios.
2.2. Secundarios

e Determinar la asociacion del tipo de alimentacidn en los primeros meses de vida
con las potenciales diferencias en la funcién cerebral de dreas implicadas en la
conducta alimentaria en nifios de 6 afos.

e Evaluar la asociacion entre el tipo de alimentacidn de los nifios en los primeros
meses de vida y a los 6 afios, y la homeostasis de la glucosa.

e Analizar el impacto de la nutricidn precoz sobre la composicién corporal, y de

esta sobre la homeostasis de la glucosa en nifios de 6 afios.
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MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

La presente Tesis Doctoral se enmarca en el estudio COGNIS y se presentan
algunos de los datos obtenidos sobre ingesta dietética, homeostasis de la glucosa,
crecimiento, composicidon corporal y neuroimagen de los participantes del estudio

COGNIS durante los primeros 18 meses de vida y a los 6 afios de edad.

1. Comité de ética, consentimiento informado y permisos

El estudio COGNIS se ha llevado a cabo siguiendo los principios actualizados de la
Declaracién de Helsinki 1l [130,131]. El proyecto y los protocolos han sido aprobados por
el Comité de Investigacion Bioética de la Universidad de Granada (Espafia), asi como el
Comité de Investigacién Bioética del Hospital Clinico Universitario San Cecilio y el
Hospital Universitario Materno Infantil de Granada (Espaiia). Todas las familias fueron
informadas sobre los procedimientos y cada madre, padre o tutor legal firmaron un

consentimiento informado antes de incluir en el estudio a sus hijos.

2. Diseio, poblacion de estudio y composicidn nutricional de las formulas infantiles

El estudio COGNIS es un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado a doble-ciego,
con una intervencién nutricional (registrado en www.ClinicalTrials.gov, identificador:
NCT02094547). Un total de 220 nifios espafioles sanos fueron incluidos en el estudio
COGNIS; de ellos, 170 fueron aleatorizados (proporcion 1:1) para recibir durante los

primeros 18 meses de vida una de las siguientes formulas infantiles:

- Formula estandar (SF) (n=85): Lactantes que recibieron una férmula infantil
estandar.

- Férmula experimental (EF) (n=85): Lactantes que recibieron una férmula infantil
enriquecida con componentes de la MFGM [10% del contenido total de
proteinas (wt:wt)], LC-PUFAs, entre los que se incluian DHA y ARA, simbidticos

[fructooligosacaridos (FOS): con una proporcion de inulina 1:1; Bifidobacterium
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longum subsp. Infantis CECT7210 (Bifidobacterium infantis IM1) y Lactobacillus

rhamnosus LCS-742], ganglidsidos, nucleétidos, y acido sidlico.

Ademads, 50 nifios alimentados exclusivamente al pecho fueron incluidos como
grupo control o de referencia (BF) (n=50). Por motivos éticos, el grupo de lactancia
materna no fue aleatorizado. El tamano de muestra necesario para llevar a cabo el
estudio se calculd antes del inicio de este para la variable principal, los potenciales

visuales evocados corticales.

Todos los nifios fueron evaluados en diferentes visitas programadas durante los 6
anos de seguimiento del estudio COGNIS, adaptando los protocolos y pruebas de
estudio a la edad de evaluacién (Figura 3). A lo largo del seguimiento se evaluaron
diferentes pardmetros, entre los que se encuentran la ingesta dietética, el crecimiento,
la composicion corporal, la homeostasis de la glucosa y el neurodesarrollo, entre otros

aspectos.

Probidticos

MFGM L
Prebidticos

Gangliésidos

Acido sialico
BF(n=50) SF(n=85) EF(n=85)

éw)&di.dlwiir‘

B B e 'S I BN KN K

CRECIMIENTO INGESTA DIETETICA COMPOSICION CORPORAL ~ HOMEOSTASIS GLUCOSA  NEURODESARROLLO

N

..3',

Figura 3. Disefio y pruebas del estudio COGNIS. A: afios; ARA: dcido araquiddnico; BF: lactancia
materna; DHA: dcido docosahexaenoico; EF: formula infantil experimental;, m: meses; MFGM:
membrana del glébulo graso de la leche; SF: formula infantil estandar.

56



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

Las férmulas infantiles del estudio (SF y EF) fueron elaboradas por Laboratorios
ORDESA, S.L., y siguieron las pautas de composicion de férmulas infantiles del Comité
de Nutricion de la Sociedad Europea para la Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricién
Pediatricas (ESPGHAN) [132], asi como las recomendaciones nacionales e
internacionales [133]. Para poder asegurar el disefio del estudio a doble ciego, las cajas
de las formulas infantiles se etiquetaron con 4 colores diferentes (amarillo, verde, rosa
y azul), asigndndole a cada participante un cédigo numérico. Después de ser incluidos
en el estudio y de ser asignados al azar a un grupo de férmula, se les entregé a los padres
una caja con 12 latas de 400 g de férmula infantil (SF o EF) para cubrir la alimentacion
del lactante durante aproximadamente 1 mes.

A continuacién, en la Tabla 1 se detalla la composicidn nutricional de ambas
formulas.

Tabla 1. Composicion nutricional de las férmulas infantiles estandar (SF) y experimental

(EF) del estudio COGNIS.

Férmula Infantil Estandar (SF) Férmula Infantil Experimental (EF)

Inicio Continuacion Inicio Continuacion
100 ml (13.5%) 100 ml (14.5%) 100 ml(13.5%) 100 ml (14.5%)

Energia (kcal/kJ) 69/288 70/294 68/285 69/290
Proteinas (g) 1.35 1.8 1.35 1.8

Caseina/suero (%) 40/60 50/50 40/60 50/50
Carbohidratos (g) 7.97 8.5 7.56 8.1

Lactosa (g) 7.17 7.2 6.82 7.3

Maltodextrina (g) 0.8 1.3 0.7 0.8
Grasa (g) 3.5 3.2 3.5 3.2

LA (mg) 579 517 569 517

ALA (mg) 49 45 49 45

ARA (mg) - - 15.8 10.2

DHA (mg) - - 11.2 10.2
Ganglidsidos (mg/L) 1.5 1.5 9 9
Acido sialico (mg/L) 82 80 105 105
MFGM-10 (wt/wt) - - 10% 10%
Nucleétidos (mg) - - 2.92 2.94

Citidina-5'-Monofosfato (mg) - - 1.09 1.12

Uridina-5'-Monofosfato (mg) - - 0.88 0.9

Adenosina-5'-Monofosfato (mg) - - 0.41 0.41

Guanosina-5'-Monofosfato (mg) - - 0.27 0.26

Inosina-5'-Monofosfato (mg) - - 0.27 0.26
Prebidticos

FOS: Inulina 1:1 - - 0.4 0.4
Probiéticos

Bifidobacterium L.infantis CECT7210

(Bifidobacterium infantis IM1) i ) 1x10" ufc/g 1x107 ufc/g

Lactobacillus rhamnosus LCS-742 - - 1x107 ufc/g 1x107 ufc/g

57



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

Férmula de inicio: hasta los 6 meses de edad. Formula de continuacion: de los 6 a los 18 meses
de edad. ALA: dcido a-linolénico; ARA: dcido araquiddnico; DHA: dcido docosahexaenoico; FOS:
fructooligosacdridos; LA: dcido linoleico;, MFGM: membrana del globulo graso de la leche; ufc:
unidad de formacion de colonia. Polvo diluido al 13.5% (13.5 g de formula infantil en 100 ml con
agua); polvo diluido al 14.5% (14.5 g de formula infantil en 100 ml con agua).

3. Criterios de inclusion y exclusién

- Criterios de inclusion:

e Lactantes nacidos a término (37-41 semanas de edad gestacional).

e Peso adecuado al nacer para la edad gestacional (percentil 3-97).

e Puntuacién APGAR normal al minuto 1y a los 5 minutos (7-10).

e pH umbilical > 7.10.

e Edad de inclusiéon desde el nacimiento hasta los 2 meses en los grupos
alimentados con férmula infantil (SF y EF), y entre los 2 y los 6 meses los
alimentados al pecho (BF).

e Para los nifios alimentados con férmula infantil, haber tomado un méaximo de
30 dias de lactancia materna exclusiva, y a partir de los 30 dias de vida, ingesta
de férmula infantil exclusiva o mayoritaria (>70% o >4 tomas/dia).

e Para los alimentados al pecho (grupo control o BF), haber tomado como
minimo 2 meses de lactancia materna exclusiva.

e Disponibilidad para continuar durante todo el estudio.

e Firma del consentimiento informado por parte de los padres o tutor legal.

- Criterios de exclusion:

e Lactantes que estuvieran participando en otro estudio.

e Lactantes que sufrieran alguna alteracién del sistema nervioso (hidrocefalia,
hipoxia perinatal, hemorragia intraventricular, meningitis neonatal, etc.) o
gastrointestinal (alergia a la proteina de la leche de vaca o intolerancia a la
lactosa).

e Antecedentes maternos de enfermedad neurolégica, mental, metabolopatias,
DT1, enfermedades cronicas (hipotiroidismo), desnutricibn materna o
infecciones prenatales.
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e Madres que recibieran durante el embarazo o la lactancia tratamiento con
farmacos potencialmente dafiinos para el neurodesarrollo del bebé
(antidepresivos, ansioliticos, etc.).

e Imposibilidad de los padres para continuar participando en el estudio.

- Criterios de retirada del estudio:

e Llactantes alimentados con otra férmula infantil diferente de las del estudio (SF
o EF) durante 1 semana o mas.

e Lactantes alimentados al pecho (grupo BF) con una ingesta de féormula infantil
>25% antes de los 6 meses de vida.

e Lactantes alimentados con cualquiera de las féormulas del estudio con una
ingesta de leche materna >25% después del tercer mes de vida.

e Cualquier acontecimiento adverso que pudiera interferir con el seguimiento
adecuado del estudio, alergia a la proteina de la leche de vaca o intolerancia a
la lactosa, rechazo de la ingesta de alguna de las férmulas ofrecidas (SF o EF) o

trastorno neurolégico.

4. Reclutamiento y seguimiento

El reclutamiento de la poblacién de estudio se realizd entre 2010 y 2014 con la
colaboracién del Hospital Clinico Universitario San Cecilio y el Hospital Universitario
Materno Infantil de Granada, en el Centro de Excelencia de Investigacion Pediatrica
EURISTIKOS de la Universidad de Granada. El seguimiento de los participantes durante
los 6 afios de duracion del estudio se llevd a cabo en el Centro de Investigacion Mente,
Cerebro y Comportamiento (CIMCYC), y en el Centro de Excelencia de Investigacién

Pediatrica EURISTIKOS de la Universidad de Granada.

Los detalles del seguimiento de los participantes, abandonos y exclusiones hasta

los 6 afios de edad se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Exclusiones y abandonos desde la visita basal hasta la finalizacion del estudio a los 6
afos. BF: lactancia materna; D: abandonos; E: excluidos; EF: formula infantil experimental; n:
tamariio de muestra; SF: formula infantil estdndar. La razdn principal de abandono del estudio
fue no asistir a las visitas o el cambio de residencia. Exclusiones segtn grupos de estudio, SF: n =
24 (1 hipoxia perinatal, 1 retraso crecimiento, 15 no consumo féormula infantil, 3 intolerancia a
la lactosa, 2 célico lactante, 1 intervencion quirdrgica digestiva, 1 hidrocefalia); EF: n =16 (11 no
consumo formula infantil, 2 retraso crecimiento, 2 intolerancia lactosa, 1 ataque epiléptico); BF:
n =1 (1 lactancia materna no fue exclusiva). *La asignacion a los grupos de férmula (SF y EF) se
llevo a cabo entre los 0 y 2 meses de edad de forma aleatoria, y los alimentados al pecho (BF) se
incluyeron entre los 2 y 6 meses de edad.
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5. Recogida de los datos
5.1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio y sus padres

Las caracteristicas basales de los participantes del estudio se recopilaron a partir
de registros médicos. Entre dichas caracteristicas se incluyeron la edad gestacional, el
sexo, el numero de hermanos, el tiempo de lactancia materna, y los datos

antropométricos al nacimiento [peso, longitud y perimetro cefalico o craneal (HC)].

Por otro lado, se recogieron datos de interés de los padres, edad, BMI
preconcepcional de la madre, ganancia de peso durante el embarazo, habito tabaquico
durante el embarazo, tipo de parto, depresidon posparto, asi como el coeficiente
intelectual (IQ), el nivel educativo, el empleo, el lugar de residencia y el nivel
socioecondmico de los padres. La depresion posparto se evalud con la Escala de
Edimburgo (version en castellano) [134], mientras que el IQ de los padres se evalud con

el test de inteligencia de Cattell (Factor G) [135,136].
5.2. Evaluacion de la ingesta dietética

Se recogid informacidn sobre la ingesta dietética desde los 2 meses de vida hasta
los 6 afios de edad, cuando termind el seguimiento. En la presente Tesis Doctoral se
incluyen los datos de dieta recogidos a los 6, 12 y 18 meses, asi como a los 6 afios.
Durante los primeros 18 meses de vida se recogié informacidn sobre la frecuencia y
cantidad de férmula infantil (SF o EF) o de leche materna (BF), asi como los alimentos

introducidos durante la alimentacién complementaria.

Se usaron registros dietéticos de 3 dias para recoger informacion sobre la ingesta
dietética de los 6 a los 18 meses, y a los 6 afos, basdndose en los métodos de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) [137].
A los 6 ainos, la informacidn de la ingesta dietética se recogid junto con los datos de
glucosa. Ademas, se usé el software DIAL (Alce Ingenieria, Madrid, Espafia) [138] para

convertir los datos de consumo de alimentos en ingestas de macro- y micronutrientes.

A su vez, laingesta de nutrientes se analizé de acuerdo con las ingestas dietéticas
de referencia (DRI) [139], que son una serie de valores de referencia usados para evaluar
la ingesta dietética, para saber si dicha ingesta es deficiente (por debajo de la
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recomendacién), adecuada (cumple la recomendacidn), o excesiva (por encima de la
recomendacién), teniendo en cuenta la edad. También se calculé el valor energético
total (AMDR) [139], que representa la energia que aporta cada macronutriente
[carbohidratos (CHs), proteinas, o lipidos] a la ingesta energética diaria total expresada
en porcentaje. Se clasificé también como deficiente (por debajo de la recomendacion),
adecuado (cumple la recomendacién), o excesivo (por encima de la recomendacion),

segun la edad.

Para el registro y andlisis de la alimentacidon con las formulas infantiles del
proyecto COGNIS (SF o EF) se introdujo la informacién nutricional de las mismas en el
software DIAL (Tabla 1). En cuanto a la leche materna, debido a la imposibilidad de
analizar la leche de cada madre, se considerd la composicion de la leche humana madura
de acuerdo con las bases de datos de composicién de alimentos del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos de América (USDA) [140]; completando dicha
informacién con referencias bibliograficas sobre la composicion de la leche materna
humana [113,141-143]. Esta informacidn también se afiadié a la base de datos de DIAL

(Tabla 2).

Para los alimentos anotados en los registros dietéticos de 3 dias que no se
encontraban registrados en la base de datos de DIAL, se buscd la composicidn
nutricional en la base de datos de composicion de alimentos del USDA [144] o bien se

completd con el etiquetado nutricional de cada alimento.
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Tabla 2. Composicidn nutricional de la leche materna madura por cada 100 ml.

Leche materna madura 100 ml
Energia (kcal/kJ) 70/291
Proteinas (g) 1.03
Caseina/suero (%) 40/60
Carbohidratos (g) 6.89
Lactosa (g) 6.89
Lipidos (g) 4.38
AL (mg) 374
ALA (mg) 52
ARA (mg) 26
DHA (mg) 13.14
Minerales
Sodio (mg) 17
Potasio (mg) 51
Cloro (mg) 40
Calcio (mg) 32
Fésforo (mg) 14
Magnesio (mg) 3
Hierro (mg) 0.03
Zinc (mg) 0.17
Cobre (ug) 52
Manganeso (ug) 26
Yodo (ug) 5.1
Selenio (ug) 1.8
Fldor (ug) 17
Vitaminas
Vit. A (ng/uUl) 61/212
Vit. D (ug/uUl) 0.1/3
Vit. E (ug/uUl) 0.08/0
Vit. K (ug) 0.3
Vit. By (ug) 14
Vit. B2 (ug) 36
Vit. Bs (ug) 11
Vit. B1z (pg) 0.05
Vit. C (mg) 5
Acido félico (ug) 5
Acido pantoténico (mg) 0.223
Niacina (mg) 0.177
Biotina (ug) 0.58
Colina (mg) 16

AL: dcido linoleico; ALA: dcido a-linolénico; ARA: dcido araquiddnico; DHA: dcido
docosahexaenoico; kcal: kilocalorias; kJ: kilojulios; Ul: unidades internacionales.
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5.3. Evaluacion del crecimiento y la composicion corporal
5.3.1. Evaluacion del crecimiento: Mediciones antropométricas.

Los datos antropomeétricos, incluidos el peso, la longitud/talla, el BMI, el HC, asi
como los pliegues tricipital y subescapular fueron obtenidos por un pediatra durante los
primeros 18 meses de vida y por una nutricionista formada, en la visita de los 6 afios
siguiendo los protocolos estandarizados de medicién para la evaluacion del crecimiento
elaborados por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) [145,146] y por la Sociedad
Internacional para el Avance de la Cineantropometria (ISAK) [147]. Se tomaron dos
mediciones por cada parametro y si habia diferencia entre ambas medidas, se tomd una

tercera. A continuacion, se calculd el promedio de dichas mediciones.

De los 6 a los 18 meses de edad se utilizd un pesabebés para medir el peso
(SOEHNLE Multina Comfort 8352.01.001, maximo 20 kg), la longitud se midié con un
infantémetro (Infantdmetro Harpenden Holtain modelo 702, maximo 91.5 cm) vy el
perimetro cefalico se tomd usando una cinta métrica (SECA 212, maximo 59 cm). Todos
los datos antropométricos se evaluaron usando los patrones de crecimiento infantil de
la WHO de acuerdo con el sexo y la edad [148]. Para ello se calcularon los z-scores de
cada indicador de crecimiento usando el software WHO Anthro versidn 3.2.2 [148]. Los
indicadores analizados fueron el z-score del peso para la edad (WAZ), el z-score del peso
para la longitud (WLZ), y el z-score del BMI para la edad (BAZ) [149]. Por otra parte, se
calculé la velocidad de crecimiento de acuerdo con las ganancias de peso diarias de peso
(g/dia) y longitud (cm/dia). Se calcularon en intervalos de tiempo diferentes: 1) desde el
nacimiento (grupo BF) o la visita basal (grupos de férmula infantil SF y EF) hasta los 6
meses; 2) desde los 6 hasta los 12 meses; 3) desde los 12 hasta los 18 meses de vida. El
catch-up del crecimiento también se calculé como el WAZ y el WLZ. Las diferencias en
los z-scores se calcularon también en los 3 intervalos de tiempo indicados
anteriormente. Estos datos, tanto la velocidad de crecimiento como el catch-up, se
compararon usando los estdndares de crecimiento de la WHO [148,150]. La velocidad
de crecimiento se clasific6 como: Lenta (<-1 desviacidn estandar o DE), Normal (>-1 DE
a <+1 DE) o Répida (>+1 DE), de acuerdo con los puntos de corte (>+1 DE y <-1 DE) de
los indicadores de crecimiento de la WHO, que permiten identificar problemas de
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crecimiento [149]. Finalmente, el catch-up se clasificd segln las diferencias en los z-

scores como: Lento (<-0.67), Normal (>-0.67 y <+0.67) y Rapido (>+0.67) [151-153].

A los 6 aiios de edad el peso se midid mediante bioimpedancia o impedancia
bioeléctrica (TANITA Body Composition Analyzer BC-418MA®), |a talla se obtuvo usando
un estadiometro (SECA 264, maximo 220 cm), y los pliegues tricipital y subescapular se
midieron usando un plicémetro (Holtain Modelo DIM-98610ND, maximo 40 mm). El HC
se midié usando una cinta métrica (SECA 212, maximo 59 cm). EL WAZ, el z-score de la
talla para la edad (HAZ) y el BAZ se calcularon de acuerdo con los estandares de
crecimiento de la WHO segln edad y sexo [148], usando el software WHO Anthro Plus

version 3.2.2 [145].
5.3.2. Composicion corporal: Porcentaje de grasa corporal (BFM).

Para analizar la distribucién de la grasa corporal (BFM), se midieron los pliegues y

se hizo bioimpedancia con TANITA":

a) Elporcentaje de masa grasa se calculd con los pliegues tricipital y subescapular
usando las ecuaciones de Slaughter [154] como sigue:

- Cuando la suma de los pliegues fue menor a 35 mm, la ecuacién usada para

nifios fue 1.21 x (triceps + subescapular) — 0.008 x (triceps + subescapular)? -

1.7,y 1.33 x (triceps + subescapular) — 0.013 x (triceps + subescapular)? - 2.5

para nifas.

- Cuando la suma de los pliegues fue mayor a 35 mm, la ecuacién usada para
nifios fue 0.783 x (triceps + subescapular) + 1.6, y 0.546 x (triceps +

subescapular) + 9.7 para nifias.

Una vez se calculd el porcentaje de grasa corporal, los nifios fueron clasificados
por sexo y edad, usando los percentiles de BFM en nifios europeos [155], en uno
de los siguientes grupos, delgados (<P3), normopeso (NW) (>P3 y <P90), o exceso
de peso (EW) (=P90 sobrepeso y >P97 obesidad), que incluyd tanto a los nifios

con sobrepeso como con obesidad.
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b) El porcentaje de masa grasa calculado con las ecuaciones de Slaughter se
corroboré con la bioimpedancia Tanita Body Composition Analyzer BC-
418MA’, que mide de forma indirecta el agua corporal total, la masa grasa, y
la masa libre de grasa, usando una corriente de alta frecuencia (50kHz, 90uA)
via 8 electrodos. Este método se basa en el principio de que la conductividad

del agua corporal cambia en los diferentes componentes del cuerpo [156,157].

Una vez se obtuvo el BFM, los nifios se clasificaron segun el sexo y la edad, usando
los percentiles de las tablas de McCarthy (2006) [158], en uno de los siguientes
grupos: delgados (<P2), NW (>P2 y <P85), 0o EW (>P85 sobrepeso y >P95 obesidad).

Este ultimo grupo incluia tanto a los nifios con sobrepeso como con obesidad.

5.4. Andlisis de los datos de glucosa

A los 6 afos se evalud la homeostasis de la glucosa de los nifios con un dispositivo
de monitorizacion continua de la glucosa (CGM) durante 24 horas una media de 7 dias.
Los niveles de glucosa se midieron con el FreeStyle Glucose FlashMonitoring System
(http://www.freestylelibre.es; Referencia 0086, Laboratorios Abbott). El sensor de
glucosa es pequeno y se coloca en el brazo, midiendo los niveles de glucosa intersticial
de sujetos de al menos 4 anos de edad en cualquier momento, usando un lector que
escanea las medidas de forma instantanea [159]. Se les explico a los padres cémo usar
el dispositivo, y se les dijo que escanearan el sensor al menos antes y justo después de
cada comida y 2 horas después de comer. El software FreeStyle LibreLink (version 2.4.1,
Laboratorios Abbott) se usé para descargar los datos de glucosa, incluyendo datos
medios de glucosa, el nimero de eventos de glucosa baja, asi como gréficos de los

patrones diarios de glucosa [159].

La variabilidad glicémica o glucémica (GV) de cada nifio se evalué usando el
coeficiente de variacién (CV) de glucosa y el método de entropia multiescala o
“multiscale sample entropy” (MSE), con los datos obtenidos del dispositivo de CGM. El
CV de la glucosa se calculé usando la ecuacion (desviacidon estandar de los niveles

medios de glucosa/niveles medios de glucosa), y para expresar estos datos en
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porcentaje se multiplicd dicha ecuacion por 100. Es un parametro muy util para medir
la GV en poblacion diabética [160]. Con el método MSE se obtuvieron medidas de
entropia muestral o “sample entropy” en varios periodos de tiempo con el software R
(paquete CGManalyzer, versidn 1.3). Para poder ajustar los datos, debido a que el MSE
es una variable no lineal, se expresaron en periodos de tiempo de 3 minutos desde 3 a
30 minutos, de modo que hubiera el mismo espacio entre dos puntos de tiempo
consecutivos cualquiera (equalinterval.fn) [161-163]. CGManalyzer tiene también una
funcién para arreglar los valores perdidos cuando es necesario (fixMissing.fn) [161]. La
entropia muestral mide la irregularidad y complejidad de sefiales fisiolégicas. Por lo que
valores mas bajos de entropia implican mayor regularidad en un periodo de tiempo,

mientras que valores mayores implican una fluctuacion sustancial [162,163].

5.5. Neuroimagen

Alos 6 afios de edad, los nifios del proyecto COGNIS participaron en una sesién de

resonancia magnética funcional por imagen (fMRI).
5.5.1. Adquisicion de los datos de neuroimagen

Antes de la sesion de neuroimagen, los ninos se familiarizaron con los sonidos del
escaner y el ambiente de la fMRI usando un simulador del escédner. Los datos cerebrales
se obtuvieron usando una resonancia magnética por imagen (MRI) con una intensidad
de campo magnético de 3T, equipada con una bobina de recepcidon de 32 canales
mediante un escaner SIEMENS (Magnetom Trio Siemens Medical System, Erlangen,
Alemania), ubicado en el Centro de Investigacion Mente, Cerebro y Comportamiento

(CIMCYC, Universidad de Granada, Espaia).

Las imagenes funcionales en estado de reposo se obtuvieron con una secuencia
de imagenes ecoplanares (EPI)-T2* usando los siguientes parametros: tiempo de
repeticion (TR) = 2,000 ms, tiempo de eco (TE) = 25 ms, angulo de giro = 80°, campo de
visién (FOV) = 240 x 240 mm, tamafio de la matriz = 68 x 68, nimero de cortes = 35, y
tamafo de voxel = 3.5 x 3.5 x 3.5 mm. Se adquirieron 160 volumenes para un total de

tiempo de 5 min 20 s. Se les dijo a los participantes que mantuvieran la calma y los ojos
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cerrados durante la adquisicion de las imagenes. Para cada sujeto se obtuvo una imagen
anatdmica de alta resolucién-T1 con 160 cortes (TR = 8.3 ms; TE = 3.8 ms; angulo de giro
= 8°; FOV = 240 x 240 mm; resolucidon en plano = 0.94 x 0.94 x 1; grueso del corte = 1

mm) para descartar alteraciones radioldgicas y para propdsitos de pre-procesamiento.
5.5.2. Pre-procesamiento de los datos de neuroimagen funcional

Las imagenes funcionales fueron pre-procesadas usando la herramienta de
conectividad funcional CONNv17 [164], implementada en MatlabR2017a (The
MathWorks Inc, Natick, Massachusetts; EE.UU.). La canalizacién de pre-procesamiento,
incluido el realineamiento, eliminacion de ruido de artefactos en movimiento, y el
movimiento de la cabeza (aCompCor [165], segmentacion, corregistro del escaner
anatémico de cada participante, normalizacion de un modelo T1 especifico segun la
edad para estudios pediatricos [166], con un grueso de corte de 2 mm de resolucién
isotropica en el espacio estandar del Instituto Neurolégico de Montreal (MNI), y
suavizado usando un filtro Gaussiano de 6 mm de anchura a media altura (FWHM). Tras
eliminar el ruido, se hizo un filtrado de paso banda en las frecuencias dependiendo del
nivel de oxigenacion en la sangre (BOLD) (entre 0.008 y 0.09 Hz) y se elimind la tendencia
lineal. Después de la deteccidn de artefactos en movimiento y de movimientos de
cabeza, 34 nifios fueron excluidos por movimiento excesivo (aquellos con <4 min de

datos fueron excluidos) [167].

6. Analisis estadistico
6.1. Andlisis estadisticos generales.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando el paquete estadistico IBM®
SPSS Statistics® version 25.0 (SPSS Inc., Chicago, EE. UU.). Se estudid la normalidad de
las variables en los tres grupos de estudio con los tests de Shapiro-Wilk y/o Kolmogorov-
Smirnov. Las variables con distribucidn normal se presentaron como media y DE, y las
variables no normales como mediana y rango intercuartil (IQR). Las variables categdricas
se expresaron como frecuencias y porcentajes. Para la comparacidn entre los grupos se

utilizaron los métodos de analisis de varianza (ANOVA) o Welch, para las variables con
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distribucién normal. Una vez determinadas las diferencias estadisticamente
significativas, se realizd una comparacion por pares (post hoc) usando la correccién de
Bonferroni (valores de p corregidos < 0.05). Mientras que el test de Kruskal-Wallis se usé
para las variables continuas no normales, y el test Chi-cuadrado (x2) o exacto de Fisher
se usO para las variables categdricas. Los anadlisis se ajustaron por las principales
variables confusoras utilizando el modelo lineal general multivariante. En general, los

valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
6.2. Andlisis de los datos de monitorizacion continua de la glucosa (CGM).

Para analizar los datos de CGM se uso el software R version 4.1.2 (paquete
CGManalyzer). Se usé el método MSE para obtener las medidas de entropia muestral en

varios periodos o escalas de tiempo.
6.3. Andlisis de los datos de fMRI.

Analisis hipotalamicos basados en la conectividad funcional por semilla. Como se ha
reportado previamente [168], las semillas de interés se situaron en el LH (x=+6, y =-10,
z=-10)yenel MH (x=+4,y =-2,z=-12), usando esferas de radio de 2 mm distinguidas
por hemisferio. El MH incluia el ARCy el VMN, asi como partes del DMH. Por el contrario,
la semilla del LH se situd en la parte mas posterior del hipotalamo para minimizar la
superposicién con el MH. Se realizaron mapeados t-test de primer orden para cada
semilla del LH y MH incluyendo su principal actividad por curso temporal (extraida
usando la herramienta marsbar [169]) junto con sefiales discordantes como predictores
deinterésy nointerés en todo el cerebro mediante analisis de regresion lineal. Después,
los lados izquierdo y derecho de cada semilla (LH y MH) se unieron en una Unica semilla
por regidn. Se generaron imagenes de contraste para cada sujeto, estimando el
coeficiente de regresion entre todos los voxeles cerebrales y cada serie de tiempo de
ambas semillas. Las imagenes de contraste se incluyeron en modelos t-test de segundo
orden para analizar diferencias por grupos de estudio junto con las variables de no

interés, como fumar durante el embarazo, el tipo de parto, el sexo y el BMI de los nifios.
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Criterios de umbral de imagen. Se calcularon umbrales minimos para los andlisis de
imagen en todas las comparaciones estadisticas con 1,000 simulaciones Monte Carlo
usando el método de umbral cluster-extent-based AlphaSim [170], como estd
implementado en la herramienta SPM RESTplusV1.2. Se incluyeron como parametros
de entrada para un umbral de probabilidad de voxel individual de 0.001, un clister con
un radio de conexion de 5 mm, y la homogeneidad de los datos de imagen después de

la estimacién del modelo, incorporando un contorno del cerebro entero.
6.4. Andlisis de correlacion.
Se realizaron correlaciones parciales para estudiar la asociacién entre:

- La conectividad cerebral y los niveles medios de glucosa a los 6 afios.

- La conectividad cerebral a los 6 afios y la ingesta dietética de los 6 a los 18 meses
de vida.

- Los datos de glucosa (CGM), la ingesta dietética y los datos antropométricos a los

6 anos.

Las correlaciones también se ajustaron por las principales variables confusoras,
entre las que se encontraban el nivel de estudios y socioecondmico de los padres, la
edad de la madre, fumar durante el embarazo y el sexo de los nifios, los cuales han sido

identificados como factores importantes en el desarrollo cerebral en nifios [171-173].
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RESULTADOS

ESTUDIO 1. Estudio de asociacion entre la conectividad funcional en el
hipotalamo, la nutricidon precoz, y los niveles de glucosa en nifios sanos de 6 afios:

seguimiento del estudio COGNIS.

- Poblacion de estudio

Después de los abandonos, 110 nifios asistieron a la visita de seguimiento de los 6
afios (SF: n =39; EF: n = 39; BF: n = 32). En dicha visita se pregunto a los participantes si
guerian participar en una sesion de fMRI, y se recogieron datos de glucosa durante una
media de 7 dias con un aparato de CGM. Es importante destacar que todos los nifios
eran sanos, presentaban una funcién cerebral normal, y los niveles de glucosa se
encontraban dentro de los rangos de normalidad. Sin embargo, no todos los padres
quisieron que sus hijos participaran en la sesion de fMRI o quisieron ponerle el sensor
de monitorizacién de glucosa, y no todas las imagenes obtenidas con la fMRI fueron
adecuadas para andlisis debido al movimiento excesivo dentro del escaner [167]. Por lo
gue este estudio incluyé a 62 nifios a los 6 afios (SF: n = 22; EF: n = 20; BF: n = 20) (Figura

5).
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ESTUDIO COGNIS
l |
Visita Basal: SF EF BF
n=220 n=85 n=285 n=50
E=21 —> E=12 E=1
—> D=4 — D=4 — D=7
n=:60 n=69 n=42
Ingesta Dietética (n = 20) Ingesta Dietética (n = 18) Ingesta Dietética (n = 20)
— E=2 E=3
> D=4
— D=7 D=3
n=>51 n=63 n=38
[ Ingesta Dietética (n = 20) } [ Ingesta Dietética (n = 17) ] { Ingesta Dietética (n = 20) J
—> —E=1
— D=1
—> D=2 —>D=6
n=48 n=>56 n=37
[ Ingesta Dietética (n = 21) } ( Ingesta Dietética (n = 16) } [ Ingesta Dietética (n = 19) ]
—D=9 —>D=17 D=5
6 afios de edad n=22 n=20 n=20
Acudieron a la visita: n = 110* Datos de fMRI (z = 22) Datos de fMRI (z = 20) Datos de fMRI (n =20)

Datos de Glucosa (n = 19)

Ad d alisis: n = 62
CEACOn para anitals: u Ingesta Dietética (n = 20)

Datos de Glucosa (n = 16)
Ingesta Dietética (n = 18)

Datos de Glucosa (n = 19)
Ingesta Dietética (n = 20)

Figura 5. Abandonos y exclusiones desde la visita basal hasta los 6 afios de edad. BF: lactancia
materna; D: abandonos; E: exclusiones; EF: formula infantil experimental; fMRI: resonancia
magnética funcional; n: tamafio de muestra; SF: formula infantil estdndar. Hasta los 18 meses
de vida, un total de 40 lactantes fueron excluidos en los grupos de formula (SF y EF) como sigue:
24 fueron excluidos en el grupo SF (1 por hipoxia perinatal, 1 por déficit del crecimiento, no
relacionado con la formula infantil, 15 por no tomar la formula infantil, 2 por célico del lactante,
3 por intolerancia a la lactosa, 1 por intervencion quirurgica digestiva, 1 por hidrocefalia); 16
lactantes fueron excluidos en el grupo EF (2 por déficit de crecimiento, no relacionado con la
formula infantil, 2 por intolerancia a la lactosa, 11 por no tomar la formula infantil, 1 por ataque
epiléptico). Mientras que en el grupo de lactancia materna (BF), un nifio fue excluido por no
tomar lactancia exclusiva después de los 2 meses de edad, a partir de dicha edad solo tomaba
formula infantil. En las visitas de seguimiento, los abandonos se debieron a que los padres de los
participantes decidieron no seguir participando en el estudio. Después de los abandonos, 110*
nifios (SF: 39; EF: 39; BF: 32) acudieron a la visita de sequimiento de los 6 afios. Sin embargo, no
todos los padres que acudieron a la visita quisieron que sus hijos participaran en la sesion de
fMRI o que llevaran el dispositivo de monitorizacion continua de glucosa de 24h. Ademads, de
acuerdo con la metodologia previamente descrita [167], algunos de los datos de la fMRI fueron
eliminados, porque la calidad de la imagen no era adecuada debido a exceso de movimiento
dentro del escdner (SF: 15; EF: 19; BF: 4). Los datos medios de glucosa se recogieron con un
aparato de monitorizacion continua de glucosa durante una media de 7 dias. Aquellos nifios con
menos de 3 dias de registro de datos de glucosa no fueron incluidos en el andlisis final (SF: 5; EF:
8; BF: 4). Finalmente, se incluyeron 62 nifios a los 6 afios en el presente andlisis (SF: 22; EF: 20;
BF: 20).
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- Caracteristicas basales de los padres y los nifios

Las caracteristicas basales de los padres y los nifios participantes en el presente
estudio se muestran en la Tabla 3. Se encontraron diferencias en las variables analizadas
entre los tres grupos de estudio. De hecho, las madres y padres del grupo BF eran
significativamente mayores que los padres del grupo EF (p = 0.043; p = 0.014,
respectivamente). En lo que respecta al estatus socioecondmico, los padres del grupo
BF tenian significativamente mayor estatus socioecondmico comparado con ambos
grupos de férmula infantil (p = 0.009). Finalmente, debido al disefio del estudio COGNIS,
los dias de lactancia materna durante los primeros 18 meses de vida eran
significativamente diferentes entre el grupo BF y los dos grupos de formula infantil (p <
0.001). En contraste, el nivel educativo y el IQ de los padres fue similar en los tres grupos
de estudio. No se encontraron diferencias significativas en el pBMI, asi como en la
ganancia de peso durante el embarazo (GWG). Las madres fueron principalmente no
fumadoras durante el embarazo, y todos los nifios participando en el estudio COGNIS

nacieron principalmente por parto vaginal.

Ademads, a los 6 afios, los nifios no se diferenciaron en su BMI ni en el HC. Aunque
a los 6 afios los nifios participando en el estudio COGNIS presentaron valores medios de
glucosa de entre 70 y 125 mg/dL (rango normal después de un ayuno de al menos 8
horas) [174], los nifios del grupo BF mostraron menores niveles medios de glucosa
comparados con los del grupo SF (p = 0.027), y no se encontraron diferencias entre los
nifios alimentados con BF y EF. Finalmente, no se encontraron diferencias entre los
grupos de estudio en lo que se refiere a ingesta de macronutrientes a los 6 afos (Tabla

3).
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Tabla 3. Caracteristicas basales de los nifios y los padres a los 6 afios dependiendo del

tipo de alimentacién recibida durante los primeros 18 meses de vida®.

SF(n=22) EF (n = 20) BF (n = 20) p?
Madre
Edad (afios) 30.7746.99%°  30.40+3.90° 33.45+3.75° 0.043
pBMI (kg/m?) 23.98+4.01 24.48+3.29 24.48+3.26 0.871
GWG (kg) 7.00 (7.50) 5.00 (6.25) 5.50 (4.75) 0.994
Vaginal 16.00 (72.70%) 13.00 (65.00%) 15.00 (75.00%)
Tipo de parto 0.765
Cesérea 6.00 (27.30%)  7.00 (35.00%)  5.00 (25.00%)
IQ (puntos) 105.23+13.02  101.05+16.40 108.55+13.82  0.266
NS/Primarios 2.00(9.10%)  5.00 (25.00%)  1.00 (5.00%)
Secundarios 7.00 (31.80%)  5.00 (25.00%)  1.00 (5.00%)
Nivel educativo pp 6.00 (27.30%)  7.00 (35.00%) 8.00 (40.00%)  0-073
EQB’ ersitarios/ 7 0(31.80%)  3.00 (15.00%) 10.00 (50.00%)
Fumé durante  No 19.00 (86.40%) 18.00 (90.00%) 19.00 (95.00%) 0.5864
el embarazo ’
Si 3.00 (13.60%)  2.00 (10.00%)  1.00 (5.00%)
Depresion No 16.00 (72.70%) 17.00 (85.00%) 17.00 (85.00%) 0.557
postparto ’
Si 6.00 (27.30%)  3.00 (15.00%)  3.00 (15.00%)
Desempleada  5.00(22.70%)  2.00 (10.00%)  3.00 (15.00%)
Ama de casa 1.00 (4.50%)  2.00(10.00%)  1.00 (5.00%)
. . (o] . . (] . . (] *
Empleo TC 1.00 (4.50%)  3.00(15.00%) 2.00(10.00%)  0.851
SE 15.00 (68.20%) 13.00 (65.00%) 14.00 (70.00%)
0 5.00 (22.70%)  3.00 (15.00%)  3.00 (15.00%)
Hermanos 0.770
>1 17.00 (77.30%) 17.00 (85.00%) 17.00 (85.00%)
Padre
Edad (afios) 31.5047.25%°  32.06+4.63? 35.56+3.05° 0.014
IQ (puntos) 108.86+12.94  107.50+14.91 106.78+12.41  0.882
NS/Primarios  4.00(18.20%)  7.00 (35.00%)  4.00 (20.00%)
Secundarios 10.00 (45.50%) 6.00 (30.00%)  5.00 (25.00%)
Nivel educativo 0.197
FP 3.00 (13.60%)  6.00 (30.00%)  4.00 (20.00%)
EQB’ ersitarios/ ¢ 10 (22.70%)  1.00 (5.00%)  7.00 (35.00%)
Empleo Desempleado 4.00 (18.20%) 0 (0.0%) 1.00 (5.00%)
Amo de casa 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.279

TC
SE

3.00 (13.60%)
15.00 (68.20%)

1.00 (5.60%)
17.00 (94.40%)

2.00 (10.00%)
17.00 (85.00%)
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Tabla 3 (continuacion). Caracteristicas basales de los nifios y los padres a los 6 afos
dependiendo del tipo de alimentacidn recibida durante los primeros 18 meses de vida®.

SF (n = 22) EF (n = 20) BF (n = 20) p?
Padres
Bajo 5.00 (22.70%)  3.00 (15.00%) 0 (0.0%)
Estatus Medio-bajo 1000 (45.50%) ~ 9.00 (45.00%) 500 (25.00%) o oo
socioeconémico Medio-alto 6.00 (27.30%)  8.00 (40.00%)  8.00 (40.00%)
Alto 1.00 (4.50%)° 0 (0.0%)? 7.00 (35.00%)°
0, 0, 0,
Lugar de residencia VP2 11.00(50.00%)  6.00(30.00%)  3.00(15.00%) o
Rural 11.00 (50.00%) 14.00 (70.00%)  17.00 (85.00%)
Neonato
Edad gestacional 40.00(2.00)  40.00 (2.00) 39.00 (3.00) 0.593
(semanas)
(Lj;t:)m'a materna 11.50 (35.25)°  17.50 (28.00)°  480.00 (270.00)>  <0.001
H 0, 0, 0,
Sexo del nifio Nifio 15.00 (68.20%) 13.00(65.00%)  10.00(50.00%) ..
Nifia 7.00 (31.80%)  7.00(35.00%)  10.00 (50.00%)
Nifios a los 6 aios de edad
BMI (kg/m?) 15.92 (1.63) 16.26 (2.36) 15.70 (2.40) 0.819
HC (cm) 51.28+1.62 51.74+1.90 51.48+0.91 0.716
Niveles medios de 101.24 (15.34)° 95.73 (15.82)**  91.16(13.17)®  0.027
glucosa (mg/dL)
Energia
, 1741.91+¢112.46 1811.19+193.94 1711.48+108.47  0.100
(kcal/dia)
Carbohidratos 17 15 (35.00)  191.50 (48.00)  173.50 (34.50)  0.522
totales
Ingesta de Azdcares 91.70+14.61  81.63+17.62 92.28+16.19  0.086
macronutrientes simples
(g/dia) Lipidos totales 74.63+20.97  76.38+16.33 72.2649.71 0.638
_ Acido 5.80 (4.00) 6.60 (5.00) 6.95 (4.20) 0.758
linoleico
Proteinas 61.50 (23.15)  68.80(18.70)  64.90(13.02)  0.442
totales

ILos datos se presentaron como media + DE para los datos paramétricos, n (%) para los datos
categdricos, y como mediana (IQR) para los datos no paramétricos. *Valores de p para las
diferencias entre los grupos COGNIS. ANOVA para las variables con distribucion normal, Kruskal-
Wallis para las variables que no presentaban distribucion normal, y test Chi-cuadrado o exacto
de Fisher para las variables categdricas. Los valores que no compartieron el mismo sufijo (ab)
fueron significativamente diferentes en el test de Bonferroni post-hoc. Los valores de p<0.05
estdn marcados en negrita. BF: lactancia materna; BMI: indice de masa corporal; EF: formula
infantil experimental; FP: formacion profesional; GWG: ganancia de peso durante el embarazo;
HC: perimetro cefdlico; 1Q: coeficiente intelectual; IQR: rango intercuartil; kcal: kilocalorias; NS:
sin estudios; pBMI: indice de masa corporal preconcepcional; SE: empleo estable; SF: formula
infantil estandar; TC: contrato temporal.
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- Diferencias entre los grupos COGNIS en la conectividad funcional del

hipotalamo en estado de reposo a los 6 aiios

Comparado con el grupo EF, el grupo BF presentd mayor conectividad funcional
(FC) entre el MH vy el giro frontal inferior (IFG) (Figura 6B), asi como menor FC entre el
MH y el putamen izquierdo extendido hacia la insula media (Figura 6A). Ademas, los
nifios de los grupos alimentados con EF y BF mostraron menor FC entre el MH y la
corteza del cingulo anterior (ACC) en comparacién con los nifios alimentados con SF
(Figura 6C). No se encontraron diferencias en la FC del hipotdlamo lateral entre los

grupos de estudio (Tabla 4).

EF>BF BF>EF SF>EF+BF

24

Figura 6. Diferencias entre grupos en la conectividad funcional en estado de reposo del
hipotdlamo medio. Esta figura muestra diferentes imdgenes cerebrales del hipotdlamo medio.
Las barras de color representan el valor de intensidad de la conectividad o valor t. (A) EF > BF:
MH-putamen extendido hacia insula; (B) BF > EF: MH-IFG; (C) SF > EF + BF: MH-ACC dorsal. ACC:
corteza del cingulo anterior; BF: lactancia materna; EF: formula infantil experimental; IFG: giro
frontal inferior; MIH: hipotdlamo medio; SF: formula infantil estandar. Ir a la Tabla 4 para ver las
regiones cerebrales indicadas.
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Tabla 4. Diferencias entre los grupos de estudio en la conectividad funcional en estado

de reposo del hipotdlamo medio.

Region cerebral H X, Y, 2 t CS Contraste

Putamen extendido haciainsula L -22,6,14 4.28 116 EF>BF
IFG R 46,44,2 4.73 118 BF>EF
ACC dorsal L -12,48,18 4.96 158 SF>EF+BF

Las coordenadas (x, y, z) se dan de acuerdo con el Atlas en el espacio estandar del Instituto
Neuroldgico de Montreal (MNI). ACC: corteza del cingulo anterior; BF: lactancia materna; CS:
tamario del cluster; EF: formula infantil experimental; H: hemisferio; IFG: giro frontal inferior; L:
izquierdo; R: derecho; SF: formula infantil estdndar; t: valor de intensidad de la conectividad.
Todos los resultados presentados superaron un umbral de p<0.001 y un cluster de 110 vixeles.

- Analisis de la ingesta dietética en los niiios del proyecto COGNIS hasta los 18

meses de vida

La ingesta dietética se analizd de los 6 a los 18 meses de edad en los tres grupos
de estudio para evaluar su adecuacion a las recomendaciones nutricionales (Figura 7 y

Tabla 5).

A los 6 meses de edad, los grupos de férmula (SF y EF) presentaron un valor
energético total (AMDR %) de CHs, azucares simples y lipidos mds adecuado,

comparados con los lactantes alimentados al pecho (BF) (p = < 0.001).

A los 12 meses de edad, el grupo SF mostré una ingesta energética mas adecuada
de acuerdo con las ingestas dietéticas de referencia (DRI) (g/dia) comparado con el
grupo EF (p = 0.006). Sin embargo, se encontré un AMDR de azlcares simples mas
adecuado en los lactantes alimentados con EF comparados con los alimentados con SF
y BF (p = < 0.001). Finalmente, los lactantes alimentados al pecho mostraron menor
déficit de lipidos, considerando el AMDR, comparados con ambos grupos de formula
infantil (p = 0.001), asi como menor déficit de acido linolénico de acuerdo con las DRI,

comparado con el grupo SF (p = 0.003).
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A los 18 meses de edad, se observé un AMDR de azucares simples mayor en los
lactantes alimentados con SF comparados con los lactantes alimentados con BF y EF (p
= < 0.001). Ademas, el grupo SF mostré déficit de lipidos considerando el AMDR,
comparado con el grupo BF (p = 0.006).
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Figura 7. Diferencias significativas en la ingesta dietética de los nifios COGNIS hasta los 18 meses
de vida. (A) 6 meses de edad; (B) 12 meses de edad; (C) 18 meses de edad. AMDR: valor
energético total; BF: lactancia materna; CHs: carbohidratos; DRI: ingesta dietética de referencia;
EF: formula infantil experimental; kcal: kilocalorias; SF: formula infantil estandar. El AMDR de
los azucares simples no ha sido determinado. Los valores se clasificaron como adecuado o exceso
de acuerdo con el mdximo nivel de ingesta, <25% de la ingesta energética total diaria [139]. Los
valores que no compartian el mismo sufijo (ab) fueron significativamente diferentes en el test
post-hoc de Bonferroni. **p<0.01, ***p<0.001.
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Tabla 5. Adecuacidn de la ingesta dietética a las recomendaciones nutricionales en los

grupos COGNIS de los 6 a los 18 meses de edad.

6 Meses 12 Meses 18 Meses
Nutrientes SF EF BF , SF EF BF ) SF EF BF ,
(n=20) (n=18) (n=20) (n=20) (n=17) (n=20) (n=21) (n=16) (n=19) g
- Déficit 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
a;?ecuaci()n Adecuado 11 (55.0%) 13 (72.2%) 15(75.0%) 0.348 16(80.0%) 5(29.4%)> 13 (65.0%)>> 0.006 8(38.1%) 5(31.3%) 8(42.1%) 0.802
2o Exceso 9(45.0%) 5(27.8%) 5 (25.0%) 4(20.0%)2 12 (70.6%)> 7 (35.0%)ab 13 (61.9%) 11(68.8%) 11 (57.9%)
Déficit 4(20.0%) 4(22.2%)  1(5%) 4(20.0%) 3 (17.6%) 5 (25.0%) 2(9.5%)  1(6.3%) 0 (0%)
kcal/kg/dia
adecuacién Adecuado 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0.270 3 (15.0%) 0 (0%) 1 (5.0%) 0.591 0 (0%) 1(6.3%) 2(10.5%) 0.448
2o Exceso 16 (80.0%) 14 (77.8%) 19 (95.0%) 13 (65.0%) 14 (82.4%) 14 (70.0%) 19(90.5%) 14 (87.5%) 17 (89.5%)
Déficit 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
éxiﬁ,{nas Adecuado 20 (100%) 18 (100%) 20 (100%) - 20(100%) 17 (100%) 20 (100%) - 21(100%) 16(100%) 19 (100%) -
Exceso 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Déficit 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Gramos de
proteina/kg/ Adecuado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
dia FAO Exceso 20 (100%) 18 (100%) 20 (100%) 20(100%) 17 (100%) 20 (100%) 21(100%) 16 (100%) 19 (100%)
Déficit 1(5.0)2 0(0%)2 14 (70.0%)P 1 (5.0%) 0 (0%) 4(20.0%) 0(0%)  3(18.8%)  6(31.6%)
AMDR CHs Adecuado 18 (90.0%) 18 (100%)® 6 (30.0%)> <0.001 17 (85.0%) 15 (88.2%)  16(80.0%)  0.140 21(100%) 13(81.3%) 13 (68.4%) 0.110
Exceso 1 (5.0%) 0 (0%) 0 (0%) 2(10.0%) 2 (11.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
AMDR Adecuado 19 (95.0%)2 17 (94.4%)2 2 (10.0%)b 0(0%)a 14 (82.4%)> 2 (10.0%) 2(9.5%) 11(68.8%)° 11 (57.9%)°
Azlcares <0.001 <0.001 <0.001
simples* Exceso 1(5.0%)2 1(5.6%) 18 (90.0%) 20 (100%)2 3 (17.6%)> 18 (90.0%) 19(90.5%)2 5(31.3%)> 8 (42.1%)°
Déficit 5(25.0%) 6 (33.3%) 1(5.0%) 15 (75.0%)2 11 (64.7%)° 5 (25.0%) 12(57.1%)2 5(31.3%)2b 2 (10.5%)°
ﬁ,’;’:g:s Adecuado 12 (60.0%)2 11 (61.1%)° 1(5.0%)° <0.001 5(25.0%) 6 (35.3%) 9 (45.0%) 0.001 9(42.9%) 8(50.0%) 12 (63.2%) 0.006
Exceso 3(15.0%)* 1(5.6%)> 18 (90.0%)b 0 (0%)2 0 (0%)2 6 (30.0%)> 0(0%) 3 (18.8%)20 5 (26.3%)b
Déficit 11 (55.0%) 11 (61.1%) 17 (85.0%) 19(95.0%) 13(76.5%) 17 (85.0%) 20(95.2%) 14 (87.5%) 19 (100%)
E:(')éﬂ? Adecuado 0 (0%) 1(5.6%) 1(5.0%) 0.069 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0318  0(0%) 0 (0%) 0(0%)  0.269
Exceso 9(45.0%) 6(33.3%) 2 (10.0%) 1(5.0%)  4(23.5%) 3 (15.0%) 1(4.8%)  2(12.5%) 0 (0%)
Déficit 11 (55.0%) 11 (61.1%) 17 (85.0%) 20 (100%)2 14 (82.4%)ab 12 (60.0%)> 21(100%) 13 (81.3%) 17 (89.5%)
E:(')é:gg Adecuado 0 (0%) 1(5.6%) 1(5.0%) 0.069 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.003 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  0.118
Exceso 9(45.0%) 6(33.3%) 2 (10.0%) 0(0%)a  3(17.6%)% 8 (40.0%) 0(0%)  3(18.8%)  2(10.5%)
Déficit 15 (75.0%) 13 (72.2%) 11 (55.0%) 19(95.0%) 15(88.2%) 19 (95.0%) 21(100%) 15 (93.8%) 18 (94.7%)
:—I\SEF)’EFAS Adecuado 5(25.0%) 5(27.8%) 9(45.0%) 0.348 1(5.0%) 2 (11.8%) 1 (5.0%) 0.669 0 (0%) 1(6.3%) 1(5.3%) 0.528
Exceso 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Déficit 19 (95.0%) 17 (94.4%) 20 (100%) 19(95.0%) 16 (94.1%) 20 (100%) 21(100%) 15(93.8%) 19 (100%)
:—’\?:“:F)’EFAS Adecuado  1(5.0%)  1(5.6%) 0(0%) 0.756  1(5.0%) 1(5.9%) 0 (0%) 0.746 0 (0%) 1(6.3%) 0(0%)  0.275
Exceso 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Los datos se presentan como n (%) para los datos categdricos. ‘Los valores de p son las
comparaciones entre grupos COGNIS. El test Chi-cuadrado o exacto de Fisher se llevo a cabo para
las variables categoricas. Los valores que no compartian el mismo sufijo (ab) fueron
significativamente diferentes el test post-hoc de Bonferroni. Negrita: valor de p<0.05. AMDR:
valor energético total;, BF: lactancia materna; CHs: carbohidratos; DRI: ingesta dietética de
referencia; EF: formula infantil experimental; FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura [137]; kcal: kilocalorias; SF: formula infantil estandar; n-3 PUFAs:
dcidos grasos poliinsaturados omega 3; n-6 PUFAs: dcidos grasos poliinsaturados omega 6. *El
AMDR de los azucares simples no ha sido determinado. Los valores se clasificaron como
adecuado o exceso de acuerdo con el mdximo nivel de ingesta, <25% de la ingesta energética
total diaria [139].

- Asociacion entre la conectividad funcional en estado de reposo a los 6 afios y

la ingesta dietética durante los primeros 18 meses de vida

Se llevaron a cabo andlisis de correlacion para evaluar las asociaciones potenciales
entre la FC en estado de reposo en nifos a los 6 afios y su ingesta dietética hasta los 18
meses de edad. Como se muestra en la Figura 8A, los nifios que tomaron leche materna
mostraron mayor conectividad en el MH-IFG, que se asocié con menor AMDR de
azucares simples o energia aportada por los azucares simples a la ingesta energética
diaria total (%) a los 6 meses de edad (r=-0.503; p = 0.047). Ademas, los nifios del grupo
BF mostraron una asociacion negativa entre la misma red (MH-IFG) y la ingesta de acido
linoleico (g/dia) alos 12 meses de edad (r=-0.511; p = 0.043; Figura 8B). Curiosamente,
la FC del cerebro no se correlaciond con la nutricién precoz a los 18 meses de edad en
los nifios alimentados con leche materna. De forma similar, no se encontraron
asociaciones significativas entre la nutricién precoz a los 6, 12 y 18 meses y la

conectividad del hipotalamo en ninguno de los grupos COGNIS de férmula infantil.
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Figura 8. Asociaciones entre la conectividad funcional en estado de reposo a los 6 afios de edad
y la nutricion precoz a los 6 meses (A) y a los 12 meses (B) de edad en el grupo BF. AMDR: valor
energético total; BF: lactancia materna; IFG: giro frontal inferior; MH: hipotdlamo medio.

- Asociacion entre los niveles medios de glucosa y la conectividad funcional en

estado de reposo en los nifios COGNIS a los 6 afios

Finalmente, también se analizaron las asociaciones potenciales entre la FC en
estado de reposo del hipotdlamo y los niveles medios de glucosa en los nifios COGNIS a
los 6 anos de edad. Sin embargo, independientemente de los grupos de estudio, no se

encontraron asociaciones significativas entre estas dos variables a esta edad.
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ESTUDIO 2. Efectos a largo plazo de la nutricion precoz con leche materna o
féormula infantil, y su impacto potencial en el control de la homeostasis de la glucosa

en nifios sanos a los 6 afios de edad: seguimiento del estudio COGNIS.

- Poblacion de estudio

Después de los abandonos, 110 nifios asistieron a la visita de seguimiento de los 6
anos (SF: n = 39; EF: n = 39; BF: n = 32); de ellos, 92 tenian datos validos de
monitorizacion continua de la glucosa (CGM) (SF: n = 32; EF: n = 32; BF: n = 28) (Figura

9).

ESTUDIO
COGNIS

) ) 5
n=220 n=285 n=_85 n=50
E=21 E=12 E=1
D=4 D=4 D=7
B n=69 ][ n=42 ]
I E=2 —E=3
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) =
| EB= l __E=
—D=2 —D=6 — D=
s ) [ % ) ([ e )
D=9 - p=17 — D=5
n=32 n=28

6 aiios de edad
Acudieron a la visita: n = 110*
Adecuados para analisis: n =92

n=32
Datos de glucosa (n = 32)
Ingesta dietética (n = 30)
Datos antropométricos (n = 32)

Datos de glucosa (n = 32)
Ingesta dietética (n = 29)
Datos antropométricos (n = 32)

Datos de glucosa (n = 28)
Ingesta dietética (n = 27)
Datos antropométricos (n = 28)
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Figura 9. Abandonos y exclusiones desde la visita basal hasta los 6 afios de edad. BF: lactancia
materna; D: abandonos; E: exclusiones; EF: formula infantil experimental; n: tamafio de muestra;
SF: formula infantil estdndar. Hasta los 18 meses de vida, un total de 40 lactantes fueron
excluidos en los dos grupos de formula (SF y EF), como se ha descrito previamente: 24 fueron
excluidos en el grupo SF (1 por hipoxia perinatal, 1 por déficit del crecimiento, no relacionado
con la formula infantil, 15 por no tomar la formula infantil, 2 por cdlico del lactante, 3 por
intolerancia a la lactosa, 1 por intervencion quirudrgica digestiva, 1 por hidrocefalia); 16 lactantes
fueron excluidos en el grupo EF (2 por déficit de crecimiento, no relacionado con la formula
infantil, 2 por intolerancia a la lactosa, 11 por no tomar la formula infantil, 1 por ataque
epiléptico). Mientras que en el grupo de lactancia materna (BF), un nifio fue excluido por no
tomar lactancia exclusiva después de los 2 meses de edad. En las visitas de sequimiento, los
abandonos se debieron a que los padres de los participantes decidieron no seguir participando
en el estudio. Después de los abandonos, 110* nifios (SF: 39; EF: 39; BF: 32) acudieron a la visita
de seguimiento de los 6 afios. Sin embargo, no todos los padres que acudieron a dicha visita
quisieron que sus hijos llevaran el dispositivo de 24 h de monitorizacion continua de glucosa
(CGM). Los datos medios de glucosa se recogieron con el dispositivo de CGM durante una media
de 7 dias. Aquellos nifios que tuvieran menos de 3 dias de registro no fueron incluidos en el
andlisis final. Por ultimo, a los 6 afios de edad, 92 nifios fueron incluidos en el andlisis del presente
estudio (SF: n =32; EF: n =32; BF: n = 28).

- Caracteristicas basales de los padres y los nifios a los 6 afios participando en el

estudio COGNIS

Las caracteristicas basales de los nifios participando en el estudio COGNIS vy sus
padres se muestran en la Tabla 6. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio en la edad de la madre, el nivel educativo de
los padres, y el nivel socioecondmico. Las madres de los lactantes alimentados al pecho
(BF) eran significativamente mayores (p = 0.015) con respecto a las de los lactantes
alimentados con EF y tenian mayor nivel educativo (p = 0.002) comparadas con ambos
grupos de férmula (SF y EF). Los padres de los lactantes alimentados con BF tenian
mayor nivel educativo (p = 0.005) comparados con los alimentados con EF. Los padres
(madres y padres) de los lactantes del grupo BF tenian mayor nivel socioeconémico (p =
0.004) comparados con ambos grupos de férmula. Sin embargo, los padres (madres y
padres) de los tres grupos de estudio mostraron 1Q similar. Ademas, las madres tenian
pBMI y GWG similar, y fueron principalmente no fumadoras durante el embarazo y no
desarrollaron diabetes mellitus gestacional. Los lactantes nacieron principalmente por
parto vaginal. En cuanto a las caracteristicas antropométricas (peso, longitud y HC) de

los neonatos, no se encontraron diferencias entre los grupos de estudio.
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Tabla 6. Caracteristicas basales de los padres y neonatos por grupos de estudio?.

SF (n =32) EF (n=32) BF (n = 28) p?
Madre
Edad (afos) 30.61+6.602>  30.81+4.64° 34.04+4.54 0.015
1Q (puntos) 106.03+12.29 102.94+14.86 107.54+14.63 0.43
pBMI (kg/m?) 24.33 (4.79) 25.28 (7.24) 24.29 (3.76) 0.74
GWG (kg) 5.6015.43 6.3615.02 6.3213.28 0.79
No 32(100.00%) 30(93.80%) 28 (100.00%)
GDM Si 0 (0%) 2 (6.30%) 0 (0%) 033
No 25(78.10%)  29(90.60%) 26 (92.90%)
Fumé durante el embarazo Si 7 (21.90%) 3 (9.40%) 2 (7.10%) 0.23
) Vaginal 24(75.00%) 22 (68.80%) 22 (78.60%)
Tipo de parto Cesarea 8(25.00%) 10 (31.30%) 6 (21.40%) 0.68
L No 24 (75.00%) 27 (87.10%) 24 (85.70%)
Depresion postparto Si 8(25.00%) 4 (12.90%) 4 (14.30%) 0.39
NS/Primarios 2 (6.30%) 9 (29.00%) 2(7.10%)
. . Secundarios 10 (31.30%)2 7 (22.60%)2b 1 (3.60%)b
Nivel educativo FP 13 (40.60%) 8 (25.80%) 9(32.10%) 2002
Universitarios/PhD 7 (21.90%)2 7 (22.60%)2 16 (57.10%)>
Desempleada 6 (18.80%) 3(9.40%) 4 (14.30%)
0, 0, 0,
Empleo Ama de casa 1(3.10%) 3(9.40%) 0 (0%) 032
TC 2 (6.30%) 7 (21.90%) 4 (14.30%)
SE 23(71.90%) 19 (59.40%) 20 (71.40%)
Padre
Edad (afios) 32.30£7.24  33.48:6.43 36.36t4.38  0.055
1Q (puntos) 108.93+11.39 103.00+16.75 109.28+10.73 0.16
NS/Primarios 6(18.80%)*> 13 (41.90%)° 3 (10.70%)3
. . Secundarios 16 (50.00%) 8 (25.80%) 7 (25.00%)
Nivel educativo FP 4(1250%) 7 (22.60%) 6(21.40%) 0005
Universitarios/PhD 6 (18.80%)2b 3 (9.70%)b 12 (42.90%)2
Desempleado 5(15.60%) 2 (6.90%) 1(3.60%)
Amo de casa 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Empleo TC 4 (12.50%) 2 (6.90%) 3(10.70%) 053
SE 23(71.90%) 25 (86.20%) 24 (85.70%)
Padres
Bajo 5(15.60%)*® 6 (18.80%)° 0 (0%)>
Nivel soci o Medio-bajo 16 (50.00%) 14 (43.80%) 7 (25.00%) 0.004
Vel socloeconomico Medio-alto 9(28.10%)  10(31.30%)  11(39.30%) .
Alto 2 (6.30%)2 2 (6.30%)2 10 (35.70%)b
L Urbana 11 (34.40%) 11 (34.40%) 6 (21.40%)
Lugar de residencia Rural 21(65.60%) 21(65.60%) 22 (78.60%) 4
Neonato
Edad gestacional (semanas) 40.00 (2.00)  40.00 (3.00) 39.50 (3.00) 0.71
Peso al nacimiento (kg) 3.34+0.44 3.46+0.53 3.39+0.41 0.57
Longitud al nacimiento (cm) 51.00(3.00) 51.00 (3.60) 51.00 (2.30) 0.91
HC al nacimiento (cm) 35.00 (2.00)  34.50 (1.10) 35.00 (2.00) 0.45
Lactancia materna (dias) 14.50 (21.50)= 13.50 (33.00)2 390.00 (270.00)*> <0.001
Sexo Nifio 21(65.60%) 19 (59.40%) 11 (39.30%) 011
Nifia 11 (34.40%) 13 (40.60%) 17 (60.70%) :
0 7 (21.90%) 7 (22.60%) 4 (14.30%)
Hermanos >1 25(78.10%) 24 (77.40%)  24(85.70%) 08
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Los datos paramétricos se presentaron como media * DE, los datos categdricos como n (%), y
los no paramétricos como mediana (IQR). 2Valores de p para las diferencias entre los grupos de
estudio. ANOVA se llevé a cabo para las variables con distribucion normal, el test de Kruskal
Wallis para las variables que no presentaban distribucion normal, y el test Chi-cuadrado o exacto
de Fisher para las variables categéricas. Los valores que no compartian el mismo sufijo (ab)
fueron significativamente diferentes en el test post-hoc de Bonferroni. Negrita: valores de p <
0.05. BF: lactancia materna; EF: formula infantil experimental; FP: formacion profesional; GDM:
diabetes mellitus gestacional; GWG: ganancia de peso durante el embarazo; HC: perimetro
cefdlico; 1Q: coeficiente intelectual; IQR: rango intercuartil; NS: sin estudios; pBMI: indice de
masa corporal pregestacional; SE: empleo estable; SF: formula infantil estandar; TC: contrato
temporal.

En cuanto a las caracteristicas basales a los 6 afios de edad, no se encontraron
diferencias en los datos antropométricos entre los grupos de estudio (Tabla 7). La
delgadez, de acuerdo con la clasificacion del porcentaje de masa grasa (BFM) por
pliegues, no se considerd en los siguientes analisis, porque solo habia un nifio clasificado
como delgado en el grupo SF. Por otra parte, no se clasificé a ningun nifio como delgado
seglin TANITA®. Finalmente, sobrepeso y obesidad se definieron como exceso de peso

(EW) en los siguientes analisis.
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Tabla 7. Caracteristicas antropométricas basales de los nifios a los 6 afios?.

Pardmetro SF (n =32) EF (n=32) BF (n = 28) p? Pad’

Edad (afios) 6.08(0.11)  6.08(0.14) 6.06(0.11) 0.76 -

BMI (kg/m2) 16.19(2.68) 16.40(2.42) 16.02(2.21) 0.86 0.65

Peso (kg) 22.74+4.19 22.57+3.59 22.95+3.71 0.93 0.80

Talla (cm) 116.76+4.43  115.86+4.65 117.42+4.84 0.43 0.80

BAZ 0.61+1.28 0.80+1.14 0.66+1.02 0.80 0.93

WAZ 0.51+1.22 0.55+1.05 0.63+1.08 0.91 0.90

HAZ 0.09+0.86 -0.04+0.84 0.28+0.94 0.38 0.91

HC (cm) 51.71+1.75 51.63+1.60 51.68+1.15 0.98 0.26

TS (mm) 9.80 (4.80)  9.90(4.70)  9.84(4.45) 093 0.84

SS (mm) 5.70(2.68)  6.05(1.95)  5.83(2.10) 0.94 0.85

BFM (%) pliegues 16.18 (10.35) 16.32(7.84) 20.36(9.66) 0.89  0.96
Delgadez 1(3.20%) 0 (0%) 0 (0%)

Clasificacion BFM Normopeso 22 (71.00%) 25(78.10%) 21 (75.00%)

por pliegues Sobrepeso 5(16.10%) 3 (9.40%) 5(17.90%) 087 )
Obesidad 3(9.70%) 4 (12.50%) 2 (7.10%)

BFM (%) TANITA® 19.41+4.57 19.56+4.59 21.04+4.36 0.35 0.35
Delgadez 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Clasificaciéon BFM por  Normopeso 21 (65.60%) 21(67.70%) 16 (64.00%)

TANITA® Sobrepeso 6(18.80%)  5(16.10%) 5 (20.00%) 099 )
Obesidad 5(15.60%)  5(16.10%) 4 (16.00%)

Los datos paramétricos se presentaron como media * DE, los datos categdricos como n (%), y
los no paramétricos como mediana (IQR). 2Valores de p para las diferencias entre los grupos de
estudio. 3Valores de p para las diferencias entre los grupos de estudio ajustados por edad
materna, y el nivel educativo y socioecondmico de los padres mediante un andlisis multivariado.
ANOVA se llevé a cabo para las variables con distribucion normal, el test de Kruskal Wallis para
las variables que no presentaban distribucion normal, y el test Chi-cuadrado o exacto de Fisher
para las variables categoricas. BAZ: z-score del indice de masa corporal para la edad; BF:
lactancia materna; BFM: masa grasa corporal; EF: formula infantil experimental;, HAZ: z-score
de la talla para la edad: HC: perimetro cefdlico; IQR: rango intercuartil; SF: formula infantil
estdndar; SS: plieque subescapular; TANITA®: impedancia bioeléctrica; TS: pliegue del triceps;

WAZ: z-score del peso para la edad.

88



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

- Anadlisis multiescala de la entropia (MSE) en nifios a los 6 afios.

a) Andlisis MSE por grupos de estudio a los 6 afios

Las caracteristicas basales de los datos de glucosa a los 6 afios segun grupo de
estudio se muestran en la Tabla 8. El grupo BF presentd significativamente menores
niveles medios de glucosa y niveles medios de glucosa ajustados comparado con el
grupo SF (pagj = 0.026; pagj = 0.005, respectivamente). Sin embargo, cuando se
consideraron los minimos y maximos de los niveles medios de glucosa, se observaron
niveles minimos similares entre los tres grupos de estudio, y mayores niveles maximos
en el grupo EF comparado con el grupo BF (p = 0.045) (Figura 10). Los niveles ajustados
de glucosa fueron los datos expresados en periodos de tiempo, especificamente en
periodos de 3 minutos desde 3 a 30 minutos, para conseguir el mismo espacio entre dos
puntos consecutivos de tiempo cualquiera. El incremento del MSE a los 3-30 minutos
fue estadisticamente significativo entre los grupos de estudio, pero después de ajustar
por las variables confusoras, la edad materna, y el nivel educativo y socioecondmico de
los padres, la significacidon se perdid. Finalmente, el coeficiente de variaciéon (CV) de la
glucosa fue menor en los nifios alimentados con BF comparados con los del grupo EF

(pag; = 0.014).
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Tabla 8. Datos basales de glucosa a los 6 afios seguin grupo de estudio®.

Datos de glucosa SF (n =32) EF (n=32) BF (n = 28) pP* Ppad’

Niveles medios de glucosa (mg/dL) 95.98+9.38% 94.1349.08*" 90.10+8.26° 0.040 0.026

Niveles medios de glucosa ajustados 101.8049.50° 99.99+9.05*" 94.96+8.78" 0.015 0.005

(mg/dL)

Incremento MSE 3’-30’ 0.194+0.089* 0.236+0.096° 0.254+0.104° 0.048 0.081
CV glucosa 0.185+0.037* 0.190+0.035* 0.169+0.025° 0.046 0.014
CV glucosa (%) 18.49+3.69%°  19.02+3.55% 16.92+2.46° 0.046 0.014

los datos paramétricos se presentaron como media + DE. *Valores de p para las diferencias
entre los grupos de estudio. *Valores de p para las diferencias entre los grupos de estudio
ajustados por edad materna, y el nivel educativo y socioeconémico de los padres mediante un
andlisis multivariado. ANOVA se llevé a cabo para las variables con distribucion normal. Los
valores que no compartian el mismo sufijo (ab) fueron significativamente diferentes en el test
post-hoc de Bonferroni. Negrita: valores de p < 0.05. El incremento MSE 3’-30’ no tiene unidades
de medida. BF: lactancia materna: CV: coeficiente de variacion de la glucosa; EF: formula infantil
experimental; Incremento MSE 3’-30’: incremento multiescala de la entropia a los 3’-30°; SF:
formula infantil estandar.

p =0.045
_. 200~

= SF
o mE EF
£ 150-

© BN ©F
S

> 1004

(o]0]

()

©

o 50-

)

2

2 0-

Minimo Maximo

Figura 10. Minimos y mdximos de los niveles medios de glucosa por grupo de estudio. Los datos
se presentan como media + DE. *Valor de p para las diferencias entre los grupos EF y BF.
BF: lactancia materna; EF: formula infantil experimental; SF: formula infantil estandar.
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Después, se calculdé el MSE o variabilidad de la glucosa expresado como media y
DE en cada grupo de estudio, asi como los valores de p después de comparar los grupos
en pares (SF vs. EF, SF vs. BF, EF vs. BF) para los diferentes periodos de glucosa mostrados
en la Tabla 9. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de formula,
ni entre nifos alimentados con EF y BF. Sin embargo, los nifilos que tomaron SF y BF
presentaron diferencias significativas en el MSE a los 9, 12, 15, 18, 21, 24 y 30 minutos
de tiempo, siendo mayor el MSE en el grupo BF comparado con el grupo SF (p = 0.045;
p=0.034; p=0.048; p = 0.037; p = 0.016; p = 0.045; p = 0.021, respectivamente) (Tabla
9).

Tabla 9. MSE de los nifios a los 6 afios de edad de acuerdo con el tipo de alimentacion

recibida durante los primeros 18 meses de vida.

Minutos SF (n=32) EF (n = 32) BF (n = 28) pt p? p?

MSE 3’ 0.175+0.057 0.186+0.047 0.196+ 0.043 0.40 0.11 0.40
MSE 6’ 0.217+0.071 0.233+0.059 0.249+ 0.059 0.31 0.059 0.30
MSE 9’ 0.244+0.084 0.267+0.074 0.285+0.072 0.25 0.045 0.33
MSE 12’ 0.270+0.094 0.296+0.086 0.321+0.089 0.25 0.034 0.28
MSE 15’ 0.290+0.106 0.319+0.097 0.343+£0.100 0.24 0.048 0.35
MSE 18’ 0.304+0.109 0.344+0.105 0.364+ 0.107 0.14 0.037 0.47
MSE 21’ 0.316+0.109 0.363+0.117 0.388+0.113 0.10 0.016 0.41
MSE 24’ 0.342+0.124 0.390+0.126 0.407+£0.120 0.13 0.045 0.59
MSE 27’ 0.361+0.128 0.407+0.129 0.428+0.134 0.15 0.054 0.56
MSE 30’ 0.369+0.132 0.423+0.135 0.450+0.132 0.11 0.021 0.45

Los datos se presentan como media * DE. Valores de p para las diferencias entre los grupos de
estudio: p* SF vs EF; p? SF vs BF; p® EF vs BF. Negrita: valores de p < 0.05. El MSE no tiene unidades
de medida. BF: lactancia materna; EF: formula infantil experimental; MSE: entropia multiescala;
SF: formula infantil estandar.
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b) Andlisis MSE de acuerdo con el catch-up y la velocidad de crecimiento durante

los primeros meses de vida

Después de estudiar el MSE de acuerdo con el catch-up de crecimiento, no se
encontraron resultados significativos, ni para el WAZ ni para el WLZ. Por otro lado, se
analizé el MSE considerando la velocidad de crecimiento calculada segun las ganancias
de longitud y peso. Sin embargo, no se encontraron datos significativos desde el
nacimiento a los 18 meses de vida en lo que respecta a la velocidad de crecimiento de

acuerdo con la ganancia de longitud.

Por otra parte, no se encontraron resultados significativos de los 6 a los 18 meses
de edad en cuanto a la velocidad de crecimiento de acuerdo con la ganancia de peso,
pero si se encontraron diferencias significativas desde el nacimiento a los 6 meses de
vida. En lo que respecta a los niveles medios de glucosa ajustados, no se encontraron
diferencias significativas entre los tres grupos (velocidad de ganancia de peso Normal,
Rapida, y Lenta). No obstante, se observéd mayor MSE en los nifios con velocidad de
ganancia de peso Normal, comparados con los Rapidos a los 3, 9, 12, 15, 18, 21, 24y 27
minutos (p = 0.026; p = 0.045; p = 0.037; p = 0.025; p = 0.030; p = 0.019; p = 0.022; p =
0.045, respectivamente). Es mads, también se encontré mayor MSE en el grupo de
velocidad de ganancia de peso Lenta comparado con los Rdpidosalos 3, 6,9, 12, 15, 18,
21 y 24 minutos (p = 0.023; p = 0.047; p = 0.045; p = 0.026; p = 0.029; p = 0.025; p =
0.017; p = 0.017, respectivamente). De hecho, se encontraron valores similares de MSE

entre los nifios de velocidad de ganancia de peso Normal y Lenta (Tabla 10).
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Tabla 10. Analisis MSE de acuerdo con la velocidad de ganancia de peso desde el

nacimiento hasta los 6 meses de vida.

Minutos NWGV (n=57) RWGV(n=12) SWGV (n=19) pt p? p?

MSE 3’ 0.191+0.050 0.159+0.041 0.195+0.040 0.026 0.75 0.023
MSE 6’ 0.238+0.066 0.205+0.047 0.243+0.053 0.058 0.71 0.047
MSE 9’ 0.271+0.082 0.232+0.052 0.277+£0.066 0.045 0.75 0.045
MSE 12’ 0.301+0.096 0.256+0.056 0.312+0.076  0.037 0.63 0.026
MSE 15’ 0.326+0.108 0.270+0.063 0.331+0.083 0.025 0.81 0.029
MSE 18’ 0.345+0.113 0.288+0.069 0.357+£0.095 0.030 0.65 0.025
MSE 21’ 0.363+0.119 0.298+0.071 0.380+0.109 0.019 0.58 0.017
MSE 24’ 0.388+0.131 0.321+0.074 0.405+0.110 0.022 0.57 0.017
MSE 27’ 0.410+0.139 0.347+0.082 0.409+0.112 0.045 0.98 0.085
MSE 30’ 0.424+0.142 0.364+0.094 0.432+0.116  0.085 0.81 0.087
Glucosa ajustada 97.8319.51 102.131£7.45 101.06£10.33 0.10 0.24 0.74

Los datos se presentan como media + DE. Valores de p para las diferencias entre grupos segun
la velocidad de ganancia de peso: p* Normal vs Rdpida; p?> Normal vs Lenta; p?> Répida vs Lenta.
Negrita: valores de p < 0.05. El MSE no tiene unidades de medida. MSE: entropia multiescala;
NWGV: velocidad de ganancia de peso Normal; RWGV: velocidad de ganancia de peso Rdpida;
SWGV: velocidad de ganancia de peso Lenta.

c) Andlisis MSE a los 6 afios por grupos de estudio de acuerdo con el BFM

calculado usando las ecuaciones de Slaughter.

Para saber si el tipo de alimentacidn recibida durante los primeros 18 meses de
vida podria afectar a la homeostasis de la glucosa en nifios a los 6 afos, se llevé a cabo
un analisis MSE por cada grupo de estudio de acuerdo con el porcentaje de grasa

corporal (BFM) calculado con las ecuaciones de Slaughter (Tablas 11y 12).

Se compararon los nifios normopeso (NW) por grupo de estudio (Tabla 11), y los
nifios con exceso de peso (EW) también por grupo de estudio (Tabla 12). Los nifios NW
que recibieron SF presentaron significativamente menor MSE comparados con los nifios
NW que recibieron lactancia materna de los 12 a los 30 minutos (p =0.012; p =0.011; p
= 0.006; p = 0.003; p = 0.007; p = 0.006; p = 0.002, respectivamente) (Tabla 11). Sin
embargo, no se encontraron diferencias entre los grupos de estudio en los nifios con EW
(Tabla 12).
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Tabla 11. Andlisis MSE por grupo de estudio a los 6 afios en los nifios normopeso (NW),

calculado usando las ecuaciones de Slaughter.

Minutos

SF (n=22)

EF (n = 25)

BF (n =21)

Vi

p

MSE 3’

MSE 6’

MSE 9’

MSE 12’
MSE 15’
MSE 18’
MSE 21’
MSE 24’
MSE 27
MSE 30’

0.167+0.056*
0.206+0.070°
0.233+0.081°
0.257+0.090°
0.274+0.100°
0.287+0.101°
0.299+0.103°
0.323+0.113%
0.337+0.113%
0.346+0.116°

0.176+0.043°

0.221+0.054°

0.253+0.068°?
0.281+0.077%°
0.302+0.088%°
0.325+0.094%°
0.340+0.102%°
0.364+0.103*°
0.388+0.116%°
0.403+0.1212°

0.197+0.0472
0.251+0.065%
0.288+0.078°?
0.325+0.096"
0.352+0.105°
0.373+0.108°
0.398+0.114°
0.419+0.123°
0.441+0.131°
0.464+0.134°

0.045
0.019
0.018
0.012
0.011
0.006
0.003
0.007
0.006
0.002

Los datos se presentan como media + DE. *Valor de p para las diferencias entre grupos de estudio:
SF, EF y BF. Se realizo ANOVA. Los valores que no compartian el mismo sufijo (ab) fueron
significativamente diferentes en el test post-hoc de Bonferroni. Negrita: valores de p < 0.05. El
MSE no tiene unidades de medida. BF: lactancia materna; EF: formula infantil experimental;
MSE: entropia multiescala; SF: formula infantil estandar.

Tabla 12. Analisis MSE por grupo de estudio a los 6 afios en los nifios con exceso de peso

(EW), calculado usando las ecuaciones de Slaughter.

Minutos SF(n=8) EF(n=7) BF(n=7) Pt

MSE 3’ 0.200+0.064 0.222+0.047 0.193+0.032 0.82
MSE 6’ 0.251+0.078 0.278+0.057 0.242+0.042 0.82
MSE 9’ 0.283+0.095 0.316+0.080 0.277+0.056 0.92
MSE 12’ 0.315+0.106 0.352+0.099 0.308+0.066 0.91
MSE 15’ 0.344+0.119 0.381+0.108 0.318+0.082 0.67
MSE 18’ 0.365+0.123 0.415+0.119 0.337+0.107 0.68
MSE 21’ 0.371+0.125 0.441+0.140 0.355+0.114 0.85
MSE 24’ 0.408+0.142 0.473+0.163 0.370+0.110 0.64
MSE 27’ 0.436+0.149 0.472+0.159 0.388+0.146 0.57
MSE 30’ 0.446+0.155 0.491+0.163 0.407+0.125 0.64

Los datos se presentan como media + DE. *Valor de p para las diferencias entre grupos de estudio:
SF, EF y BF. Se realiz6 ANOVA. El MSE no tiene unidades de medida. BF: lactancia materna; EF:

formula infantil experimental; MSE: entropia multiescala; SF: formula infantil estdndar.
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d) Andlisis MSE a los 6 afios sin considerar los grupos de estudio de acuerdo con

el BFM calculado usando las ecuaciones de Slaughter.

Después de clasificar la poblacion de estudio por porcentaje de masa grasa
calculado usando las ecuaciones de Slaughter (NW: n =68y EW: n = 22), se observé que
los niveles medios de glucosa ajustados fueron significativamente mayores en los nifios
NW comparados son los EW (NW: 100.15+9.16; EW: 94.91+9.45; p = 0.029). Sin
embargo, estos valores de glucosa se encontraban dentro del rango normal en ambos
grupos. Ademas, se encontraron diferencias significativas en el MSE entre los dos
grupos. De hecho, se encontré mayor MSE en el grupo EW comparado con el grupo NW
solo a los 3 y 6 minutos (p = 0.047; p = 0.045, respectivamente). Sin embargo, la

significacion desaparecio de los 9 a los 30 minutos.

e) Andlisis MSE a los 6 afios considerando los grupos de estudio de acuerdo con

el BFM medido usando impedancia bioeléctrica (TANITA®).

Para corroborar los datos obtenidos con los pliegues, se clasificd la poblacidn de
estudio seguin el porcentaje de masa grasa medido con TANITA® de acuerdo con el tipo
de alimentacidn recibida durante los primeros 18 meses de vida. En cuanto a los niveles
medios de glucosa ajustados, no se encontraron diferencias en el grupo SF (NW:
102.9049.94; EW:99.7118.68; p = 0.36), el grupo EF (NW: 99.99+10.33; EW: 99.80+6.66;
p = 0.95) o el grupo BF (NW: 97.62+5.54; EW: 90.54+12.59; p = 0.14). Es importante
destacar que estos niveles medios ajustados de glucosa se encontraban dentro del rango
normal. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos de

estudio en cuanto al MSE y el BFM medido con bioimpedancia.
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f) Andlisis MSE a los 6 afios de acuerdo con el BFM medido con TANITA®.

Cuando se clasifico la poblacién de estudio por porcentaje de masa grasa medido
con TANITA® (NW: n = 58; EW: n = 30), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos en los niveles medios de glucosa ajustados (NW: 100.39+9.20;
EW: 96.99+10.09; p = 0.13). Una vez mas, los niveles medios de glucosa ajustados se
encontraban dentro del rango normal en ambos grupos. Tampoco se encontraron

diferencias significativas en el MSE entre los nifos NW y EW.

- Anadlisis de la ingesta dietética en los nifios COGNIS a los 6 afios.

A continuacidn, se analizo la ingesta dietética de los nifios COGNIS a los 6 afos
(Tablas 13 y 14). Se observé que la energia aportada por los aztcares simples a la ingesta
energética diaria total (AMDR) fue significativamente mayor en el grupo BF comparado
con el grupo EF (p = 0.040). Esta significacién se mantuvo tras ajustar por los factores
confusores, incluida la edad materna, y el nivel educativo y socioeconémico de los

padres (pqgj = 0.017) (Tabla 13 y Figura 11).
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Figura 11. AMDR de los azucares simples por grupos de estudio a los 6 afios. Los datos se
presentan como media *+ DE. Los valores que no compartian el mismo sufijo (ab) fueron
significativamente diferentes en el test post-hoc de Bonferroni. Valor de p para las diferencias
entre los grupos EF y BF. AMDR: valor energético total; BF: lactancia materna; EF: formula
infantil experimental; SF: formula infantil estandar.

No obstante, después de comparar el AMDR de los azucares simples con las DRI,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
estudio (p = 0.085) y el AMDR de azucares simples fue adecuado de acuerdo con las DRI
(SF: 76.70%; EF: 93.10%; BF: 70.40%) (Tabla 13). Ademas, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en la ingesta de azucares
simples (p = 0.17), incluso después de ajustar por las variables confusoras (paq = 0.19)
(Tabla 13). En cuanto a las ingestas de EPA y DHA (g/dia), el grupo EF presenté mayores
ingestas comparado con el grupo SF (p = 0.006; p = 0.008, respectivamente); después de
ajustar por las variables confusoras, las diferencias desaparecieron (padj = 0.057; padj =

0.053, respectivamente) (Tabla 13).
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Tabla 13. Ingesta dietética de los nifios y su adecuacion a las recomendaciones

nutricionales a los 6 afnos.

SF EF BF
Nutriente ! Pad?
(n=30) (n=29) (n=27)
kcal/dia totales 1653.03+£324.36 1740.93+272.28 1663.70+247.75 0.44 0.30
TDEE (kcal/dia) 1755.98+135.60 1778.97+165.00 1758.52+147.21 0.82 0.61
kcal calculadas (kcal/dia) 1627.47+321.44 1711.69+270.11 1634.70+246.77 0.46 0.31
kcal/kg/dia 74.55+19.70 76.68+16.75 72.34+13.83 0.64 0.57
Proteinas totales (g/dia) 66.02+16.53 69.31+12.06 63.75+12.40 0.32 0.16
AMDR proteinas (%) 16.21+2.11 16.27+1.99 15.58+1.72 0.35 0.22
Gramos de proteina/kg/dia 2.99+0.79 3.0810.62 2.82+0.64 0.37 0.33
CHs totales (g/dia) 182.73134.44 181.76+30.39 182.89+37.93 0.99 0.98
AMDR CHs (%) 45.32+5.34 42.77+5.48 44.63+4.52 0.15 0.17
AzUcares simples (g/dia) 89.27+14.77 83.57+18.86 92.55+20.28 0.17 0.19
AMDR azucares simples (%)* 22.5745.213° 19.84+4.632 22.75+4.40° 0.040 0.017
Lipidos totales (g/dia) 70.27+19.39 78.60+19.60 72.01+10.94 0.16 0.11
AMDR lipidos (%) 38.47+5.00 40.96+5.42 39.78+4.08 0.15 0.17
SFAs (g/dia) 25.58+7.04 27.85+7.48 25.87+5.47 0.38 0.29
MUFAs (g/dia) 30.1249.36 34.29+10.02 30.30+5.51 0.12 0.094
PUFAs (g/dia) 8.43+2.68 9.59+3.60 9.12+2.48 0.35 0.37
Acido linoleico (g/dia) 6.79+2.33 7.47+2.77 7.06+2.03 0.55 0.55
Acido linolénico (g/dia) 0.79+0.35 0.84+0.27 0.76+0.18 0.34 0.41
ARA (g/dia) 0.11+0.06 0.12+0.07 0.10+0.05 0.55 0.30
EPA (g/dia) 0.03£0.04° 0.14+0.23° 0.11+0.17*° 0.006 0.057
DPA (g/dia) 0.03+0.03 0.04+0.05 0.03+0.04 0.64 0.53
DHA (g/dia) 0.13£0.10° 0.30+0.34° 0.25+0.26*° 0.008 0.053
n-6 PUFAs (g/dia) 5.81+2.11 6.79+2.51 6.3611.93 0.23 0.25
AMDR n-6 PUFAs (%) 3.17+0.80 3.52+1.03 3.54+1.09 0.27 0.37
n-3 PUFAs (g/dia) 0.77+0.38 0.90+0.34 0.75+0.25 0.19 0.11
AMDR n-3 PUFAs (%) 0.43+0.18 0.48+0.19 0.42+0.13 0.25 0.42
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los nifios y su adecuacién a las

SF EF BF
Nutriente p' Pad?
(n=30) (n=29) (n=27)
Déficit 12 (63.20%) 7 (41.2%) 6 (54.5%)
;<c.a~|/d|)a totales adecuacion a las DRI Adecuado 4(21.10%) 6 (35.30%) 4 (36.40%) 0.67 )
nifios
Exceso 3 (15.80%) 4 (23.50%) 1(9.10%)
Déficit 6 (54.50%) 6 (50.00%) 8 (50.00%)
kcal/dia totales adecuacion a las DRI
(nifias) Adecuado 3(27.30%) 5 (41.70%) 7 (43.80%) 0.86 -
i
Exceso 2 (18.20%) 1(8.30%) 1(6.30%)
Déficit 13 (68.40%) 13 (76.50%) 8 (72.70%)
kcal/kg/dia adecuacion a las DRI
(nifios) Adecuado 2 (10.50%) 2 (11.8%) 3 (27.30%) 048 -
nifios
Xceso . (] . (] (]
E 4(21.10% 2 (11.80% 0 (0%
Déficit 9 (81.80%) 5 (41.70%) 12 (75.00%)
rci'/kf/d'a adecuacion a las DRI Adecuado 2 (18.20%) 5 (41.70%) 3 (18.80%) 022 -
nifias
Exceso 0 (0%) 2 (16.7%) 1(6.30%)
Déficit 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
AMDR proteinas adecuacion a las DRI Adecuado 30 (100%) 29 (100%) 27 (100%) - -
Exceso 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Déficit 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Gramos de prc.)tema/kg/dla adecuacion Adecuado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) ) )
a recomendaciones FAO
Exceso 30 (100%) 29 (100%) 27 (100%)
Déficit 11 (36.70%) 19 (65.50%) 15 (55.60%)
AMDR CHs adecuacién a las DRI Adecuado 19 (63.30%) 10 (34.50%) 12 (44.40%) 0.079 -
Exceso 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0, 0, 0,
AMDR aziicares simples adecuaciona  Adecuado 23 (76.70%) 27 (93.10%) 19 (70.40%) soss
las DRI Exceso 7 (23.30%) 2 (6.90%) 8 (29.60%) :
Déficit 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
AMDR lipidos adecuacién a las DRI Adecuado 5(16.70%) 2 (6.90%) 5(18.50%) 0.43 -
Exceso 25 (83.30%) 27 (93.10%) 22 (81.50%)
Déficit 27 (90.00%) 21 (72.40%) 23 (85.20%)
Acido linoleico adecuacién a las DRI Adecuado 0 (0%) 0 (0%) 1(3.70%) 0.16 -
Exceso 3 (10.00%) 8 (27.60%) 3(11.10%)
Déficit 24 (80.00%) 20 (69.00%) 24 (88.90%)
Acido linolénico adecuacién a las DRI Adecuado 0 (0%) 1(3.40%) 0 (0%) 0.30 -
Exceso 6 (20.00%) 8 (27.60%) 3(11.10%)
Déficit 29 (96.70%) 26 (89.70%) 23 (85.20%)
AMDR n-6 PUFAs adecuacién a las DRI Adecuado 1(3.30%) 3(10.30%) 4 (14.80%) 0.31 -
Exceso 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Déficit 26 (86.70%) 26 (89.70%) 24 (88.90%)
AMDR n-3 PUFAs adecuacion a las DRI Adecuado 4 (13.30%) 2 (6.90%) 3(11.10%) 0.82 -
Exceso 0 (0%) 1(3.40%) 0 (0%)
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Los datos paramétricos se presentan como media + DE y los categdricos como n (%). *Los valores
de p son las comparaciones entre grupos COGNIS. Los valores de p para las diferencias entre los
grupos de estudio ajustados por la edad de la madre, y el nivel socioeconémico y educativo de
los padres mediante un andlisis multivariante. ANOVA se llevo a cabo para las variables con
distribucion normal, y el test Chi-cuadrado o exacto de Fisher se llevé a cabo para las variables
categdricas. Los valores que no compartian el mismo sufijo (ab) fueron significativamente
diferentes en el test post-hoc de Bonferroni. Negrita: valor de p<0.05. Las kilocalorias totales se
refieren a la intesta energética total de la dieta por dia. El gasto energético diario total (TDEE)
se calculé usando la siguiente ecuacion: kcal/dia (nifios) = 88.5 — (61.9 x edad [afios]) + AF x
[(26.7 x peso [kg]) + (903 x talla [m])] + 20 y kcal/dia (nifias) = 135.3 — (30.8 x edad [afios]) + AF
x [(10.0 x peso [kg]) + (934 x altura [m])] + 20 (DRI 3-8 afios de edad); AF: actividad fisica. Las
kilocalorias calculadas se obtuvieron usando la siguiente ecuacion: kcal calculadas = (ingesta
proteinas x 4) + (ingesta carbohidratos x 4) + (ingesta lipidos x 9). Kcal/kg/dia se calculd
dividiendo las kcal calculadas entre el peso. AMDR: valor energético total; ARA: dcido
araquidonico; BF: lactancia materna; CHs: carbohidratos; DHA: dcido docosahexaenoico; DPA:
dcido docosapentaenoico; DRI: ingesta dietética de referencia; EF: formula infantil experimental;
EPA: dcido eicosapentaenoico; FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura [137]; kcal: kilocalorias; MUFAs: dcidos grasos monoinsaturados; n-3 PUFAs:
dcidos grasos poliinsaturados omega 3; n-6 PUFAs: dcidos grasos poliinsaturados omega 6; SF:
formula infantil estandar; SFAs: dcidos grasos saturados; TDEE: gasto energético diario total. *El
AMDR de los azucares simples no ha sido determinado. Los valores se clasificaron como
adecuado o exceso de acuerdo con el mdximo nivel de ingesta, <25% de la ingesta energética
total diaria [139].
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Tabla 14. Ingestas dietéticas de referencia (DRI) [137,139] a los 6 afios.

INGESTAS DIETETICAS DE REFERENCIA (DRI) A LOS 6 ANOS

kcal/dia totales adecuacion a las DRI Niflos  Déficit <1709
Adecuado 1709-2064
Exceso >2064
Nifias  Déficit <1598
Adecuado 1598-1824
Exceso >1824
kcal/kg/dia adecuacién a las DRI Niflos  Déficit <84
Adecuado 84-98
Exceso >98
Nifias  Déficit <74
Adecuado 74-95
Exceso >95
AMDR (%) proteinas adecuacion a las DRI Déficit <10
Adecuado 10-30
Exceso >30
el A adesadin o o
Adecuado 0.72-0.89
Exceso >0.89
AMDR (%) CHs adecuacion a las DRI Déficit <45
Adecuado 45-65
Exceso >65
AMDR (%) azucares simples adecuacion alas DRI  Adecuado <25
Exceso >25
AMDR (%) lipidos adecuacion a las DRI Déficit <25
Adecuado 25-35
Exceso >35
Acido linoleico (g/dia) adecuacién a las DRI Déficit <10
Adecuado 10
Exceso >10
Acido linolénico (g/dia) adecuacién a las DRI Déficit <0.90
Adecuado 0.90
Exceso >0.90
AMDR (%) n-6 PUFAs adecuacion a las DRI Déficit <5
Adecuado 5-10
Exceso >10
AMDR (%) n-3 PUFAs adecuacion a las DRI Déficit <0.60
Adecuado 0.60-1.20
Exceso >1.20
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AMDR: valor energético total;, CHs: carbohidratos; DRI: ingesta dietética de
referencia; FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura; kcal: kilocalorias; n-3 PUFAs: dcidos grasos poliinsaturados
omega 3; n-6 PUFAs: dcidos grasos poliinsaturados omega 6.

- Asociacion entre las medidas antropomeétricas, los datos de glucosa y laingesta

dietética a los 6 ainos.

Se llevaron a cabo andlisis de correlaciones parciales para evaluar las potenciales
asociaciones entre las medidas antropométricas, los datos de glucosa y la ingesta

dietética en toda la poblacién de estudio a los 6 afios.

Como se muestra en la Figura 12, el BAZ presentd una correlacion positiva con el
AMDR de proteinas (%) (r = 0.293, paqj = 0.005). El HAZ tuvo también una asociacion
positiva con el AMDR de proteinas (%) (r = 0.213, pagj= 0.042), y con las ingestas de DPA
(r = 0.245, pagi= 0.019) y DHA (r = 0.222, paqj = 0.033) (g/dia). El porcentaje de grasa
corporal por pliegues mostré correlacion positiva con el AMDR de las proteinas (%)
también (r = 0.246, pag; = 0.018), asi como el BFM (%) obtenido con la TANITA® que
presentd también una asociacion positiva con el AMDR de las proteinas (r = 0.338, pagj=
0.001) (Figura 13). Finalmente, el CV de la glucosa mostré una correlacion positiva con

la ingesta total de carbohidratos (g/dia) (r = 0.302, paqj= 0.006) (Figura 14).
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Figura 12. Correlacion parcial para evaluar la asociacion potencial entre los datos
antropométricos y la ingesta dietética a los 6 afios, ajustada por grupo de estudio, edad materna,
y el nivel educativo y socioeconémico de los padres. AMDR: valor energético total; BAZ: z-score
del indice de masa corporal para la edad; DHA: dcido docosahexaenoico; DPA: dcido
docosapentaenoico; HAZ: z-score de la talla para la edad.
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Figura 13. Correlacion parcial para evaluar la asociacion potencial entre el BFM y la ingesta
dietética a los 6 afos, ajustada por grupo de estudio, edad materna, y el nivel educativo y
socioecondmico de los padres. AMDR: valor energético total;, BFM: masa grasa corporal;
TANITA®: impedancia bioeléctrica.
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Por el contrario, se encontraron correlaciones negativas entre los niveles medios
ajustados de glucosa (mg/dL) y las ingestas totales de proteinas (r =-0.222, pagj= 0.047),

lipidos (r =-0.229, pagi= 0.039) y 4cidos grasos saturados (r =-0.284, paqi= 0.010) (Figura

14).
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Figura 14. Correlacion parcial para evaluar la asociacién potencial entre los datos de glucosa y
la ingesta dietética a los 6 afos, ajustada por grupo de estudio, edad materna, y el nivel
educativo y socioeconémico de los padres. El CV de la glucosa no tiene unidades de medida. Aj:
niveles medios de glucosa ajustados; CHs: carbohidratos; CV glucosa: coeficiente de variacion de
la glucosa; SFAs: dcidos grasos saturados.
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DISCUSION
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DISCUSION

El periodo de lactancia constituye una ventana de oportunidad, en los primeros
1000 dias de vida, para intervenir y reducir el riesgo de desarrollar enfermedades
metabdlicas a largo plazo. La homeostasis de la glucosa depende, entre otras, de
determinadas funciones del cerebro, pancreas, hepatocitos o del tejido adiposo. Estos
6rganos estdn involucrados en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa y
contindan su diferenciacidén y crecimiento durante el periodo de lactancia, siendo por
tanto vulnerables durante este periodo. De hecho, se ha observado que la
sobrealimentacidn en este periodo podria llevar a hiperinsulinemia y alteraciones en la

sefializacion de la insulina [54], asi como a la hiperplasia del tejido adiposo [175].

La obesidad y la diabetes se han convertido en un problema mundial de salud
publica durante las ultimas décadas, afectando con mas frecuencia a la poblacion
pediatrica [176—-178]. Es bien sabido que la obesidad es un factor de riesgo causal para
el desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la glucosa y resistencia a la insulina,
precediendo a la DT2 [179-181], mientras que la pérdida de peso se asocia con menor
incidencia de DT2 en individuos que presentan alteraciones en la tolerancia a la glucosa
[181]; por lo que mayor adiposidad general podria promover la resistencia a la insulina.
Con el aumento de la incidencia de ambas enfermedades, identificar las ventanas de
susceptibilidad que contribuyen a su programacion, es clave para llevar a cabo
estrategias de intervencidn. En este sentido, el periodo de lactancia se ha identificado
como una ventana critica de oportunidad para el establecimiento de la composicién
corporal y la sensibilidad a la insulina, porque es un periodo de gran plasticidad

metabdlica en todos los tejidos [54].

En la presente tesis doctoral se han evaluado los efectos a largo plazo en la funcién
cerebral y los niveles de glucosa en nifios sanos a los 6 ainos de edad, dependiendo del
tipo de alimentacidon recibida durante los primeros 18 meses de vida. Ademas, se
estudio la asociacién entre los datos de monitorizacidon continua de glucosa (CGM), el

porcentaje de masa grasa corporal (BFM), y la ingesta dietética de los nifios a los 6 afios.
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Es importante destacar que todos los participantes estaban sanos, tenian una funcion
cerebral normal, y los niveles de glucosa se encontraban dentro del rango normal a los

6 anos.

1. Asociacidn entre la nutricidn precoz durante los primeros 18 meses de vida,
la conectividad funcional en el hipotalamo, y los niveles de glucosa a los 6

afos de edad.

Nuestros resultados mostraron que, a los 6 afios, los nifos alimentados con EF y
BF tenian menor conectividad funcional (FC) entre el hipotdlamo medio (MH) y la
corteza del cingulo anterior (ACC) ventral comparados con los que fueron alimentados
con SF. Ademas, los nifios alimentados con BF presentaron mayor FC entre el MH y el
giro frontal inferior (IFG), asi como menor FC entre el MH y el putamen izquierdo
extendido hacia la insula media, comparado con los nifios alimentados con EF. Estas
areas son regiones clave en el sistema de saliencia, que estd involucrado en el
procesamiento de estimulos de saliencia, motivacidon por comer, y el deseo heddnico
por consumir alimentos. En efecto, esa mayor conectividad encontrada en la red MH-
IFG en el grupo BF se asocié con menor valor energético total (AMDR) de los azucares
simples a los 6 meses de edad. En cuanto a la ingesta de acido linoleico a los 12 meses,
se comprobd una asociacién negativa con la misma red (MH-IFG), pero solo en los nifios

alimentados con leche materna (BF).

De acuerdo con los resultados obtenidos, los nifios alimentados con EF y BF
presentaban menor FC entre el MH y el ACC ventral a los 6 aflos comparados con los
nifios que recibieron SF. EI ACC ventral es parte del sistema de saliencia junto con la
insula y el putamen. Una mayor FC en esta red podria promover el consumo de
alimentos altamente caldricos [29]. Por tanto, es posible que los nifios que recibieron SF
puedan inclinarse hacia un desarrollo de elecciones de alimentos menos sanos en etapas
posteriores de la vida, comparado con los nifios que fueron alimentados con EF y BF,
aumentando el riesgo de desarrollar obesidad. Esta similitud en la FC entre EF y BF

podria deberse a que la EF se enriquecid con diferentes nutrientes bioactivos [LC-PUFAs,
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componentes de la membrana del glébulo graso de la leche (MFGM), simbidticos,
ganglidsidos, nucledtidos, y dacido sidlico] para acercarse mas nutricional y

funcionalmente a la leche materna humana.

Es bien sabido que los LC-PUFAs (DHA y ARA) juegan un papel esencial en el
desarrollo del cerebro, contribuyendo al crecimiento de las neuronas y las sinapsis
neuronales, asi como al funcionamiento de los neurotransmisores [182]. La
suplementacion con aceite de pescado (fuente nutricional de LC-PUFAs) durante el
embarazo parece intervenir en el desarrollo del funcionamiento de las redes cerebrales
en reposo en sus hijos en edad escolar (9.5 a 19 afos de edad) [183]. Igualmente, se ha
demostrado que los componentes de la MFGM influyen de forma positiva en el
desarrollo cerebral [184]. Resultados recientes del estudio COGNIS sugieren que la
suplementacion de las formulas infantiles con componentes de la MFGM, LC-PUFAs, y
simbidticos podria estar asociada a efectos beneficiosos a largo plazo en el desarrollo
neurocognitivo y la estructura cerebral a los 6 afios [121]. Los ganglidsidos por otra
parte, tienen funciones importantes en la neurogénesis y la reparacién neuronal,
encontrandose en gran abundancia durante el desarrollo en el hipocampo, que es
responsable de la memoria y funciones cognitivas mayores [90]. Las férmulas infantiles
suplementadas con nucledtidos han mostrado estar asociadas con un aumento en el
crecimiento encefalico, relacionado con la funcidn cognitiva a largo plazo [185].
Finalmente, el acido sidlico es un nutriente esencial para el desarrollo cerebral y la

cognicién [186].

Es importante destacar que a los 6 afios de edad los nifios no son completamente
auténomos en la toma de decisiones alimentarias, porque no estan a cargo de decidir
los alimentos que se compran ni del menu diario de la familia, principalmente es
decisién de los padres. Una mayor conectividad entre el MH y el IFG se ha relacionado
con mejor control de la ingesta de alimentos e inhibicidn cognitiva [187]. La activacién
del IFG esta involucrada en la supresion del deseo por los alimentos y resistir la
tentacioén, lo que parece asegurar que no ocurra una sobrealimentacidn [188]. Por tanto,
nifios que tengan un comportamiento alimentario heddnico podrian ser mas propensos

a comer en exceso en etapas posteriores de la vida; de hecho, se ha observado que nifios
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con mayor interés por la comida han demostrado tener una comunicacién mas débil
entre las regiones de recompensa e inhibicion, promoviendo un mayor disfrute y
consumo de alimentos, asi como comer en ausencia de hambre [187]. En nuestro
estudio, los nifilos que fueron alimentados con BF presentaron mayor FC entre estas
areas, lo que podria traducirse en mejor control en la ingesta de alimentos en la edad
adulta, comparados con los nifios alimentados con EF. Una menor duracion de la
lactancia materna durante la infancia se ha relacionado con peor respuesta a la saciedad
y mayor consumo de alimentos en ausencia de hambre en adolescentes [189]. Entender
si la leche materna influye en el desarrollo de la respuesta a la saciedad y de un
comportamiento alimentario menos heddnico podria ser clave, ya que hoy en dia las
preferencias alimentarias se caracterizan en general por la eleccidén de alimentos de alta
densidad energética, y ademads, la diabetes y la obesidad se han convertido en
problemas de salud publica a nivel mundial, afectando a personas de todas las edades

[190].

En contraste, los nifios alimentados con BF parecen mostrar menor conectividad
entre el MH y las areas de recompensa del cerebro comparados con los niflos que
recibieron EF. Especificamente, MH, insula, y putamen son regiones esenciales en el
sistema de saliencia, que esta involucrado en el procesamiento de estimulos de
saliencia, motivacién por comer y el deseo heddnico por consumir alimentos [191-194].
En este sentido, putamen e insula son conocidos por promover un comportamiento
alimentario con preferencia hacia alimentos mas sabrosos, por ejemplo, alimentos con
alto contenido en lipidos, azlcares simples, y energia [192]. Shapiro et al. [187], en un
estudio realizado en nifilos no obesos entre 3 y 6 afios, encontraron que alteraciones en
el sistema de saliencia y de recompensa aparecen desde etapas precoces de la vida, lo
gue podria constituir un riesgo para el desarrollo de obesidad en edades posteriores y

Ill

en el adulto debido a un consumo excesivo de alimentos. El MH se considera el “centro
de saciedad” del cerebro, por lo que alteraciones en el patron de FC con la insula y el
putamen podrian llevar a una respuesta amplificada hacia las sefiales alimentarias,
promoviendo mayor sensibilidad a la recompensa inmediata y al consumo excesivo de

alimentos de alta densidad calérica [29]. En el presente estudio, los nifios alimentados
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con BF presentaron menor FC entre estas areas, por lo que podrian expresar menor
preferencia por el consumo de alimentos con alta densidad caldrica o una reduccidn en
la motivacién por comer comparados con los nifios que recibieron EF. Esta menor FC
entre estas areas en los nifios alimentados con BF podria explicar los multiples
beneficios atribuidos a la leche materna, como el alto contenido en oligosacaridos de la
leche humana (HMOs), que no estaban presentes en ninguna de las formulas de estudio
o en ninguna de las férmulas infantiles comercializadas cuando empezé el estudio
COGNIS [195-197], y sus beneficios sobre las interacciones microbioma-intestino-
cerebro [126]. Actualmente, las formulas infantiles estan siendo suplementadas con
HMOs o ingredientes que son similares en funcionalidad a los HMOs [198], incluidas las
formulas infantiles desarrolladas para el estudio COGNIS. Curiosamente, se ha
observado que un comportamiento alimentario normal depende de un balance bien
regulado entre mecanismos homeostaticos y heddnicos intestinales y extraintestinales
en el “eje intestino-cerebro”. Determinadas influencias durante la vida precoz pueden
preparar al microbioma intestinal y al cerebro para la adiccién a los alimentos, como es
el consumo de alimentos muy sabrosos y con alto contenido caldrico, cambiando este
balance hacia un comportamiento alimentario heddnico a través de mecanismos

centrales e intestinales [126].

Los niflos alimentados con BF mostraron un patrén dual de FC con las diferentes
areas cerebrales; por una parte, mostraron mayor FC con areas relacionadas con
inhibicidn del comportamiento y, por otro lado, menor FC con las areas de recompensa,
en comparacion con los nifios alimentados con EF. Estos resultados concuerdan con el
modelo neuronal tridadico en problemas alimentarios [199], que propone que una
funcidn balanceada entre el sistema de inhibicidon prefrontal, el sistema de impulsos
estriatal, y el sistema interoceptivo insular, es crucial para una alimentacidén sana. Este
modelo también sugiere que una funcion prefrontal menor y un sistema impulsivo
hiperactivo podria llevar a comer en exceso y por tanto, a un exceso en la ganancia de

peso [199].

En lo que se refiere al analisis de la ingesta dietética en los nifios COGNIS, a los 6

meses de edad, se ha comprobado que los nifios alimentados con férmula infantil (SF y
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EF) tuvieron un AMDR mas adecuado de CHs, azucares simples, y lipidos comparados
con los lactantes alimentados al pecho (BF). Es importante destacar que la leche
materna tiene una composicidn nutricional variable que se adapta a las necesidades
nutricionales del lactante a lo largo del tiempo. La composicion de la leche materna no
se analizé durante el seguimiento; por tanto, la composicién de la misma se estimé
basandonos en la referencia de composicién de la leche materna madura de la base de
datos nutricional nacional del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de
América (USDA) [140]. A los 12 meses de edad, se encontré un AMDR de azucares
simples mds adecuado en los lactantes alimentados con EF comparados con los grupos
SF y BF, y los lactantes alimentados al pecho (BF) presentaron menor déficit de lipidos,
de acuerdo con el AMDR, comparado con ambos grupos de férmula infantil. Esto podria
explicarse por la composicidn de la leche materna humana. Es bien sabido que los lipidos
son la principal fuente de energia en la leche materna, contribuyendo entre el 40-55%
al total de la energia de la leche materna [53,108], por eso el grupo BF presenté mayor
AMDR de lipidos a los 6 meses y menor déficit de lipidos, considerando el AMDR, a los
12 meses de edad. En contraste, la leche humana contiene aproximadamente un 7% de
CHs, siendo la lactosa el principal carbohidrato, y fracciones de CHs adicionales, como
HMOs y fructosa, que contribuyen a un mayor aporte de energia de los CHs y azlcares
simples a la ingesta energética diaria total [200] comparado con ambos grupos de
formula a los 6 meses, y comparado con los lactantes alimentados con EF a los 12 meses
de edad. Delos 6 alos 12 meses de edad, se observé mayor diferencia entre BF y ambos
grupos de formula en la ingesta dietética, porque es un periodo en el que se comienza
con la alimentacién complementaria, junto con la reduccion gradual de la ingesta de
leche materna o férmula infantil [201]. No obstante, a los 18 meses de edad estdn
involucrados otros factores dietéticos, porque su alimentacion ya no se basa
principalmente en leche materna o féormula infantil, y estan integrados casi
completamente en la alimentacién familiar [123]. Por tanto, se observd un patrén
dietético similar entre los lactantes alimentados con BF y EF a esta edad, ya que se
encontré un AMDR de azucares simples mayor en su dieta en los lactantes alimentados

con SF comparados con los grupos alimentados con BF y EF, y ademas, se observé déficit
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de lipidos, considerando el AMDR, en los lactantes alimentados con SF comparados con

el grupo BF.

En cuanto a las asociaciones entre la ingesta de nutrientes durante los primeros
18 meses de vida y la FC cerebral a los 6 afios, se observé que la mayor conectividad en
la red MH-IFG se asocié a un menor AMDR de azucares simples o, en otras palabras,
menor energia aportada por los azucares simples a la ingesta dietética diaria total a los
6 meses de edad, y solo en los nifios que fueron alimentados al pecho (BF). La mayor
conexidon entre MH y IFG se ha asociado con un comportamiento alimentario mas
homeostatico [187]. Estos resultados podrian explicarse por la presencia de HMOs en la
leche materna, que son parte de los componentes de los CHs y tiene varios beneficios
sobre la salud [198], no estando presentes en ninguna de las férmulas infantiles del
estudio, como se ha mencionado anteriormente. Por tanto, es posible que la leche
materna durante los primeros meses de vida pueda conducir a un menor contenido de
azucares simples en la dieta en etapas posteriores de la vida, o que las madres lactantes
puedan estar influyendo de forma positiva sobre la alimentacién de sus hijos hasta los
6 afios de edad, ya que a los 6 aifios no se encontraron diferencias significativas en la
ingesta de azucares simples. Por tanto, la influencia de la lactancia materna sobre la
alimentacion de los nifios durante la infancia podria favorecer una FC mas éptima en el

MH.

Alos 12 meses de edad, se comprobd una asociacion negativa entre la ingesta de
acido linoleico y la red (MH-IFG), también en el grupo BF. Este fue un resultado
inesperado, considerando que el grupo BF presentéd menor déficit de lipidos, de acuerdo
con el AMDR, comparado con los nifios de ambos grupos de férmula a los 12 meses, asi
como menor déficit de acido linolénico de acuerdo con las ingestas dietéticas de
referencia (DRI) comparado con el grupo SF; es mds, la grasa de la leche materna aporta
entre 40-55% del total de la ingesta energética diaria total en lactantes de hasta 6 meses
de edad [53,202], y los LC-PUFAs representan sobre el 15% del total de lipidos en la leche
materna [202]. Sin embargo, estudios en ratones muestran que dietas con alto
contenido en grasa y acido linoleico (22.5% de las kilocalorias) parecen tener un efecto

obesogénico, dando lugar a una mayor ganancia de peso, reduccién de la actividad
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fisica, e induciendo resistencia a la insulina comparado con el grupo control con una
dieta baja en grasas o una dieta con menor contenido en 4cido linoleico (1% de las
kilocalorias) [203]. En este sentido, en otro estudio llevado a cabo en ratones
alimentados con una dieta rica en grasa, se encontrdé un incremento de acido linoleico
en todo el cerebro y en el hipotdlamo, sugiriendo que este PUFA podria estar actuando
como supresor homeostatico en el inicio de la inflamacion en el hipotalamo, provocada
por acidos grasos saturados, lo que podria proteger frente a una disfuncién en la
actividad del hipotdlamo [204]. Por lo tanto, una mayor concentracidn de acido linoleico
en el cerebro podria deberse a su efecto como supresor de la inflamacién del
hipotalamo, mas que debido a ser el factor responsable de dicha inflamacion,
favoreciendo la resistencia a la insulina y otras alteraciones metabdlicas [204]. El
contenido de 4cido linoleico de la dieta parece ser importante para determinar los

efectos que este PUFA podria tener a un nivel metabdlico en el cerebro.

No se encontraron correlaciones significativas entre la FC del cerebro y los niveles
medios de glucosa, ambos medidos a los 6 afios, en ninguno de los tres grupos de
estudio. No obstante, los nifios alimentados al pecho (BF) presentaron menores niveles
medios de glucosa comparados con los alimentados con SF. Esto podria explicarse por
los diversos efectos beneficiosos de la leche materna a corto y largo plazo. La leche
materna se ha relacionado con menor incidencia de obesidad y diabetes (tipo 1y tipo 2)
en etapas posteriores de la vida, ya que esta inversamente asociada con los factores de
riesgo de desarrollar sindrome metabdlico en adultos, incluida la resistencia a la insulina
[43,205,206]. La falta de correlacién entre la FC cerebral y los niveles medios de glucosa
en el presente estudio podria explicarse porque el dispositivo de CGM es un método
innovador, aunque fiable, para medir los niveles de glucosa [207], pero los estudios en
esta area son todavia escasos y principalmente se han llevado a cabo en poblacién con

diabetes.

La principal fortaleza de este estudio es su disefio como estudio longitudinal
prospectivo, aleatorizado a doble ciego. En lo que concierne al estudio COGNIS, es el
primer estudio que intenta analizar las potenciales diferencias, dependiendo del tipo de

alimentacion recibida durante los primeros 18 meses de vida, en la funcién cerebral
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(mediante neuroimagen-fMRI) y los niveles medios de glucosa (mediante un dispositivo
de monitorizacion continua de glucosa: 24h CGM) en nifios sanos nacidos a término,
incluyendo un seguimiento a largo plazo, de hasta 6 afios de edad. Comparado con
estudios previos, la intervencién nutricional implementada en el estudio COGNIS tiene
un valor anadido debido al seguimiento a largo plazoy a la suplementacion de la férmula
experimental (EF) con varios nutrientes funcionales (LC-PUFAs, componentes de la
MFGM, simbidticos, ganglidsidos, nucleédtidos, y acido sidlico). Es bien sabido que la
funcidén cerebral en nifios estd influida por varios factores ambientales, como la
nutricién, el género, y el nivel socioecondmico, entre otros [208-211]. Por tanto, para
obtener resultados y conclusiones consistentes y fiables, varios factores confusores,
previamente mencionados [171-173], fueron considerados para los andlisis
estadisticos. Sin embargo, el presente estudio tiene limitaciones que deben ser
abordadas también: el nimero de abandonos durante los 6 afios de seguimiento del
estudio, y el hecho de que la fMRI en reposo requiera que los nifios se mantengan
guietos; por tanto, algunos de los datos no fueron adecuados para analisis debido a
exceso de movimiento dentro de la resonancia. También es necesario considerar que la
fMRI es incluso mas dificil cuando la evaluacion es en estado de reposo en poblacion
pedidtrica. Cabe destacar que todos los padres que vinieron a la visita de los 6 afios con
sus hijos no quisieron que participaran en la sesién de fMRI o que llevaran el dispositivo
de CGM. En este sentido, la potencia estadistica alcanzada para detectar diferencias
minimas de 0.9 DE en la conectividad cerebral, los niveles medios de glucosa, y la ingesta
dietética entre grupos fue del 70%; por tanto, es necesario llevar a cabo mas estudios
en esta area del conocimiento para corroborar los resultados encontrados, explorando
la posible relacién que puede existir entre la FC en ciertas areas del cerebro y el
desarrollo de comportamientos alimentarios no saludables. Ademads, la DT2 ha sido
asociada con deterioro cognitivo y representa un incremento del riesgo de desarrollar
enfermedades cerebrales [212-214], por lo que es necesario ampliar el conocimiento
en esta drea para prevenir patologias cerebrales asociadas al envejecimiento en etapas

posteriores de la vida.
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2. Asociacion entre los datos de monitorizacion continua de glucosa (CGM), el
porcentaje de masa grasa corporal (BFM), y la ingesta dietética a los 6 afios

de edad.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observaron menores niveles medios
de glucosa y niveles medios de glucosa ajustados en nifios alimentados con BF
comparados con los alimentados con SF, como comentdbamos anteriormente. En lo que
se refiere al coeficiente de variacion (CV) de la glucosa, fue menor en el grupo BF
comparado con los nifios que tomaron EF durante los primeros meses de vida. No
obstante, a pesar de esos niveles de glucosa mas bajos, se observd mayor entropia
multiescala (MSE) en los nifios alimentados con BF comparados con los que recibieron
SF (Figura 15). Sin embargo, es importante tener en cuenta que los niveles de glucosa
se encontraban en rangos normales en los tres grupos de estudio, y el CV de la glucosa
era menor del 20% en todos los grupos. Un CV de glucosa por debajo del 36% en
pacientes con diabetes se asocia con menor variabilidad glicémica o glucémica (GV)
[160]. El CV de glucosa es una herramienta atil en el manejo de la poblacion diabética,

ya que permite diferenciar entre pacientes con alta o baja GV [160].
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Figura 15. Resultados encontrados al estudiar la asociacion entre el tipo de alimentacion recibida
durante los primeros 18 meses de vida, la homeostasis de la glucosa y la composicion corporal
en nifios de 6 anos del estudio COGNIS. BF: lactancia materna; BFM: masa grasa corporal; CGM:
monitorizacion continua de la glucosa; EF: formula infantil experimental;, EW: exceso de peso;
MSE: entropia multiescala; NW: normopeso; SF: formula infantil estdndar; TANITA®: impedancia
bioeléctrica.

Considerando que el MSE mide la irregularidad (variabilidad de la glucosa) y
complejidad de sefales fisioldgicas, como los niveles de glucosa, podria ser util para el
diagnodstico y prondstico de diferentes enfermedades, como la diabetes. Menores
niveles de entropia muestral implicardn mayor regularidad, mientras que mayores
valores implican fluctuacién importante en pacientes diabéticos [162,163], no obstante,
no esta claro el significado real del MSE en nifios sanos. En este sentido, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los nifios alimentados con
férmula infantil de ambos grupos, o entre el grupo EF comparado con el BF; no obstante,
el MSE fue mayor en los nifios alimentados con BF comparados con los que recibieron
SF. Estos resultados sugieren una mayor similitud en la homeostasis de la glucosa entre
los nifios alimentados con EF y los que fueron alimentados con leche materna (Figura
15). Una vez mas, es importante destacar que el estudio se realizé en nifios sanos y que
el CV de glucosa estaba muy por debajo del 36%, indicando baja GV, como se espera en
poblacién sana. Se ha observado que la leche materna puede reducir el riesgo de
diabetes en la infancia. Curiosamente, estudios previos han mostrado que los lactantes
alimentados exclusivamente con leche materna presentaron menores niveles de
insulina, y los alimentados con férmula mayores niveles de insulina postprandiales y una
respuesta prolongada a la insulina comparados con los alimentados al pecho [215], lo
que podria llevar al desarrollo de resistencia a la insulina en edades posteriores, y al
desarrollo de diabetes. Esto podria explicar por qué los nifios que tomaron BF
presentaron mayor MSE comparados con los que recibieron SF. Algo similar ocurre con
otras regulaciones metabdlicas durante la vida precoz, como es el caso del colesterol y
la leche materna. La leche materna se ha asociado con menores niveles de colesterol en
adultos, induciendo una programacion nutricional debido a una exposicidon precoz a
colesterol exdgeno (que se encuentra en mayores niveles en la leche materna), lo que
inhibe la sintesis enddégena de colesterol a través de la disminucion de la regulacién de
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la coenzima A hepatica hidroximetil-glutaril (HMG CoA) reductasa [216]. Por otro lado,
los carbohidratos presentes en la mayoria de las férmulas infantiles son azucares
simples, como jarabe de maiz, que pueden alterar la programacion del colesterol
enddgeno. Otro mecanismo que puede tener efecto en esta relacion es el de los
incrementos en proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9) mediados
por glucosa e insulina de la proteina LDLR, aumentando el LDL [217]. Por tanto, podria
ser posible que las similitudes funcionales encontradas en el presente estudio entre los
nifios alimentados con EF y BF en términos de regulacién de la homeostasis de la
glucosa, puedan estar asociadas con un efecto de programacién precoz de la leche
materna, lo que es imitado parcialmente por la formula experimental suplementada con
algunos de los componentes funcionales presentes en la leche materna humana
(componentes de la MFGM, LC-PUFAs, simbidticos, acido sidlico, nucledtidos, etc.). No
obstante, estos resultados deben tratarse con precaucién, ya que son necesarios mas

estudios para demostrar esta hipotesis.

De acuerdo con resultados previos del estudio COGNIS [218], se continud
explorando la relacion entre la nutricidn precoz y la velocidad de crecimiento y el catch-
up durante los primeros meses de vida, pero en este caso en asociacién con la
homeostasis de la glucosa. Desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad, encontramos
mayor MSE en aquellos nifios que tuvieron una velocidad normal de ganancia de peso
(NWGV) comparados con los que mostraron una velocidad rdpida de ganancia de peso
(RWGV). Ademas, los nifios con una velocidad lenta de ganancia de peso (SWGV)
también mostraron un MSE mayor comparado con aquellos que mostraron una RWGV
en los primeros 6 meses de vida; mientras que se encontraron datos similares de MSE
entre los nifios con NWGV y SWGV. La ganancia de peso infantil es conocida como el
principal indicador de un crecimiento saludable; mayores ganancias de peso entre 3 y
12 meses de edad se han relacionado con mayor riesgo de obesidad y otras patologias
metabdlicas [218]. Los ninos con NWGV y SWGV presentaron mayor MSE, lo que sugiere
un efecto precoz de programacién de una menor velocidad de crecimiento contra el
desarrollo de alteraciones metabdlicas, similar a lo que se observd en los nifos

alimentados con BF (Figura 15).
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A continuacidn, se clasificd la poblacidon de estudio de acuerdo con el porcentaje
de masa grasa corporal (BFM) considerando los tres grupos de estudio. Se calculé el BFM
con los pliegues usando las ecuaciones de Slaughter, y se compard a los nifios con
normopeso (NW) por grupo de estudio. Se observé mayor MSE en los nifios alimentados
con BF comparados con los que recibieron SF, pero no se encontraron diferencias
significativas cuando se compararon los grupos de estudio considerando los nifios que
presentaban exceso de peso (EW). Por otra parte, también se calculd el porcentaje de
masa grasa usando impedancia bioeléctrica (TANITA®), pero no se encontraron

diferencias entre los tres grupos de estudio en el MSE y el BFM (Figura 15).

Al hacer el analisis en toda la poblacién, se encontré un mayor MSE a los 3y 6
minutos en los nifios con EW comparados con aquellos NW (clasificado de acuerdo con
las ecuaciones de Slaughter), pero la significacion desaparecioé entre los 9 y 30 minutos.
Ademads, no se encontraron diferencias en el MSE entre los nifios NW y EW cuando se
clasificaron segun el porcentaje de BFM obtenido con TANITA® (Figura 15). Por lo que
es necesario llevar a cabo mas estudios longitudinales con mayor tamafo de muestra
para corroborar estos resultados, ya que la obesidad es bien conocida por ser un factor

de riesgo en el desarrollo de alteraciones metabdlicas como la DT2 [177].

La mayoria de los estudios en los que se han usado dispositivos de CGM se han
llevado a cabo en poblacion diabética con el objetivo de conseguir un control glucémico
adecuado; no obstante, se han realizado pocos estudios con estos dispositivos en
poblacidn pediatrica sana. Sin embargo, los dispositivos de CGM podrian ser muy utiles
para estudiar patrones de glucosa tempranos en nifios sanos para prevenir futuras
enfermedades metabdlicas y sus patologias asociadas. En un estudio realizado con 26
nifios no diabéticos sanos o con sobrepeso/obesidad de entre 7 y 12 afios, los autores
compararon los resultados del dispositivo de CGM FreeStyle Libre Pro con los niveles de
glucosa en plasma durante un test de 2 horas de tolerancia a la glucosa. Los nifios
participando en el estudio se clasificaron de acuerdo con el BMI por sexo y edad; en
contraste con el presente estudio donde los nifios se clasificaron como delgados,
normopeso, o exceso de peso (sobrepeso u obesidad) de acuerdo con los pliegues e

impedancia bioeléctrica, que constituyen métodos mas fiables de medida de la
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composicidn corporal que solo el BMI, ya que tanto los pliegues como la bioimpedancia
reflejan la distribucidn de la masa grasa. Los participantes llevaron el dispositivo durante
6 dias, similar a nuestro estudio, encontrando buena tolerancia al dispositivo de CGM
entre esos nifios sin diabetes, y los resultados fueron consistentes con los niveles de
glucosa en plasma después del test de tolerancia oral de glucosa. No obstante, se
encontraron diferencias significativas entre ambos métodos en la glucosa en ayunas, el
dispositivo de CGM parecia subestimar los niveles de glucosa en plasma en aquellos
sujetos con sobrepeso/obesidad [219]. Por lo que, en nuestro estudio, los niveles altos
de glucosa encontrados en los nifios con EW podrian haberse subestimado. Sin
embargo, una vez mas, es necesario llevar a cabo mas estudios en poblacion pediatrica

sin diabetes para corroborar estos resultados.

El incremento de adiposidad es conocido como factor de riesgo para un control
subdptimo de la diabetes. En un estudio llevado a cabo en nifios con sobrepeso y
obesidad con DT1, de menos de 21 afios de edad y con un control 6ptimo de la glucosa,
se confirmé que el sobrepeso se asociaba con un mal control glucémico; incluso cuando
el uso de los dispositivos de CGM fue el mismo y se realizaron medidas frecuentes de
glucosa en sangre tanto en los participantes con sobrepeso y obesidad como en los
delgados [220]. No obstante, en el presente estudio no se obtuvieron resultados
concluyentes entre el MSE y el porcentaje de masa grasa corporal, por lo que los
resultados deberian considerarse con cautela; ademas, los nifios con DT1 se clasificaron
como delgados, con sobrepeso u obesos de acuerdo con el BMI segun su edad y sexo
[220], que constituye una medida menos fiable comparada con los pliegues y la

bioimpedancia, usados para determinar el BFM en nuestro estudio.

Finalmente, en un ensayo clinico controlado aleatorizado de 18 meses con 136
participantes con DT1, entre 8 y 17 afios, la composicidon corporal se midié con
absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA) y el BMI, mientras que la GV se midié
durante 3 dias con un dispositivo de CGM junto con la hemoglobina glicosilada (HbA1c).
En contraste con el estudio COGNIS, donde los participantes no son diabéticos, vy el
objetivo era detectar la GV a corto plazo en vez de a largo plazo, obtenida con HbAlc.

Estas fluctuaciones a corto plazo se midieron en nuestro estudio usando un dispositivo
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de CGM, pero durante una media de 7 dias en vez de solo 3 dias. Los autores
encontraron que mayor BMI y adiposidad se relacionaban con mas eventos de
hiperglicemia [221], mientras que en el presente estudio no encontramos resultados
concluyentes, quiza porque se estudiaron nifios sanos, de ahi la necesidad de realizar

mas estudios que permitan corroborar estos resultados.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, una de las intervenciones mas
importantes para mejorar la homeostasis de la glucosa es la dieta, especialmente la
alimentacion temprana [222]. Existen evidencias cientificas de que un consumo elevado
de proteina durante la vida precoz lleva al aumento de la concentracién de insulina, lo
gue promueve la acumulacién de tejido adiposo y el riesgo de sobrepeso, obesidad, y
DT2 en aiios posteriores [215]. Por tanto, intervenciones precoces podrian ser cruciales
para prevenir el desarrollo de diabetes, ya que se ha observado que el sobrepeso o la
obesidad solamente son suficientes para causar resistencia a la insulina y GV [223], lo
gue podria llevar al desarrollo de diabetes en etapas posteriores de la vida. Ademas, se
ha demostrado que el contenido de carbohidratos de una comida y el indice glicémico
o glucémico (Gl) de los carbohidratos consumidos, determinan la respuesta glicémica o
glucémica postprandial. Dietas con carbohidratos de alto Gl han mostrado ser factores
de riesgo para el desarrollo de diabetes, mientras que dietas con carbohidratos de bajo
Gl contribuyen a la pérdida de peso y a la mejora de la accion de la insulina y tolerancia
a la glucosa en individuos obesos con resistencia a la insulina [224]. Teniendo en mente
estas consideraciones, se estudid la ingesta dietética en los ninos COGNIS a los 6 aios.
Se observo que los nifios que fueron alimentados con BF presentaron mayor AMDR de
azucares simples comparados con los niflos que recibieron EF. No obstante, después de
comparar el AMDR de los azucares simples con la DRI, no se encontraron diferencias
entre los grupos de estudio. Ademads, tampoco se encontraron diferencias entre grupos
de estudio en la ingesta de azUcares simples, como se menciond en el primer estudio de
la presente tesis doctoral. Por otra parte, a los 6 afios de edad, los nifios del grupo EF
presentaron mayores ingestas de EPA y DHA (g/dia) comparados con los del grupo SF,
aunque después de ajustar por las variables confusoras, se perdid la significacién

estadistica.
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Curiosamente, tras comparar el BFM y los datos de glucosa con la ingesta dietética
en toda la poblacion de estudio, observamos una correlacion positiva entre el z-score
del BMI para la edad (BAZ), el z-score de la talla para la edad (HAZ), y el porcentaje de
BFM obtenido por pliegues y TANITA®, con el AMDR de las proteinas (%). Estos
resultados concuerdan con el concepto mencionado anteriormente, en el que un
consumo elevado de proteinas promueve el depdsito de tejido adiposo y un mayor
riesgo de desarrollar sobrepeso y obesidad [215]. No obstante, de acuerdo con nuestros
resultados, los tres grupos de estudio presentaban un AMDR adecuado de proteinas
cuando se comparé con las DRI. También se observé una correlacidn positiva entre HAZ,
y las ingestas de DPA y DHA (g/dia). Existen multiples estudios epidemioldgicos que han
mostrado beneficios de los n-3 PUFAs en la salud de la poblacién pediatrica, afectando
de forma positiva al crecimiento de los nifios [225]. Finalmente, el CV de la glucosa
mostrd una correlacion positiva con la ingesta total de carbohidratos (g/dia); por lo que
una mayor ingesta de carbohidratos, especialmente de azlcares simples, podria llevar a
mayor variabilidad glicémica. Por el contrario, se encontré una asociacion negativa entre
los niveles medios ajustados de glucosa (mg/dL) y la ingesta total de proteinas, lipidos,
y acidos grasos saturados (SFAs) (g/dia); estos resultados indican que la mayor ingesta
total de proteinas, lipidos, y SFAs podria asociarse con menores niveles medios de
glucosa. Los aminodcidos modulan la homeostasis de la glucosa, mediante la
modulacion de la liberacidon de insulina [226]; mientras que estudios realizados en
animales han comprobado efectos beneficiosos de los lipidos, en particular n-3 PUFAs,
en la sensibilidad a la insulina y la pérdida de peso. Debido a estos efectos en la pérdida
de peso en roedores obesos, es dificil saber si los n-3 PUFAs tienen efectos directos en
la sensibilidad a la insulina. No obstante, la ingesta de EPA ha mostrado mejorar la
sensibilidad a la insulina en ratones obesos, a pesar de presentar pesos similares [227].
En cuanto a los SFAs, de acuerdo con estudios recientes podrian tener un papel limitado
en el desarrollo de sindrome metabdlico, porque mientras que la ingesta de SFAs se
asocie con patrones dietéticos saludables, su ingesta no estd asociada necesariamente

con efectos negativos para la salud [228]. Es importante sefialar que los efectos
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beneficiosos que pueda tener la ingesta de proteinas y lipidos sobre el BFM y los niveles
medios de glucosa, son producto del efecto sinérgico de todos los nutrientes. Por lo que
mejorar el conocimiento sobre el impacto de alimentos o nutrientes a nivel individual

sobre la salud es complejo, debido a las numerosas interacciones alimento-nutriente.

La principal fortaleza del presente estudio es su disefio; se trata de un ensayo
clinico longitudinal aleatorizado a doble ciego. En contraste con la mayoria de los
estudios mencionados, en el presente estudio se usaron los pliegues y la bioimpedancia
como medidas de adiposidad, en vez del BMI solo, el cual se correlaciona con la grasa
corporal, pero como medida indirecta. De hecho, el BMI no refleja la distribucién de la
grasa corporal como los pliegues o la impedancia bioeléctrica, los cuales constituyen
medidas mas apropiadas y fiables para determinar el porcentaje de masa grasa corporal.
No obstante, en nuestros analisis se incluyeron también BMI y BAZ como medidas
complementarias. Otra fortaleza a destacar es que los nifios llevaron el dispositivo de
CGM una media de 7 dias, lo que nos permitid recoger datos continuos de glucosa a lo
largo del dia y la noche, en vez de solo una medida puntual de glucosa en ayunas. Cabe
destacar que estas medidas de glucosa son en liquido intersticial y no en sangre; no
obstante, diversos estudios han demostrado la fiabilidad de los dispositivos de CGM
comparados con los niveles de glucosa en sangre tanto en niflos con diabetes [220,229],

como sin diabetes [219].

El presente estudio también presenta una serie de limitaciones que deben
mencionarse; la primera es el pequefio tamafo de muestra debido al abandono del
estudio durante los 6 afios de seguimiento, y a no haber podido disponer de mas datos,
debido a que no todos los padres que acudieron a la visita de los 6 afios con sus hijos
quisieron que llevaran el dispositivo de CGM. Sin embargo, la mayoria de los escasos
estudios que se han llevado a cabo en poblacidn pediatrica no diabética tienen un

tamafo de muestra incluso mas pequeno comparado con nuestro estudio [230,231].

En conclusion, existe evidencia escasa sobre la programacion nutricional precoz
de los aspectos dinamicos de la homeostasis de la glucosa, lo que podria ayudar a reducir
el riesgo de desarrollar enfermedades no transmisibles, junto con cambios en el estilo
de vida. Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral sugieren que el tipo de
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alimentacion y la velocidad de crecimiento, concretamente la ganancia de peso, durante
la vida precoz podrian estar asociados con el control de la homeostasis de la glucosa a
los 6 afios. De hecho, la lactancia materna parece tener un efecto de programacion
protector frente al desarrollo de desregulacién de la homeostasis de la glucosa. A los 6
anos, no se encontraron diferencias en el MSE entre los grupos EF y BF, sugiriendo
similitudes funcionales entre ambos. No obstante, a pesar de un mayor MSE, los nifios
con BF presentaron menores niveles medios de glucosa comparados con los nifios que

recibieron SF durante los primeros meses de vida.

Por otra parte, la velocidad de crecimiento durante los primeros 6 meses de vida
parece tener un papel en la homeostasis de la glucosa mas tarde en la infancia. A los 6
meses de edad, los nifios que presentaron una velocidad de ganancia de peso normal y
lenta durante los primeros 6 meses de vida, presentaron mayor MSE; sugiriendo una
programacion precoz de una velocidad de crecimiento menor contra el desarrollo de
alteraciones metabdlicas en etapas posteriores de la vida, algo similar a lo observado en
los nifios alimentados al pecho. Sin embargo, en el presente estudio, no se encontraron
datos concluyentes sobre los efectos a largo plazo de la nutricidn precoz en la obesidad,
pero como se esperaba, la ingesta diaria de proteinas, carbohidratos, y lipidos a los 6

anos mostrd asociaciones significativas con los niveles de glucosa y el CV de la glucosa.

Los resultados obtenidos sugieren que la mejora de las férmulas infantiles con
compuestos bioactivos, las acercan mas a la funcionalidad de la leche materna humana.
Ademads, cabe destacar que la deteccidn de desregulaciones de la glucosa en nifios sanos
podria ayudar al desarrollo de estrategias de intervencidn precoces, como
intervenciones dietéticas tempranas, para prevenir el desarrollo de patologias
metabdlicas (por ejemplo, DT2), en etapas posteriores de la vida. Debido a la falta de
estudios longitudinales en niflos sanos con una intervencidon nutricional temprana, se
deben realizar mas estudios con mayor tamafio de muestra para corroborar los

resultados de la presente tesis doctoral.

124



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

CONCLUSIONES

125



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

126



Tesis doctoral Estefania Diéguez Castillo

CONCLUSIONES

Conclusion 1: Los nifios alimentados con leche materna durante los primeros 18
meses de vida presentaron mayor entropia multiescala (MSE) (variabilidad de la glucosa)
alos 6 afios, comparados con los que recibieron formula estandar; los niflos alimentados
con formula experimental suplementada con diferentes nutrientes bioactivos
mostraron un patron de regulacién de la homeostasis de la glucosa similar a los nifios
alimentados al pecho. A los 6 afios, a pesar de que los nifos que recibieron leche
materna presentaron una mayor MSE o variabilidad de la glucosa, sus niveles medios de
glucosa resultaron mds bajos comparados con el grupo que tomé férmula estandar.
Estos resultados sugieren un efecto de programacién precoz de la leche materna frente

al desarrollo de alteraciones metabdlicas en la vida adulta.

Conclusion 2: A los 6 afios de edad, las variaciones en la conectividad funcional
entre el hipotdlamo medio (MH) y otras areas cerebrales (giro frontal inferior, putamen
extendido hacia insula, corteza cingulada anterior), podrian estar asociadas al tipo de
alimentacion durante los primeros 18 meses de vida (leche materna vs. formulas
infantiles), y a la inclinacién por un comportamiento alimentario heddnico en etapas

posteriores de la vida.

Conclusion 3: Los nifios alimentados al pecho muestran una conectividad
funcional cerebral entre el hipotdlamo medio (MH) y otras areas cerebrales (giro frontal
inferior, putamen extendido hacia insula, corteza cingulada anterior), que parece estar
asociada con un patrén de comportamiento alimentario menos heddnico, es decir, con
menos preferencia hacia el consumo de alimentos con alto contenido en azucares
simples, grasas o alta densidad energética. Sin embargo, la conectividad funcional
cerebral en estas areas en los nifios que recibieron formulas infantiles podria estar
asociada a una preferencia de alimentos con mayor densidad energética y a un consumo
excesivo condicionado por una ingesta mdas heddnica que por razones fisioldgicas,
predisponiendo al desarrollo de enfermedades metabdlicas, como la diabetes tipo 2 o

la obesidad. No obstante, los nifios que recibieron la férmula experimental muestran un
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patron de conectividad funcional cerebral similar entre el MH y la corteza cingulada
anterior a los nifios alimentados al pecho, indicando la posibilidad de desarrollar un
patron de comportamiento alimentario menos heddnico respecto a los nifios

alimentados con formula estandar.

Conclusion 4: No se observa asociacidon significativa entre la conectividad
funcional cerebral en reposo y los niveles medios de glucosa en los nifios a los 6 afios,
independientemente del tipo de alimentacion que recibieron durante los primeros 18

meses de vida.

Conclusion 5: Los nifios con una velocidad Normal o Lenta de la ganancia de peso
durante los primeros 6 meses de vida muestran una mayor variabilidad de la glucosa a
los 6 afios, comparados con los que presentaron una velocidad Rapida de ganancia de
peso. Al igual que el efecto observado en los nifios alimentados al pecho, aquellos que
muestran una velocidad Normal o Lenta de la ganancia de peso podrian asociar una
programacion precoz positiva de los procesos metabdlicos relacionados con la
homeostasis de la glucosa, que los protegeria frente al desarrollo de enfermedades

cronicas no transmisibles en etapas posteriores de la vida.

Conclusion 6: A los 6 afios, el porcentaje de masa grasa (BFM) de los nifios no
mostré asociaciones concluyentes relacionadas con la alimentacion precoz. Estos
resultados inciden en la importancia de otros factores relacionados con el estilo de vida

durante la infancia que van a influir en el desarrollo de obesidad.

Conclusion 7: Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral muestran la
importancia de la deteccidn precoz de desregulaciones de la glucosa en nifios sanos, que
podria ayudar a disefiar nuevas estrategias de intervencidn individualizada en los
primeros 2 afos de vida. El objetivo de estas intervenciones deberia ser optimizar el
desarrollo de la funcionalidad cerebral y de los sistemas metabdlicos implicados en la
regulacion de la glucosa durante la infancia, para prevenir el desarrollo de

enfermedades crdénicas, tales como la obesidad o la diabetes tipo 2 en la vida adulta.
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