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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

DAP: ductus arterioso persistente

DBP: displasia broncopulmonar

DHA: 4cido docosahexaenoico

DS: desviacién estandar

ECN: enterocolitis necrosante

EG: edad gestacional

EPM: edad postmenstrual

ESPGHAN: Sociedad europea de gastroenterologia, hepatologia y nutricion pediatrica

FCP: fallo de crecimiento postnatal

g: gramos

HIV: hemorragia intraventricular

IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1

LHD: leche humana de donante

LM: leche materna

NP: nutricion parenteral

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: odds ratio

P: percentil

PC: perimetro cefélico



PEG: pequefio para la edad gestacional

PN: peso al nacimiento

RCEU: retraso de crecimiento extrauterino

RCIU: retraso de crecimiento intrauterino

RNMP: recién nacido muy prematuro

ROP: retinopatia de la prematuridad
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1. INTRODUCCION

1.1 CRECIMIENTO DEL RECIEN NACIDO PREMATURO

La valoracion del crecimiento postnatal de los recién nacidos prematuros es un elemento
crucial en la practica clinica ya que es un reflejo de la evolucion global y de la adecuacion de
los cuidados recibidos, incluyendo el soporte nutricional. El objetivo principal de monitorizar
el crecimiento es facilitar la deteccion precoz de sus alteraciones, tanto por defecto como por
exceso, con el fin de minimizar las consecuencias adversas que puedan suponer a corto y a

largo plazo.

1.1.1 CURVAS DE CRECIMIENTO

Las curvas de crecimiento son una de las principales herramientas empleadas para la
valoracion del bienestar de un grupo poblacional determinado, ya que un crecimiento
adecuado es un reflejo del buen funcionamiento de los numerosos procesos fisiologicos que

acontecen en el ser humano en desarrollo desde la época prenatal (1).

Uno de los principales elementos metodologicos en la elaboracion de las curvas, es la
definicion de la poblacion diana a partir de la cual se van a construir y sobre la cual

posteriormente se aplicardn (2). En funcién de esto diferenciamos dos tipos de curvas (1-3):

a. Curvas de referencia: no hay unos criterios de inclusion o exclusion del grupo estudiado,

refleja el crecimiento real de una poblacion (coOmo crece una poblacion).

b. Curvas estandarizadas: existe una seleccion previa de sujetos incluidos en el estudio y una

metodologia estricta en las mediciones. Se busca ausencia de enfermedad o factores de riesgo
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en la poblacion sobre la que se construye la curva y constituye un reflejo de como deberia ser

el crecimiento ideal de una poblacion (como deberia crecer una poblacion).

1.1.1.1 ;Cémo se utilizan las curvas de crecimiento?

Las curvas de crecimiento nos permiten ubicar un valor antropométrico dentro de la

“normalidad” de una poblacion de referencia de tres formas diferentes:

a-

Percentiles: Los percentiles (P) son los puntos que dividen en porcentajes definidos
por encima o debajo de un valor la distribucién de una variable en una poblacion de
datos determinada (4). En referencia al peso, por ejemplo, si un paciente tiene un peso

en P 80 significa que el 80% de la poblacion tiene un peso igual o inferior al suyo.

Porcentajes de la mediana: Porcentaje que expresa el peso de un nifio relativo al peso

medio (mediana) de un niflo comparable en la poblacion de referencia. Se puede
utilizar cuando la distribucion en torno a la mediana se desconoce o no se ha
normalizado (5). Por ejemplo, un nifio pesa 800 gramos (g) y la mediana de un nifio
comparable es 950 g, (800/950)*100= 84% seria el porcentaje de la mediana. Se
considera que un porcentaje de la mediana superior al 80% en el peso para la talla

refleja la ausencia de desnutricion calérico-proteica aguda (6).

Puntuacién z o z-valores: La puntuacion z o z-valor o globalmente conocido por su

término en inglés z-score (al cual nos referiremos a partir de ahora) ha sido reconocido
por la OMS cémo el mejor método para el andlisis y la presentacion de datos
antropométricos (7). El z-score representa la distancia, medida como el nimero de
desviaciones estandar (DS) por encima o por debajo, de un determinado dato a la
media en una poblacion de referencia (6). Se calcula mediante la siguiente férmula y

puede tener valores tanto negativos como positivos.

z-score= [dato observado — media de la poblacion de referencia] / DS del

valor en la poblacion de referencia
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Ejemplo: Peso de un recién nacido de 40 semanas varon: 3600 g. Media + DS del peso

al nacimiento de varones de 40 semanas (Corbes Catalanes (8)) = 3437 + 406

z- score= [3600-3437]/ 406= 0,4

En las poblaciones con datos que siguen una distribucion normal hay una relacion precisa
entre los percentiles y los z-scores (por ejemplo: el P5 se corresponde con un z-score de —
1.64; el P10 se corresponde con un z-score de —1.28). El z-score da una idea mas ajustada del
valor del dato sobre todo en los extremos de la curva (< P3 y > P97), ya que, por ejemplo, un
recién nacido cuyo peso al nacimiento es inferior al P3 puede tener un z-score de -2.7 o -3.5
(9). Presenta ademas la ventaja de que permite realizar operaciones matematicas, cosa que no
sucede con los percentiles (Tabla 1). Z-score de 0 significa que el valor del dato corresponde a
la media o P50. Un z-score de +1 significa que el valor estd situado a +1 DS de la media.
Dado que la distribucion de las medidas antropométricas es en ocasiones asimétrica, se han
propuesto diferentes métodos para la obtencion de estdndares normalizados de z-scores. Uno
de los mas empleados es el método LMS, descrito por Cole en 1989 (10). En este caso, la
variable sufre una transformacién matematica con calculos de unos coeficientes denominados
Lambda (L: asimetria), Mu (M: media) y Sigma (S: coeficiente de variacioén). Otros métodos
son la adaptacion que el CDC hizo del método LMS de Cole (11) o mas recientemente el

método descrito por Martinez-Millana (12) basado en regresion gaussiana.

Tabla 1 Comparacion de las caracteristicas de los percentiles y del z-score como sistemas de
describir datos antropométricos (modificado de WHO Technical Report Series (6)).

Caracteristica Percentil Z-score
Adherencia a una poblacion de Si Si
referencia

Variables continuas que No Si

permiten estadisticos
descriptivos y calculos
matematicos

Util para la deteccion de No Si
cambios en los extremos de las
distribuciones
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1.1.1.2 Curvas y valoracién del crecimiento fetal

1.1.1.2.1 Estimacion del peso fetal. Curvas de crecimiento fetal

El conocimiento de la trayectoria intrauterina de crecimiento es de suma importancia para la
valoracién del crecimiento postnatal de un recién nacido. La palpacion abdominal y la
medicion de la altura uterina son los métodos mas sencillos y generalizables para valorar el
crecimiento de un feto intrautero, pero se ha demostrado una sensibilidad muy variable y baja
especificidad en el diagnoéstico de las anomalias del crecimiento fetal (13—15). La estimacioén
del peso fetal se realiza, como técnica de eleccion, a través de formulas matematicas que
emplean unas mediciones regladas de segmentos y circunferencias fetales obtenidos por
ecografia (16,17). Para una correcta estimacion del peso fetal es importante una datacion
adecuada de la gestacion mediante la medicion de la distancia craneo-caudal en una ecografia
precoz (entre las 10-14 semanas) (18). A partir de estas estimaciones de peso fetal, se han
descrito numerosas curvas tanto de referencia (19) como estandarizadas (20,21) que se

utilizan para la valoracion del crecimiento fetal.

Debido a la naturaleza multifactorial del crecimiento fetal, algunos autores han propuesto el
empleo de curvas en las que los valores se ajustan por variables que influyen en el peso fetal
como la edad y el peso maternos, la etnia, la paridad y el sexo fetal (22,23), que se han
denominado curvas customizadas. Potencialmente, mejorarian la prediccion de peso al
nacimiento (PN) y la deteccion de anomalias de crecimiento durante el embarazo (23), aunque
no se ha demostrado su superioridad frente a las poblacionales a la hora de detectar
alteraciones en el crecimiento fetal capaces de predecir problemas a largo plazo (24). Por
ultimo, Deter y sus colaboradores (25) han descrito una nueva aproximacion a la valoracion
del crecimiento fetal, consistente en una evaluacion individualizada del potencial de
crecimiento de cada feto. Es un modelo en el que se especifica la trayectoria esperada en el
tercer trimestre y al nacimiento a partir de medidas tomadas en el segundo trimestre de

gestacion. Este modelo todavia no se ha implementado en la préctica clinica (26).
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1.1.1.2.2 Restriccidon de crecimiento intrauterino

El crecimiento inadecuado de un feto es indicador de algin tipo de problema durante la
gestacion y se ha relacionado con aumento de la morbilidad y mortalidad perinatal asi como
en la evolucion posterior del recién nacido (27-30). En general, las causas que conducen a un
fallo de crecimiento intrauterino se agrupan en causas maternas, fetales o placentarias, que por
diferentes mecanismos van a dar lugar a una situacion patologica comun de perfusion utero-
placentaria deficiente y de nutricion fetal suboptima (27). Se ha estimado que puede afectar a

un 5-10% de las gestaciones (31,32).

En términos generales, aunque sin existir unanimidad en su definicion, hablamos de fallo de
crecimiento intrauterino o restriccion de crecimiento intrauterino (RCIU) delante de un feto
con un peso estimado inferior al P10 para su edad gestacional (EG) (27,28,33). Esta
definicion puede resultar insuficiente a la hora de clasificar aquellos fetos que no han
alcanzado su potencial individual de crecimiento, siendo importante diferenciar los fetos
“pequenios constitucionalmente” o pequeiios para la edad gestacional (PEG) (con peso
estimado < P10 pero creciendo adecuadamente) de aquellos que estan creciendo de forma

inadecuada dentro del utero, que serian los verdaderos RCIU.

El diagnéstico se establece a partir de la estimacion del peso fetal mediante ecografia y la
valoracion del grado de disfuncion de la placenta y su repercusion en la hemodindmica del
feto mediante el uso del doppler vascular (27,28,34). La combinacion de estos dos
parametros, peso fetal y alteracion del doppler, permite diferenciar de entrada un feto PEG
versus un feto con RCIU, y dentro de estos ultimos una clasificacién con gravedad creciente
en cada estadio (28) (Tabla 2). Esta clasificacion es de suma importancia, ya que conlleva una
actitud obstétrica en los estadios mas avanzados, con finalizacion precoz de gestaciones por
riesgo fetal, de forma que con frecuencia prematuridad y fallo de crecimiento intrauterino

coexisten con las connotaciones nutricionales que eso conlleva.
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Tabla 2. Clasificacion del fallo de crecimiento intrauterino (modificado de F. Figueras (28))

Categoria Caracteristicas ecograficas

Bajo peso edad gestacional (PEG) PFE > P3 y <P10 con Doppler normal

RCIUI PFE <P3 0 ICP <5 o IPACM <5 o IP medio
AUt>P95

RCIUII PFE <P10 + flujo diastolico ausente en AU

RCIU I PFE <P10 + flujo reverso en AU o IP ductus

venoso >P95 o flujo diastélico ausente en
ductus venoso

RCIU IV PFE <P10 + RCT patologico o flujo
diastolico reverso en ductus venoso

Abreviaturas: PEG: pequefio para la edad gestacional, PFE: peso fetal estimado, p: percentil, ICP: indice
cerebro-placentario, IPACM: indice de pulsatilidad arteria cerebral media, AUt: arteria uterina, AU: arteria

umbilical, IP: indice de pulsatilidad, RCT: registro cardiotocografico.

1.1.1.3 Curvas de peso y crecimiento postnatal

Se han utilizado diversos tipos de curvas para la valoracion del peso y crecimiento postnatal

de un recién nacido prematuro (35,36):

a. Curvas intrauterinas o fetales: curvas de crecimiento fetal basadas en mediciones
ecograficas.

b. Curvas neonatales transversales: curvas de peso al nacimiento de nifios nacidos a
distintas EG.

c. Curvas neonatales longitudinales: curvas longitudinales de evolucion de peso postnatal
de recién nacidos prematuros.

d. Curvas de crecimiento individualizadas.

Tanto las curvas de crecimiento intrauterinas como las neonatales transversales tienen su base
conceptual en la descripcion de la Academia Americana de Pediatria, que ya en 1977 declar6
que la finalidad del soporte nutricional en el recién nacido prematuro es restablecer una tasa

de crecimiento similar a la que hubiera mantenido el mismo individuo de haber permanecido
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intrautero (37). Este estandar continua siendo el mds globalmente aceptado (38,39). Las
curvas de crecimiento neonatales transversales se han empleado para tres propdsitos (36): 1)
clasificacion del recién nacido al nacimiento segin peso (adecuado, pequefio, grande), 2)
seguimiento del crecimiento longitudinal postnatal en recién nacidos prematuros y 3)

diagnéstico de restriccion o fallo de crecimiento extrauterino al alta o cercano al alta.

Se han descrito varias limitaciones en relacion con la utilizacion de los diferentes tipos de
curvas para la monitorizacion del crecimiento longitudinal del prematuro. Por un lado, las
curvas fetales se basan en estimaciones de peso fetal, por lo que se alejan de la determinacion
real del peso de un recién nacido (40). Por otro lado, las curvas neonatales se construyen con
mediciones de PN de recién nacidos a diferentes EG. Algunos autores (2,35,41) mantienen
que el hecho de nacer prematuro es el fin de una gestacion que ha transcurrido de forma
patologica y que se acompaia de una alteracion en el crecimiento fetal, por lo que podria ser

equivoco compararlos con fetos que estan siguiendo su crecimiento normal intrattero.

En la segunda mitad del siglo XX se publicaron varias curvas de crecimiento postnatal
longitudinal de recién nacidos prematuros (42—46) con la limitacion de que todas eran
observaciones no estandarizadas de muestras pequefias de un Unico centro y que
categorizaban a los recién nacidos por peso y no por EG al nacimiento (47). Mas
recientemente se ha descrito el crecimiento longitudinal de largas cohortes extraidas de bases
de datos nacionales como la de Cole en el Reino Unido (48) o la de la SEN1500 en Espana
(49), sin pretension de constituir poblaciones de referencia sino una descripcion del complejo
proceso del crecimiento postnatal y sus multiples influencias: crecimiento intrauterino,

pérdida fisiologica, soporte nutricional y comorbilidades.

En la ultima década, se ha abierto un debate acerca de si es adecuado esperar que un recién
nacido prematuro crezca postnatalmente al mismo ritmo que lo hubiera hecho dentro del
utero, si es posible y en el caso de que se consiga, los efectos perjudiciales que pueda tener
esto sobre todo en relacion con el riesgo metabolico en edades posteriores de la vida (35,50—
52). Este debate ha sido liderado principalmente por el equipo de Intergrowth-21st. El
consorcio Intergrowth-21st constituye un grupo de trabajo multicéntrico, con representacion

en todos los continentes del mundo, cuya finalidad es la elaboracion de estandares de
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crecimiento infantil desde la vida fetal, enlazando con los estdndares de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (53). Dentro de las numerosas acciones realizadas, han
encabezado la construccion de unos estandares de crecimiento longitudinal de los recién
nacidos prematuros bajo las siguientes premisas: gestantes bien datadas, gestaciones no
complicadas y crecimiento fetal correcto con prematuros considerados “sanos” o exentos de
graves complicaciones y sometidos a regimenes nutricionales protocolizados (50). Hay que
puntualizar que estas curvas empiezan a las 33 semanas, lo cual supone una de sus principales
limitaciones. Para los recién nacidos de menor EG (24-33 semanas), los autores elaboran unas
curvas de referencia, ya que la poblacion a partir de la cual se elaboraron no se podria
considerar “sana”(54). Los autores defienden el uso de estas curvas longitudinales,
construidas de forma protocolizada, para valorar el crecimiento de los recién nacidos
prematuros y adecuar las estrategias nutricionales, y argumentan su complementariedad con
las de la OMS, con las que convergen a los 64 meses de vida (21), de cara a ofrecer
continuidad en las referencias para el crecimiento de los prematuros desde el nacimiento hasta

los 5 afios de vida.

La morfologia tanto de las curvas fetales como de las neonatales transversales se caracteriza
por un crecimiento mantenido, de morfologia convexa, con un aplanamiento en las ultimas
semanas de gestacion. Por el contrario, las curvas longitudinales tienen una morfologia inicial
concava, que corresponde a la pérdida fisiologica de peso y un crecimiento estable posterior
sin aplanamiento cuando se acerca a la edad de término. La figura 1 muestra ejemplos de una
curva transversal (Corbes de referencia de pes, perimetre cranial i longitud en néixer de
nounats d’embarassos unics, de bessons i de trigemins a Catalunya) (8) y de una longitudinal

(Postnatal Growth Standards for Preterm Infants, Intergrowth2 Ist) (50).
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Figura 1 Curva transversal de peso al nacimiento (1a) y curva longitudinal de crecimiento
postnatal (1b). La primera extraida de Corbes de referencia de pes, perimetre cranial i
longitud en néixer de nounats d’embarassos unics, de bessons i de trigemins a Catalunya (8)
y la segunda de www. https://intergrowth21.tghn.org/postnatal-growth-preterm-infants/#pgl.

En nuestro centro, en el momento de la redaccion de este trabajo, las curvas utilizadas para la
categorizacion del peso, talla y perimetro cefélico al nacimiento, asi como para la valoracion
del crecimiento postnatal son las denominadas: Corbes de referéncia de pes, perimetre
cranial i longitud en néixer de nounats d’embarassos unics, de bessons i de trigemins a
Catalunya (8). Son unas curvas elaboradas a partir de los datos antropométricos de los recién
nacidos que se registran en la hoja de filiacion del cribado metabolico neonatal. Los datos se
recogieron entre 1997-2001 para peso y entre 1998-2002 para talla y perimetro cefalico (PC).
Se incluyeron alrededor de 310.000 nifios y se elaboraron curvas para embarazos unicos,
gemelares y trigemelares asi como diferenciadas por sexo. Son curvas de referencia, no
estandarizadas, ya que no hubo una seleccion previa de gestantes o recién nacidos que
cumpliesen unos criterios definidos de “bajo riesgo”. Por otro lado, son curvas neonatales, de

peso al nacimiento o transversales.

Por ultimo, Rochow y sus colaboradores (55,56) han propuesto el empleo de curvas de

crecimiento individualizadas basidndose en dos premisas que ocurren tras el nacimiento
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prematuro de un nifio: 1) pérdida fisiologica de peso secundaria a la contraccion del espacio
extracelular en los primeros dias de vida, 2) déficit nutricional transitorio secundario a la
interrupcion brusca del aporte de nutrientes desde la placenta mientras se establece un soporte
nutricional Optimo. Estas trayectorias se estudiaron en una poblacion de recién nacidos
considerados “sanos” de entre 25 y 34 semanas. Seglin esta aproximacion, los recién nacidos
prematuros ajustan su trayectoria de crecimiento postnatal tras la pérdida fisioldgica de peso
inicial a —0.8 z-scores del z-score al nacimiento. Estas trayectorias de crecimiento
individualizadas distinguen por sexo y proporcionan un peso objetivo diario. Estan

disponibles en https://growthcalculator.org.

1.12  VALORACION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento es un proceso dindmico, que implica un cambio de una magnitud de tamafio,
medido como peso, longitud y/o perimetro cefalico, entre dos puntos temporales
determinados. A lo largo del desarrollo de la neonatologia como disciplina, se han descrito
diferentes métodos por los cuales valorar la adecuacion del crecimiento postnatal, por lo que

se encuentran en la literatura varias aproximaciones a la forma de calcular este parametro

(39,57,58).

En un intento de simplificar las medidas, se ha utilizado el peso como forma mas directa de
evaluar el crecimiento de los recién nacidos prematuros. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que otros parametros como la talla, el perimetro cefalico, diferentes segmentos corporales y la
composicion corporal son, sin duda, de igual importancia a la hora de valorar correctamente la
calidad del crecimiento en esta poblacion (59,60). Como se ha comentado, y por adherencia a

la mayoria de los trabajos publicados, en esta tesis se ha utilizado inicamente el peso.
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1.1.2.1 Velocidad de crecimiento como unidad de masa o longitud por unidad temporal

En términos globales, la velocidad de crecimiento se expresa como el cambio de unidad de
peso por unidad de tiempo (g/dia) o relativo a un peso determinado (g/kg/dia). Del mismo

modo se hace con la longitud y el PC con cm por unidad de tiempo.

Se ha considerado el estandar de velocidad de crecimiento el aumento diario tomando como

referencia el peso del dia previo(61):

Velocidad de crecimiento (VC)= [(Pn+1-Py) x 1000]/ [(Pn+ Pp+1) /2]

Donde P; es el peso del primer dia y Pn+1 es el peso del dia siguiente en gramos.

En el caso de que se quisiera ampliar a un periodo mas largo, la VC seria la media de estas
VC diarias sobre el periodo deseado (VCP: Velocidad de crecimiento promedio). Diferentes
autores han descrito diferentes métodos para el calculo de la VCP, con el fin de agilizar este
calculo por un lado y por otro para suavizar las desviaciones que pueden existir en las
medidas diarias. Patel en el 2005 (61) recopild estos métodos matematicos de céalculo de la

VCP, siendo los mas reportados en la literatura los siguientes:

a. Me¢étodo de los dos puntos: ganancia neta de peso a lo largo de un periodo determinado

de tiempo en referencia al peso al nacimiento.

VCP= [(P,-P1) x 1000]/ [(Dw- D1) x PN]

b. M¢étodo del promedio de los dos puntos: ganancia neta de peso en un periodo de

tiempo ajustado por el promedio de peso durante el periodo.

VCP= [(P,-P1) x 1000]/ {(Dw- D1) x [(P1+Py) /2]}
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c. Me¢étodo exponencial.

VCP= [1000 x In (P/P1)] / Du-Di

* Pu: peso dia final, P;: peso dia inicial, D,: dia final, D;: dia inicial, PN peso al

nacimiento, In: logaritmo neperiano

El mismo autor ratifico) en dos estudios en 2005 y 2009 (61,62) que para los prematuros de
extremado bajo peso al nacimiento y los de muy bajo peso al nacimiento, el calculo de la VCP
que mas se ajustaba al método considerado estdndar (mediante calculos de la VC diaria y
contabilizados durante el periodo de tiempo deseado) era el método exponencial seguido del
método del promedio de dos puntos. Ademas, demostré que el valor de VCP obtenida por el
método exponencial apenas se veia modificado por factores como la duracién de la estancia o

el PN (61,62).

Finalmente, debemos tener presente que el calculo de la VC, asi como la interpretacion clinica
de la misma va a depender principalmente del periodo de tiempo que se seleccione para dicho

calculo:

- Punto de partida: nacimiento, recuperacion del PN, o nadir de la pérdida fisioldgica
del peso al nacimiento, etc.
- Punto final: a los 28 dias, a las 36 semanas de edad postmenstrual (EPM), al alta, etc.

- Periodo de tiempo para el que se calcula la ganancia: diario, semanal, etc.

1.1.2.2 Diferencia de z-score

La velocidad de crecimiento también puede ser expresada como cambio de z-score entre dos
puntos temporales. Un valor positivo se atribuiria a un aumento en el crecimiento, un valor
negativo a un crecimiento inadecuado y un valor de cero significa que el crecimiento es
estable y sigue la curva esperada para el punto de partida elegido en relacion con la poblacion
tomada como referencia. Este método ha sido mas frecuentemente utilizado a partir de

mediados de la primera década del siglo XXI, como recoge Fenton en su revision (57) y para
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su correcto empleo es muy importante citar la curva de crecimiento que se ha empleado para
su calculo. De acuerdo con unas recientes guias publicadas por la Academia Americana de
Nutricion y Dietética (47), es el método de eleccion para la identificacion de la malnutricion
neonatal. Del mismo modo, se ha propuesto como uno de los métodos de valoracion por
Cormack y colaboradores en el StRoNNG checklist (Standardized reporting of neonatal

nutrition and growth outcomes) (39).

1.1.3 RESTRICCION DEL CRECIMIENTO EXTRAUTERINO

La restriccion o fallo de crecimiento extrauterino (RCEU) define aquella situacion en la que el
recién nacido prematuro no sigue la trayectoria de crecimiento postnatal esperada (para la
que, en la actualidad, el estdndar més globalmente aceptado es la tasa de crecimiento

intrauterino (37,45,63-65)).

La prevalencia del RCEU es altamente variable en la literatura, y va a depender de la
definiciéon que se emplee, el momento temporal en el que se defina y los estdndares de
referencia que se utilicen (66). Esta falta de homogeneidad a la hora de definir el RCEU y su

interpretacion dificulta la puesta en marcha de medidas para su prevencion (39).

Con independencia del punto en el que se valore, el RCEU se ha definido principalmente de

dos formas:

a) Como peso inferior al P10 o z-score inferior a —1,28 (67,68,77-80,69—-76).
b) Como una caida o diferencia de z-score negativa entre dos momentos con diferentes
puntos de corte para la asignacion a RCEU, con cifras que van desde diferencias de

0,67 a mayores de 2 (55,81-87).

Referente a la diferencia de z-score como método de diagndstico del fallo de crecimiento

postnatal, la Academia Americana de Nutricidon y Dietética ha propuesto la siguiente
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clasificacion de desnutricion en el periodo neonatal (47):

1- Desnutricién leve: Caida de z-score entre 0,8-1,2
2- Desnutricion moderada: Caida de z-score entre 1,2-2

3- Desnutricion severa: Caida de z-score > 2

A la hora de interpretar correctamente la presencia o no de RCEU cuando se utiliza la
diferencia de z-scores es muy importante la determinacion de los dos puntos temporales sobre
los que se realizara el célculo, aunque sigue sin existir consenso (58). La mayoria de las
publicaciones utilizan el PN como punto de partida, mientras que otros autores se preguntan si
es mas fisioldgico asignar un percentil o z-score de crecimiento una vez finalizada la pérdida
inicialde peso (58). Sin embargo, tampoco esta claro cuando considerar el fin de la pérdida
fisiologica de peso. Senterre (88) propone emplear el tercer dia de vida como punto de
partida, ya que seria el momento en el que idealmente ocurre el nadir de pérdida de peso si el
soporte nutricional se ha optimizado. Otros autores como Cole (48) sugieren que se deberia
asignar un objetivo de crecimiento una vez el prematuro haya empezado a ganar peso de
forma estable, lo cual puede ocurrir entre las 2-3 semanas de vida (mas tiempo en los recién
nacidos mas prematuros). Rochow (55) plantea determinar la trayectoria objetivo del
prematuro a partir de la tercera semana (los 21 dias de vida), momento en el cual ha
completado su adaptacion extrauterina. Cormack (39), sin embargo, alega que establecer con
exactitud el dia de peso minimo y el inicio de la ganancia ponderal requiere pesos diarios y
puede conducir a mas inexactitudes, por lo que recomienda valorar el crecimiento desde un
punto temporal bien definido, como es el nacimiento, e incluir la pérdida fisioldgica de peso

en la valoracion.
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1.2 SOPORTE NUTRICIONAL DEL RECIEN NACIDO PREMATURO

Uno de los principales determinantes de la supervivencia del recién nacido prematuro y
elemento modulador de la evolucién durante su ingreso, asi como de su salud posterior es el
soporte nutricional. El nacimiento de un recién nacido prematuro supone una emergencia
metabolica, ya que de forma brusca se ve desprovisto del continuo flujo de nutrientes que
recibia por la circulacion placentaria. La via endovenosa serd la de eleccion para continuar
este soporte nutricional por varios motivos, entre los que destacan la ausencia de depositos
secundaria a la prematuridad, la inmadurez del sistema gastrointestinal, los elevados
requerimientos de nutrientes y la influencia de la gravedad clinica (89,90). A pesar de la
incapacidad para afrontar inicialmente todo el soporte nutricional requerido por via digestiva,
el comienzo precoz de la administracion de leche humana es una pieza clave para garantizar la
posterior progresion a la nutricion por via enteral y se ha asociado a numerosos beneficios a

corto y largo plazo (91).

El RCEU es una complicacion de la prematuridad de etiologia multifactorial, pero se ha
estimado que el déficit nutricional puede contribuir hasta en un 50% (65,92). Teniendo en
consideracion esta premisa, varios autores introdujeron alrededor de los afios 90 una nueva
aproximacion nutricional para el prematuro (74,93-96). Hasta ese momento, se habia seguido
una pauta muy conservadora en la introduccion de los nutrientes tanto por via parenteral como
enteral para los recién nacidos muy prematuros (RNMP, <32 semanas EG al nacimiento) en
las unidades de cuidados intensivos neonatales. Imperaba la idea de que dada la inmadurez
digestiva y metabolica y la gravedad clinica de muchos de estos pacientes en los primeros
dias de vida se evitaba de esta manera la aparicion de complicaciones como la enterocolitis
necrosante (ECN) o alteraciones metabolicas (93). Los recién nacidos en ocasiones
permanecian varios dias sin recibir ningun tipo de alimentacién enteral y la nutricion
parenteral (NP) se iniciaba a partir de las 48-72h, por lo que recibian tnicamente soluciones
de glucosa con iones los primeros dias de vida. Ziegler acuii¢ el término Nutricion Agresiva
(96) refiriéndose a la administracion de nutrientes en el limite alto de las recomendaciones y
de forma precoz y rapida con el fin de no interrumpir su flujo desde la vida fetal a la neonatal,

evitar el estado catabolico de los primeros dias de vida y garantizar el crecimiento posterior.
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La nutricion agresiva del RNMP incluye también la nutricion enteral trofica también precoz
con avances mas rapidos hacia la nutricion enteral (93). Esta estrategia de nutricion agresiva

permanece vigente en la actualidad.

Los requerimientos nutricionales de un RNMP son dificiles de estimar. Tradicionalmente se
han calculado basandose en lo que se ha llamado “feto de referencia” (97) a lo que se suman
los aportes necesarios para compensar el déficit acumulado en el periodo neonatal precoz
(65,98,99). Las recomendaciones vigentes para el soporte nutricional de los pacientes
prematuros son finalmente consensos de expertos basados en la mayor evidencia disponible.
Las ultimas recomendaciones de la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion Pediatrica (ESPGHAN) sobre nutricion parenteral pedidtrica (incluyendo la del
prematuro) fueron publicadas en 2018 (100) y las de nutricion enteral del prematuro en el
2010 (101). En el 2019 la misma sociedad publicé las guias de nutricion del recién nacido

prematuro moderado y tardio (102).

A continuacion, se expondran las bases de las guias actuales de la nutricion tanto parenteral

como enteral para los RNMP.

1.2.1 NUTRICION PARENTERAL

1.2.1.1 Proteinas

Mientras que los lipidos y los hidratos de carbono son nutrientes que proporcionan
principalmente energia, las proteinas son los elementos sintéticos que sostienen el crecimiento
de un organismo, ademds de formar parte de la estructura de numerosos elementos
funcionales (hormonas, enzimas, neurotransmisores, etc) (103). La etapa fetal tiene la
peculiaridad de que los aminoacidos se pueden utilizar también mediante oxidacion para la

produccion de energia, capacidad que se pierde posteriormente en el desarrollo (104)
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En vida fetal, se estima que entre las 23 y 27 semanas de gestacion hay un flujo placentario de
proteinas de aproximadamente 3,5-4,8 g/kg/dia (105) y que el feto hacia las 28 semanas de

EG presenta una acrecion proteica de unos 2 gr/kg/dia (97).

En vida postnatal, contando con que hay unas pérdidas obligadas de aproximadamente 1
g/kg/dia de proteinas (heces, orina, descamacion cutanea, etc.) (106,107), se estima que se
necesitarian un minimo de 1,5 g/kg/dia para prevenir un balance nitrogenado negativo y un

total de 3 a 3,5 g/kg/dia de proteinas para ademas promover la acrecion proteica (103).

Multiples estudios tanto aleatorizados como observacionales con diferentes grados de
evidencia y con metodologia y objetivos distintos han explorado los efectos de la
administracion de aportes de aminoacidos altos (>2 g/kg/dia hasta <3 g/kg/dia) o mas bajos
(<2 g/kg/dia) o su introduccion temprana o tardia (antes o después de las primeras 24 horas de
vida). Dos recientes metaandlisis (108,109) y resaltan la dificultad en obtener resultados
concluyentes dada su heterogeneidad metodoldgica de los estudios incluidos. La revision y
metaanalisis de Leenders (109) concluye que la administracion de dosis de > 3 g/kg/dia e
iniciada en las primeras 24h de vida es segura y bien tolerada, aunque no parece mejorar el
crecimiento durante el ingreso. En la revision Cochrane de Osborn (108), se pone de
manifiesto que la administracion de dosis altas de aminoacidos (>2 g/kg/dia hasta <3
g/kg/dia) se asocia a una reduccion de la RCEU (definida como peso al alta < P10),
especialmente en los subgrupos que la iniciaban de forma precoz (< 24 horas de vida) y la
acompafiaban de un incremento de calorias no proteicas (glucosa y lipidos). También se
observa una disminucion en los dias en los que se recupera el peso al nacimiento y una
reduccion de la tasa de retinopatia de la prematuridad (aunque no de las formas severas).
Desde el punto de vista de complicaciones metabdlicas, esta ultima revision concluye que la
administracion de dosis altas de aminodcidos mejora el balance nitrogenado sin asociarse a
alteraciones bioquimicas (acidosis, azoemia, etc) y disminuye la tasa de hiperglucemia
(aunque no la de aquella que requieren tratamiento con insulina). Finalmente, en las
conclusiones de este metaanalisis no se evidencia efecto en el neurodesarrollo, pero hay que
tener en cuenta una limitacién por tamafio muestral y tiempo de seguimiento (incluye a 200

pacientes y la evaluacion del neurodesarrollo se realiza a los 18 meses de vida).
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Las ultimas guias de nutricion parenteral pediatrica de la ESPGHAN (110) abogan por iniciar
el aporte proteico el primer dia de vida con al menos 1,5 g/kg/dia para alcanzar un estado
anabolico e incrementar este aporte hasta 2,5-3,5 g/kg/dia a partir del segundo dia de vida, sin

sobrepasar esta cifra salvo en el contexto de estudios clinicos.

1.2.1.2 Lipidos

En la vida fetal, los lipidos juegan un papel importante en la estructura de las membranas
celulares y como precursores de sustancias bioactivas como las prostaciclinas, tromboxanos o
leucotrienos (111). Aunque la principal fuente de energia en la vida intrauterina es la glucosa,
el feto es capaz de oxidar otras sustancias para la obtencion de energia, entre ellas los lipidos
(112). El almacenamiento de grasa corporal se produce principalmente en las tltimas 10

semanas de gestacion (111,113), por lo que los RNMP nacen con escaso paniculo adiposo.

El papel de los lipidos en el soporte nutricional precoz del RNMP se justifica por varios

motivos (90,114-116):

1- Son una fuente de energia que se administra a baja osmolaridad (la cantidad de energia
necesaria para un adecuado metabolismo proteico no se alcanza Unicamente con
glucosa, ya que esto se asocia a complicaciones como la hiperglucemia, la esteatosis
hepatica o el déficit de acidos grasos esenciales).

2- Garantizan el aporte para que se produzca en el prematuro el depdsito de tejido graso
que hubiera tenido lugar en el feto de tercer trimestre.

3- Aseguran un aporte minimo de acidos grasos esenciales para evitar su déficit.

4- Proporcionan los acidos grasos polinsaturados de cadena larga que se requieren para la
estructura de las membranas neuronales (con el consecuente impacto en el desarrollo

de la retina y el sistema nervioso central).

El primer compuesto lipidico para la administraciéon endovenosa vio la luz en los afios 60, y
consistia en una formulacion de triglicéridos de cadena larga procedentes del aceite de soja

(117). Desde entonces y hasta la actualidad han ido apareciendo multiples preparados de
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lipidos para la administracion endovenosa con diferentes concentraciones de triglicéridos de

cadena media y de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga, vitamina E, asi como

diferentes proporciones de -3 y -6 (116,117).

Las caracteristicas y composicion de los principales preparados comerciales de lipidos

endovenosos se resumen en la tabla 3.

Tabla 3 Caracteristicas de los principales preparados comerciales de lipidos para
administracion endovenosa (adaptada de Hojsak (116) y de Calkins (118)).

Nombre, Intralipid | Clinoleic | Lipofundina SMOF-Lipid OMEGAVEN
abreviatura y 20%® 20%® 20%® 20%® 10%®
década de AS 1960 AS/AO MCT/AS AP- AP 1990
introduccion 1990 1980 multicomponente
2000
Fuente de aceite
Soja 100 20 50 30 0
MCT 0 0 50 30 0
Oliva 0 80 0 25 0
Pescado 0 0 0 15 100
Acidos grasos (% del total de los acidos grasos)
Linoleico 53 18,7 29,1 37,2 4.4
Araquidoénico 0,1 0,5 0,2 1 2,1
o — linolénico 8 2,3 4,5 4,7 1,8
Eicosapentaenoico | 0 0 0 4,7 19,2
Docosahexaenoico | 0 0 0 4.4 12,1
Ratio 0-6:m-3 7:1 9:1 7:1 2,5:1 1:8
Fitoesterol (mg/L) 439 274 278 207 0
o tocoferol (mg/L) | 38 32 85+20 200 150-296

Abreviaturas: AS, aceite de soja; AO, aceite de oliva; MCT, medium-chain triglycerides (triglicéridos de cadena

media); AP, aceite de pescado
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La introduccion de las formulas que contienen aceite de pescado proporciona a priori un
perfil metabdlico y antiinflamatorio mas ventajoso dado su mayor porcentaje de acidos grasos
o — 3 y tocoferol (117,119,120). Algunos estudios han demostrado su papel en la prevencion
y mitigacioén del dafo hepatico asociado a nutricion parenteral en recién nacidos prematuros
(principalmente en aquellos con problemas quirGirgicos malformativos o tras un proceso de
ECN) (119,121,122) asi como en una disminuciéon en el riesgo de retinopatia de la
prematuridad (ROP) (119,123) y la sepsis (124). Sin embargo, los metaanalisis disponibles

hasta el momento no han sido capaces de demostrar con firmeza esta asociacion (116,125).

En las Gltimas guias de nutricion parental pediatrica de la ESPGHAN (120) se recomienda la
utilizacion de preparaciones lipidicas al 20% en lugar de las del 10% ya que estas ultimas
presentan una mayor concentracion de fosfolipidos que conlleva un riesgo mas elevado de
hipertrigliceridemia, a lo que se suma que se requiere el doble de volumen para la
administracion de la misma cantidad de grasa. Estas guias apoyan el uso de lipidos desde el
primer dia de vida en pacientes prematuros y aunque no mencionan la dosis inicial,
recomiendan que el aporte maximo de lipidos endovenosos no supere los 4 g/kg/dia (120). La
mayoria de las guias apuntan hacia una dosis inicial de 2 g/kg/dia como segura y bien tolerada

(126).

1.2.1.3 Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono y en especial la glucosa son la principal fuente de energia tanto para
el feto como para el recién nacido prematuro, principalmente por su rapida disponibilidad

como sustrato energético para el cerebro (127).

El aporte fetal de carbohidratos procede exclusivamente de la circulacién materna, gracias a
mecanismos de transporte pasivos a través de la placenta, la cual consume algo maés del 50%
de la glucosa transferida (128). Se estima un paso de glucosa al feto en el tercer trimestre de la

gestacion de unos 5 mg/kg/min (7 g/kg/dia) (129).
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El recién nacido prematuro requiere de la infusion de carbohidratos (que se administran en
forma de dextrosa o D-glucosa en la NP) inmediatamente tras el nacimiento, y estos aportes

van a ir guiados por los siguientes determinantes (129):

- Balance entre las necesidades energéticas y los riesgos asociados a un exceso o
falta de glucosa.

- Fase de la enfermedad en que se encuentra el recién nacido
(aguda/estable/recuperacion).

- Equilibrio con el resto de los nutrientes recibidos.

- Aporte de glucosa administrada fuera de la NP.

La cantidad de glucosa administrada en la NP debe equilibrarse con el fin de evitar tanto la
hiper como la hipoglucemia. La hiperglucemia es una complicacion frecuente en los RNMP
(130,131) y que se ha relacionado con efectos adversos tanto a corto como a largo plazo
(132-135). La etiopatogenia de la hiperglucemia en este grupo de pacientes es el resultado de
multiples factores como un estado hipoinsulinico con una pobre transformacion de
proinsulina a insulina en el pancreas, menor cantidad de tejidos periféricos insulino-
dependientes como el musculo y la grasa e inmadurez de los factores inhibidores de la
liberacion de glucosa desde el higado en respuesta a la infusion de glucosa (130,131,136). En
el otro extremo nos encontramos con la hipoglucemia, que es igualmente una complicacion
frecuente en este grupo de pacientes debido a las escasas reservas de glucogeno y grasa al
nacimiento, asi como la inmadurez de los mecanismos enzimaticos de la via de la
gluconeogénesis (137,138). La hipoglucemia esta igualmente relacionada con desenlaces
adversos a largo plazo, sobre todo en el neurodesarrollo (139,140); aunque trabajos mas
recientes muestran resultados divergentes, sin diferencias en el desarrollo cognitivo entre

pacientes hipo y normoglucémicos (141,142).

En relacion con el control glucémico en pacientes que reciben NP debe tenerse en cuenta la
influencia de los otros macronutrientes. Se ha descrito un efecto hiperglucemiante de los
lipidos mediante un efecto estimulante sobre la gluconeogénesis a partir de glicerol
(130,143,144); mientras que la infusion endovenosa de aminodcidos parece ejercer el efecto

contrario, en relacion con una conversion mas eficiente de proinsulina en insulina en los
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islotes B pancredticos (145,146) y el efecto liberador de insulina que ejercen algunos

aminodcidos como la arginina y la leucina (147,148).

Las guias vigentes (129), abogan por un aporte inicial de 5,8-11,5 g/kg/dia (4-8 mg/kg/min)
en los recién nacidos prematuros con un incremento gradual a lo largo de los siguientes dias
hasta un maximo de 14,4 g/kg/dia (10 mg/kg/min) con el fin de permitir el crecimiento. Los
aportes de glucosa no deberian superar la capacidad méaxima de utilizacion de glucosa, que
corresponderia a 17,2 g/kg/dia (12 mg/kg/min) y, en general, no disminuir por debajo de 5,8
g/kg/dia (4 mg/kg/min) en caso de hiperglucemia, momento en el cual deberia iniciarse el

tratamiento con insulina.

1.2.1.4 Energia

La estimacion de los requerimientos energéticos del recién nacido prematuro es compleja, y
se ha basado originalmente en el estudio del metabolismo energético del feto (tanto humano
como en animales de experimentacion como la oveja) (149), asi como del estudio del llamado

feto de referencia, que hemos comentado con anterioridad (97).

Los requerimientos energéticos de los recién nacidos deben cubrir las necesidades del gasto
metabolico basal, la actividad fisica, el crecimiento, la termogénesis inducida por la dieta y las
pérdidas (heces, orina, etc.). Ademas, debe tenerse en cuenta la situacion nutricional previa,
las comorbilidades intercurrentes y la necesidad de crecimiento recuperador, lo cual dificulta
la estimacion precisa de los requerimientos de forma mas individualizada (149,150). La tabla
4 recoge las recomendaciones energéticas para el recién nacido prematuro en fase estable, sin
olvidar que las necesidades energéticas por via parenteral pueden ser hasta un 20-30%
menores al no existir el gasto energético asociado a la digestion de los alimentos y disminuir

la pérdida por heces (151).
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Tabla 4 Requerimientos energéticos (kcal/kg/dia) del recién nacido prematuro para
conseguir un crecimiento adecuado (Adaptada de Koletzo (149) y Adamkin (150))

kecal/kg/dia
Tasa metabdlica en reposo 50
Actividad minima 0-15
Termorregulacion 10
Termogénesis inducida por dieta 10
Pérdida por heces (10-15% del aporte total) 10
Almacenaje de energia (crecimiento) 25-35
Total 100-130

El aporte inadecuado de energia se ha relacionado con efectos adversos tanto por defecto
como por exceso. El aporte insuficiente se asocia a fallo de crecimiento, alteraciones en la
inmunidad y un riesgo aumentado de morbi-mortalidad (152,153). Por otro lado, el exceso de
energia podria aumentar el riesgo de complicaciones metabdlicas como la hiperglucemia o

esteatosis hepatica, asi como favorecer la programacion metabolica adversa (154,155).

Finalmente, es de suma importancia una distribucion equilibrada de la energia procedente de
cada nutriente con el fin de conseguir una Optima utilizacion de estos. Se recomienda
alrededor de 30-40 kcal para la correcta utilizacion de 1g de aminoéacidos, aunque hay autores
que apuntan que cuando se administran de forma endovenosa podria ser necesaria una
cantidad inferior, de 25-30 kcal/kg/dia (103,156). Otra aproximacion que se ha descrito es la
necesidad de 150 kcal por cada gramo de nitrégeno (N2) (g de N> = g de aminodacidos /6,25);
aunque esta relacion podria ser mas baja en recién nacidos prematuros ya que son capaces de
utilizar las proteinas como fuente de energia a diferencia de otras etapas de la vida (157). A
nivel practico, se utiliza la ratio proteina/energia para valorar la adecuacion del aporte
calorico no proteico para el metabolismo proteico (157). Se considera adecuada una ratio
alrededor de 3 g proteinas/100 kcal (entre 2,8-3,3 en funcion de la edad gestacional al
nacimiento y la necesidad de crecimiento recuperador) (157). Una ratio inferior (mds energia
en relacion con la cantidad de proteinas administradas) conllevaria un aumento en el depdsito

de masa grasa. Por el contrario, un aporte calorico deficiente para las proteinas administradas
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haria que estas proteinas se utilizaran para la obtencion de energia y no para la sintesis tisular

y crecimiento (149).

1.2.1.5 Micronutrientes

Los requerimientos de electrolitos como el sodio (Na'), potasio (K) y cloro (CIl) estan
intimamente ligados al metabolismo hidrico del recién nacido prematuro. El porcentaje de
agua corporal es de hasta el 90% en prematuros de 24 semanas(158), y va disminuyendo

segun avanza la gestacion, ligado a un aumento progresivo de la masa grasa (159,160).

El nacimiento de un recién nacido de forma prematura conlleva una adaptacion del
metabolismo hidrolectrolitico tras la desconexion del soporte placentario y del ambiente

intrauterino. Este proceso se ha dividido clasicamente en tres fases (161):

- Fase I: Transicion. La fase inmediata postnatal se caracteriza por una relativa oliguria y una
elevada pérdida transcutanea de liquidos, que es mas intensa a menor edad gestacional, que se
sigue de lo que se ha denominado “crisis diurética” que dura varios dias. Hay una contraccion
pues del espacio extracelular, que se acompafia generalmente de tendencia a la hipernatremia
y a la acidosis metabolica hiperclorémica. Esta fase finaliza cuando se alcanza el nadir de la

pérdida de peso considerada fisioldgica.

- Fase II: Comprende el periodo entre la pérdida maxima de peso y la recuperacion del PN,
que generalmente ocurre alrededor de los 7-15 dias de vida, aunque en los mas inmaduros la

pérdida inicial de peso puede ser més acusada y extenderse mas dias (162).

- Fase III: Es la fase de crecimiento estable, caracterizada por un aumento de peso continuo

con un balance neto de agua y electrolitos positivo.

Los electrolitos (Na®, Cl"y K), se deben suplementar juntamente con la NP optimizada ya
durante la primera fase de contraccion del espacio extracelular, teniendo en cuenta el balance
hidrico y la diuresis y evitar un exceso de aporte de CI', que se recomienda que sea inferior a
la suma de Na“ y K" dada la tendencia a la acidosis hiperclorémica por la pérdida de volumen

y de bicarbonato en orina [(Na'™+K") - CI'= 1-2 mmol/kg/d] (163). En una reciente revision
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(164), los requerimientos de Na® en esta primera fase se sitian entre 0-2 mEq/kg/dia, con
incrementos a partir de la primera semana de entre 3-8 mEq/kg/dia en funcion de los dias de
vida y la edad gestacional. Los suplementos de K se pueden igualmente iniciar desde el
primer dia de vida en presencia de diuresis adecuada con el fin de evitar la hipopotasemia y
poder permitir la administracion precoz de fosforo como se vera con posterioridad (165).
Generalmente, una vez transcurrido el periodo de contraccion extracelular, unos aportes de 2-
3 mEq/kg/dia son suficientes para mantener la homeostasis de K" y permitir el correcto

crecimiento (164).

ntimamente ligado a las recomendaciones de electrolitos y de otros minerales como el calcio
(Ca) y el fosforo (P) se encuentra el fendbmeno descrito como “Sindrome de restauracion
incompleta de la nutricion placentaria del recién nacido prematuro” (166). Este fendémeno se
describio a raiz de la observacion de graves alteraciones hidroelectroliticas secundarias a la
provision optimizada de macronutrientes y consistia principalmente en hipofosfatemia e
hipopotasemia. La administracion por via parenteral de proteinas y energia promueve un
estado celular anabdlico con captacion intracelular de P y K', provocando un déficit en las
concentraciones extracelulares de estos iones en ausencia de su aporte concomitante en la
nutricion parenteral (166—168). La hipofosfatemia conlleva una hipercalcemia secundaria a la
liberacion de calcio por el hueso y constituye un riesgo de hipercalciuria (166). Las
alteraciones hidroelectroliticas pueden ser todavia maés acusadas en los pacientes con
restriccion de crecimiento intrauterino, incluso con menores aportes de macronutrientes, ya
que vienen de un estado metabdlico de adaptaciéon a la desnutricion previa y pueden

experimentar un sindrome de realimentacion (103).

Por todo ello, las recomendaciones actuales abogan por un aporte de Ca y P con una relacion
isomolar o incluso inversa (Ca/P: 0.8-1) a diferencia de la clasicamente recomendada (Ca/P:
1,3) acompanando a una administracion optimizada de proteinas con el fin de evitar las
alteraciones descritas (165,169), como ya se ha podido constatar en estudios de cohortes
prospectivos tras implementar este cambio (170,171). La siguiente tabla recoge los aportes
recomendados de Ca y P, que van a depender de la fase en la que se encuentre el recién

nacido (165,169):
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Tabla 5 Aportes recomendados de Ca y P en recién nacidos prematuros (adaptado de las
guias de la ESPGHAN (165) y de Justyna (169) ).

Ca (mg/kg/dia; mmol/kg/dia) | P (mg/kg/dia; mmol/kg/dia)

Primeros dias de vida 32-80; 0,2-2 31-62; 1-2

Crecimiento estable 64-140; 1,6-3,5 50-108; 1,6-3,5

Abreviaturas: Ca: calcio, P: fosforo

1.2.1.6 Nutricion parenteral estandarizada

La NP no deja de ser una medicacion endovenosa con multitud de componentes y procesos de
seguridad ligados tanto a la prescripcion como a la elaboracion. Su preparacion conlleva
tiempo, requiere experiencia y dedicacion y estd expuesta a la ocurrencia de errores en alguna

de las etapas mencionadas (172—174).

Clésicamente la prescripcion de la nutricion parenteral se ha venido realizando de forma
“manual” e individualizada para cada paciente por los neonatdlogos o los dietistas y se
procesa y supervisa en las farmacias hospitalarias. Sin embargo, en los ultimos afios se
recomienda el empleo de preparaciones estandarizadas para grupos de pacientes de similares
caracteristicas, con el fin de minimizar los errores asociados al proceso de su prescripcion y
preparacion y de optimizar el tiempo invertido en este proceso (175,176). En muchas
ocasiones estas formulaciones estandarizadas provienen de la industria farmacéutica. El

empleo de soluciones de parenteral estandarizadas es una practica coste-efectiva (173,177).

Otro de los beneficios atribuidos al empleo de nutriciones estandarizadas es la reduccion en
la variabilidad de la prescripcion de los aportes nutricionales, fendmeno demostrado por
varios autores en encuestas realizadas al respecto (178,179). Consecuentemente, se ha
descrito un menor déficit acumulado de nutrientes (175,180) con beneficio en el crecimiento

hospitalario (180—183).

Las guias de las ESPGHAN del 2018 (176), recomiendan la utilizacion de soluciones
estandarizadas, reservando las prescripciones individualizadas para situaciones que requieran
un ajuste mas detallado de los aportes de macronutrientes y de electrolitos o de mas de 2-3

semanas de duracién (176,183).
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1.2.2  NUTRICION ENTERAL

1.2.2.1 Desarrollo del tracto digestivo

El desarrollo del tubo digestivo es un proceso que se inicia de forma temprana en la gestacion
y que se completa a lo largo de la infancia (184). El nacimiento de un recién nacido de forma
prematura conlleva un freno al proceso madurativo del tacto gastrointestinal a nivel

estructural y funcional.

El tercer trimestre es un periodo de rapido crecimiento tanto en tamano del tubo digestivo
como en proliferacion y diferenciacion de la superficie de absorcion del borde en cepillo de la
mucosa intestinal (185). La deglucion de liquido amniotico es de gran importancia para el
desarrollo y maduracion del tubo digestivo fetal. A finales del primer trimestre, el feto ya
puede tragar y hacia las 18-20 semanas se inician movimientos de succion (186). Los
volimenes de liquido amnidtico deglutidos por el feto llegan a 450 ml al dia en el tercer
trimestre (186). El liquido amniodtico deglutido por el feto juega un papel crucial en el
desarrollo de los patrones motores intestinales gracias a su contenido en hormonas (hormona
de crecimiento, prolactina, etc.) y otros factores bioactivos como el factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) o el factor de crecimiento epidérmico, y llega a representar
hasta un 15% de los aportes nutricionales del feto dado su contenido en nutrientes como

aminoacidos, minerales y otros (187).

Asi pues, la inmadurez estructural y funcional del tracto digestivo de un recién nacido muy
prematuro se va a traducir en fases iniciales en una dependencia de la nutricién parenteral,
debido a la digestion y absorcion ineficaz de nutrientes y a un patréon de motilidad inmaduro
con mayor riesgo de complicaciones como la intolerancia digestiva o el reflujo

gastroesofagico cuando se emplea la via enteral (188).
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1.2.2.2 Nutricion enteral trofica

El tracto digestivo prematuro es inmaduro tanto estructural como funcionalmente y muy
permeable (188,189). La maduracion va produciéndose gracias al estimulo de la nutricion
enteral, en lo que se ha llamado nutricion enteral trofica o nutricion enteral minima, término

acufiado en los afios 80 (190,191).

La nutricion enteral trofica consiste en administrar pequefios volumenes de nutricion enteral
(entre 20-25 ml/kg/dia maximo) con el fin de estimular y nutrir el intestino en desarrollo de
los RNMP (192,193). El ayuno ejerce una serie de efectos deletéreos sobre la integridad
estructural y funcional del intestino, disminuyendo la actividad hormonal y enzimatica del
borde en cepillo, impidiendo el correcto crecimiento de la mucosa intestinal, mermando su
capacidad de absorcion y aumentado su permeabilidad (189). Se han descrito efectos

beneficiosos de la nutricidon enteral trofica con leche materna en varios aspectos:

- Reduce la permeabilidad intestinal y consecuentemente el riesgo de infeccion y ECN
(194,195)

- Facilita el establecimiento de una microbiota favorable (196,197)

- Incrementa la proliferacion celular del borde en cepillo (198)

- Mejora los patrones de motilidad intestinal y vaciado gastrico (199)

- Permite una progresion mas rapida a nutricion enteral total (200,201)

A pesar de los beneficios descritos en diferentes estudios, los metaanalisis no han sido
capaces de confirmar con evidencia suficiente esta asociacion. La ultima version, publicada
en 2013 (202), concluye que no se pueden demostrar efectos beneficiosos tras iniciar una
nutricion enteral tréfica cuando se compara con el ayuno, pero recalca que no se asocia a

ningun efecto dafiino, incluyendo el aumento de la incidencia de ECN.

La seguridad de la nutricion enteral trofica sumada al conocimiento de los efectos deletéreos

del ayuno en el tracto digestivo de los recién nacidos prematuros hace que esta practica sea
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recomendada por las guias (91,203) y practicada por la mayoria de los centros neonatales

(204-206).

1.2.2.3 Nutricion enteral progresiva

1.2.2.3.1 Tipo de alimentacion

La leche materna (LM) es el alimento de eleccion para todos los recién nacidos y el RNMP no
es una excepcion (91,207). Tanto los nutrientes como los factores bioactivos no nutricionales
presentes en la leche humana confieren a este fluido la capacidad de promover la

supervivencia y el desarrollo de patrones saludables (208).

La LM es un fluido bioldégicamente activo y muy variable en funcién del tiempo transcurrido
desde el parto, semanas de gestacion, duracion del episodio de lactancia y forma de

extraccion, recoleccion y administracion (209-212).

Mas alla del mero papel nutricional, la LM favorece la maduracion del tubo digestivo y
proporciona inmunidad (194). El empleo de LM se ha relacionado con una disminucion en el
riesgo de ECN y de sepsis tardia y con una menor tasa de ROP y de displasia broncopulmonar

(DBP) (213-217), asi como mejores desenlaces en el neurodesarrollo posterior (213,218,219).

En aquellas situaciones en las que la produccion de LM no llega a cubrir los requerimientos
del RNMP, las sociedades cientificas recomiendan el empleo de la leche humana de donante

(LHD) como primera alternativa para suplir esta carencia (91,220).

Existen dudas sobre si la composicion y las propiedades atribuidas a la LM son equiparables
en la LHD cuando se administra a RNMP. Por una parte, la LHD suele ser leche madura de
madres que ya llevan unas semanas amamantando a sus hijos, con la consiguiente diferencia
en la composicion de nutrientes (221,222), aunque ya se han descrito donaciones especificas

de madres de recién nacidos prematuros cuya leche se administra a otros RNMP (223). Por

29



Analisis del crecimiento postnatal de los RNMP y su modulacion nutricional.
M. Izquierdo Renau

otro lado, la LHD esta sujeta a una serie de procesos (principalmente pasteurizacion), que
pueden alterar las propiedades de las sustancias bioldgicamente activas que contiene (224). A
pesar de esto, hay cierta evidencia que apoya el hecho que los efectos beneficiosos de la LM
se replican en términos de reduccion de ECN, DBP, ROP y sepsis tardia, asi como de mejoria

de la tolerancia digestiva con el empleo de LHD versus formula (215,225-227).

El tnico punto en el que la LM o la LHD, sobre todo si no se fortifica, parece inferior a la
formula es en el crecimiento durante el ingreso; aunque no se han podido demostrar efectos

sobre el crecimiento a largo plazo (226).

1.2.2.3.2 Fortificacion de la leche

A pesar de la idoneidad de la LM como fuente de alimentacion del RNMP, ésta no acaba de
cubrir el elevado requerimiento nutricional de estos nifios a los volumenes habituales
(101,189) , por lo que la fortificacion de la leche humana es una practica habitual en el

soporte nutricional precoz de este grupo de pacientes (203,228).

Los preparados comerciales para la fortificacion de la LM son principalmente derivados de
leche bovina, aunque también hay comercializados fortificantes derivados de leche humana.
Se han descrito algunos beneficios con el empleo de fortificantes derivados de la leche
humana como una mejor tolerancia digestiva y una menor incidencia de ECN (229-231) ,
aunque la evidencia es controvertida (232) y los metaanalisis publicados al respecto apuntan a
la escasez de ensayos clinicos con evidencia suficiente como para probar estos efectos

descritos (233,234).

Asi pues, el objetivo de la fortificacion de la LM es cubrir las necesidades nutricionales del
RNMP, que pueden variar en funcién de las caracteristicas individuales y de su evolucién
durante el ingreso (235). Principalmente, la fortificacion enriquece el contenido proteico y de

calcio y fosforo de la LM (236).
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A pesar de que no existe un consenso claro de cuando hay que iniciar la fortificacion, en
términos generales se comienza cuando se alcanzan volumenes de 80-100 ml/kg/dia (189).
Otros autores han abogado por una fortificacion mas temprana, con volumenes tan bajos
como 20 ml/kg/dia (237). Sin embargo, salvo un mayor aporte proteico durante las primeras
semanas de vida, no parecen existir diferencias en términos de crecimiento, tolerancia enteral
o tasa de ECN cuando se compara con una fortificacion a mayores volimenes o tardia

(238,239).

En la practica clinica, la fortificacion de la LM se realiza de tres formas: estdndar, ajustada e
individualizada (228,235). En la siguiente tabla, adaptada de las recomendaciones de la
Asociacion Europea de Bancos de Leche (EMBA) (235), se describen los tres métodos, asi
como sus principales ventajas y desventajas en la practica diaria, aunque queda pendiente de

investigar el impacto a largo plazo de cada una de las estrategias.
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Tabla 6 Métodos de fortificacion de la LM (adaptada de la EMBA (235)).

Método de fortificacion

Metodologia

Ventajas/Desventajas

1. Fortificacion
estandar

Se afiade una cantidad fija de
fortificante a un volumen fijo de
LM (segun instrucciones del
fabricante)

Practica

Puede no responder a las
necesidades reales de
nutrientes de un RNMP
particular

2. Fortificacion
ajustable

Se monitoriza el metabolismo
proteico mediante el BUN. Si
BUN<10 mg/dl se afiade
suplemento proteico a la
fortificacidn estandar

Practica, facil de realizar
Ajusta el aporte proteico del
RNMP tanto por defecto
COMO POT €XCeso

Parece mejorar el crecimiento
del RNMP durante el ingreso
Necesita extracciones
sanguineas

3. Fortificacion
individualizada

Se miden las concentraciones de
macronutrientes en la LM y se
suplementa con proteinas y/o
grasas en funcion de los
resultados

Se pueden suplementar los
macronutrientes especificos
que estan por debajo de los
requerimientos

Conllevan mas trabajo, se
precisan analizadores de LM
incluidos en las unidades

Abreviaturas: LM: Lactancia materna, RNMP: recién nacido muy prematuro, BUN: nitrogeno ureico en sangre

1.2.2.3.3 Progresion de la nutricién enteral

Una vez iniciado el trofismo intestinal los primeros dias de vida, y comprobada la adecuada
tolerancia digestiva, se debe incrementar la cantidad de LM administrada y disminuir el

aporte de nutrientes via parenteral.

Clasicamente, el miedo al desarrollo de la ECN debido a una alta demanda metabolica del
tubo digestivo con la nutriciéon enteral condujo a que en la mayoria de las unidades de

cuidados intensivos neonatales la introduccion de esta se retrasase y, ademds, una vez
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instaurada se avanzase con mucha lentitud; a esto se sumaba la falta de alternativa a la LM
con LHD, con lo que se debia emplear formula (240,241). Sin embargo, en los ultimos afos,
se ha demostrado que el inicio precoz de la nutricidon enteral trofica seguido de un incremento
mas rapido de la nutricion enteral es seguro en términos de tolerancia y no aumenta el riesgo
de ECN, afiadiéndose otros efectos positivos como una menor duracion de la NP y de los dias
de via central, menor tasa de infeccion tardia y una consecucion mas temprana de la nutricion
enteral total (209,242-245). En términos generales se considera inicio precoz de la enteral si
esto ocurre antes de los 4 dias de vida y avance rapido si el incremento diario de la

alimentacion es mayor de 24 ml/kg/dia (202,243).

La forma y la frecuencia con el que el RNMP debe recibir la alimentacion también ha sido un
tema de debate. En general, la administracion intermitente se considera mas fisiologica que en
débito continuo, porque permite los ciclos hormonales habituales en el tracto digestivo que
favorecen su maduracion (246) y ademas da espacio a la implicacion de la familia en la
alimentacion del RNMP (247). Por otra parte, la alimentacion discontinua se ha relacionado
con mayor distensién gastrica (246), inestabilidad respiratoria (248) o alteraciones en el
control glucémico (249). La ultima revision de la Cochrane publicada al respecto en 2011
(250) concluia que no habia evidencia suficiente para aconsejar una estrategia sobre la otra,
aunque el reciente metaanalisis de Wang en el 2019 (246), apuntaba que la alimentacion
discontinua podria ser mas beneficiosa para este grupo de pacientes. Finalmente, con relacion
a si alimentar cada 2 o cada 3 horas, las revisiones sistematicas no parecen encontrar
diferencias notables entre ambos esquemas (251). La mayoria de los estudios, tanto
observacionales como ensayos clinicos no encuentran diferencias en la tolerancia enteral u
otros efectos adversos (252-254), mientras que algunos reportan una mejor tolerancia
alimentando cada dos horas (255) o beneficios como menos dias de NP con la administracion
cada 3 horas (256). Muchos centros, dada la ausencia de clara ventaja de una u otra estrategia

optan por administrar cada tres horas para reducir la carga de trabajo de enfermeria (254).
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1.3 INFLUENCIA DEL SOPORTE NUTRICIONAL Y DEL
CRECIMIENTO EN LA EVOLUCION DE LOS RECIEN NACIDOS
MUY PREMATUROS

La nutricion que recibe el recién nacido prematuro durante su estancia en la unidad neonatal
es uno de los principales factores modificables que influyen en su evoluciéon. Como veremos a
continuacion no sélo va a condicionar su crecimiento somatico (257), sino que parece jugar
un papel modulador en el desarrollo de morbilidades como la DBP o la ROP (258,259).
También se ha descrito que este efecto se extiende mas a largo plazo en términos de

neurodesarrollo (260) y salud metabodlica (261,262).

Una de las principales dificultades a la hora de establecer una relacion causal entre la
nutricion y el crecimiento y la aparicion de morbilidades es el hecho de identificar hasta qué
punto la nutricion suboptima es uno de los factores que influyen en la aparicion de la
enfermedad o mas bien, la asociaciéon de ambos refleja que un prematuro “enfermo” recibe
una nutricidon inadecuada por una restriccion en la prescripcion o una incapacidad metabolica
de utilizar completamente los nutrientes en un estado de alta demanda por la enfermedad

(263-265).

1.3.1 NUTRICION Y CRECIMIENTO DEL RECIEN DEL RECIEN NACIDO MUY
PREMATURO

Como se ha comentado con anterioridad, aunque el crecimiento postnatal de los RNMP es un
fendmeno multifactorial, se estima que aproximadamente el 50% va a depender del soporte

nutricional recibido (65,92).

Numerosos estudios tanto aleatorizados como observacionales, se han centrado en evaluar y
demostrar la influencia del soporte nutricional del RNMP durante el ingreso en su crecimiento

postnatal y en analizar la interaccidon entre ambos. Destaca la falta de homogeneidad en el
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disefio y la metodologia, lo que dificulta la correcta interpretacion y la extraccion de
conclusiones solidas para llevar a cabo cambios en la practica clinica (108,109). A pesar de
estas limitaciones, parece existir bastante consenso en que un soporte nutricional optimizado
durante las primeras semanas de vida reduciria este déficit nutricional y mejoraria el patron de

crecimiento postnatal (175,206,266).

Se ha postulado que la adecuada provision de proteinas acompafniada de un aporte ajustado de
energia son los factores nutricionales que en mayor grado determinan el crecimiento y la
posible influencia en el desarrollo de morbilidades (103). En este sentido, la mayoria de los
estudios realizados en las ultimas dos décadas se basan en analizar el impacto de la
administracion precoz y con diferentes dosis de aminoacidos endovenosos y la optimizacion
caldrico-proteica de la nutricion enteral. Los diferentes estudios publicados no presentan
resultados homogéneos. Algunos autores describen un mejor crecimiento durante el ingreso
con una pauta nutricional optimizada (74,87,119,267-270), mientras que otros no encuentran
diferencias (271-273). Es necesario resefiar que, de estos estudios, algunos solo analizan el
impacto precoz de la administracion endovenosa de un mayor aporte de nutrientes (271,272),
mientras que otros suman a este primer aporte endovenoso una pauta de nutricion enteral
enriquecida (267,269,273), lo cual podria modificar el efecto sobre el crecimiento durante el

ingreso.

Los metaanalisis mas recientes publicados en relacion con las consecuencias de la
administracion precoz y a dosis elevadas (>3 g/kg/dia) de proteinas, parecen coincidir en que
un aporte de mas de 3 g/kg/dia de proteinas endovenosas no se relaciona con una mejoria del
crecimiento postnatal, mientras que un aporte de precoz de proteinas de entre 2-3 g/kg/dia,
con un suministro adecuado de calorias no proteicas se asocia a una disminucién del fracaso

de crecimiento postnatal (108,109).

35



Analisis del crecimiento postnatal de los RNMP y su modulacion nutricional.
M. Izquierdo Renau

1.3.2 NUTRICION, CRECIMIENTO Y COMORBILIDADES DURANTE EL
INGRESO DEL RECIEN NACIDO MUY PREMATURO.

Mas alla de la influencia en el crecimiento postnatal, el soporte nutricional del RNMP se ha
relacionado también con el desarrollo de diferentes morbilidades caracteristicas de la

evolucion temprana de esta poblacion.

Sin lugar a duda, uno de los paradigmas de esta influencia es la ROP. A pesar de que el bajo
peso al nacimiento y edades gestacionales mas bajas son los principales factores de riesgo
para esta alteracion, la nutricion que recibe el RNMP y su crecimiento postnatal son, junto
con la oxigenoterapia, unos de los principales elementos relacionados con el desarrollo de la

ROP (274).

Se cree que el efecto de la nutricion y el crecimiento en la ROP estd asociado al IGF-1. El
nacimiento prematuro supone un descenso inmediato de los niveles de IGF-1 que estaban
siendo suministrados por la madre (275), mientras que, en una segunda fase, los niveles de
IGF-1 aumentan en el prematuro en la fase de crecimiento estable mediados por la cantidad de
energia y proteinas recibidas, por lo que se podria decir que un nivel de IGF-1 en rango
normal denota una correcta nutriciéon (276). En modelos experimentales se ha visto que
niveles bajos de IGF-1 se asocian a un crecimiento insuficiente de los vasos retinianos (277).
Por otro lado, el IGF-1 es un factor permisivo para el factor de crecimiento vascular, que
contribuye a la vasoproliferacion descontrolada de la segunda fase de la patogénesis de la

ROP (275,276).

Varios autores han demostrado que una ganancia ponderal o velocidad de crecimiento
postnatal insuficiente se relacionan de forma independiente con un riesgo aumentado de
presentar ROP (274,278-281), del mismo modo que unos aportes energéticos mas elevados
parecen disminuir el riesgo de presentar ROP sobre todo en sus estadios mas graves (> grado

3) (274,282,283).

La interrelacion entre la edad gestacional, el peso al nacimiento y la velocidad de crecimiento

postnatal y el desarrollo de la ROP ha permitido la elaboracion de algoritmos matematicos de
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prediccion de riesgo de ROP cuya finalidad es seleccionar pacientes candidatos al examen
retiniano con criterios mas ajustados que Unicamente el peso al nacimiento y la edad
gestacional, minimizando asi exploraciones innecesarias (274). La mayoria de estos
algoritmos se basan en que el crecimiento postnatal se puede utilizar como un subrogado de
los niveles de IGF-1 (284). El algoritmo mdas conocido es el WINROP, desarrollado por
Hellstrom y sus colaboradores (279,285), en el que el peso real de cada prematuro se compara
con un peso que se supone de referencia de nifios que o bien no desarrollaron ROP o lo
hicieron de forma leve. Se van acumulando las diferencias entre el peso real y el esperado
hasta que superan un umbral reconocido para riesgo elevado de ROP grave, momento en el
cual se indicaria la exploracion del fondo de ojo. Otros algoritmos elaborados son el ROP

score (286), el PINT ROP (287), el CHOP ROP (288), el CO-ROP (289) y el G-ROP (290).

Otros factores nutricionales como la administraciéon de LM también se han relacionado con
una menor tasa de ROP gracias a sus componentes bioactivos, IGF-1, acido
docosahexaenoico (DHA) y antioxidantes como la vitamina E, lo cual se ha ratificado en

recientes metaanalisis (291-293).

El crecimiento y nutricion, tanto prenatal como postnatal, juegan un papel clave junto con
otros factores en la patogénesis de la DBP (294-297). Por un lado, la malnutricién no facilita
ni el adecuado crecimiento pulmonar (298) ni la efectividad de los mecanismos de defensa
contra elementos dafiinos como la hiperoxia, el dafio inducido por ventilacion mecanica o la
infeccion (299). Por otro lado, los RNMP afectos de DBP asocian un fallo de crecimiento
postnatal (299,300) que no les permite normalizar la funcidn respiratoria, por lo que se cierra

un circulo causal dificil de romper.

Diversos estudios, la mayoria de ellos observacionales, permiten establecer una relacion entre
una nutricion y crecimiento optimizados y una menor prevalencia de DBP (258,259,301—
304). Ademas, existen una serie de factores nutricionales que se han relacionado con una
menor tasa de DBP como es el empleo de leche humana (tanto materna como de donante)
(216,227), el empleo de lipidos endovenosos con un perfil mas antiinflamatorio como los
multicomponentes (SMOF®) (305,306) o la suplementacion con DHA (307) o sustancias

antioxidantes como la vitamina A (308).
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La optimizacion de la nutricion y el crecimiento postnatal de los recién nacidos muy
prematuros también parece influir de forma positiva en el desarrollo cerebral y en los

desenlaces posteriores del neurodesarrollo (260,309-311).

El tercer trimestre es un periodo de suma importancia para el crecimiento y diferenciacion
funcional de las estructuras del sistema nervioso central (312,313). El nacimiento prematuro
conlleva la exposicion a una serie de factores de diversa indole que pueden alterar este
proceso y producir consecuencias en el neurodesarrollo (314). Hay trabajos que demuestran
un crecimiento disminuido de las estructuras cerebrales en nifios prematuros, incluso en

ausencia de dafo estructural, comparados con fetos en el tercer trimestre (315).

El soporte nutricional y su influencia en la trayectoria de crecimiento postnatal son factores
relacionados con un mejor crecimiento y maduracion cerebral, asi como un mejor
neurodesarrollo posterior (260,310,316). Aunque con ciertas reservas, el correcto crecimiento
del PC durante el ingreso se ha considerado como un buen subrogado del crecimiento de las
estructuras intracraneales (316). Varios autores han demostrado un mejor crecimiento del PC
con una nutricién optimizada tanto parenteral como enteral (180,268,317), asi como mejoria
en el volumen cerebral total (310,311,318), cerebelar (311) o de los ganglios basales (310),
estos ultimos mediante estudios de resonancia magnética. Esta técnica de imagen también ha
permitido relacionar una mejor nutricion y crecimiento con la maduracion cortical y de las
conexiones neuronales (319,320), asi como con la maduracion de la sustancia blanca (321).
Asi pues, la optimizacion de la nutricion precoz en los RNMP se ha descrito como uno de los
factores modificables que impactan en el curso del desarrollo cerebral y posterior

neurodesarrollo (260,310).

Multiples trabajos de diversa indole metodoldgica relacionan un mayor aporte de
macronutrientes y de energia y una mejor trayectoria de crecimiento postnatal con mejores
desenlaces en varios aspectos del neurodesarrollo posterior (309,322-326), mientras que otros
autores no encuentran estas diferencias (87,327,328). En el 2016 se publicd una revision
sistematica (329) en la que se concluia que si que parece existir una relacion entre una
nutricion precoz optimizada y un mejor neurodesarrollo en este grupo de pacientes, aunque
sin poder establecer una relacion causal clara. Los diferentes factores nutricionales que

influyen en el neurodesarrollo y las interacciones entre ellos son complejos (260,330), pero

38



Analisis del crecimiento postnatal de los RNMP y su modulacion nutricional.
M. Izquierdo Renau

una aproximacion homogénea tanto en los protocolos nutricionales precoces, como en el
soporte a la lactancia materna y en la valoracion del neurodesarrollo podrian contribuir a
consolidacion de esta oportunidad para mejorar el prondstico neurologico de este grupo de

pacientes.

Por ultimo, hay preocupacion acerca de las posibles consecuencias metabolicas y
cardiovasculares adversas derivadas de un crecimiento recuperador excesivo tras un periodo
de restriccion de crecimiento en los recién nacidos prematuros, con o sin restriccion de
crecimiento intrauterino asociada (261,262,331). Respecto a esto, hay que tener en cuenta que
muchos de los trabajos publicados son observacionales y sobre cohortes de prematuros que

nacieron hace mas de dos décadas.

Se han descrito desenlaces metabolicos adversos en esta poblacion relacionados con un
crecimiento acelerado en periodos criticos del desarrollo como una resistencia aumentada a la
insulina en aquellos con un mejor crecimiento y un riesgo aumentado de diabetes tipo II
(332-335); un perfil lipidico desfavorable (336-339) y un mayor riesgo de obesidad y de
adiposidad alterada (340,341). Del mismo modo, los RNMP suponen una poblacién que
puede presentar en la infancia y edad adulta cifras mas elevadas de tension arterial (342,343)
secundariamente a factores prenatales como la preeclampsia y el RCIU y a factores
relacionados con la exposicion a influencias andmalas durante el desarrollo extrauterino
(342). Sin embargo, otros estudios no han sido capaces de demostrar la asociacion de la

prematuridad con otros componentes del sindrome metabdlico (344,345).

El ultimo metaanalisis publicado al respecto en 2019 (346) concluye que aquellos adultos
jovenes que nacieron de forma prematura en la tGltima década del siglo pasado presentan un
mayor porcentaje de masa grasa, mayores cifras de tension arterial (tanto sistolica como
diastolica), valores mayores de colesterol total (sin diferencias en las cifras de HDL, LDL o
triglicéridos) y cifras mas elevadas de glucosa en ayuno. Ademas, realiza un analisis
excluyendo los nifios que nacieron con bajo peso para la EG, que podria actuar como factor de
confusion, y los resultados son similares. Se ha de tener en cuenta, sin embargo, que los
regimenes nutricionales vigentes en el momento del ingreso de estos pacientes serian con casi

toda seguridad diferentes a los que se emplean en la neonatologia actual.
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El balance entre el efecto beneficioso en el neurodesarrollo de aquellos RNMP con
trayectorias de crecimiento favorables y el riesgo de enfermedades metabolicas y
cardiovasculares es uno de los principales dilemas a los que se enfrenta hoy en dia la nutricion
clinica en neonatologia. Muchos autores concluyen la importancia de conseguir un
crecimiento “saludable” del RNMP no sélo durante el ingreso, sino también durante la
infancia precoz, como herramienta para equilibrar esta disyuntiva (347,348). Como
crecimiento “saludable” se entenderia un crecimiento en el que se buscara una composicion
corporal en la que no predominara el componente de masa grasa en detrimento de la masa
magra -fendomeno ampliamente descrito en los recién nacidos prematuros cuando llegan al
término (349,350)-, promocion del crecimiento linear (talla adecuada), promocion de una
nutricion basada en un aporte equilibrado de macronutrientes para evitar alteraciones en el
ratio proteina/energia (316,351) y una dieta enteral basada en la lactancia materna, asociada a
efectos beneficiosos den el neurodesarrollo a pesar de cierto efecto negativo del crecimiento
postnatal (262,352). Por ultimo, dado que el impacto metabolico parece asociado a periodos
de crecimiento recuperador tras fases de desnutricion en periodos criticos, se deberia evitar en
la medida de lo posible el fallo de crecimiento postnatal limitando, por ejemplo, la perdida
fisioldgica de peso inicial en los RNMP (55) o monitorizando y orientando de forma adecuada
el crecimiento y la composicion corporal una vez dados de alta y durante los primeros afios de

la infancia (261,341,348).
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2. JUSTIFICACION e HIPOTESIS

El nacimiento prematuro supone una urgencia metabdlica, ya que el recién nacido se ve
desprovisto de forma subita del flujo continuo de nutrientes y de oxigeno proporcionado por
la madre a través de la placenta. En esta situacion, el establecimiento de un soporte nutricional
precoz es vital para una correcta adaptacion metabolica. Los aportes nutricionales y el
crecimiento postnatal de los recién nacidos prematuros influyen en la gravedad del curso
clinico durante el ingreso (259,263) y posteriormente tienen un impacto significativo en el
neurodesarrollo y en el fenotipo metabolico. Los estados de desnutricion y trayectorias de
crecimiento desfavorables se relacionan con peores resultados en el neurodesarrollo y con
enfermedades metabolicas y cardiovasculares del adulto como la hipertension arterial, la

obesidad o la resistencia a la insulina (329,346).

Clasicamente, las estrategias nutricionales en el manejo del recién nacido prematuro se han
regido por la premisa lanzada por la Academia Americana de Pediatria (37) segtn la cual, el
crecimiento postnatal de un RNMP debe seguir el que hubiera presentado si permaneciera
intratutero. Sin embargo, en la practica clinica, en muchas ocasiones esta trayectoria de
crecimiento postnatal se caracteriza por un fracaso de medro o fallo de crecimiento que puede
llegar a ser muy prevalente (63,64,67) y que se ha denominado RCEU por analogia al RCIU.
Esta complicacion postnatal es de etiologia multifactorial, abarcando factores prenatales,
genéticos y comorbilidades durante el ingreso, entre otras causas (353). El soporte nutricional
es una pieza clave, por lo que los esfuerzos se han centrado en proporcionar a los RNMP una
nutricion optimizada con el fin de frenar este proceso y sus posibles efectos adversos (354).
Sin embargo, para poder guiar nuestras actuaciones en este campo de forma correcta y tener
herramientas de evaluacion posterior, deberia existir una forma de evaluar el crecimiento
postnatal de los RNMP que se aproximara a la realidad del fenomeno bioldgico del
crecimiento de un prematuro fuera del Utero durante el tercer trimestre y que nos permitiera
clasificar a estos nifios de forma que minimizaramos posibles efectos adversos derivados del
crecimiento inadecuado. Nos encontramos con que, en la actualidad, no existe unanimidad
entre los diferentes estudios publicados en como se analiza el crecimiento (39,70). Se han

descrito diferentes métodos: velocidades de crecimiento (g/kg/dia) con diferentes formulas
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(lineal, logaritmica...), valoraciones del peso en un momento dado tanto en percentiles como
en z-score, diferencia de z-score, etc.(57). Por otro lado, en los ultimos afios algunos autores
han propuesto el uso de curvas de crecimiento postnatal longitudinales y estandarizadas a
diferencia de la aproximacion clésica que han sido las curvas transversales de referencia de

peso al nacimiento (50,52).

A pesar de esta dificultad reconocida en nuestra aproximacion a la nutricion que debe recibir
un recién nacido prematuro y como analizar su crecimiento, sabemos que la nutricion y el
crecimiento precoz de un recién nacido muy prematuro pueden modular tanto la gravedad de
las complicaciones durante el ingreso como los resultados a largo plazo, de modo que en la
practica clinica tenemos que asegurar que los aportes nutricionales que reciben estos nifios
sean adecuados para poder conseguir un crecimiento positivo durante el ingreso sin

exponerlos a riesgos posteriores.

El crecimiento de los recién nacidos muy prematuros presenta postnatalmente una trayectoria
que diverge de la que hubiesen experimentado de haber continuado el embarazo. Nuestra
hipotesis es que algunos de los métodos descritos en la literatura no reflejaran de forma
adecuada la restriccion de crecimiento postnatal que presentan hasta la edad cercana al
término. Asimismo, existirdn distintos factores de naturaleza nutricional o no que impactaran

en la magnitud de este fallo de crecimiento.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis es caracterizar el fallo de crecimiento postnatal durante el
ingreso en una cohorte de RNMP en un hospital de tercer nivel. Para ello, se describirdn y
analizaran aquellos parametros que puedan definir el fallo de crecimiento postnatal, se
identificaran factores nutricionales y no nutricionales que puedan utilizarse como marcadores

precoces y se estudiara la influencia del soporte nutricional precoz sobre este problema.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 PRIMER ARTICULO

Montserrat Izquierdo Renau, Victoria Aldecoa-Bilbao, Carla Balcells Esponera, Beatriz del
Rey Hurtado de Mendoza, Martin Iriondo Sanz, Isabel Iglesias-Platas. Applying methods for
postnatal growth assessment in the clinical setting: evaluation in a longitudinal cohort of very

preterm infants. Nutrients, 2019; 11: 2722-2783. FI: 4,171 (JCR SCIE) Q1

1. Evaluar la aplicabilidad de los diferentes métodos descritos en la literatura para
valorar el crecimiento postnatal de los RNMP en una cohorte evaluada
prospectivamente.

2. Determinar un método Optimo para definir en la clinica el fracaso de crecimiento
postnatal de los RNMP.

3. Identificar marcadores precoces predictivos del fallo de crecimiento postnatal a la

edad de término o cerca del término en esta poblacion.
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3.2.2 SEGUNDO ARTICULO

Montserrat Izquierdo Renau, Antonio F. Martinez Monseny, Neus Pociello, Paloma
Gonzéalez, Ruth del Rio, Martin Iriondo, Isabel Iglesias-Platas. Changes on parenteral
nutrition during the first week of life influence early but not late postnatal growth in very low

birth weight infants. Nutr Clin Pract 2016; 31 (5): 667-672. FI: 2,468 (JCR SCIE) Q3

1. Analizar el impacto sobre el crecimiento postnatal del cambio de la composicion de
macronutrientes de la NP en un estudio de cohortes retrospectivas de RNMP.
2. Analizar el impacto sobre la evolucion clinica del cambio de la composicion de

macronutrientes de la NP en un estudio de cohortes retrospectivas de RNMP.

44



Andalisis del crecimiento postnatal de los RNMP y su modulacion nutricional.
M. Izquierdo Renau

4. METODOLOGIA

La metodologia de los articulos que componen esta tesis se encuentra detallada en los trabajos
originales. A continuacion, se describe de forma maés resumida la metodologia de ambos

trabajos con el fin de facilitar la lectura de la tesis.

4.1 PRIMER ARTICULO

Montserrat Izquierdo Renau, Victoria Aldecoa-Bilbao, Carla Balcells Esponera, Beatriz del
Rey Hurtado de Mendoza, Martin Iriondo Sanz, Isabel Iglesias-Platas. Applying methods for
postnatal growth assessment in the clinical setting: evaluation in a longitudinal cohort of very

preterm infants. Nutrients, 2019; 11: 2722-2783. FI: 4,171 (JCR SCIE) Q1

Se trata de un estudio en una cohorte prospectiva en el que se evaliian los diferentes métodos
de wvaloracion del crecimiento postnatal de los RNMP mediante un andlisis transversal
descriptivo y se buscan factores determinantes del mismo mediante un estudio caso-control de
los pacientes que mostraron fallo de crecimiento postnatal y los que no. El estudio fue

aprobado por el comité de ética local (PIC 95-13) (Anexo I).

Se incluyeron pacientes con una EG < 32 semanas que ingresaron en nuestro centro en las
primeras 24h de vida. Los criterios de exclusion fueron: exitus durante la primera semana de

vida, malformaciones congénitas, alteraciones genéticas o infecciones congénitas.

Se recogieron datos antropométricos durante al ingreso. Los datos de aquellos pacientes que
fueron dados de alta antes de las 36 semanas de EPM se obtuvieron del programa de

hospitalizacion domiciliaria.
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Se exploro la aplicabilidad en nuestra cohorte de diferentes métodos para la valoracion del

crecimiento postnatal descritos en la literatura. Se estudiaron y definieron los siguientes

parametros:

1-

Velocidad de crecimiento
La velocidad de crecimiento (VC) se calculo utilizando la siguiente férmula (61) y se

denominé VC mediante el método de los dos puntos:

VC= (1000 x (Pn-P1)/ [P1x (Dn-D1)]

P: peso, D: dia en que se valora, n: punto final del intervalo de tiempo y 1: punto

inicial del intervalo de tiempo

RCEU
Se defini6 RCEU si el z-score de peso era inferior a - 1,28 (P10) en un punto

determinado de la evolucion postnatal.

Fallo de crecimiento postnatal (FCP)
Se defini6 FCP como una diferencia de z-scores entre dos puntos determinados

superior a 1,34.

Se recogieron datos para caracterizar la pérdida fisiologica inicial de peso: peso minimo, dia

en que se alcanzo y dias en recuperar PN. Los datos antropométricos se transformaron en z-

scores mediante el empleo de curvas locales (8).

Todos nuestros pacientes recibieron NP en el momento del ingreso, con una composicioén

inicial de 8,6 g/kg/dia de carbohidratos, 2,5 g/kg/dia de proteinas y 2 g/kg/dia de lipidos. Se

incrementaron los aportes durante la primera semana de vida hasta un maximo por protocolo

de 17 g/kg/dia de carbohidratos, 3,5-4 g/kg/dia de proteinas y 3-3,5 g/kg/dia de lipidos. La

nutricion enteral tréfica se iniciaba lo mas pronto posible con LM. Nuestro protocolo

contempla el empleo de LHD durante el primer mes de vida en aquellos RNMP con EG <28

semanas y durante la primera semana de vida para aquellos con EG > 28 semanas. La

46



Analisis del crecimiento postnatal de los RNMP y su modulacion nutricional
M. Izquierdo Renau

fortificacion de la LM se indicaba cuando el aporte de LM alcanzaba los 100 ml/Kg/dia y se

definio la nutricion enteral total como el primer dia sin aportes de nutrientes endovenosos.

Para la asignacion de desenlaces clinicos, se diagnostico la presencia de un ductus arterioso
persistente (DAP) por la presencia de signos clinicos sugestivos confirmados por
ecocardiografia y de DBP si el prematuro necesitaba oxigeno mas de 28 dias (355). La ECN
se defini6 utilizando la clasificacion de Bell (356) y contabilizada como tal si correspondia a
un estadio 2 o mas. Para la gradacion de la ROP y la hemorragia intraventricular (HIV) se
utilizaron la clasificacion del Comité Internacional para la clasificacion de la ROP (357) y la

clasificacion de Papile (358) respectivamente.

Los estadisticos descriptivos se expresaron en frecuencias absolutas (n) y relativas (%) y
medias = DS o medianas con el rango de percentiles 25-75. Las diferencias entre grupos se
exploraron mediante las pruebas estadisticas adecuadas: prueba de la T de student o la U de
Mann-Whitney para variables continuas y > para variables categoricas junto con la prueba
exacta de Fischer. El andlisis de la asociacion entre el crecimiento (expresado como cambio
en z-score o FCP) con las diferentes variables clinicas relevantes se llevd a cabo mediante
regresion linear o logistica. El impacto de la NP en el crecimiento durante los primeros 28
dias de vida se ajustd por EG y se expresd como coeficiente 8 con un intervalo de confianza
(IC) del 95%. Los factores predictivos del FCP se presentan como odds ratio (OR) con
intervalo de confianza (IC) del 95%. Aquellas variables relacionadas con el FCP con una
p<0,1 en el andlisis bivariante se incluyeron en el analisis multivariante. Finalmente se utilizd
una regresion por pasos hacia atras para seleccionar los predictores de FCP en el modelo
apropiado. Se calcularon medidas para evaluar el rendimiento del modelo predictivo:
variacion (R?), calibracion (prueba de bondad de ajuste de Hosmer- Lemeshow) y
discriminacién (prueba del area bajo la curva). Se establecio la significacion estadistica con
un valor bilateral de p <0,05). Todos los célculos estadisticos se llevaron a cabo mediante el

programa IBM SPSS statistical software, version 22 (IBM Corp, Armonk, NY, USA).
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4.2 SEGUNDO ARTICULO

Montserrat Izquierdo Renau, Antonio F. Martinez Monseny, Neus Pociello, Paloma
Gonzéalez, Ruth del Rio, Martin Iriondo, Isabel Iglesias-Platas. Changes on parenteral
nutrition during the first week of life influence early but not late postnatal growth in very low

birth weight infants. Nutr Clin Pract 2016; 31 (5): 667-672. FI: 2,468 (JCR SCIE) Q3

Estudio retrospectivo aprobado por el comité de ética local para el analisis de cohortes
historicas antes y después de la implementacion de un cambio de protocolo en la NP prescrita

para los RNMP.

Se establecieron dos periodos de estudio de 2 afios antes y 2 después del cambio del protocolo
(Periodo 1 2001-2003, Periodo II 2006-2007). Los afios entre estos dos periodos, que
incluyeron el momento del cambio del protocolo, se excluyeron del estudio para garantizar la
correcta implementacion de este. Los pacientes con malformaciones congénitas o reclutados
para otros ensayos clinicos fueron excluidos. Para no perder informacién importante, sélo se
incluyeron en el estudio pacientes que ingresaron durante las primeras 48 horas de vida,
sobrevivieron durante mas de una semana o fueron dados de alta desde nuestra unidad.
Durante el periodo de estudio el unico cambio importante en cuanto a los protocolos clinicos
en la unidad neonatal fue la instauracion del programa de atencion domiciliaria en el periodo
II. Los aportes nutricionales, los datos de crecimiento y la informacion de la evolucion clinica

se obtuvieron de los registros hospitalarios.

La tabla 7 recoge la composicion recomendada en los protocolos de NP en los dos periodos,
cuyas diferencias radican principalmente en un mayor contenido de macronutrientes de forma
mas precoz en el periodo II. Ademas, durante el periodo II se contaba con NP estandarizadas
disponibles en la unidad que permitian el inicio de la NP en el momento del ingreso; mientras
que en el periodo I, fuera del horario laboral de la farmacia hospitalaria los pacientes recibian

una perfusion con glucosa al 10% hasta que se podia elaborar la NP.
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Tabla 7 Composicion recomendada de la NP durante la primera semana de vida para RNMP

Dias de Carbohidratos Proteinas Lipidos
vida (g/kg/dia) (g/kg/dia) (g/kg/dia)
Periodo I Periodo 11 Periodo I Periodo 11 Periodo I Periodo 11

1 5,8 8,6 1 2,5 0 2

2 7,2 10 1,5 3 0,5 2,5

3 8,6 11,5 2 3,5 1 3

4 10 12,9 2,5 3,5 1,5 3

5 11,5 14,4 3 3,5 2 3

6 14,4 15,8 3 3,5 2,5 3

7 17,2 17,2 3,5 3,5 2,5-3 3

La nutricion enteral se iniciaba lo mas precozmente posible en funcién de la estabilidad del
paciente. El alimento de eleccion era la LM, pero en su defecto se debia emplear formula de

prematuro ya que la LHD no estaba disponible en nuestra unidad en los periodos de estudio.

Los aportes nutricionales se calculaban a partir de los datos registrados en las graficas de
enfermeria y no desde el programa de prescripcion, para analizar el aporte real administrado.
Los datos antropométricos se recogieron al nacimiento, 14 dias, 28 dias, 36 semanas de EPM
y al alta. Se incluyeron también datos de pérdida de peso méxima inicial, dia en el ocurria y
dias en recuperar el PN. Los datos antropométricos se transformaron en z-scores mediante el

empleo de curvas locales (8).

Para la asignacion de desenlaces clinicos, se diagnostico DAP en la presencia de signos
clinicos sugestivos confirmados por ecocardiografia y DBP si el prematuro necesitaba
oxigeno mas de 28 dias (355). La ECN se defini6 utilizando la clasificacion de Bell (356) y
contabilizada como tal si correspondia a un estadio 2 o mas. Para la gradacion de la ROP se
utiliz6 la clasificacion del Comité Internacional (357) y para la de la HIV se uso la

clasificacion de de Papile (358).
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El anélisis estadistico se realizo mediante el programa estadistico IBM SPSS statistical
software, version 19 (IBM Corp, Chicago, IL, USA). Los estadisticos descriptivos se
expresaron en frecuencias absolutas (n) y relativas (%) y medias + DS. Las diferencias entre
los dos periodos se exploraron mediante las pruebas estadisticas adecuadas: prueba de la T-
Student para variables continuas y x> para variables categoricas. La significacion estadistica se

estableci6 para un valor de p< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 PRIMER ARTICULO

Montserrat Izquierdo Renau, Victoria Aldecoa-Bilbao, Carla Balcells Esponera, Beatriz del

Rey Hurtado de Mendoza, Martin Iriondo Sanz, Isabel Iglesias-Platas.

Applying methods for postnatal growth assessment in the clinical setting: evaluation in a

longitudinal cohort of very preterm infants.

Nutrients, 2019; 11: 2722-2783.

FI: 4,171 (JCR SCIE) Q1
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Abstract: Aim: To analyze different methods to assess postnatal growth in a cohort of very premature
infants (VPI) in a clinical setting and identify potential early markers of growth failure. Methods:
Study of growth determinants in VPI (<32 weeks) during hospital stay. Nutritional intakes and
clinical evolution were recorded. Growth velocity (GV: g/kg/day), extrauterine growth restriction
(%) (EUGR: weight < 10th centile, z-score < —1.28) and postnatal growth failure (PGF: fall in z-score
> 1.34) at 36 weeks postmenstrual age (PMA) were calculated. Associations between growth and
clinical or nutritional variables were explored (linear and logistic regression). Results: Sample: 197
VPL GV in IUGR patients was higher than in non-IUGRs (28 days of life and discharge). At 36 weeks
PMA 66.0% of VPIs, including all but one of the IUGR patients, were EUGR. Prevalence of PGF at the
same time was 67.4% (IUGR patients: 48.1%; non-IUGRs: 70.5% (p = 0.022)). Variables related to PGF
at 36 weeks PMA were initial weight loss (%), need for oxygen and lower parenteral lipids in the first
week. Conclusions: The analysis of z-scores was better suited to identify postnatal growth faltering.
PGF could be reduced by minimising initial weight loss and assuring adequate nutrition in patients
at risk.

Keywords: postnatal growth failure; extrauterine growth restriction; intrauterine growth restriction;
fall in z-score

1. Introduction

Growth of preterm infants lacks a standardized approach among neonatologists [1,2] and a
multitude of methods have been described to report growth trajectories in these patients. Calculating
growth velocity (GV) as g/kg/day [3,4] is one of the most widely used, followed by differences in z-score
between two points in time [5]. A recent review and meta-analysis [6] examined the variability of
growth assessment regarding calculations, time frames, and denominators, as well as how extrauterine
growth restriction (EUGR) was defined. It concluded that the most frequent method to calculate GV
was g/kg/d, followed by g/d and change in z-score relative to an intrauterine or postnatal growth
chart. Most studies calculated g/kg/d using birth/admission as the baseline, followed by a smaller
percentage using other time points like time at full enteral feedings or the day after regaining birth
weight (BW). Some authors have explored theoretical mathematical models to individually approach
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growth velocity taking into account the initial period of weight loss [7,8]. Although promising, they
have not been fully implemented in clinical practice yet.

On the other hand, there is an ongoing debate focused on the ideal growth pattern for preterm
infants or, in other words, which curves should be used to monitor preterm growth [9-12]. The most
largely accepted recommendation is that growth of a preterm baby should match that of a healthy
fetus, as the American Academy of Pediatrics reported in 1977 [13], but we still lack a globally accepted
reference for weight, length, head circumference or body composition [1,14]. In our NICUs, this
target is not always attained, with EUGR being a very common issue [15-17] although several authors
have reported growth close to fetal references after enhanced nutritional policies [18-20]. The use
of longitudinal postnatal growth curves rather than cross-sectional size-at-birth by gestational age
(GA) reference curves has been advocated by some authors [14,21]. They support the idea that fetal
growth depends on the intrauterine environment and placental function, while a preterm infant is
under the influence of different factors such as nutritional support and clinical conditions [22]. There
are no studies comparing long-term outcomes of well-grown and growth-restricted babies classified by
different curves, so there is little evidence to support which reference would be optimal.

Both postnatal growth and the quality of early nutritional support of very preterm infants (VPI)
have been recognized as capital factors contributing to progression in hospital and after discharge,
with nutritional deficiencies and faltering growth during admission having been related to worse short-
and long- term outcomes [23]. Some authors have reported that faltering growth specially affects the
sickest patients, due to the mixed effect of inflammatory mediators on metabolism and the difficulty in
achieving recommended nutritional intakes due to fluid restriction [24,25]. In a large cohort of preterm
infants, Ehrenkranz showed that this relationship is not unidirectional and that the risk of adverse
outcomes was influenced by early energy intake [26]. Improved growth and nutritional supply during
admission have been related to better long-term growth of brain structures and a more favorable
neurodevelopmental outcome [27-31]. On the other hand, very rapid postnatal catch-up growth after a
period of growth restriction has been linked to adverse metabolic consequences [32-34]. In this regard,
preventing postnatal growth faltering would avoid the need for catch up growth. In daily practice, we
are responsible for providing our patients with the optimal nutrient supply in order to reach a positive
weight gain and prevent postnatal growth faltering, but this confusing scenario of how growth should
be evaluated and reported, leaves the clinical neonatologist very poorly equipped to face this challenge.

The aims of this study were: (1) to describe the applicability of the most currently used methods for
the assessment of postnatal growth in clinical practice using an actual cohort of VPI, (2) to pinpoint early
markers that can help detect which children, conditions and macronutrient provision profiles associate
the highest risk of postnatal growth failure in order to provide some room for timely intervention.

2. Materials and Methods

2.1. Study Design

Prospective cohort study of determinants of growth in VPI admitted in our unit between 2011 and
2016. This analysis includes growth data from the participants of a study aimed to search for different
markers of safety and efficacy of nutritional support in very preterm babies (PIC-95-13). The protocol
was approved by the local ethics committee and written consent from the parents was obtained prior
to participation.

2.2. Study Population

Newborns with a gestational age equal or under 32 weeks that were admitted within 24 h of birth
were eligible for the study. Exclusion criteria were death before one week of life, major malformations,
chromosomal abnormalities or genetic diseases and congenital infection.
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2.3. Growth Data

Prenatal diagnosis of intrauterine growth restriction (IUGR) was established following local
obstetrics protocols if estimated fetal weight was under the 3rd centile or under the 10th centile with
abnormal doppler waves [35]. Postnatal weight was recorded daily from birth and length and head
circumference were determined weekly during admission by the clinical staff in charge of care. Only
longitudinal weight measurements were evaluated in this study. Raw data were transformed into
z-scores in reference to local intrauterine curves for comparison with the population of the same
gestational or postmenstrual age (PMA) at each point [36]. Post discharge weight data for children that
were discharged before 36 weeks PMA was available from the home hospitalization program. Growth
velocity (GV g/kg/day) was calculated as 2-point birth weight model (GV = (1000 x (Wn — W1))/W1 X
(Dn — D1)) where W is the weight in grams, D is day, 1 indicates the beginning of the time interval, and
n is the end of the time interval in days [3]. We did not consider the logarithmic method [3] suitable
to be readily available in clinical practice. For consistency with the literature, we defined EUGR at
any time point if z-score was under —1.28 (10th centile) [37]. A fall in z-score (FZS) by more than 1.34
between two points was termed Postnatal Growth Failure (PGF). We selected a cut-off point double the
one described for catch-down growth for term infants since growth failure is much more prevalent in
preterm infants [38]. Regarding initial weight loss, data were collected on minimum weight, days to
maximum weight loss and days to regain BW.

2.4. Nutritional Protocols and Nutritional Variables

Parenteral nutrition (PN) was started at admission in all patients. Our parenteral nutrition
protocol recommends an initial composition of 8.6 g/kg carbohydrates, 2.5 g/kg proteins and 2 g/kg
lipids followed by a stepwise increase of nutrients during the first week of life to a maximum of 17 g/kg
carbohydrates, 3.5-4 g/kg proteins and 3-3.5 g/kg lipids at 7 days of life. Enteral feeds followed as soon
as possible depending on patient stability in the form of human milk (own’s mother first, alternatively
donor) Following our protocol, donor milk was available for the first 28 days of life in preterm infants
<28 weeks or for the first week of life for those >28 weeks and aimed to be increased daily by 20-30
mL/kg to a maximum of 160-180 mL/kg/day. Babies that required fluid restriction due to medical
conditions were limited to 145-155 mL/kg/day. Fortification was started with Pre-nan FM-85®(Nestle®)
when an intake of 100 mL/kg/day of human milk was attained. We defined the day to achieve full
enteral feeds as the first day without intravenous nutrition. Actual macronutrient intakes and energy
were calculated from the administered volumes of PN considering daily macronutrient PN prescription
and milk registered in nursing charts. For commercial formula, composition was extracted from
manufacturer’s information; calculations for breast milk were based on reference values [39]. Nutrients
and energy supplied by human milk fortifier were calculated assuming a standard composition of
1 mL of fortified human milk taken from manufacturer’s information (1 g fortifier per 25 mL of human
milk).

2.5. Clinical Outcomes

A diagnosis of Patent Ductus Arteriosus (PDA) was assigned in the presence of a compatible
heart murmur or clinical signs (hyperdynamic precordial impulse, full pulses, widened pulse pressure,
and/or worsening of the respiratory status) with a ductal right-to-left shunt in the echocardiography.
Babies needing oxygen for more than 28 days were categorized as having bronchopulmonary displasia
(BPD) [40]. Necrotizing enterocolitis was defined using Bell’s classification and diagnosed if a stage 2 or
more was present [41]. Retinopathy of prematurity (ROP) was classified according to the International
Committee for classification of ROP [42]. Intraventricular hemorrhage (IVH) was graded according to
the Papille classification [43].
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2.6. Statistical Analysis

Descriptive statistics are reported in absolute (n) and relative (%) frequencies and mean + standard
deviation (SD) or medians with 25th and 75th percentiles. Appropriate statistical tests (Student’s ¢-test
for continuous variables and x? for categorical variables or Fisher exact test and Mann-Whitney U test
as applicable) were used to evaluate the differences between groups. The analysis of the association
between growth (expressed as mean weight z-score change or as postnatal growth failure) and all
relevant clinical variables were conducted using linear or logistic regression models. The impact of PN
on growth in the first 28 days of life was adjusted for gestational age and expressed as the 3 coefficient
with 95% Confidence Interval. Predictors of PGF are presented as odds ratios (OR) and 95% confidence
interval. Variables related to PGF with p < 0.10 in bivariate analysis were considered for inclusion in the
multivariate analysis. Finally, we used a backward stepwise regression to select the predictors of PGF in
the fitting model. Measures to assess variation (R?), calibration (Hosmer-Lemeshow “goodness-of-fit”
test) and discrimination (area under the receiver operating characteristic curve (AUC)) were calculated
to evaluate the performance of the predictive model. Statistical significance was set at two-sided p
< 0.05. All analyses were performed by using IBM SPSS statistical software, version 22 (IBM Corp,
Armonk, NY, USA).

3. Results

3.1. Description of the Sample

Over the study period, 209 preterm neonates <32 weeks were recruited Twelve had to be excluded
due to early death (n = 1), diagnosis of associated conditions (1 = 9; 1 CMV congenital infection, 5 major
malformations- 3 cardiac malformations, 1 oesophageal and 1 jejunal atresia- and 3 chromosomal/
genetic abnormalities) or parental decision to withdraw (1 = 2). The remaining 197 had a mean GA at
birth of 29.0 + 2.3 weeks and BW 1200 + 360 g. Half of the sample (1 = 104, 52.8%) were males. Most
mothers received at least one dose of antenatal steroids (n = 173, 87.8%) and 105 of the babies (53.3%)
presented respiratory failure at some point during admission needing oxygen therapy. Twenty-seven
patients (13.7%) had been diagnosed of IUGR. Almost three quarters of the sample, (n = 143, 74.9%)
were discharged home after 36 weeks PMA. Six patients (3%) died during the study period (after 1
week of life).

3.2. Growth Velocity (g/kg/day)

The mean 2-point weight GV until day 28 of life was 10.4 + 4.7 g/kg/day and 16.1 + 5.8 g/kg/day
from birth to discharge. Maximum percentage of initial weight loss was 8.3 + 4.6%. 2-point weight
GV until day 28 of life was positively correlated with increasing gestational age, but the correlation
was negative for GV until discharge (Table 1). 2-point weight GV in IUGR patients was higher than in
non-IUGR patients both at 28 days of life (12.9 + 4.6 vs. 9.9 + 4.6, p = 0.005) and from birth to discharge
(18.7+72vs. 154 + 6.0, p = 0.03).

3.3. EUGR (z-Score < —1.28)

The prevalence of EUGR in the whole sample was 66.0% (1 = 126) at 36 weeks PMA and 56.5%
at discharge (n = 108). All IUGR patients but one were EUGR at both 36 weeks PMA and discharge,
while among non-IUGRs, we found a 61.0% (1 = 100) prevalence of EUGR at 36 weeks and 49.4% (n =
81) at discharge.

3.4. Fall in z-Score (FZS > 1.34)

We found a significant inverse lineal trend between GA and weight FZS (mean weight FZS ~1.0 +
0.5 at 28 days and —1.7 + 0.8 at 36 weeks) (Table 1). Two thirds of weight FZS at 36 weeks occurred in
the first 28 day of life, with a 0.34 + 0.13 mean decrease in weight z-score for every 10 days of life before
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reaching 36 weeks of PMA. Mean FZS at discharge was —1.5 + 0.7 for weight, —1.2 + 1.1 for length and
—0.7 £ 1.1 for head circumference. Two thirds (n = 130, 67.4%) of patients had PGF at 36 weeks PMA
(67.4%). The prevalence was 48.1% among IUGR patients and 70.5% in non-IUGRs (p = 0.022).

Table 1. Growth patterns and nutritional support according to GA at birth.

Gestational Age (weeks)

23-24.6 25-26.6 27-28.6 29-30.6 31-32.0 Value
(n=14) (n =31) (n = 40) (n = 68) (n=44) P
Weight z-score

Birth -0.39 +0.75 0.21 +1.02 -0.09+133 -0.02+071 -0.21+0.85 0.248

14 days -122+058 -074+068 —-072+0.88 -0.83+055 -1.19+0.72 0.005

28 days -141+062 -092+057 -099+084 -112+0.63 -1.51+0.66 0.002
36 weeks -242+063 -175+074 -1.84+103 -146+0.64 -149+0.75 <0.001 *

Nutrition first week

Parenteral Protein (g/kg/day) 2.8 (2.6-3.1) 29(2.7-3.2) 2.9(2.6-3.0) 2.6 (2.2-2.9) 2.2(1.6-2.8) <0.001 *

Parenteral Carbohydrates (g/kg/day) 8.3(7.1-9.6) 9.9 (8.8-10.5) 9.6 (9.0-10.6) 9.8(8.6-10.7) 9.2 (7.4-10.5) 0.006
Parenteral Lipids (g/kg/day) 23(1.9-25) 23(21-26) 21(1.8-24) 18(1.3-2.2) 1.4 (0.9-2.0) <0.001 *
Protein/100 kcal ratio 40(3743) 39(3.7-41) 38(35-39) 36(3.3-38) 34(3.1-37) <0.001 *
Average milk intake (mL/kg/day) 9.6 +6.1 147 £11.1 17.8 £15.3 298 £17.6 31.8 +19.0 <0.001 *

Weight gain and enteral tolerance (0-28 days)

2-point weight GV * (g/kg/day) 8.0+37 9.3+5.0 9.8+59 111+ 3.8 113 +4.6 0.083 *

Maximum % weight loss 58 +34 82+53 85+55 89+44 82+32 0.312

DOL to regain birth weight 9.5(5.8-12.5) 8.5 (6.8-12) 9 (7-16) 10 (8-12) 10 (7-12) 0.256
13.5 13.0 .

DOL full enteral feeds (12-22.5) (11-18.5) 12 (10-20.5) 9(7.3-11.8) 8 (7-10) <0.001
PN (days) 275(15-37) 13 (11-23) 12.5 (9-21) 8 (7-11) 8 (6-9) <0.001 *

Growth from birth to discharge
Fall in z-scores

Weight -1.54 +£0.92 -1.82 +£0.89 -1.72+0.77 -1.34 £ 0.51 —1.06 + 0.48 <0.001 *
Length -216+117 -172+144 -162+112 -1.08+0.81 —-0.69+0.93 <0.001 *

Head circumference -0.26 + 1.0 -057+136 -038+1.05 -0.88+1.19 —0.51+0.80 0.125

Growth velocity (g/kg/day)
2-point weight GV (birth-discharge) 26.5+4.9 202 +45 178 £5.7 13.8 +£3.4 126 £4.2 <0.001 *
EUGR at 36 weeks (%) 100 72.0 69.7 48.3 48.6 <0.001 *
EUGR at discharge (%) 78.6 57.1 63.6 417 28.6 <0.001 *
Fall in weight z-score

Birth-14 days -084+050 -095+064 -0.63+066 —-0.80+040 —0.98+0.33 0.022

Birth-28 days -1.02+046 -1.08+0.71 -0.89+0.68 -1.07+0.38 -1.09+0.43 0.459
Birth-36 weeks -2.05+0.73 -192+098 -1.75+0.68 -144+038 -1.27+043 <0.001 *

PGEF-36 weeks (%) 92.3 82.1 72.5 63.2 52.3 0.017 *

* Linear Trend p-value < 0.01. Values are number (%), median (p25-p75) or mean =+ standard deviation.
Abbreviations. DOL = Day of life. EUGR = Extrauterine Growth Restriction. PGF = Postnatal growth failure. PN =
Parenteral Nutrition.

3.5. Early Predictors of Postnatal Growth Failure at 36 Weeks Postmenstrual Age

We explored different potential predictors of PGF at 36 weeks PMA. The single major determinant
of PGF in univariate analysis was GA at birth, OR = 0.77 (CI95% 0.66-0.90); p = 0.001.

Regarding demographic and perinatal characteristics upon admission, patients that developed
PGEF at 36 weeks PMA were more immature, had a lower incidence of IUGR and in most cases needed
surfactant therapy at birth (Table 2).
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Table 2. Initial demographics and perinatal characteristics according to growth status at 36 weeks PMA.

Postnatal Growth Failure

p-Value
Yes (n = 130) No (n = 63)
Birth gestational age (weeks) 28.7+24 299+18 <0.001
Birth weight (grams) 1218 + 368 1186 + 344 0.559
Birth weight z-score (SD) t 021 +£0.8 —0.66 + 0.9 <0.001
Male gender 68 (52.3) 33 (52.4) 0.992
IUGR 13 (10.0) 14 (22.2) 0.022
Antenatal steroids (>1) 112 (86.2) 57 (90.5) 0.394
Caesarean section 86 (66.2) 45 (71.4) 0.462
Multiple birth 43 (33.1) 24 (38.1) 0.492
Apgar at 5 min (<6) 10 (7.8) 4 (6.3) 0.726
Surfactant administration 63 (48.5) 14 (22.2) <0.001
Early sepsis 2 (1.5) 0 (0) 0.322
Temperature at admission (°C) 36.4 +0.7 36.3+0.7 0.771

Values are number (%) or mean + standard deviation. 1 Birth weight z-score according to local charts [36].
Abbreviations. IUGR = Intrauterine Growth Restriction.

During admission, preterm infants that developed PGF at 36 weeks PMA required more days
on supplementary oxygen, mechanical and non-invasive ventilation and antibiotics and had a higher
incidence of complications (PDA, IVH, ROP and late onset infections) and a longer length of stay in
intensive care (Table 3).

Table 3. Main outcomes according to postnatal growth status at 36 weeks PMA.

Postnatal Growth Failure

p-Value
Yes (n = 130) No (n = 63)

MV (days) 6.1+13 25+7 0.018
Oxygen (days) 22.8 + 37 104 + 27 0.009
NIV (days) 27.6 + 26 18.5 £ 23 0.018
PN (days) 141+ 12 132+ 16 0.663
Insulin therapy first week 18 (13.8) 5(7.9) 0.235
Antibiotics (days) 133+ 16 82+11 0.009
Diuretics (days) 18.4 + 29 73 +19 0.002
Central line catheter (days) 143 +11 134 £ 15 0.654
NICU days 36.3 +34 244 + 28 0.011
PDA 61 (46.9) 19 (30.2) 0.027
Surgical PDA 11 (8.5) 3(4.8) 0.353
ROP 46 (37.4) 12 (21.1) 0.029
ROP > 2 or plus disease 5(4.1) 2 (3.5) 0.857
IVH 32 (24.6) 5(7.9) 0.006
IVH > 2 7 (5.4) 2(32) 0.495
NEC > 2 4(3.1) 3(4.8) 0.557
BPD 38 (29.5) 8 (12.9) 0.012
LOS 37 (28.5) 6 (9.5) 0.003
Length of stay (days) 66 + 32 55 + 28 0.021

Values are number (%) or mean =+ standard deviation. Abbreviations: BPD = Bronchopulmonary dysplasia, IVH
= Intraventricular haemorrhage, LOS = Late onset sepsis, MV = Mechanical ventilation, NEC = Necrotizing
enterocolitis, NICU = Neonatal intensive care unit, NIV = Non-invasive ventilation, PDA = Patent ductus arteriosus,
PN = Parenteral nutrition, ROP = Retinopathy of prematurity.

When we analysed the nutritional practices in both groups, we did not find significant differences
between the nutritional intake (parenteral and enteral macronutrients and fluids) in the first 28 days of
life (see Supplementary Table S1). PGF babies had a lower weight GV (g/kg/day) between birth and 28
days of life (8.6 £ 4.0 vs. 13.8 £ 5.0; p < 0.001). Their percentage of initial weight loss was higher (9.4 +
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5.0% vs. 6.3 + 4.0%; p < 0.001) and they took longer to regain BW (11.3 + 5 vs. 8.8 + 5 days; p < 0.001).
We saw no differences in time to achieve full enteral feeds (12.9 + 7.0 vs. 12.9 + 13.6 days, p = 0.986).

In the analysis of nutritional determinants of growth, we identified protein and lipid content as
well as protein to energy ratio in PN during the first week of life as limiting factors of the FZS at 14 and
28 days of life (Table 4). Also, of note, the most immature patients received a greater intake of lipids
and proteins in PN and a lower volume of enteral nutrition during the first week, received PN for
longer and needed more time to achieve full enteral feeds (Table 1).

Table 4. Impact of PN * in the first week of life in FZS at 14 and 28 days adjusted for gestational age.

Beta Coefficient for Fall in Weight z-Score Adjusted for Gestational Age (CI 95%)

At 14 days p-Value At 28 days p-Value
Lipids +0.20 (0.10-0.32) 0.002 +0.16 (0.02-0.31) 0.027
Proteins +0.15 (0.19-0.27) 0.025 +0.12 (-0.04-0.28) 0.150
Carbohydrates +0.01 (-0.04-0.05) 0.744 —0.01 (-0.06-0.04) 0.815
Protein/100 kcal ratio +0.38 (0.02-0.56) <0.001 +0.27 (0.05-0.49) 0.017

* Mean PN composition in the first week in the cohort (1 = 193): protein 2.6 + 0.6 g/kg/day; lipids 1.9 + 0.6 g/kg/day,
carbohydrates 9.4 + 1.7 g/kg/day and energy 65 + 13 kcal/kg/day. Abbreviations: PN = Parenteral Nutrition.

We performed a multivariate analysis of clinical and nutritional early predictors of PGF at 36
weeks PMA by logistic regression (Table 5). Finally, after backward stepwise regression, four variables
were kept in the model (R? = 0.39, p < 0.001): GA (OR = 0.72 (CI95% 0.58-0.90); p = 0.003), maximum
percentage of BW loss (OR = 1.31 (CI95% 1.17-1.46); p < 0.001), oxygen during admission (OR = 5.00
(CI95% 2.10-11.90); p < 0.001) and lipids in PN in the first week of life (OR = 0.47 (CI95% 0.25-0.88); p
= 0.019. We found a good accuracy of the predictive model with an AUC = 0.82 (CI95% 0.76-0.88); p <
0.001.

Table 5. Clinical and nutritional predictors evaluated at 28 days of postnatal growth failure at 36 weeks
PMA (adjusted for birth gestational age).

Predictors of PGF
Adjusted OR 95% CI p-Value

TUGR 0.44 0.19-1.03 0.058

Oxygen during admission 2.61 1.29-5.26 0.008
Surfactant administration 2.57 1.26-5.25 0.010
Antibiotics (days) 1.01 0.97-1.04 0.695
PDA 0.70 0.35-1.39 0.305

IVH 0.37 0.13-1.05 0.062

LOS 0.45 0.16-1.27 0.131
Maximum % weight loss 1.25 1.14-1.38 <0.001
Time to regain birth weight 1.16 1.06-1.27 0.001
PN Lipids in the first week 0.59 0.34-1.01 0.055
PN Proteins in the first week 0.76 0.44-1.31 0.324
PN Protein/100 kcal in the first week 0.76 0.34-1.70 0.508

Adjusted for birth gestational age. Abbreviations: IUGR = Intrauterine Growth Restriction, IVH = Intraventricular
haemorrhage, LOS = Late onset sepsis, PDA = Patent Ductus Arteriosus, PN = Parenteral Nutrition.

4. Discussion

Our principal aim was to explore different methods to describe growth trajectories and to define
growth failure during admission from a practical and clinical point of view. For this, we analysed
an actual prospective cohort of VPI. In a second step, we have looked at factors related to PGF at 36
weeks PMA, finding that besides GA, a greater maximum percentage of initial weight loss, the need of
oxygen supply during admission and a lower provision of lipids during the first week of life were
additional independent risk factors.
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In our cohort, GV (g/kg/day) calculated by the 2-point method between birth and discharge is
inversely proportional to GA, giving the factitial effect that growth is better in the most immature
infants. This is due to the presence of a smaller denominator (BW) and the effect is similar for those
babies who are growth restricted at birth, as reported by other authors [17,44]. Longer lengths of stay
also influence the final calculation of GV by this method, further distorting interpretation for the most
vulnerable infants, who spent more time in hospital [3]. This is illustrated by the fact that if a single
homogeneous time point (i.e., 28 days of life) is chosen instead, GV by the 2-point method correctly
reflects that more mature babies grow better (see Table 1). Age at discharge has a wide variability,
ranging in our sample from a minimum of 17 days to a maximum of 162 days. The exponential method
to calculate GV has been advocated as one of the most suitable, especially in research settings [1]
since it is not affected by BW or length of stay, but its mathematical calculation for daily clinical
application is not as straightforward as the 2-point method [3,4]. One alternative could be the use of
the 2-point average weight method for patient evaluation in the unit [4,19], although its value is still
limited because, as all GV methods, it does not account for gender or postmenstrual age. We chose the
2-point method for our analysis because is still one of the most used in daily practice and we aimed to
emphasize how misleading it can be when used for growth calculations and nutritional prescriptions.

The WHO recommends z-scores as the best way to present anthropometric data [45] and since
2005 reporting change in z-scores seems more widely adopted [6]. EUGR was defined as a z-score
of weight below the 10th centile, as in other series, and consistent with their results [17,46], growth
faltering during admission was remarkably prevalent in our sample with 66.0% EUGR at 36 weeks
PMA and 56.5% at discharge. Defining a centile cut-off point to define growth restriction implies that
the presence of IUGR and the z-score of BW will have a huge impact in the final categorization. In fact,
only 1 (3.7%) of the IUGR patients was non-EUGR at 36 weeks in our series. Prevalence of EUGR is
rarely reported separately for preterms that were IUGR or normally grown at birth [17,47,48].

In our population, using PGF (change or FZS) instead of weight below 10th centile, better reflects
the specific effect of postnatal growth independently of BW or BW z-score, while adjusting for GA and
sex. Even so, there is also a difference in the proportion of IUGR and non-IUGRs affected by PGF at 36
weeks PMA (48.1% and 70.5%, respectively), probably reflecting that the biggest component of growth
failure in IUGR is prenatal. Our choice of cut-off point of —1.34 FZS to define PGF can be debatable. It
represents double the change described for catch-up growth [38]. Other authors have used a change
in z-score > 1.28, probably using the number that represents the 10th centile in a distribution [5,47].
Rochow et al. [7], stated that in a healthy cohort of preterm infants born before 34 weeks GA, a FZS
near 1 was due to the physiological early weight loss, so a FZS below that point could be considered
growth faltering. The standard deviation for FZS was about 0.2, so that a loss of median + 2SD would
also fall in the range of our selected cut-off. When analyzing the “healthy” subgroup of our patients,
the median of FZS at 36 weeks PMA is —1.37, quite close to —1.34.

When assessing growth by differences in z-score, reference to the growth curves used is essential
for the clinician and for the consistency of comparisons. For our study we selected local size-at-birth
reference curves [36] in current use in our unit when the participants were admitted, in line with our
aim to reflect the practicalities of real of growth evaluation in the clinical unit. Nevertheless, their
agreement with the Fenton curves using Passing-Bablok regression (data not shown) was good, and
although there were differences on calculated z-scores at certain time points, the FZS did not change
when using one or the other as a reference. The adequacy of using cross-sectional growth references
or the standard prescriptive preterm postnatal longitudinal curves launched by the Intergrowt-21st
(ITG-21st) consortium [14,21] is still a matter of debate. Some authors have published comparative
analysis between ITG-21st preterm size at birth reference and postnatal growth standards for preterm
infants with local customized growth curves or with other widely accepted references like the Fenton
curves [49-52], but there is still a lack of consensus due to lack of studies on the impact of growth
categorization with different references on other clinical outcomes.
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As in other reports [46,53], the greater percentage of weight loss or FZS in our sample happened
before 28 days of life (two thirds of the total FZS). Physiological postnatal weight loss after extracellular
space contraction and unmet higher nutritional needs due to severity of illness could be related to this
clinical observation.

When exploring risk factors for PGF, GA was the single most relevant determinant. The most
immature patients (born 23°-24°) showed the worst growth outcomes (PGF reaching almost 100%
at 36 weeks PMA in this group), and we found an inverse linear trend for a decreasing prevalence
of PGF with increasing GA (see Table 1). This finding is in agreement with previous studies [46,54].
This tendency is frequently thought to respond to higher severity of illness, but in a selected cohort
of preterm infants considered healthy (both maternal and neonatal course free of complications)
those born at earlier GAs also experienced a greater FZS in comparison to those of greater GAs [7],
highlighting that either nutritional deficits or other factors must also play a role.

Patients that went on to develop PGF at 36 weeks PMA had a higher BW z-score and were less
IUGR (Table 2). This is a common finding in the rare cases where growth results of SGA or IUGR
preterms are specifically analysed. Severe and mild PGF (defined as FZS) seem less prevalent in
those babies born SGA, and severe PGF is independently associated with a higher BW z-score, as
shown by Shlomain (adjusted OR 3.17 for every unit increase) [54]. IUGR infants are born after a
period of metabolic adaptation leading to impaired growth in utero, and they experience different
growth patterns after birth, showing less physiological weight loss [55]. How to feed these patients
and monitor their growth to avoid complications at short and long term remains unclear [56,57].

Those patients exhibiting PGF in our cohort had worse clinical outcomes during admission (see
Table 3) and spent more days in the NICU. Other authors have reported the same results in large
population studies [47,58,59]. Higher initial weight loss might be an early indicator of the risk of PGF
at 36 weeks PMA, as others have reported [60]. In contrast to other studies [44,47,61], we saw no
differences between groups in the time to reach full enteral feeding.

Enhanced early nutrition has been proven to decrease growth failure during admission [62-66].
In our case, we found no differences in macronutrient intake during the first month of life in infants
with PGF, but greater parenteral protein and lipid supply during the first week seemed to reduce FZS
at 14 and 28 days of life. Energy and nutrition utilization in VPl is a very complex process influenced
also by intercurrent morbidities. Actual energy and protein intakes in our population might have
been enough to sustain growth in stable infants but not in the critically ill ones. Patients with PGF are
usually the sickest, which makes their energy expenditure higher and they undergo many stressful and
inflammatory conditions that impact the capacity for nutrient absorption and consumption [25,67,68].

After multivariate analysis, the significant predictors of PGF at 36 weeks were GA, which is
unmodifiable, and a greater maximum percentage of initial weight loss, the need for oxygen therapy
during admission and a lower provision of lipids during the first week of life. This is in agreement
with the conclusions in another cohort that included neonates that were slightly more mature and with
a higher prevalence of IUGR [69], with the exception that they did not include initial weight loss in
their analysis [69].

One of the strengths of our study is the homogeneity of care, due to the single-center prospective
design with unchanged clinical and nutritional protocols during the study period. Also, few studies
have focused on how theoretical approaches of analysing growth in a real preterm cohort can be
integrated into daily NICU work and impact their clinical relevance. One of the weaknesses of our study
is that growth assessment was only based on weight, without considering length or head circumference.
Although we did record these measurements, they were far less accurate than weight. Also, most
discussions about preterm growth in the literature focus on weight, so this parameter was selected
to model how different approaches perform in an actual very preterm cohort. Nevertheless, we do
recognise that length, head circumference and probably additional tools should be evaluated in order
to assess growth as a whole in preterm patients. Our participating cohort is now being followed up
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with a focus on neurodevelopment and metabolic health, so there should be an opportunity to further
assess which methods for evaluating growth during admission can better predict future outcomes.

Our study has explored several methods to describe growth in an actual cohort of VPI, showing
that FZS is currently the most meaningful for daily clinical practice, even though which reference
curves and cut-off points should be used is still a matter of investigation by different groups. We have
described some early predictors of postnatal growth faltering that can help clinicians when caring for
the most vulnerable patients. Further research is needed to allow scientific societies to make a stronger
recommendation of which method of evaluation of preterm growth during admission will lead to
improvement in metabolic health and neurodevelopment in these patients.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6643/11/11/2772/s1,
Table S1: Postnatal growth failure according to nutritional intake (parenteral + enteral supply).
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Analisis del crecimiento postnatal de los RNMP y su modulacion nutricional
M. Izquierdo Renau

5.1.1. Descripcion de la muestra

Durante el periodo de estudio se reclutaron 209 RNMP. Doce pacientes cumplian criterios de
exclusion: exitus durante la primera semana de vida (n=1), malformaciones congénitas
asociadas (n=5), tres malformaciones cardiacas, una atresia esofagica y una atresia yeyunal),
infeccion congénita por citomegalovirus (n=1), anomalias cromosdmicas (n=3) y retractacion
del consentimiento informado por parte de los padres (n=2).

La muestra final estaba compuesta, pues, por 197 pacientes con una EG media de 29,0 + 2,3
semanas y un PN de 1200 + 360 g. La mitad de la muestra eran de sexo masculino (n=104,
52,8%). Veintisiete RNMP tenian un diagndstico prenatal de RCIU (13.7%). La mayoria de
las madres recibieron al menos una dosis de corticoides prenatales (n= 173, 87,8%) y casi la
mitad de los recién nacidos presentaron un cuadro de dificultad respiratoria durante el ingreso
que preciso soporte con oxigenoterapia (n=105, 53,3%). Casi tres cuartas partes de la muestra
se dieron de alta después de las 36 semanas de EPM (n=143, 74,9%) y 6 pacientes (3%)

murieron durante el periodo de estudio (una vez pasada la primera semana).

5.1.2 Velocidad de crecimiento (VC, método de los dos puntos, g/kg/dia)

La VC desde el nacimiento hasta los 28 dias de vida fue 10,4 + 4,7 g/kg/dia y de 16,1 + 5,8
g/kg/dia del nacimiento al alta. La pérdida méxima inicial de peso fue de 8,3 +4,6%. La VC
desde el nacimiento a los 28 dias de vida se correlacion6é de forma positiva con la EG, pero se
correlacioné de forma negativa con la VC desde el nacimiento hasta el alta. La VC en los
pacientes con RCIU era mayor que en aquellos pacientes sin RCIU tanto desde el nacimiento
hasta los 28 dias de vida (12,9 = 4,6 vs 9,9 &= 4,6, p= 0,005) como desde el nacimiento al alta
(18,7+ 7,2 vs 15,4 £ 6,0, p= 0,030).
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5.1.3 Restriccion de crecimiento extrauterino (RCEU, z-score < -1,28)

La prevalencia de la RCEU en toda la muestra fue del 66% (n=126) a las 36 semanas de EPM
y del 56.5% al alta (n=108). Salvo uno, todos los RNMP con diagnéstico de RCIU
presentaron RCEU a las 36 semanas de EPM vy al alta. Entre los pacientes que no presentaban
el antecedente de RCIU, la prevalencia de RCEU fue del 61% (n=100) a las 36 semanas de
EPM y del 49,9% (n= 81) al alta.

5.1.4 Fallo de crecimiento postnatal (FCP, diferencia de z-score > 1.34)

Encontramos una tendencia linear inversa significativa entre la EG y la caida de z-score de
peso (caida de z-score media de -1,0 £ 0,5 a los 28 dias de vida y -1,7 + 0,8 a las 36 semanas
de EPM) (Tabla 8). Dos tercios de la caida de z-score a las 36 semanas de EPM ocurrieron en
los primeros 28 dias de vida. Por cada 10 dias de vida antes de alcanzar las 36 semanas de
EPM, hubo una caida media de z-score de peso de 0,34 + 0,13. La caida media de z-score
desde al nacimiento al alta fue de -1,5 + 0,7 para peso, -1,2 = 1,1 para talla y de -0,7 + 1,1
para el perimetro cefalico. Dos tercios de los pacientes (n=130, 67,4%) experimentaron FCP a
las 36 semanas de EPM. Entre los pacientes con RCIU, la prevalencia de FCP a las 36
semanas fue de 48,1% y del 70,5% en los pacientes sin RCIU (p= 0,022).
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Edad gestacional (semanas)

230.246 250-26¢ 270-286 290-30¢ 310-320
Valor p
(n=14) (n=31) (n=40) (n=68) (n=44)
z-score de peso
Nacimiento -0,39+0,75 0,21£1,02 -0,09+1,33 -0,02+0,71 -0,21+0,85 0,248
14 dias -1,22+0,58 -0,744+0,68 -0,72+0,88 -0,83+0,55 -1,194+0,72 0,005
28 dias -1,41+0,62 -0,92+0,57 -0,99+0,84 -1,1240,63 -1,514+0,66 0,002
36 semanas EPM -2,4240,63 -1,75+0,74 -1,84+1,03 -1,46+0,64 -1,49+0,75 <0,001*
Nutricién durante la primera semana
2,8 2,9 2,9 2,6 2,2
Proteinas via parenteral (g/kg/dia) <0,001*
[2,6-3,1] [2,7-3,2] [2,6-3,0] [2,2-2,9] [1,6-2,8]
] 8,3 9,9 9,6 9,8 9,2
Carbohidratos via parenteral (g/kg/dia) 0,006
[7,1-9,6] [8,8-10,5] [9,0-10,6] [8,6-10,7] [7,4-10,5]
) 2,3 2,3 2,1 1,8 1.4
Lipidos via parenteral (g/kg/dia) <0,001*
[1,9-2,5] [2,1-2,6] [1.8-2,4] [1,3-2,2] [0,9-2,0]
4,0 39 3,8 3,6 34
Relacion proteina/100 kcal <0,001*
[3,7-4,3] [3,7-4,1] [3,5-3,9] [3,3-3.8] [3,1-3,7]
Volumen medio de nutricién enteral (mL/kg/dia) 9,6+6,1 14,7+11,1 17,8+15,3 29,8+17,6 31,8+19,0 <0,001*
Ganancia de peso y tolerancia enteral (0-28 dias)
VC (método 2 puntos) (g/kg/dia) 8,043,7 9,3£5,0 9,845,9 11,1£3,8 11,3+4,6 0,083*
% de pérdida maxima de peso 5,8£3,4 8,2+5,3 8,5£5,5 8,9+4 4 8,2+3,2 0,312
Edad al recuperar PN (dias) 9,5 8,5 9 10 10 0.256
[5,8-12,5] [6,8-12] [7-16] [8-12] [7-12] ’
Edad al alcanzar la nutricion enteral total (dias) 13,5 13,0 12,0 9,0 8,0 0.001%
< 9
[12-22,5] [11-18,5] [10-20,5] [7,3-11,8] [7-10]
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Edad gestacional (semanas)
230246 250266 270286 290306 310-320
(n=14) (n=31) (n=40) (n=68) (n=44) Valorp
NP (dias) 27,5 13,0 12,5 8,0 8,0 <0,01*
[15-37] [11-23] [9-21] [7-11] [6-9]
Crecimiento desde el nacimiento al alta
Caida de z-score
Peso -1,54+0,92 -1,82+0,89 -1,72+0,77 -1,34+0,51 -1,06+0,48 <0,001*
Longitud -2,16+1,17 -1,72+1,44 -1,62+1,12 -1,08+0,81 -0,69+0,93 <0,001*
Perimetro cefélico -0,26+1,0 -0,57+1,36 -0,38+1,05 -0,88+1,19 -0,51+0,80 0,125
Velocidad de crecimiento (g/kg/dia) y RCEU
VC (método 2 puntos) (g/kg/dia) 26,5+4,9 20,2+4,5 17,8+5,7 13,8434 12,6+4,2 <0,001*
RCEU a las 36 semanas EPM (%) 100 72,0 69,7 483 48,6 <0,001*
RCEU al alta (%) 78,6 57,1 63,6 41,7 28,6 <0,001*
Caida de z-score de peso durante el ingreso
Nacimiento- 14 dias -0,84+0,50 -0,95+0,64 -0,63+0,66 -0,80+0,40 -0,98+0,33 0,022
Nacimiento-28 dias -1,02+0,46 -1,08+0,71 -0,89+0,68 -1,07+0,38 -1,09+0,43 0,459
Nacimiento- -2,05+0,73 -1,9240,98 -1,7540,68 -1,44+0,38 -1,274+0,43 <0,001*
36 semanas EPM
FCP 36 semanas EPM (%) 92,3 82,1 72,5 63,2 52,3 0,017*

(*) tendencia linear con valor de p <0,01. Los valores son ntimeros (%), media + DS o medianas (P25-P75). Abreviaturas: ddv: dias de vida, EPM: edad

postmenstrual, NP: nutricion parenteral, PN: peso al nacimiento, RCEU: retraso de crecimiento extrauterino, VC: velocidad de crecimiento
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5.1.5 Factores predictivos precoces del fallo de crecimiento a las 36 semanas de EPM

Finalmente, se buscaron los factores de riesgo asociados al FCP a las 36 semanas de EPM. En

el andlisis univariante se encontrd6 que el principal factor determinante era la EG al

nacimiento, OR= 0,77 (IC 95%: 0,66-0,90); p=0,001.

Al examinar las caracteristicas perinatales y demograficas de los pacientes que presentaron

FCP a las 36 semanas de EPM comparados con aquellos que no lo presentaron, los FCP eran

nifios de menor EG, con una menor incidencia de RCIU y que necesitaron tratamiento con

surfactante en mayor proporcion (Tabla 9).

Tabla 9 Datos demogrdaficos iniciales y caracteristicas perinatales en funcion del crecimiento

a las 36 semanas de EPM.

Fallo de crecimiento postnatal
Valor de p
Si (n=130) No (n=63)

Edad gestacional al nacimiento 28.742.4 20.9+1.8 <0,001
(semanas)

Peso al nacimiento (gramos) 1218+368 1186+344 0,559
Z-score de peso al nacimiento 1 0,21+0,8 -0,66+0,9 <0,001
Sexo masculino 68 (52,3) 33(52,4) 0,992
Restrlcqon de crecimiento 13 (10,0) 14 (22.2) 0.022
Intrauterino

Corticoides prenatales (>1 dosis) 112 (86,2) 57 (90,5) 0,394
Cesarea 86 (66,2) 45 (71,4) 0,462
Gestaciones multiples 43 (33,1) 24 (38,1) 0,492
Apgar a los 5 minutos <6 10 (7,8) 4(6,3) 0,726
Administracion de surfactante 63 (48,5) 14 (22,2) <0,001
Sepsis precoz 2 (L,5) 0 (0,0) 0,322
Temperatura de ingreso (°C) 36,4+0,7 36,3+0,7 0,771

Los valores son numeros (%) o media £ DS. T Z-score de peso al Nacimiento segun curvas locales (8).
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Durante el ingreso, los RNMP que presentaron FCP a las 36 semanas EPM, requirieron una
mayor duracioén del soporte con oxigeno suplementario, ventilacién mecanica tanto invasiva
como no invasiva y del tratamiento con antibioticos. Del mismo modo, presentaron una mayor
incidencia de las principales morbilidades (DAP, HIV, ROP e infecciones tardias) y un

ingreso hospitalario mas largo (Tabla 10).

Tabla 10 Principales desenlaces durante el ingreso en los grupos con y sin Fallo de
Crecimiento Postnatal a las 36 semanas de EPM.

Fallo de crecimiento postnatal
Valor de p
Si (n=130) No (n=63)
Ventilacion mecanica (dias) 6,113 2,5+7 0,018
Oxigeno (dias) 22,8437 10,4+27 0,009
Ventilacion no invasiva (dias) 27,626 18,5+23 0,018
Nutricion parenteral (dias) 14,112 13,2£16 0,663
e B 519
Antibidticos (dias) 13,3+16 8,2+11 0,009
Diuréticos (dias) 18,4+29 7,3£19 0,002
Via central (dias) 14,3+11 13,4£15 0,654
UCIN (dias) 36,3+34 24,4+28 0,011
DAP 61 (46,9) 19 (30,2) 0,027
DAP quirtirgico 11 (8,5) 34,98 0,353
ROP 46 (37.4) 12 (21,1) 0,029
ROP >2 or enfermedad plus 5@4,1) 2(3,5) 0,857
HIV 32 (24,6) 5(7,9) 0,006
HIV (> grado 2) 7(5,4) 2(3,2) 0,495
ECN (> grado 2) 4(3,1) 3(4,8) 0,557
DPB 38 (29,9) 8(12,9) 0,012
Sepsis tardia 37 (28,5) 6(9,5) 0,003
Duracion del ingreso (dias) 66+32 55428 0,021
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Los valores son numeros (%) o media £ DS. Abreviaturas: DAP: ductus arterioso persistente, DBP: displasia
broncopulmonar, ECN: enterocolitis necrotizante, HIV: hemorragia intraventricular, ROP: retinopatia de la

prematuridad, UCIN: unidad de cuidados intensivos.

Al analizar el soporte nutricional recibido por ambos grupos, no encontramos diferencias

significativas durante los primeros 28 dias de vida (Tabla 11).

Tabla 11 Aporte nutricional en los RNMP con y sin FCP a las 36 semanas EPM.

Fallo de crecimiento postnatal
Si (n=130) No (n=63) Valorp
Volumen (ml/kg/dia)
Primera semana 103+12 10511 0,190
Segunda semana 141£12 144£15 0,203
A los 28 dias de vida 155424 161+20 0,145
Proteinas (g/kg/dia)
Primera semana 3,0+0,5 3,0+0,4 0,829
Segunda semana 3,3+0,6 3,4+0,7 0,781
A los 28 dias 4,0+1,3 4,0£1,0 0,152
Energia (kcal/kg/dia)
Primera semana 8219 83+9 0,304
Segunda semana 109+18 114£17 0,057
A los 28 dias 130+24 133421 0,364
Relacion Proteina/100 Kcal
Primera semana 3,7£0,5 3,6+0,4 0,252
Segunda semana 3,104 3,0£0,5 0,118

Los valores son medias + DS. Los aportes de macronutriente y energia, asi como el volumen resultan de sumar

los aportes de nutricién enteral como de parenteral

Los RNMP con FCP a las 36 semanas de EPM presentaron una menor VC (g/kg/dia) durante
los primeros 28 dias de vida (8,6 + 4,0 vs 13,8 + 5.0, p< 0.001). Los nifios con FCP perdieron
un mayor porcentaje de peso en la fase inicial (9,4 = 5,0% vs 6,3 = 4.0%, p< 0,001) y

71



Analisis del crecimiento postnatal de los RNMP y su modulacion nutricional
M. Izquierdo Renau

necesitaron mas dias para recuperar su PN (11,3 + 5 vs 8,8 + 5 dias; p < 0,001). No se
evidenciaron diferencias entre ambos grupos en cuanto a los dias en los que se alcanz6 la

nutricion enteral total (12,9 + 7,0 vs 12,9 & 13,6 dias, p = 0,986).

En el andlisis multivariante de los factores predictivos del crecimiento, se encontrd que la
cantidad de lipidos y proteinas recibidas, asi como la relacion proteina/energia durante la
primera semana de vida eran factores determinantes del crecimiento a los 14 y 28 dias de

vida, expresado como caida de z-score (Tabla 12).

Tabla 12 Impacto de la nutricion parenteral durante la primera semana de vida en la caida
de z-score a los 14 y a los 28 dias (ajustado por EG).

Coeficiente B para la caida de z-score (ajustado por EG)

A los 14 dias Valor p A los 28 dias Valor p
Lipidos +0,20 (0,10 - 0,32) 0,002 +0,16 (0,02 - 0,31) 0,027
Proteinas +0,15 (0,19 - 0,27) 0,025 +0,12 (-0,04 — 0,28) 0,150
Carbohidratos +0,01 (-0,04 — 0,05) 0,744 -0,01 (-0,06 — 0,04) 0,815
Relacion Proteinas/100 keal +0,38 (0,02 — 0,56) <0,001 +0,27 (0,05 — 0,49) 0,017

Los valores son media +£ DS. Composicion de la NP en la primera semana en la cohorte (n=193): proteina

2,6+0,6 g/kg/dia; lipidos 1,9+0,6 g/kg/dia, carbohidratos 9,4+1,7 g/kg/dia y energia 65+13 kcal/kg/dia.

Finalmente, se llevd a cabo un andlisis multivariante mediante regresion logistica buscando
factores predictivos precoces de FCP de indole clinica y nutricional a las 36 semanas de EPM
(Tabla 13). Tras aplicar una regresion logistica por pasos hacia atras, se mantuvieron 4
variables en el modelo (R2 = 0,39, p <0,001): EG (OR = 0,72 (IC 95% 0,58 — 0,90); p =
0,003), pérdida maxima respecto el PN (OR = 1,31 (IC 95% 1,17-1,46); p < 0,001), oxigeno
durante el ingreso (OR = 5,00 (IC 95% 2,10-11,90); p < 0,001) y la cantidad de lipidos en la
NP durante la primera semana (OR = 0,47 (IC 95% 0,25 -0,88); p < 0,001). Encontramos una
buena precision del modelo predictivo con un area bajo la curva de 0,82 (CI 95% 0,76-0,88);

2 <0,001.
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Tabla 13 Predictores precoces clinicos y nutricionales del fallo de crecimiento a las 36
semanas de EPM (ajustado por EG al nacimiento).

Predictores precoces de
fallo de crecimiento postnatal

OR ajustado 95% CI Valor p
Restriccion de crecimiento intrauterino 0,44 0,19-1,03 0,058
Oxigeno durante el ingreso 2,61 1,29 - 5,26 0,008
Tratamiento con surfactante 2,57 1,26 — 5,25 0,010
Antibioticos (dias) 1,01 0,97 — 1,04 0,695
DAP 0,70 0,35-1,39 0,305
HIV 0,37 0,13 -1,05 0,062
Sepsis tardia 0,45 0,16 — 1,27 0,131
Pérdida inicial maxima de peso 1,25 1,14 - 1,38 <0,001
Dias en recuperar peso al nacimiento 1,16 1,06 — 1,27 0,001
Lipidos en la NP durante la primera semana 0,59 0,34 -1,01 0,055
Proteinas en la NP durante la primera semana 0,76 0,44 -1,31 0,324
Relacion proteinas /100 kcal en la NP durante la 0.76 0.34-1.70 0,508

primera semana
Abreviaturas: DAP: ductus arterioso persistente, HIV: hemorragia intraventricular, kcal: kilocalorias, NP:

nutricion parenteral.

5.1.6 Resultados del estudio no publicados en el articulo

5.1.6.1. Robustez de los resultados independientemente de la eleccion de curvas para el

calculo de z-scores

Como se ha comentado, la eleccion de las curvas locales (8) para los calculos de los z-scores a
lo largo del ingreso de la cohorte se debid a que eran las que en ese momento se estaban
utilizando en nuestra unidad en la préctica clinica diaria. Con el fin de compararlas con curvas
de ambito mas internacional para evaluar si esto modificaba las conclusiones, se calcularon
los z-scores en los diferentes puntos temporales de estudio, asi como las caidas de z-score
entre ellos con las curvas de Fenton del 2013 (359) y se compararon con los valores obtenidos

con las curvas empleadas para el trabajo. Estas diferencias se resumen en la tabla 14.
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Tabla 14 Comparacion de parametros de crecimiento calculados con las curvas locales (8) o

las de Fenton (359).

N=193 Curvas Catalanas Fenton Valor de p
Z-score PN -0,07 + 0,95 0,19+0,83 0,004
Z-score 28 dias -1,15+ 0,70 -1,32 4+ 0,68 0,016
Z-score 36 semanas EPM -1,65 + 0,81 -1,81 + 0,82 0,055
Diferencia z-score Nacimiento- 28 dias -1,03 £ 0,53 -1,09 + 0,43 0,223
Diferencia z-score Nacimiento- 36s EPM -1,57 £ 0,65 -1,62 + 0,63 0,443
RCEU 36s EPM (z-score < -1.28) [n (%)] 128 (66,3) 142 (73,6) 0,149
FCP 36s EPM (caida de z-score > 1,34) [ n (%)] 130 (67,4) 125 (64,8) 0,667

Los valores son niumeros (%) o media = DS. Abreviaturas: EPM: edad postmenstrual, FCP: fallo de crecimiento

postnatal, s: semanas, RCEU: restriccion de crecimiento extrauterino

Ademas, se analizd la concordancia de nuestras curvas locales con las de Fenton mediante el
analisis de regresion de Passing-Bablok, que demostré que eran comparables, con un
coeficiente A de -0.038 (IC 95%: -0,099, 0,042) y un coeficiente B de 0.997 (IC 95%: 0,950,
1,041) [Linea de regresion de Passing-Bablok : Y=A+B*X].

5.1.6.2. Distribucion de la caida de z-score del nacimiento a las 36 semanas en la cohorte

global y en el subgrupo de “sanos”

Con la finalidad de contribuir a la seleccion de un punto de corte adecuado para definir FCP,
se calculd la distribucion del valor de la diferencia de z-score del nacimiento al alta en nuestra
cohorte (Tabla 15); asi como la misma distribucion en un subgrupo de pacientes que
considerariamos “sanos” o con evolucidn “sin complicaciones” (Tabla 16). Este subgrupo de
pacientes sanos se definid creando una variable compuesta (pacientes que no fallecian y que

no presentaban las siguientes patologias: ROP, HIV grave, DBP, cirugia de DAP).
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Tabla 15 Distribucion del valor de la diferencia de z-score desde el nacimiento a las 36 semanas de EPM en nuestra cohorte

N | Media | Mediana | Rango Percentiles
193 | -1,57 | -1,52 -3,73,1 3 10 20 30 40 50 60 70 80 90 97
-3,21 1 -244|-193 | -1,77 | -1,65 | -1,52 | -1,37 | -1,24 | -1,10 | -0,93 | -0,51

Tabla 16 Distribucion del valor de la diferencia de z-score desde el nacimiento a las 36 semanas de EPM en nuestra cohorte (subgrupo

considerado “sano”).

N Media | Mediana Rango Percentiles
112 | -1,42 | -1,37 -2,86,-0,28 | 3 10 20 30 40 50 60 70 80 90 97
-2,56 |1 -1,93 | -1,80 | -1,64 | -1,47 | -1,37 | -1,29 | -1,19 | -1,05 | -0,94 | -0,49
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Abstract

Background and aims: Postnatal growth restriction remains a serious problem in very low-birth-weight infants. Enhanced parenteral
supply of nutrients as soon as possible after birth is one of the strategies addressed to avoid extrauterine growth restriction. We aimed to
analyze changes in growth patterns and in clinical outcomes in our unit after a change in our parenteral nutrition (PN) protocol. Methods:
We collected data from 2 time periods, comprising the 2 years before (period I) and the 2 years after (period II) the change of protocol.
We included 142 very low-birth-weight infants <32 weeks of gestation with a birth weight <1500 g. Data regarding nutrition intakes
(parenteral and enteral) in the first week of life, growth during admission, and clinical outcomes were retrieved from clinical charts.
Results: Babies in period Il received a higher nutrition supply during the first week of life, but no further differences were found after this
period. Weight at 14 days of life was significantly higher in period II but not at day 28 of life or discharge. Conclusions: In our population,
an enhanced PN regimen for very low-birth-weight infants led to a better growth at 14 days of life. However, this positive effect had
disappeared at day 28 of life. Strategies to improve nutrient supply once the preterm baby is stable and on full enteral feeds should be

implemented and analyzed. (Nutr Clin Pract. 2016;31:666-672)

Keywords

very low-birth-weight infant; enteral nutrition; parenteral nutrition; postnatal growth restriction; outcomes assessment; clinical protocols

Postnatal growth restriction remains one of the most com-
mon problems of very low-birth-weight (VLBW) infants,'*
and current nutrition recommendations for VLBW infants
focus on avoiding catabolism and supporting growth.?
Recommended supply for these babies is based on what is
known about fetal nutrition and growth® and on studies of
longitudinal growth of preterm infant cohorts.’” When an
infant is born prematurely, the continuous nutrient flow from
the placenta is stopped at a moment of critical growth and
maturation of somatic and neuronal tissues, and it should be
restored as soon as possible and with a similar composition
to the one received in utero.*® At the beginning of the third
trimester, this consists of a high concentration of amino
acids compared with the amount of carbohydrates and lip-
ids.*® During the first days or weeks of life, the immaturity
of the gastrointestinal tract and sometimes the severity of
illness preclude the use of enteral feeding to meet these
goals, so management relies initially on the use of the intra-
venous (IV) route. A suboptimal delivery of nutrients quickly
causes deficits, which lead to a failure to sustain postnatal
growth,” especially in the sickest patients* and in those with
intrauterine growth restriction.® Starting a substantial paren-
teral supply of protein, carbohydrate, and lipids as soon as
possible after birth, which is called aggressive parenteral
nutrition (PN), is one of the strategies addressed to satisfy

the nutrition needs of this population and avoid extrauterine
growth restriction.”'’ Several studies show that optimal
nutrition, including aggressive PN from the first day of life
of these infants, leads to a better postnatal growth and is also
related to better neurodevelopmental outcomes''™* without
associated short-term metabolic or clinical side effects.'*"®
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Table 1. Comparison of the Suggested Composition of PN for VLBW Infants During the First Week of Life According to the Current

Protocols During Periods I and II of the Study.

Carbohydrates, g/kg/d

Protein, g/kg/d Lipids, g/kg/d

Day of Life Period | Period II Period I Period II Period I Period II
1 5.8 8.6 1 2.5 0 2

2 72 10 1.5 3 0.5 2.5

3 8.6 11.5 2 3.5 1 3

4 10 12.9 25 3.5 1.5 3

5 11.5 14.4 3 3.5 2 3

6 14.4 15.8 3 3.5 2.5 3

7 17.2 17.2 35 3.5 2.5-3 3

PN, parenteral nutrition; VLBW, very low-birth-weight.

Following the increasing evidence for the need to optimize
early nutrient supply in postnatal life, we updated our protocol
of PN for very preterm babies. This study aims to analyze the
impact of the new protocol in optimizing growth and clinical
course of this population during admission.

Patients and Methods
Study Design

The protocol for PN in VLBW infants was updated in our unit
to meet contemporary recommendations. This study was
designed as a single-center retrospective case-control analysis
of nutrition, growth, and clinical outcomes of 2 cohorts of
VLBW infants admitted to our unit before and after this change.
This study was approved by the local ethics committee.

Patients

We collected data from 2 time periods, comprising the 2 years
before (period I) and the 2 years after (period II) the change
of protocol. Years in between were excluded to ensure that
full implementation of the new protocol had occurred. We
included preterm infants <32 weeks of gestation with a birth
weight <1500 g. Patients with major congenital malforma-
tions and those enrolled in interventional randomized con-
trolled trials were excluded. To be able to access all
meaningful information about nutrition and its impact on
growth, we only included patients who were admitted <48
hours after birth, survived for >7 days, and died or were dis-
charged home from our unit. During period II, an early dis-
charge program was started in our unit. New criteria for
discharging preterm infants were as follows: clinical stability
and full feeds by mouth, capability of maintaining body tem-
perature, and no remarkable social family issues. No other
major changes in care were implemented during the study
period. Data regarding nutrition intakes (parenteral and
enteral) in the first week of life, growth during admission,
and clinical outcomes were retrieved from clinical charts.

Nutrition Protocols, Nutrition Variables, and
Anthropometric Measurements

The main differences between periods I and II regarding the
PN protocol were a higher recommended nutrient and protein
supply from day 1 (see suggested supply in Table 1), the start
of lipid infusion within the first 24 hours, and the availability
of ready-to-use standard PN solutions in the unit (which
allowed for immediate administration of PN once a central line
was obtained) in period II. During period I, patients born out of
pharmacy working hours were started on a 10% dextrose solu-
tion until PN could be prepared.

Enteral nutrition (EN) was initiated as soon as possible
depending on the clinical status of the patient. Human milk
was always preferred but, if not available, patients were fed
preterm formula, since donor human milk was not introduced
in our unit until after the end of period II. There were no active
changes in the unit’s guidelines for EN between both periods.

Actual intakes were calculated from the administered vol-
umes of PN and milk registered in nursing charts. Growth param-
eters were evaluated in included patients at admission, on days 14
and 28 of life, and at 36 weeks postmenstrual age (PMA).
Regarding initial weight loss, data were collected on minimum
weight, days to maximum weight loss, and days to regain birth
weight. To allow for comparisons at different gestational ages,
measurements of anthropometric parameters were transformed
into z scores for gestational age using local intrauterine growth
standards.'®'” All data regarding nutrition intakes (parenteral and
enteral) in the first week of life, growth during admission, and
clinical outcomes were retrieved from clinical charts.

Definition of Clinical Outcomes

A diagnosis of patent ductus arteriosus (PDA) was assigned in
the presence of a compatible heart murmur or clinical signs
(hyperdynamic precordial impulse, full pulses, widened pulse
pressure, and/or worsening of the respiratory status) with a ductal
right-to-left shunt in the echocardiography. Babies needing oxy-
gen at 28 days were categorized as having bronchopulmonary
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Period I: 116 eligible infants ‘ ‘ Period II: 134 eligible infants ‘

60 patients excluded:

* 5 major congenital
malformations

27 admitted after 48 hours of life
or transferred to another center

+ 14 died before 7 days of life

* 14 enrolled in RCT

J

9 patients:
clinical charts unavailable

l

65 patients included ‘

39 patients excluded:

* 5 major congenital malformations

11 admitted after 48 hours of life
or transferred to another center

« 22 died before 7 days of life

* 1PN at discharge

‘ 77 patients included ‘ ‘

Figure 1. Flowchart of patients who met inclusion/exclusion
criteria for the study during periods I and II. PN, parenteral
nutrition; RCT, randomized controlled trial.

dysplasia (BPD)."® Necrotizing enterocolitis was defined using
Bell’s classification and diagnosed if stage 2 or more was pres-
ent."” Retinopathy of prematurity (ROP) was classified according
to the International Classification of ROP*° Intraventricular hem-
orthage (IVH) was graded according to the Papile et al’'
classification.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with SPSS Statistics 19
Package (SPSS, Inc, an IBM Company, Chicago, IL).
Continuous data are presented as mean + SD. Appropriate sta-
tistical tests (Student # for continuous variables, 5 for categori-
cal variables) were used for comparison between the 2 cohorts.
The level of significance was set at P < .05. Multivariate
regression models were used to test for interactions between
confounding factors.

Results

Patients

Seventy-seven of 116 patients admitted during period I and 65
of 134 admitted during period II had available records and did
not meet exclusion criteria and were therefore included in the
study (Figure 1).

There were no significant differences in baseline character-
istics between both periods regarding gestational age, birth
weight, sex distribution, initial severity of illness, and other
perinatal characteristics (Table 2).

Nutrition Intake

PN. Only 19 (24.7%) patients in period I were started on PN
during the first 24 hours of life, as opposed to 61 (93.8%) in
period IT (P <.0001). Average daily nutrient supply during the
first week of life was consistently higher during period II

(period I vs period II: 7.6 + 2.9 vs 8.9 + 2.2 g/kg/d carbohy-
drate, P <.0001; 1.6 + 0.6 vs 2.6 + 0.5 g/kg/d protein, P <.004;
and 0.9 + 0.4 vs 2.1 +£ 0.5 g/kg/d lipid, P <.0001), without any
difference in duration of PN (11.1 + 8.4 days for period I vs
11.1 + 8.5 days for period II, P = .988) or days the central line
was needed (8.6 + 9.2 for period [ vs 10.1 + 7.8 days for period
II, P=.291).

Energy supply beyond the first week was not different
(Figure 2). There were no significant differences in the propor-
tion of babies still receiving PN on days 14 and 28 (14.3% vs
13.8%, P =.94 and 5.2% vs 1.5%, P = .38).

EN. There was a statistically significant difference in the start
of enteral feedings between periods I and I (2.5 + 0.8 vs 2.1 &
1.0 days, P =.03), but it was too small to be clinically relevant
(<1 day). Enteral intakes were higher in volume and energy
(Figure 2) for patients in period I during the first week of life,
but by days 14 and 28, 36 weeks PMA, and discharge, this dif-
ference had disappeared.

Growth During Admission

There were no significant differences between groups regard-
ing weight, length, and head circumference at birth, both in
absolute terms and adjusted for gestational age using z scores
(Table 3). Initial weight loss was less pronounced (maximum
percentage weight loss 11.7% + 5.3% vs 9.0% + 5.3%, P =
.003) and ended earlier (minimum weight at 5.2 £2.5 vs 3.7 +
1.8 days, P < .0001) during period II. Time to regain birth
weight was also shorter (13.3 £ 5.8 vs 11.0+ 7.2 days, P =.04).

Weight at 14 days of life was significantly higher in period
I1, and the trend persisted at 28 days, but no differences were
found at 36 weeks PMA (Table 3). Infants in period II were
discharged earlier than in period I (66.1 = 26.3 vs 53.4 £25.8
days of life, P = .005) and with a lower PMA (37.9 + 2.8 vs
36.4 £ 3.6 weeks, P = .006); consequently, they were also
smaller (2321 £373 vs 2068 + 502 g, P =.05). When measure-
ments were transformed into z scores, there was a trend for a
higher z score at 14 days of life in period II, with no other dif-
ferences between groups during admission (Table 3).

Clinical Outcomes

The main clinical complications during admission for the
patients of the 2 periods are shown in Table 4. Hyperglycemia
requiring insulin therapy during the first week was more preva-
lent in period II. No differences were found in the incidence of
bronchopulmonary dysplasia, necrotizing enterocolitis (NEC),
late-onset sepsis (LOS), ROP, laser therapy for ROP, and days
of positive pressure ventilation in both periods. Duration of
oxygen therapy was longer in period I, while there were more
days on continuous positive airway pressure support in period
II. The incidence of PDA and grade III-IV IVH was higher in
period II. Although mortality rates were globally equal for
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Table 2. Baseline Characteristics of Patients Included in Periods I and I1.*

Characteristic Period I (n=77) Period II (n = 65) P Value
Male sex 45 (58.4) 38 (58.5) 1.00
Gestational age, wk 28.5+2 28.8+2 48
Birth weight, g 1081 + 245 1104 + 250 .59
IUGR 13 (16.9) 9 (13.8) .65
Multiple pregnancy 23 (29.9) 15(23.1) 45
Cesarean section 47 (61.8) 37 (56.9) .61
Prenatal steroid treatment 59 (76.6) 46 (70.8) 45
Intubation in delivery room 41 (53.9) 27 (41.5) .18
CRIB score 29+3 24+3 .35

CRIB, clinical risk index for babies; IUGR, intrauterine growth restriction.

“Continuous variables are expressed as mean =+ standard deviation. Categorical variables are expressed as number (percentage). P values for the
corresponding statistical test (Student 7 test for continuous variables and y* test for categorical variables) are shown in the right column. Results were

considered statistically significant at P <.05.

Total Period | —& Total Period Il
PN Period | -k PN Period Il
Enteral Period | -4+ Enteral Period Il
1004
>
_g -
)
=
>
8
<~ 504
- A ~o
M : *  p<0.05 e
* et A ** p<0.01 ~a
PRSI A #¥% n<0,0001
c At T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 14
Day of life

Figure 2. Energy intakes for the first 2 weeks of life during periods I and II. Light gray represents period I and black represents
period II. A pointed line is used for enteral intake, a dashed line for parenteral intake, and a solid line for total intake. Comparison was
performed at each time point and for each feeding route between periods I and II. PN, parenteral nutrition.

VLBW infants during both study periods (24/116 [20.7%] in
period I vs 24/134 [17.9%] in period II, P = .631), a higher
number of deaths occurred in period II among the patients
finally included in the study (Table 4).

Discussion

Our study shows that enhanced parenteral supply during the
first week improved early postnatal growth in VLBW infants
without associated adverse clinical consequences, but it was
not enough to sustain improved growth throughout admission.

As expected when changing the PN protocol, nutrient sup-
ply was higher during the first week of life in patients on the
second period. Also, having available ready-to-use PN solu-
tions increased the percentage of babies receiving PN on the
first day of life from approximately 25% to nearly 100% in the
second period. In our sample, the introduction of this opti-
mized PN protocol did not lead to an increase of the days
receiving PN or days of central line. Although there was no
active change in the enteral feeding protocol, we saw that tro-
phic feedings were started earlier and the enteral caloric supply
was higher from birth to 7 days of life in the second period.
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Table 3. Growth Evolution During Admission.*

Growth Parameters Period I Period II P Value
Birth n=77 n=065
Weight, g 1081 + 245 1104 + 250 .59
Weight z score -030+09 -0.21+09 .57
Length, cm 36.8+3 37.2+3 .39
Length z score -021+£09 -0.08+0.8 39
Head circumference, cm 257+2 26.0+£2 .52
Head circumference z score —0.25+09  —0.13+0.8 .39
Day 14 of life n=77 n=>59
Weight, g 1102 £+ 260 1202 + 240 .02
Weight z score -1.24+0.7 -1.04+0.7 .08
Day 28 of life n=77 n=>56
Weight, g 1369 + 360 1473 £ 353 .09
Weight z score -143+08 -1.30+0.7 34
36 weeks PMA n=068 n=47
Weight, g 1918 382 1915 £ 310 .96
Weight z score -1.87+09 -1.88+0.7 98
PMA, postmenstrual age.
*Continuous variables are expressed as mean + standard deviation.
Table 4. Clinical Outcomes During Admission.”
Clinical Outcome Period I (n=77) Period Il (n=65) P Value
Days PPV 3.7+68 51+73 27
CPAP 9.1+10.6 9.9+12.7 .66
Oxygen 16.6 +26 12.8+19.7 33
Days of antibiotics 13.1+£9.8 9.8+10.2 .06
Days of central line 8.6+£9.2 10.11+7.7 29
PDA 25(32.4) 35(53.8) .01
NEC 6(7.8) 7 (10.8) 57
Late-onset sepsis 19 (24.6) 16 (24.6) 1.00
BPD 18 (23.4) 16 (28.1) 1.00
ROP (any grade) 19 (24.6) 21 (36.2) 12
ROP (surgery) 3(3.9) 2(3.1) 1.00
IVH (grades II-1V) 0(0) 7 (10.8) .004
Insulin therapy during 12 (15.6) 20 (30.8) .04
the first week
Mortality 2(2.6) 10 (15.4) .01

BPD, bronchopulmonary dysplasia; CPAP, continuous positive airway pressure;
IVH, intraventricular hemorrhage; NEC, necrotizing enterocolitis; PDA, patent
ductus arteriosus; PPV, positive pressure ventilation; ROP, retinopathy of
prematurity.

Continuous variables are expressed as mean + standard deviation. Categorical
variables are expressed as number (percentage). P values for the corresponding
statistical test (Student 7 test for continuous variables and ” test for categorical
variables) are shown in the right column. Results were considered statistically
significant at P <.05.

Several studies have shown the relationship between an
aggressive nutrition approach and better growth at 36 or 40
weeks PMA, >3 while others have not.?** Those that
have shown better growth include enrichment of enteral feed-
ings once the PN supply is stopped. However, in those studies
where aggressive PN was not related to a decrease in postnatal
growth restriction, there was no difference in the enteral
approach after PN cessation. In our population, growth
improvement at 14 days of life in the second period tended to

disappear toward day 28 of life and at 36 weeks PMA. Both PN
and EN supply were higher in the second period during the first
week of life, but after this moment, no differences were found
between the 2 periods because we had not changed our enteral
feeding protocol for preterm infants in the stable phase. Moltu
et al*® used an extra amino acid, docosahexaenoic acid, and
vitamin A supplementation apart from the standard human
milk fortification in the interventional group, and Dinerstein
et al* fortified mothers’ milk with preterm formula. In fact, a
Cochrane review published in 2013 concluded that there was
no available evidence of the benefits of early administration of
amino acids on mortality, early and late growth, and develop-
ment.?® We think that, in view of these results, both parenteral
and enteral enrichment are needed for diminishing postnatal
growth failure.

Babies in period II were discharged home approximately 2
weeks before babies in period I, with a lower PMA (37.9 +
2.8 vs 36.4 + 3.6 weeks, P =.006) and lower weight (2321 +
373 vs 2068 + 502 g, P = .05). However, when comparing
z scores at discharge, there were no differences between peri-
ods (—1.55 = 1.02 vs —1.48 = 0.99, P = .680). At the begin-
ning of period II, an early discharge program for stable babies
was started, so infants in period I could have been discharged
earlier if this program had been available. This difference
found in admission days probably would not exist under these
circumstances.

Hyperglycemia, defined as the need for insulin treatment
during the first week, was higher in period II. Mayes et al*’
described that hyperalimentation resulted in more insulin-
treated hyperglycemia with longer treatment duration in a ran-
domized controlled trial designed to compare the effects of an
aggressive PN regimen and a standard PN regimen on head
growth.”® They justify this as the result of a preplanned greater
supply of carbohydrates (maximum of 16.3 g/kg/d in the inter-
vention group and 13.5 g/kg/d in the control group).
Carbohydrate supply was also higher in period II in our study
(7.6 +2.9vs 8.9+ 2.2, P=.004), but this was probably not the
only factor involved, as the difference in glucose infusion
between hyperglycemic and nonhyperglycemic babies in our
population was only small and not statistically significant (8.9
+2.4vs 8.0+2.7 g/kg/d, P=.09). Supply of both protein and
fat was also higher in period II, and on the whole, hyperglyce-
mic babies also received a higher provision of amino acids (2.3
+0.6 vs 1.9+ 0.7 g/kg/d, P = .005) and lipids (1.9 £ 0.7 vs 1.4
+0.7 g/kg/d, P <.0001).

Several studies have described the influence of increased
amino acid supply in lowering blood glucose levels and there-
fore reducing the need for insulin therapy,'>***° suggesting that
endovenous administration of amino acids has a stimulatory
effect on insulin secretion. Mahaveer et al*” hypothesize that
the underlying mechanism could involve a more effective con-
version of proinsulin by islet § cells or changes in -cell mass.
We could not support these findings with our results, since
amino acid intake was higher both in period II and in babies
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receiving insulin during the first week. Other authors such as
Beardsall et al*' did not find any relationship between PN pro-
tein and the development of hyperglycemia or the need for
insulin in preterm infants. Lipid infusion can also increase the
prevalence of high blood glucose levels. IV lipid infusion in
preterm infants has a stimulatory effect on gluconeogenesis
and helps maintain euglycemia in preterm infants receiving
low-dose glucose infusion.”*** Beardsall et al’' also found a
significant relationship between lipid infusion and the devel-
opment of hyperglycemia. In our case, the highest proportion
of babies receiving insulin in period II does not seem to be
related to differences in the amount of nutrients received, since
contradictory results are found.

In our sample, a higher incidence of PDA and grade [1I-1V
IVH was found in the second period, while other clinical out-
comes showed no differences. In a Cochrane review updated in
2014, Bell and Acarregui’® concluded that restricted water
intake in preterm infants significantly increased postnatal
weight loss and reduced the risk of PDA. The review was lim-
ited to trials where fluid intake was provided mainly or entirely
by intravascular infusion. Stephens et al*> found a relationship
between higher fluid intake and an increased risk of PDA
among infants weighing <1250 g but with fluid intakes up to
170 mL/kg/d on day 3. Theirs was a retrospective study, and
the high fluid intake group included more immature infants,
who are at higher risk of PDA. In our study, average intravas-
cular fluid intake during the first week showed no difference
between both periods (84.6 + 18.7 vs 80.1 + 19.35 mL/kg/d, P
=.1) and was much lower than the Stephens et al study, but
total fluid intake (parenteral plus enteral) was higher in the sec-
ond period (102 + 11.5 vs 107 + 16.1 mL/kg/d, P = .04) due to
arise in the amount of enteral fluid (17.5 + 17.4 vs 26.8 = 18.6
mL/kg/d, P =.003). The higher incidence of PDA found in the
second period is unlikely secondary to differences in fluid
intake during the first week, given that these are small (<10
ml/kg/d) and exclusively due to a higher amount of EN.
Average gestational age was not different between both peri-
ods. A lower proportion of early weight loss, as seen in period
II, has also been related to a higher risk of PDA, probably
reflecting changes in fluid balance in preterm infants with a
high water compartment in their body composition.”® PDA
itself is probably a confounding factor in postnatal weight loss,
as it represents a risk factor for water retention itself.

Our data shows a striking difference between both periods
regarding grade III-IV IVH: 0 of 77 (0%) vs 7 of 65 (10.8%),
P =.004. We find it unlikely that the changes in PN relate to a
change in the occurrence of IVH. To address this issue, we
revised the global incidence of grade III-IV IVH in both peri-
ods, including all infants <32 weeks admitted to our unit in
both study periods. The incidence of grade III-IV IVH among
all the eligible infants (see Figure 1) was 22 of 116 (19%) in
the first period and 21 of 134 (15.7%) in the second period,
with no statistically significant differences between them (P =
.5). All patients with grade III-IV IVH in the first period but

only 14 in the second period met one of the exclusion criteria,
which accounts for the difference in representation of IVH
babies in the 2 study periods. Also, no data in the literature sug-
gest an increased risk of IVH in patients receiving early opti-
mized PN. On the contrary, enhanced nutrition has shown to be
related to better head circumference growth at 36 weeks
PMA #2237 or at discharge, and this fact is related to a better
neurodevelopment,'*® with none of these studies showing an
increase in severe IVH (grades III-1V).

A higher mortality rate was found in period II among
patients included in the study, but the global analysis of all
VLBW infants in both periods showed no differences. Because
early death (before 7 days of life) was a reason for exclusion
from the study, this fact probably reflects a difference in the
timing of death. In fact, there was a trend for a higher early
mortality in period 1 (22/116 [18.9%] in period I vs 14/134
[10.4%] in period II, P = .08). Given that the differences in the
new protocol concern mostly the advancing of the starting
moment and the higher nutrient supply during the first days of
life, a mortality increase related to changes in PN should have
probably been apparent in the immediate postnatal period.

A detailed analysis of the particular causes of death showed
that patients in period I died of complicated NEC, and that was
also the case for 3 babies in period II. Life support was with-
held in 2 babies in period II because of concern about neuro-
logical outcomes due to severe (grade ITI-1V) IVH. Additional
deaths were 2 cases of cardiovascular shock following PDA
closure surgery and 3 with late-onset sepsis. Although some
authors have observed a higher incidence of late-onset sepsis
with enhanced nutrition,*® the principal causes of death in our
population (late-onset sepsis and NEC) showed no differences
in the overall incidence between both periods (see Table 4). For
the aforementioned reasons, we consider this finding unrelated
to the enhanced PN support during the first week of life.

Conclusions

An enhanced PN regimen for VLBW infants during the first
week of life led to a better growth at 14 days of life. Other
growth outcomes were improved following this protocol: ini-
tial weight loss was less pronounced and ended earlier, and
time to regain birth weight was shorter. This positive effect had
disappeared at day 28 of life, so strategies to improve nutrient
supply once the preterm baby is stable with enteral feeds have
to be implemented. Differences in clinical outcomes found
between both periods did not seem to be related to variations in
nutrition practices.
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5.2.1 Pacientes

Un total de 77 pacientes de 116 ingresados durante el periodo I y 65 de 134 en el periodo II

no cumplian criterios de exclusion y disponian de la informacion clinica necesaria para ser

incluidos en el estudio (Figura 2).

Periodo I: 116 pacientes candidatos Periodo Il: 134 pacientes candidatos

60 pacientes excluidos:

39 pacientes excluidos:
+ 5 malformaciones congénitas

* 5 malformaciones congénitas mayores mayores )

« 11 ingresados después de las 48h + 27 ingresados después de las 48h de
de vida o traslados a otros hospitales vida o traslados a otros hospitales

« 22 fallecieron antes del 72 dia de vida » 14 fallecieron antes del 72 dia de vida
= 1 nutricién parenteral al alta + 14 reclutados en ensayos clinicos

9 pacientes: registros
clinicos no disponibles

77 pacientes incluidos ‘ ‘ 65 pacientes incluidos

Figura 2 Diagrama de flujo de los pacientes candidatos y finalmente los incluidos en el
estudio.

No se encontraron diferencias significativas en las caracteristicas basales de los prematuros
incluidos en los dos periodos de estudio en cuanto a EG, sexo, PN, gravedad inicial u otras

caracteristicas perinatales (Tabla 17).
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Tabla 17 Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en los Periodos I y II.

PerE)do I Perii)do 11 Valor de p
(n=77) (n=65)
Sexo masculino 45 (58,4) 38 (58,5) 1,000
Edad gestacional (semanas) 28.5+2 28.8+2 0,481
Peso al nacimiento (g) 1081+245 1104+250 0,594
RCIU 13 (16,9) 9(13,8) 0,650
Gestacion multiple 23 (29,9) 15 (23,1) 0,447
Cesarea 47 (61,8) 37(56,9) 0,607
Corticoides prenatales 59 (76,6) 46 (70,8) 0,449
Intubacioén al nacimiento 41 (53,9) 27 (41,5) 0,181
Puntuacion CRIB 2,943 2,443 0,346

Los valores son numeros (%) o media+ DS. Abreviaturas: RCIU: retraso de crecimiento intrauterino, CRIB:

Clinical risk index for babies.

5.2.2 Aportes nutricionales

5.2.2.1 Nutricion parenteral

Unicamente 19 (24,7%) pacientes del periodo I iniciaron el soporte con NP durante las
primeras 24h de vida, en contraposicion a los 61 (93,8%) en el periodo II (p <0,001). El
aporte medio diario de nutrientes durante la primera semana en el periodo II fue mayor que en
el periodo I de forma consistente (Tabla 18), sin diferencias en los dias de duracion de la NP
(11,1 + 8,4 periodo I vs 11,1 £ 8,5 periodo II; p= 0,988) o dias de via central (8,6 + 9,2
periodo [ vs 10,1 £ 7,8 periodo II, p= 0,291).
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Tabla 18 Aporte medio diario de macronutrientes en la NP durante la primera semana en los
dos periodos de estudio.

Periodo 1 Periodo 11 Valor de p
Glucosa (g/kg/dia) 7,629 8,9+22 0,004
Proteinas (g/kg/dia) 1,6 £0,6 2,6+0,5 <0,0001
Lipidos (g/kg/dia) 0,9+0,4 2,1+£0,5 <0,0001

Los valores son media+DS

El aporte energético total (parenteral mas enteral) fue mayor durante los 7 primeros dias de
vida en el periodo II (Figura 3 y Tabla 19), pero ya no encontramos esta diferencia a los 14
dias de vida. También se constaté un ligero aumento del volumen total de fluidos que
recibieron los pacientes en el periodo II, a expensas del aporte de nutricién enteral (Tabla 19).
No hubo diferencias en el porcentaje de pacientes que estaban recibiendo NP los dias 14 y 28

de vida (14,3% vs 13,8% a los 14 dias, p= 0,940 y 5,2% vs 1,5% a los 28 dias, p=0,375).
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Tabla 19 Aporte energético total durante los primeros 7 dias de vida y a los 14y 28 dias de
vida y aporte de fluidos en la primera semana.

Periodo I Periodo 11 Valor de p
Energia primera semana (Kcal/kg/dia)
Dia 1 29,98 + 7,06 57,34 £ 10,47 <0,0001
Dia2 34,04 + 8,91 71,29 £10,70 <0,0001
Dia 3 45,65+ 9,67 82,90 + 12,74 <0,0001
Dia 4 58,77 £ 15,81 87,95 + 17,77 <0,0001
Dia 5 71,21 £ 14,49 94,29 + 13,54 <0,0001
Dia 6 82,69 + 16,18 99,76 + 14,40 <0,0001
Dia 7 91,38 £ 17,95 99,76 + 19,37 0,018
Aporte energético acumulado 1* semana (kcal/kg/dia)
412,03 + 61,28 593,32 + 60,45 < 0,001
Energia dia 14 y 28 (kcal/kg/dia)
Dia 14 114,36 + 30,43 120,58 + 28,95 0,236
Dia 28 126, 08 += 31,41 132,89 + 26,58 0,200
Aporte de fluidos primera semana (ml/kg/dia)

NP 84,63 + 18,69 80,12+ 19, 36 0,161
Nutricion enteral 17,49 + 17,37 26,82 + 18,63 0,002
Total 102,13+ 11,56 106,94 + 16,14 0,04

Los valores son media+ DS.
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Figura 3 Aporte energético durante las primeras dos semanas de vida durante los dos
periodos. Las lineas grises representan el periodo 1 y las negras el II. La linea de puntos
representa el aporte enteral, la rallada en aporte parenteral y la continua el aporte total. Las
comparaciones se realizaron para cada periodo de tiempo indicado entre cada via de
administracion y la total.

5.2.2.2 Nutricién enteral

La nutriciéon enteral se inici6 de forma mas precoz durante el periodo II (2,5 £ 0,8 vs 2,1 £
1,0, p= 0,032), aunque la diferencia es probablemente demasiado pequefa para ser
clinicamente relevante. Los aportes de nutricion enteral tanto en volumen como en energia
fueron mayores en el periodo II durante la primera semana, pero esa diferencia desaparece a
partir de ese punto (Figura 2). Al mes de vida, los RNMP que seguian ingresados recibieron
de media un aporte de enteral de 148 + 35 ml/kg/dia en el periodo I y de 155 + 28 ml/kg/dia
en el periodo II (p=0,181) y energético de 126 + 31 kcal/kg/dia y 133 + 26 kcal/kg/dia
respectivamente (p= 0,200).
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5.2.3 Crecimiento durante el ingreso

No se encontr6 ninguna diferencia en los datos antropométricos al nacimiento de ambos
grupos (peso, talla y PC), tanto en valores absolutos como ajustados por EG al convertirlos en
z-score (Tabla 20). La pérdida inicial de peso fue menor (pérdida méxima de peso de 11.7% =+
5,3% vs 9,0% =+ 5,3%, p= 0,003) y ocurri6 antes (dia en el que se alcanza minimo peso 5,2 +
2,5 vs 3,7 = 1,8 dias) en el periodo II. En el periodo II también se recuperd el PN antes (13,3
+5,8vs11,0£7,2, p=0,041).

En el periodo II, el peso fue mayor a los 14 dias que en el periodo I, pero ya no encontramos
diferencias ni a los 28 dias ni a las 36 semanas de EPM (Tabla 20). Los pacientes en el
periodo II se fueron de alta antes que los del periodo I (66,1 + 26,3 vs 53, 4 + 25,8 dias de
vida, p= 0,005), con una menor EPM (37,9 + 2,8 vs 36,4 + 3,6 semanas, p= 0,006) y
consecuentemente un menor peso al alta (2321 £+ 373 vs 2068 £+ 502 g, p= 0,051). Cuando se
transforman los datos de peso en z-score, se evidencia un mayor z-score en los nifios del

periodo II a los 14 dias de vida, sin otras diferencias en ningin punto analizado (Tabla 20).
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Tabla 20 Evolucion del peso durante el ingreso.

Periodo I Periodo 11 Valor de p

Nacimiento n="77 n= 65

Peso, g 1081 £ 245 1104 £250 0,594
Z-score de peso -0,30+£0,9 -0,21+0,9 0,570
Longitud, cm 36,83 £3,0 37,26 £3,0 0,399
Z-score de longitud -0,21+£0,9 -0,08+£0,8 0,396
Perimetro cefalico, cm 25,77+ 2,1 26,00+ 2,1 0,524
Z-score de perimetro -0,25+0,9 -0,13+£0,8 0,396
cefalico

Dia 14 n="77 n=159

Peso, g 1102 £260 1202 +£240 0,022
Z-score de peso -1,24 £ 0,7 -1,04 £ 0,7 0,083
Dia 28 n="77 n=56

Peso, g 1369 + 360 1473 £353 0,099
Z-score de peso -1,43+0,8 -1,30+ 0,7 0,343
36 semanas EPM n= 68 n= 47

Peso 1918 +£382 1915 +310 0,961
z-score de peso -1,87+0,9 -1,88 £ 0,7 0,980

Los valores son media+ DS

5.2.4 Morbilidad durante el ingreso

La tabla 21 recoge las principales complicaciones clinicas durante el ingreso de los pacientes
incluidos en ambos periodos del estudio. La necesidad de tratamiento con insulina para la
hiperglucemia fue mas prevalente en el periodo II. No se observan diferencias en los dias de
ventilacion mecdanica entre ambos periodos, aunque en el periodo I, la duraciéon del soporte
con CPAP fue mayor, asi como el requerimiento de oxigeno suplementario. La incidencia de

DBP, ECN, infecciones tardias, ROP y ROP grave fueron similares en los dos periodos;
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aunque en el periodo II fueron mas prevalentes el DAP y la HIV grave. Las tasas de
mortalidad fueron globalmente iguales en ambos periodos del estudio (24/116 (20,7%)

periodo I vs 24/134 (17,6%) en periodo II), aunque hubo un mayor ntimero de fallecimientos

de pacientes incluidos en el estudio en el periodo II) (tabla 5).

Tabla 21 Morbilidad durante el ingreso.

Periodo I Periodo II | Valor de p
(n=77) (n=65)

Dias VMC 3,7+6,8 5,1£7.3 0,269
CPAP 9,1£10,6 9,9+12,7 0,656
Oxigeno 16,6+26 12,8+19,7 0,339

Dias de tratamiento antibidtico 13,1+£9,8 9,8+10,2 0,060

Dias de via central 8,6+9,2 10,11+7,7 0,298

DAP 25 (32,4%) 35 (53,8%) 0,011

ECN 6 (7,8%) 7 (10,8%) 0,572

Infeccion tardia 19 (24,6%) 16 (24,6%) 1,000

DBP 18 (23,4%) 16 (28,1%) 1,000

ROP (Cualquier grado) 19 (24,6%) 21(36,2%) 0,120

ROP (Cirugia) 3 (3,9%) 2 (3,1%) 1,000

Tratamiento con insulina (primera semana de vida) 12 (15,6%) 20 (30,8%) 0,043

HIV (Grado LII-IV)

Cohorte global de <32 semanas 22 (19,0%) 1 (15,7%) 0,500
Pacientes incluidos en el estudio 0 (0,0%) 7 (10,8%) 0,004

Mortalidad (>7 dias)

Cohorte global de <32 semanas 24 (20,7%) 24 (17,9%) 0,631
Pacientes incluidos en el estudio 2 (2,6%) 10 (15,4%) 0,012

Los valores son numeros (%) o media + desviacion estdndar. Abreviaturas: CPAP: presion positiva en la via

aérea, DAP: ductus arterioso persistente, DBP: displasia broncopulmonar, ECN: enterocolitis necrosante, HIV:

hemorragia intraventricular, ROP: retinopatia de la prematuridad, VMC: ventilacién mecéanica convencional.
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6. DISCUSION

La caracterizacion de la trayectoria de crecimiento postnatal es un tema complejo que la
neonatologia de hoy en dia no ha resuelto completamente, dado que falta una herramienta

consensuada para su valoracion en el &mbito clinico.

El fendmeno biologico del crecimiento postnatal de los RNMP es multifactorial, y en ¢l
convergen factores no modificables como la EG al nacimiento o determinantes genéticos, con

factores modificables como las complicaciones clinicas o el soporte nutricional.

El soporte nutricional que recibe el RNMP se ha relacionado no sélo con el crecimiento
postnatal, sino también con la modulacidon de la aparicion de entidades caracteristicas de la

prematuridad como la DBP, NEC o ROP.

En esta tesis se ha llevado a cabo un andlisis reflexivo de la aplicabilidad de cada uno de los
diferentes métodos descritos para la valoracion del crecimiento postnatal, se ha explorado el
concepto de fallo de crecimiento postnatal y por ultimo se ha evaluado el impacto en nuestro
entorno de una de las principales estrategias empleadas para optimizar el crecimiento

postnatal de los RNMP, la nutricién parenteral.

6.1 VALORACION DEL CRECIMIENTO POSTNATAL

6.1.1. Velocidad de crecimiento

La VC ha sido una de las principales herramientas utilizadas para la evaluacion del
crecimiento postnatal, replicando su uso para la valoracién del crecimiento fetal. La revision
de Fenton del 2017(57) senala que, en la literatura publicada antes del 2005, era la forma mas

frecuente en la que se describia el crecimiento extrauterino de los RNMP.
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Se han propuesto diferentes formulas para el calculo de la VCP entre dos puntos temporales
(61,62) y la variacion porcentual en los resultados puede llegar a alcanzar hasta el 73% segin
se emplee una u otra (57,360). Esto se debe a que cada formula presenta variaciones
matematicas en funcion de los puntos de inicio y final considerados o de si se valoran
diferencias de peso de forma neta o promedio. Por ejemplo, Senterre (361) analizo el
crecimiento postnatal de una cohorte de prematuros de < 30 semanas de EG al nacimiento, en
la cual el empleo del método de los dos puntos para el calculo de la VCP resultaba en un
aumento del 43% en relacion a este valor calculado por el método exponencial (15,9 + 2.3 y
16,6 + 2,3 g/kg/dia por el método exponencial para RN <28 semanas de EG y para RN 28-30
semanas de EG respectivamente vs 22,3 + 4,4 y 23,5 + 4,4 g/kg/dia por el método de los dos
puntos para RN <28 semanas de EG y para RN 28-30 semanas de EG respectivamente, con
una diferencia estadisticamente significativa). Fenton, en su reciente revision de la precision
de los diferentes métodos empleados para el calculo de la VCP (360), observo también gran
variacion en los resultados obtenidos en funcion del método utilizado, principalmente con el
método de los dos puntos. En este trabajo, por ejemplo, la VCP entre el nacimiento y los 28
dias fue de 10,2 + 3,4 g/kg/dia para el método exponencial y de 12,0 = 4,6 g/kg/dia en el

método de los 2 puntos, con diferencia estadisticamente significativa.

Los dos factores que mas influyen en esta variabilidad de los resultados son el PN y la
duracion del ingreso. Aquellos pacientes de menor PN y mayor duracion del ingreso son los
que se alejan mas de la VCP considerada estandar, sobre todo cuando se emplea la férmula de
los dos puntos, que es la que mas se viene utilizando en la practica clinica diaria (61). Parece
que el calculo de la VCP mediante la féormula exponencial es la que menor divergencia
presenta respecto al calculo de VCP estandar y la que menos se afecta por factores como el
PN y la duracién del ingreso (61,62). Esta formula es la recomendada para el calculo de las
VCP con fines de investigacion (39); sin embargo, su aplicabilidad en la practica clinica diaria
puede ser mas dificil por la mayor complejidad de los calculos matematicos. Algunos autores
proponen como alternativa el empleo del método de la VCP por el método del promedio de
los dos puntos, que presenta resultados mas parecidos a los del método exponencial y no tan
divergentes como el del método de los dos puntos (360,361). Finalmente hay que tener en
cuenta que evaluar el crecimiento del RNMP mediante VC no tiene en cuenta ni la EG ni el

género, datos de suma importancia para considerar el crecimiento extrauterino de los RNMP.
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Dado que nuestro objetivo era explorar los métodos de valoracion del crecimiento que se
utilizan a diario en la préctica clinica, s6lo calculamos la VCP mediante el método de dos
puntos y no mediante el método exponencial. En nuestra cohorte, la VCP por el método de los
dos puntos y calculada desde el nacimiento al alta era inversamente proporcional a la EG al
nacimiento (Tabla 8), resultados que se podian interpretar como que los nifios mas inmaduros
crecen mejor que los de mayor EG. Esto se debe al menor PN de estos nifios, fenomeno que
también ocurre en los afectos de RCIU, como han descrito otros autores (69,77). Por otro
lado, al elegir el momento del alta como punto final para el calculo de la VCP también
encontramos que produce un efecto sumatorio en la sobreestimacion de la VCP de los mas
inmaduros ya que son los que permanecen mas dias ingresados (61,362). Sin embargo, si
elegimos un punto temporal homogéneo (por ejemplo, a los 28 dias de vida) en lugar de el
momento del alta (que en nuestra cohorte va desde los 17 a los 162 dias), vemos que los
pacientes de mayor EG presentan una VCP mas elevada (Tabla 8), dato que se acerca mas a lo

esperable clinicamente.

Dado que casi todos los RNMP experimentan una pérdida fisiologica de peso los primeros
dias de vida (162,363), varios autores consideran que la valoracion de la VC tanto con fines
clinicos como de investigacion de los RNMP ingresados se deberia iniciar una vez superado
este crecimiento inicial negativo (39). En la practica clinica diaria, puede ser mas laborioso
determinar con exactitud el nadir de peso, por lo que algunos han propuesto emplear puntos
temporales predeterminados asumiendo que ese nadir se ha alcanzado. Fenton, en su trabajo
de aplicabilidad de los diferentes métodos de valoracion de la VC, apenas encontro
diferencias entre la VCP desde el nadir a los 28 dias de vida o entre los 7 y 28 dias de vida,
por lo que por la sencillez de los célculos propone calcular la VCP desde los 7 dias de vida
(360). Otros autores (55,56), han llegado a proponer la valoracion de la VC una vez superados
los 21 dias de vida, ya que consideran que es el momento en el que la mayoria de RNMP han
completado su adaptacion postnatal e inician su trayectoria de crecimiento “fisioldgica”. En
nuestro caso, la VCP se empez6 a calcular a partir del PN por tratarse de una practica clinica
mas habitual e igualmente empleada por otros autores (269,364). Ademas, hemos observado
que la pérdida inicial de peso representa un elemento que impacta en el crecimiento posterior,
por lo que consideramos que no debe ser excluido de la valoracion. Cormack (39), en su
propuesta de estandarizacion de la forma de describir los estudios de nutricidon y crecimiento

en prematuros, también aboga por el empleo del PN como punto inicial, al tratarse de un
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punto temporal Unico y reconocible a diferencia del dia de peso minimo, que implica peso
diario de los pacientes y que si no se determina de forma correcta puede conducir a mayores

CITOorCS.

Otra consideracion final respecto al empleo de la VC para valoracion del crecimiento
postnatal es que con frecuencia se cita como objetivo un aumento de unos 15-20 g/kg/dia con
el fin de conseguir una trayectoria similar a la que hubiera seguido si la gestacion hubiese
continuado (89,309). Algunos autores han demostrado que este valor puede que no sea
suficiente para sustentar un crecimiento postnatal similar al intrauterino (365-367). Ademas,
siguiendo el crecimiento tedrico de un RNMP mediante diferentes curvas de referencia, se ha
visto que el valor de 15 g/kg/dia aplica a un rango determinado de EPM, en torno a las 34
semanas, siendo mayor previamente y menor tras ese punto (362); es decir, no se puede

asumir como objetivo una VC constante a lo largo de la evolucion postnatal de un RNMP.

Asi pues, el empleo de la VCP como herramienta en la monitorizacion del crecimiento
postnatal de los RNMP esté sujeto a varios errores que se deben tener en cuenta si se utiliza
en la practica clinica como marcador para llevar a cabo cambios en la estrategia nutricional o

inferir posibles efectos a largo plazo.

6.1.2. Valoracion en un unico punto de corte temporal

Una de las formas mas empleadas de valorar el crecimiento de un RNMP es asignar un
percentil o un z-score en un determinado punto temporal. La mayoria de las publicaciones
hablan de EUGR cuando bien al alta o a las 36 semanas de EPM el peso se encuentra por
debajo del P10 o en un z-score de -1,28 o0 menor y es asi como lo hemos definido para nuestro
trabajo, aunque otros autores hablan de EUGR si el percentil es inferior al 3 o hay un z-score

inferior a -2 (57,70).

Al emplear un Unico punto para la determinacion de la adecuacion de la trayectoria de
crecimiento postnatal, estamos obviando la importancia que tiene el estatus inicial del PN y
vamos a encontrar resultados que pueden llevarnos a conclusiones erroneas. Un RNMP con
un PN inferior al P10 con mucha probabilidad presentara un peso al alta o a las 36 semanas de

EPM inferior al P10, y sin embargo ha seguido una curva de crecimiento postnatal sin
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restriccion a pesar de asignarse como RCEU. En nuestra poblacion, tnicamente 1 de los 27
RNMP con antecedente de RCIU no presentd un z-score inferior a -1,28 a las 36 semanas de
EPM, es decir, que la prevalencia de RCEU en este subgrupo alcanzaba casi el 100%. Por otro
lado, los RNMP con peso elevado, pueden presentar un percentil al alta o a las 36 semanas

superior al P10 y sin embargo haber presentado un crecimiento restringido durante el ingreso

(36,353).

En nuestro trabajo, la prevalencia de RCEU definido como z-score de peso a las 36 semanas
de EPM inferior a -1,28 afectaba al 66,0% de la muestra, y a un 56,5% si se valoraba al alta.
La prevalencia que hallamos estaba bastante en sintonia con la que se describia en otras
publicaciones tanto nacionales (79) como internacionales (77). Las diferentes series
publicadas, rara vez informan por separado la prevalencia de RCEU entre pacientes con y sin
RCIU. Por ejemplo, en la cohorte de la Vermont Oxford Network publicada por Horbar (77),
en el afio 2013, la prevalencia de RCEU al alta era del 38,8% en aquellos RN sin RCIU y del
96,4% en los nifios con RCIU.

6.1.3 Valoracion como cambio entre dos puntos temporales

Por ultimo, en esta tesis se analizd otra forma de valorar la trayectoria de crecimiento
postnatal basada en calcular la diferencia de z-score entre dos puntos determinados de tiempo.
Si esta diferencia es positiva, es decir, si aumenta el z-score, se considera una trayectoria de
crecimiento favorable; mientras que si la diferencia es negativa (o caida de z-score) se

considera lo contrario.

El empleo de z-score en lugar de percentiles para valorar el crecimiento viene avalado por la
OMS (6). El z-score nos permite situar a un determinado paciente en relacién con una
poblacion de referencia y ajustarlo por sexo y tiempo de vida. Ademas, al ser una variable

continua nos permite comparaciones y calculos con mayor facilidad.

Asi pues, para nuestro trabajo se defini6 como FCP aquella situacion en la que la caida de z-

score entre el nacimiento y las 36 semanas de EPM era mayor que 1,34. Se eligio la cifra de
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1,34 por ser el doble de la sugerida para la definicion de crecimiento recuperador (368). La
seleccion del punto de corte para diagnosticar FCP puede debatirse. Otros autores han
utilizado puntos de corte diversos, como caida superior a 1,28 (probablemente porque este
valor de z-score representa el percentil 10, aunque en este contexto no tendria este significado
ya que una caida de z-score no representa un percentil) (85,369). Rochow (55) defini6 en una
cohorte de RN “sanos” o con evolucion sin complicaciones mayores y con EG al nacimiento
menor de 34 semanas que la pérdida fisioldgica de peso provocaba una caida o diferencia en
negativo de z-score alrededor de 1, y que toda bajada que superara este nivel se debia
considerar como un FCP. El 80-90% de nuestros pacientes se diagnosticarian de FCP si
utilizaramos una diferencia de mas de 1 para definirlo, teniendo en cuenta ademas que nuestra
poblacién son nifios con un EG méaxima de 32 y los de Rochow de 34 (Tabla 15). El subgrupo
de pacientes considerados “sanos” en nuestra cohorte experiment6 una caida media de z-score
a las 36 semanas situada en -1.37 (Tabla 18), que seria bastante similar al punto de corte que

utilizamos en nuestro analisis.

Nuestra prevalencia de FCP a las 36 semanas de EPM era superior en los grupos de menor EG
al nacimiento (Tabla 8) reflejando la mayor vulnerabilidad y riesgo de crecimiento postnatal
restringido en los pacientes mas inmaduros, como se ha descrito (70). Sin embargo, no sucede
lo mismo en los pacientes con RCIU, a diferencia de lo que ocurria utilizando la definicién de
RCEU. En los nifos con RCIU, la prevalencia de FCP a las 36 semanas de EPM era del
40,8%, mientras que en los nifios sin RCIU era del 70,5%. Este fenomeno ha sido descrito por
otros autores como Figueras o Peila (370,371), en cuyas cohortes, los pacientes con
antecedente de RCIU o PEG presentaban un FCP menor que aquellos con peso adecuado para

la EG.

6.2 CURVAS DE REFERENCIA PARA LA VALORACION DEL CRECIMIENTO
POSTNATAL

Cuando se valora el crecimiento postnatal en forma de caida de z-score, es de suma
importancia hacer referencia a la curva que se emplea para los correspondientes calculos. En
nuestros trabajos, se emplearon las curvas locales de peso al nacimiento (8) ya que eran las

curvas que en ese momento se utilizaban en la unidad y que, en el primer articulo, nuestro
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objetivo era reflejar desde un punto de vista practico y no tedrico la monitorizacion del
crecimiento de los RNMP en una unidad neonatal. No obstante, como se observa en la Tabla
14, las caidas de z-score en los diferentes puntos temporales calculados mediante las curvas

locales (8) o las de Fenton 2013 (359) mostraban una buena concordancia.

El empleo de las curvas de referencia transversales versus las curvas estandar de crecimiento
postnatal para valorar el crecimiento de forma longitudinal durante el ingreso de los RNMP es
un tema de debate. Si el objetivo del crecimiento postnatal del RNMP es seguir la trayectoria
que hubiera seguido intratutero (37), tiene sentido la utilizaciéon de curvas transversales de
categorizacion al nacimiento. El empleo de estas curvas tiene algunas limitaciones que se han
de tener en cuenta a la hora de emplearlas tanto en la clasificacion de la somatometria al
nacimiento como en la valoracién del crecimiento longitudinal (36). Por ejemplo, en
comparacion de curvas de crecimiento fetal basadas en medidas ecograficas de fetos, las
curvas elaboradas con pesos de RN prematuros siempre van a favorecer los pesos mas bajos,
debido a que la causa de prematuridad puede conllevar una alteracion en el crecimiento fetal
(2,41). Ademas, no contemplan el enlentecimiento inicial secundario a la pérdida fisioldgica
de peso y presentan un aplanamiento a partir de la semana 36 de EPM aproximadamente, que
presenta el feto, pero no el prematuro en su evolucion fuera del utero (353).

Por otro lado, las curvas estandarizadas de crecimiento longitudinal postnatal como las de
Intergrowth- 21st (50), estan basadas en mediciones reales de la evolucion del peso de recién
nacidos que nacen de forma prematura y la justificacion de su utilizaciéon es que no podemos
comparar el crecimiento de un prematuro con el de un feto ya que se produce en condiciones
muy diferentes y que, ademads, las estrategias nutricionales que fuerzan a un prematuro a
crecer al ritmo intrauterino puede tener efectos perjudiciales a largo plazo en términos de
salud metabolica (52). Una de las principales criticas que han recibido estas curvas es que
unicamente recogen de forma estandarizada pacientes de entre 33 y 37 semanas y que para
edades inferiores (24-32 semanas) solo cuentan con una subpoblacion de referencia, no
seleccionada bajo los mismos estrictos criterios para constituir una poblacién estandarizada
(54).

En los ultimos afios se han publicado varios trabajos comparando la aplicabilidad de unas u
otras curvas, pero con objetivos y metodologia diferente, lo que hace dificil de momento
establecer comparaciones que permitan seleccionar una sobre otra. Tuzun (372), compard la

tasa de RCEU (peso <P10 al alta) en una poblacion de menores de 32 semanas, encontrando
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que utilizando las curvas longitudinales de ITG-21st la prevalencia era menor que utilizando
las curvas de Fenton 2013 (40,2 versus 31,5%, p< 0,001). Ceratto (373) estudi6 el impacto de
emplear las curvas de Fenton 2013 o las longitudinales de ITG-21st en una poblacion de
prematuros con EG media de 33 + 2,2 dias y rango 30-36. Valor6 el crecimiento postnatal
como caida de percentiles desde el nacimiento hasta la edad de término y fue menor
utilizando las curvas de ITG-21st versus Fenton 2013 (10.25 + 23.99 percentiles vs 19.34 +
23.20; p <0.0001). Por ultimo, Cordova (374) compar6 la prevalencia de FCP (definido como
una caida > 0,8 z-scores entre el nacimiento y el alta) mediante la utilizacion de curvas
transversales (Fenton y Olsen) versus las longitudinales de ITG; asi como el impacto de esta
clasificacion en el neurodesarrollo en una cohorte de prematuros de menor de 33 semanas al
nacimiento. En su caso, encontré6 que empleando las curvas postnatales de ITG-21st, la
prevalencia de FCP a la edad de término era mayor. Ademads, demostré que la capacidad
predictiva de efectos adversos en el neurodesarrollo a los 18 meses y a los 7 afios era mayor si
se asignaba la condicion de FCP mediante las curvas transversales.

Asi pues, la evidencia es inconcluyente en cuanto al empleo de unas u otras curvas y se
necesitan trabajos mas homogéneos en su disefio y en sus objetivos, que deberian incluir el
andlisis del impacto a largo plazo en el desarrollo tanto neuroldgico como metabdlico de cara

a poder realizar recomendaciones mas firmes.

6.3 CONCEPTO DE FRACASO DE CRECIMIENTO POSTNATAL. PROPUESTA DE
DEFINICION

A pesar de todo lo expuesto con anterioridad en nuestro analisis y la falta de homogeneidad
en la forma de describir y evaluar el crecimiento postnatal, los términos EUGR y FCP se

continuan utilizando tanto en la practica clinica como con fines de investigacion.

Curiosamente, ninguna sociedad cientifica ha elaborado una definicion clara del fenomeno del
fracaso del crecimiento extrauterino de los prematuros (70,353). Unicamente la Academia
Americana de Nutricion y Dietética (47) publico en 2018 unas recomendaciones acerca de los
indicadores que podrian utilizarse como marcadores de desnutricion en el prematuro durante

los primeros 28 dias de vida. Sin embargo, no preconiza el empleo de uno sobre otro, sino que
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proporciona unos rangos para cada uno de los valores que se pueden emplear para detectar

pacientes de riesgo y guiar las estrategias nutricionales.

La tabla 22 recoge esta informacion:

Tabla 22 Indicadores primarios de desnutricion neonatal (adaptada de Goldberg (47))

Indicador Malnutricion leve Malnutricion Malnutricion grave
moderada

Indicadores Primarios (se requiere 1 para el diagnostico)

Caida de z-score de 0,8-1,2 1,2-2 >2

peso

Velocidad de <75%dela VC <50% de la VC <25%dela VC

crecimiento (peso) esperable* esperable* esperable*

Aportes nutricionales >3-5 dias >5-7 dias > 7 dias consecutivos
consecutivos con un | consecutivos con un con un aporte de
aporte de proteinas y | aporte de proteinasy | proteinasy energia <
energia < 75% de las | energia < 75% de las 75% de las

necesidades necesidades necesidades
estimadas estimadas estimadas

Indicadores Secundarios (se requieren 2 o mas para el diagnostico)

Dias en recuperar 15-18 19-21 >21

peso al nacimiento

Velocidad de <75% dela VC <50% de la VC <25%dela VC

crecimiento (talla) esperable* esperable* esperable*

Caida de z-score de 0,8-1,2 1,2-2 >2

talla

* en este trabajo se recomienda la utilizacion de una herramienta on-line (www.peditools.org), que calcula para

un paciente determinado la VC esperada para mantener un crecimiento similar al intrauterino, que seria la VC

esperada. Abreviaturas: VC velocidad de crecimiento

En un reciente articulo, Fenton (353) y sus colaboradores reflexionan acerca de la adecuacion
del término basado en la definicion mas frecuente, que es la de peso menor al percentil 10 a
las 36 semanas de EPM o cercano al alta. Presentan argumentos que rebaten el empleo de esta
definicién como que no es predictivo de efectos adversos en el neurodesarrollo, que solo tiene
en cuenta el peso y no otros datos como la talla y la composicion corporal o que no contempla

procesos como la pérdida fisiologica inicial de peso.
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Empleando la caida de z-score entre dos puntos, que se ha denominado FCP en nuestro
trabajo, algunos autores si que han podido demostrar una mejor clasificacion del riesgo en el
neurodesarrollo de los RNMP. Shan (326), clasifico el crecimiento a las 36 semanas de EPM
de un grupo de RNMP (< 28 semanas) en funcioén de 4 definiciones (<P10, <P3, caida de z-
score >1, caida de z-score >2). La definicion que resulté mas predictiva de peor resultado en
la parte psicomotora del Bayley a los dos afos fue la de caida de z-score de >2; con una
sensibilidad del 46%, especificidad del 77% y una razén de probabilidad de 2. Zozaya (86)
demostrd que presentar un z-score inferior a 1,5 a las 36 semanas de EPM no era predictivo
de peor resultado en el Bayley II a los dos afios, mientras que una mayor caida del z-score
desde el nacimiento a las 36 semanas de EPM si que se asociaba con peor puntuacion
cognitiva en el Bayley II (concretamente, 5,6 puntos menos por cada unidad de z-score

perdida).

Por otro lado, Peila (371) ha mostrado recientemente en una cohorte de casi 1000 RN de
menos de 30 semanas en Italia que la definicion de FCP como caida de z-score >1 del
nacimiento al alta versus la definicion de EUGR como peso al alta <P10, tiene un valor
predictivo sobre crecimiento a los 24 -30 meses de vida (los nifios con FCP presentaban un

peor crecimiento en el seguimiento que aquellos sin FCP).

Aunque como hemos mencionado, sigue sin existir una definicion consensuada y operativa
del FCP, parece existir cierto consenso en que la caida de z-score reflejaria mejor el fenomeno
del fracaso de crecimiento postnatal dado que en su célculo no influye tanto el crecimiento
intrauterino y que parece tener mayor capacidad predictiva en cuanto a los desenlaces

posteriores (36,47,353).

Asi pues, tras el andlisis de como los diferentes métodos reflejaban el crecimiento de nuestra
cohorte, concluimos que, para nosotros, la valoracion de la trayectoria como caida o
diferencia de z-score seria el método de eleccion. La definicion del punto de corte con el que
clasificar el FCP quedaria abierta a debate y el seguimiento del neurodesarrollo y de la salud
metabolica de esta y otras cohortes a largo plazo nos proporcionard mas informaciéon para

poder ajustar ese nivel.
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6.4 FACTORES RELACIONADOS CON EL FALLO DE CRECIMIENTO POSTNATAL

Aun a falta de una definicién de consenso del fendmeno del crecimiento postnatal, parece
existir cierta unanimidad en la literatura de que, si este es inapropiado, se relaciona con
efectos desfavorables durante el ingreso y en la evolucion posterior. Asi pues, la posibilidad
de reconocer de forma precoz aquellos nifios con mayor riesgo de presentar una trayectoria de
crecimiento desfavorable podria permitir una actuacion mas dirigida en este grupo de

pacientes con el fin de evitar el FCP.

La segunda parte del primer articulo de esta tesis se basod en describir los rasgos diferenciales
de los RNMP que presentaron FCP en relacion con los que no y encontrar en nuestra cohorte
factores predictivos del FCP a las 36 semanas que se pudieran detectar de forma mas

temprana.

La Tabla 9 resume las diferencias en las caracteristicas prenatales y del ingreso de los
pacientes en funcion de si presentaron o no FCP y la Tabla 10 las principales complicaciones

clinicas durante el ingreso.

Entre los RNMP que presentaron FCP destaca una menor EG al nacimiento, un z-score de PN
mayor y una menor tasa de RCIU. Los nifios de menor EG al nacimiento son los que mas
riesgo tienen de presentar un crecimiento restringido en la evolucion extrauterina. En nuestra
cohorte (ver Tabla 8), los pacientes de menor EG (23°-24%) presentaron los peores resultados
en cuanto al crecimiento postnatal, con un 92,3% de FCP y un z-score medio de peso de -2,05
+ 0,73 a las 36 semanas de EPM. Encontramos una tendencia lineal estadisticamente
significativa de una menor prevalencia de FCP a las 36 semanas de EPM con la EG creciente
en nuestros pacientes (ver Tabla 8). Estos hallazgos son comunes a muchos grupos que
reportan la prevalencia de FCP (49,79,83). Este mayor riesgo de FCP en los nifios mas
inmaduros se ha atribuido generalmente a que son nifios que presentan mas complicaciones
clinicas (263,264) y a que pueden presentar una nutricién mas deficiente bien por dificultad
en administrar los nutrientes en las cantidades recomendadas o bien por su inmadurez a la

hora de asimilarlos (69,375).
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La menor prevalencia de FCP en los nifios que nacen con un menor PN es un fendmeno
descrito ya por varios autores (370,371,376) y refleja el peso especifico de la trayectoria de
crecimiento intrauterino en la trayectoria postnatal. Los nifios con RCIU nacen tras un periodo
de adaptacion metabodlica secundaria a diferentes causas que resulta en un crecimiento
intrauterino alterado y experimentan patrones de crecimiento extrauterino diferentes a
aquellos nifios que no presentan RCIU, como por ejemplo una menor pérdida fisioldgica de
peso inicial (377). Figueras y sus colaboradores incluso proponen el término “true-EUGR” o
“verdadero-RCEU” para designar a aquellos prematuros que presentan RCEU sin el
antecedente prenatal de RCIU (en este caso RCEU definido como un peso inferior a P10 y no
como cambio de z-score) (370). Otros autores, como Shlomai (83), también detectaron que un
z-score de PN mayor se asociaba a un mayor riesgo de FCP (por cada aumento de una unidad
de z-score, un OR de 3,17 de presentar FCP grave (caida de z-score >2) y un OR de 1,60 de
FCP leve (caida de z-score entre 1-2)). Rover (78), también reflejo en su estudio que tener un
peso adecuado para la EG se asociaba con un mayor riesgo de presentar un z-score de peso al
alta <2. Ambas variables (tasa de RCIU y z-score de peso al nacimiento) estan representando

fenomenos biologicos con alto grado de solapamiento.

En cuanto a la evolucion durante el ingreso, los nifios con FCP en nuestro grupo presentaron
una duracion del ingreso mas larga (66 + 32 vs 55 + 28 dias) y mayor prevalencia de algunas
complicaciones como DAP, HIV (aunque no HIV grave), DBP, infeccion tardia; asi como
mas dias con soporte respiratorio (mas dias de oxigenoterapia, ventilacion mecdnica y
ventilacion no invasiva) y mas dias de antibioticos y de tratamiento diurético (Tabla 10). La
mayor prevalencia de comorbilidades en aquellos nifios que no crecen de forma adecuada
durante el ingreso es frecuente en los diferentes estudios que describen este fendmeno
(68,85,378,379). Al interpretar este dato hay que tener en cuenta por una parte que los nifios
que crecen peor suelen ser nifios mas inmaduros, que generalmente, presentan per se una
mayor incidencia de complicaciones y por otra parte, que delante de las complicaciones
clinicas es dificil discernir si el aporte nutricional insuficiente o la falta de crecimiento es la
que favorece la aparicion de la enfermedad, o por el contrario, la enfermedad condiciona una

prescripcion y utilizacion suboptima de los nutrientes, lo que dificulta el correcto crecimiento.

La adecuada caracterizacion del fendmeno del crecimiento postnatal inmediato, la

homogeneidad a la hora de describirlo y el impacto que esto tiene en el desarrollo global
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posterior de los RNMP son temas todavia no cerrados en la Neonatologia (353). Sin embargo,
parece existir cierto consenso en que un crecimiento inicial insuficiente o inadecuado se
relaciona con peores resultados en el desarrollo de estos nifios, por lo que la identificacion de
factores predictivos del fracaso de crecimiento postnatal nos permitiria seleccionar grupos de
pacientes de mayor riesgo en los que una actuacion més individualizada podria mitigar esta

alteracion.

Con esta premisa, en nuestro primer trabajo se buscaron factores predictivos del FCP
(definido como caida de z-score >1,34 entre el nacimiento y las 36 semanas de EPM) en

nuestra cohorte.

En el analisis univariante, y como se ha comentado con anterioridad, una EG menor era el
principal riesgo de FCP. En el analisis multivariante, los 4 factores que resultaron predictivos
del FCP a las 36 semanas de EPM fueron la menor EG, la pérdida inicial de peso, la
necesidad de oxigenoterapia durante el ingreso y la cantidad de lipidos endovenosos durante
la primera semana de vida (Tabla 13). Se encontr6 una buena precision del modelo predictivo

con un area bajo la curva de 0,82 (CI 95% 0,76-0,88); p < 0,001.

La pérdida de peso inicial es una pieza clave en la adaptacion a la trayectoria postnatal de
crecimiento de los RNMP (161). Se ha descrito que puede llegar a alcanzar hasta el 15% o
mas (164), y que generalmente, a menor EG, mds acusada es esta pérdida (162,164). En
nuestra cohorte, los RNMP con FCP perdieron un mayor porcentaje de peso en la fase inicial
(9,4 +5,0% vs 6,3 + 4.0%, p< 0,001) y necesitaron mas dias para recuperar su PN (11,3 £ 5,0
vs 8,8 + 5,0 dias; p <0,001).

Uno de los principales factores que cldsicamente se han relacionado con la pérdida de peso
inicial es la pérdida de volumen extracelular (161,363). Esta primera fase puede tener
caracteristicas diferentes en funcion de si existe el antecedente o no de RCIU. Como se ha
mencionado con anterioridad, los RN con antecedente de RCIU experimentan una menor
pérdida de peso inicial que los que nacen con peso adecuado. Estudios clésicos realizados con
técnicas de dilucion demuestran que en los nifios con RCIU o PEG, la pérdida de volumen
extracelular apenas contribuye a esta pérdida de peso inicial, siendo mas bien secundaria a
procesos catabolicos (380). Heimler (381), en una cohorte de RNMP con peso adecuado para

la EG establecio dos grupos de estudio, uno con pérdida inicial >10% y otro < 5%. Valorando
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por técnicas de dilucion los diferentes compartimentos corporales a los 7 dias de vida, observé
que entre ambos grupos apenas habia diferencias en cuanto al componente de liquido
extracelular, radicando mas la diferencia en el porcentaje de liquido intracelular y del
componente “s6lido”. El grupo de menor pérdida de peso era de mayor EG y de mayor PN, y
recibid mayor aporte energético (381); es decir que en la pérdida de peso inicial ademads de la
pérdida de volumen extracelular también contribuye el aporte nutricional, conclusion a la que

también llegan otros autores (382).

Del mismo modo, en nuestro segundo trabajo, en el periodo de mayor aporte nutricional la
pérdida inicial de peso era menos acusada que en el periodo previo (9,0 £ 5,3 % vs 11,7 +
5,3%, p= 0,003); aunque en nuestro caso no parecia tener impacto en el crecimiento posterior.
Otros trabajos similares han demostrado una menor pérdida de peso inicial con una politica
nutricional optimizada, esta vez relacionado con un mejor crecimiento a las 36 semanas de

EPM (383).

Otros trabajos que comparan las caracteristicas de los grupos que presentan peor trayectoria
de crecimiento postnatal refieren un mayor porcentaje de pérdida inicial de peso, aunque estos

trabajos definen el fallo de medro como P<10 al alta (72).

Varios autores consideran que este periodo inicial de pérdida fisioldgica de peso deberia
excluirse a la hora de valorar la trayectoria de crecimiento postnatal, y por tanto la magnitud
del FCP (39). Rochow postula que la trayectoria “ideal” de crecimiento postnatal se establece
una vez superada esta pérdida inicial y que, a partir de ese momento, los RNMP crecen de una
forma paralela a la curva intrauterina correspondiente (55). Sefalan que si esta pérdida supera
una caida de 0,8 z-scores de peso respecto al nacimiento se puede considerar que la
trayectoria de crecimiento es insuficiente o restringida. Este corte de 0,8 en el estudio de
Rochow se establece porque era la caida media de un grupo de prematuros (25°-34%) que se
consideraba “sano” o libre de complicaciones mayores perinatales y neonatales, y se
alcanzaba de media a los 7 dias de vida. En esta misma cohorte, a pesar de tratarse de un
grupo considerado sano, se describié también que la caida de z-score era mayor en los
diferentes puntos temporales explorados en aquellos pacientes de menor EG al nacimiento, lo
cual atribuian a una pérdida fisiologica de peso mas acusada en los mas inmaduros, como

ocurre en nuestra poblacion.
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Asi pues, una politica de optimizacion del soporte nutricional precoz con un ajuste del aporte
de fluidos que minimizara la pérdida ponderal inicial podria ser una de las claves en la
reduccion del FCP. Desde el punto de vista clinico, incorporar de forma mas explicita la
valoracion del porcentaje de pérdida de peso inicial o caida de z-score a la semana de vida
podria ayudar a la identificaciéon de los pacientes de mayor riesgo de trayectorias de

crecimiento desfavorables con el fin de ajustar los cuidados y el soporte nutricional.

La necesidad de oxigeno (O:) suplementario durante el ingreso fue otros de los factores
predictivos de FCP, confiriendo ademas un elevado riesgo en el andalisis multivariante (OR =

5,00 (IC 95% 2,10-11,90); p < 0,001).

De forma descriptiva, y como hemos mencionado previamente, aquellos estudios que
describen el comportamiento clinico de los pacientes con FCP refieren una mayor prevalencia
de complicaciones respiratorias (dias ventilacion, sindrome de distrés respiratorio neonatal,
DBP y requerimientos de O); aunque no especifican que la necesidad de O> o de soporte

ventilatorio fuera predictivo de FCP (68,85,378,379).

La oxigenacion tisular es un factor relacionado con el correcto crecimiento de los tejidos (95).
En los pacientes con DPB, se ha descrito un crecimiento mas lento en aquellos que se destetan

del O> antes del alta (384) y una tendencia a un mejor crecimiento en aquellos que reciben O>

domiciliario (385,386).

Desde otra perspectiva, multiples estudios han explorado la relacion de la exposicion del O
con el crecimiento (387-389). Principalmente son andlisis secundarios de estudios disenados
para ver el impacto sobre la tasa de ROP de diferentes rangos de saturacion de O,. Navarrete
(389), basandose en la cohorte del estudio SUPPORT (390), no encontré diferencias en la tasa
de EUGR (peso <P10 a las 36 semanas EPM) entre los pacientes asignados a mayor o menor
rango objetivo de saturacion, y por lo tanto expuestos a diferentes concentraciones de
oxigeno. Tampoco se encontraron diferencias de crecimiento ni a las 38 semanas de EPM ni a
los 12 meses de vida en el estudio BOOST (388), en el que los sujetos a estudio eran RNMP
dependientes de O a las 32 semanas EPM a los que se les asignaba a dos rangos de objetivo
de saturacion de O,. Un estudio retrospectivo publicado en 2001 comparaba la evolucién

clinica de los RNMP en dos centros en los que se aplicaban diferentes rangos para el objetivo
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de saturacion de O2, concluyendo que los pacientes del centro con rangos inferiores de
saturacion presentaban una menor tasa de FCP, medido como cambio de z-score entre el alta
y el nacimiento (387). Estos mismos autores justificaban sus resultados por el hecho de que
mantener saturaciones de O2 mads elevadas conllevaba una mayor necesidad de soporte
ventilatorio y que esto podria comprometer el crecimiento a pesar de una correcta
oxigenacion. Finalmente, tanto una revision Cochrane (391) como un metaanalisis de 5
ensayos clinicos aleatorizados acerca de este tema (392) concluyeron que no habia diferencias
entre los dos grupos de alta y baja saturacion de O2 en el peso a las 36 semanas de EPM, alta

o a los 18-24 meses de edad corregida.

Asi pues, se evidencian mensajes en diferentes sentidos en cuanto a la relacion del Oz con el
crecimiento. En nuestro caso, la necesidad de O> podria reflejar la mayor gravedad de un
subgrupo de pacientes que se beneficiarian de una estrategia nutricional mas optimizada con
el fin de disminuir la prevalencia de FCP. En el analisis multivariante, tanto la necesidad de
02 como la administracion de surfactante se relacionaron con una mayor prevalencia de FCP.
Se observa también que la morbilidad respiratoria expresada en dias de ventilacion mecénica
(invasiva o no) y de DBP también es mayor en el grupo de pacientes con FCP. El empleo de
estrategias como la administracion minimamente invasiva de surfactante, que se ha conocido
por sus acronimos en inglés (MIST minimally invasive surfactant therapy o LISA less
invasive surfactant administration) se ha relacionado con una disminucioén en la necesidad de
ventilacion mecanica y de la DBP (393,394). Los diferentes estudios publicados al respecto
no analizan el impacto de estas técnicas en el crecimiento de los prematuros. Durante nuestro
periodo de estudio, estas técnicas no eran de uso habitual en nuestra unidad, asi que a la luz de
nuestros resultados y con la evidencia de la mejoria que ejercen sobre morbilidad respiratoria

del RNMP su empleo podria redundar en un efecto protector sobre le FCP.
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6.5 SOPORTE NUTRICIONAL: INFLUENCIA EN LA TRAYECTORIA DE
CRECIMIENTO POSTNATAL DEL RNMP Y DE LOS RESULTADOS CLINICOS
DURANTE EL INGRESO

6.5.1 Impacto de la nutricion en el crecimiento postnatal

Como ya se ha resaltado, la nutricién que reciben los RNMP contribuye de forma importante
al crecimiento postnatal de este grupo de pacientes. En las dos publicaciones que componen

esta tesis, esta relacion se ha explorado de diferentes formas.

En el primer articulo, se analiz6 la influencia de la nutricion recibida sobre la caida de z-score
a los 14 y a los 28 dias, describiendo las diferencias en el aporte nutricional entre aquellos
nifios que se diagnosticaron de FCP y los que no y se objetivd que uno de los factores
predictivos de FCP a las 36 semanas de EPM es la cantidad de lipidos recibidos por la NP

durante la primera semana

En el segundo trabajo se estudié el impacto que tuvo la implantacion de un protocolo de NP
optimizado en el crecimiento postnatal de los RNMP en comparacién con una cohorte

historica que recibié un menor aporte de nutrientes en la NP.

En lineas generales, un soporte nutricional optimizado se ha relacionado con un mejor
crecimiento durante el ingreso o con una menor tasa de fallo de crecimiento postnatal, aunque
los diferentes articulos no definen ni el crecimiento postnatal ni el fracaso de crecimiento de
forma homogénea y esto no permite extraer relaciones causales mas solidas
(74,75,80,267,269,323,365). Otros autores, sin embargo, no han encontrado diferencias

empleando pautas nutricionales mas agresivas (73,271).

El empleo de protocolos de NP denominados “agresivos” mejora de forma significativa el
aporte de macronutrientes y energia durante los primeros dias de vida, como se refleja en los
resultados de nuestro segundo articulo (Figura 3). En nuestra poblacion, esto se traduce en un
incremento del peso a los 14 dias y una menor pérdida de peso inicial, aunque esta tendencia
de mejora del crecimiento desaparece una vez pasadas las dos primeras semanas. En la

poblacion del primer articulo, cuando se analiza la influencia de la nutricion sobre la caida de
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z a los 14 y a los 28 dias de vida, tanto los lipidos recibidos via NP como la relacion
proteina/100 kcal si que tienen un impacto positivo en ambos puntos temporales (Tabla 12). A
pesar de ello, si analizamos la nutricién recibida por los pacientes que se catalogaron de FCP
a las 36 semanas de EPM y los que no, no encontramos diferencias en los aportes

nutricionales recibidos en los diferentes puntos temporales analizados (Tabla 11).

Podemos encontrar algunas explicaciones a estos resultados aparentemente contradictorios.
Muchos de los trabajos que relacionan el mejor crecimiento durante el ingreso con un
esquema nutricional optimizado también incluyen la nutricion enteral. En el estudio
aleatorizado de Moltu (269), en su grupo intervencidon, ademas de un mayor aporte de
macronutrientes en la NP se emple6 una fortificacion de aminoacidos, acido
docosahexaenoico y vitamina A aparte de la estandar en la LM. Dinerstein (267), en otro
estudio aleatorizado suplement6 la LM con férmula de prematuro en el grupo intervencion.
En el cléasico estudio de Wilson(74), no habia una suplementacion diferente de la nutricién
enteral en ambos grupos de estudio, pero en el grupo de nutricidn agresiva o grupo
intervencion, la nutricion enteral se iniciaba antes y habia menos indicaciones protocolizadas
de pararla por motivos clinicos, lo cual resultaba en un aporte de nutriciéon enteral mayor en
este grupo. En nuestro segundo trabajo, no hay ninguna diferencia en el protocolo de nutricion
enteral entre los dos periodos. En la cohorte del primer articulo, donde se aplicd el mismo
protocolo nutricional a todos los pacientes, no hay diferencias en los nutrientes recibidos
durante las dos primeras semanas (periodo en el cual el aporte de nutrientes era
predominantemente por via parenteral dada la duraciéon media de NP de 14 dias (Tabla 10)).
Del mismo modo, tampoco encontramos diferencias en este grupo de los aportes nutricionales
a los 28 dias, momento que refleja mas la contribucion de la via enteral (Tabla 11). Varios
trabajos describen como el empleo de protocolos estrictos de nutricion enteral (inicio precoz,
avance, tipo de alimentacion, fortificacion, definicion de tolerancia, etc.) con monitorizacion
de su cumplimentacion mejoraba la trayectoria de crecimiento postnatal en los RNMP

(395,396).

A la luz de estos resultados, pareceria que el soporte nutricional recibido por nuestros
pacientes no influyd en absoluto en su trayectoria de crecimiento. Sin embargo, si vemos que,
en el primer articulo, la cantidad de lipidos (que son los nutrientes que mayor energia aportan)

en la primera semana era predictiva del FCP a las 36 semanas de EPM y amortiguaba la caida
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de z-score tanto a los 14 como a los 28 dias. Es decir que, en aquellos pacientes de mayor
riesgo, optimizar el aporte nutricional precoz en la NP dentro de los limites fisiologicos nos
ayudaria a disminuir la caida de z-score a lo largo del ingreso. Hay que tener en cuenta que,
en muchas ocasiones, los aportes recomendados por las guias no son los que se prescriben, y
que también puede haber tras la prescripcion modificaciones derivadas del estado clinico del
paciente que hagan que haya déficits nutricionales en lo que finalmente recibe el paciente,

como han resaltado otros autores (65,80,178,179).

Otro de los factores limitantes del efecto de la nutricion sobre el crecimiento es el estado
clinico o la gravedad del paciente, bien por la modificacion en la prescripciéon como hemos
mencionado, o bien porque la enfermedad va ligada a un estado inflamatorio y catabolico que

dificulta la absorcién y empleo de nutrientes (264,265,397).

Ehrenkranz (263) explor6 las interacciones entre la nutricion precoz y la gravedad clinica
(definiendo a un subgrupo de pacientes “mas graves” como aquellos que necesitaban
ventilacion mecanica mas alla de los 7 dias de vida), analizando por separado los nifios de
peso adecuado de los de bajo peso al nacimiento. En este estudio, aquellos pacientes mas
graves presentaron mayor tasa de complicaciones clinicas durante el ingreso, una VC mads
baja y recibieron menos aporte nutricional. Por ultimo, tras ajustar por gravedad, vio que la
nutricion recibida se relacionaba con las complicaciones durante el ingreso y el
neurodesarrollo posterior. En el trabajo de Saenz de Pipadn (398), la gravedad clinica durante
el ingreso (medida a las 24h de vida y a los 28 dias por el SNAP y SNAP II) se relaciond de
forma positiva e independiente con la caida de z-score a las 36 semanas de EPM, asi como la
nutricion recibida, que se correlacionaba de forma negativa con la caida de z. El estudio de
Ng (399) constatd que aquellos pacientes con alguna complicacion clinica (DAP, ECN, sepsis
tardia, ROP, dafio cerebral) presentaban una probabilidad aumentada de no alcanzar las

recomendaciones nutricionales, y que este riesgo aumentaba cuando presentaban dos o mas.

En la cohorte de nuestro primer articulo, se evidencia que aquellos pacientes que
desarrollaron FCP, son los que necesitaron mas soporte respiratorio, presentaron mas
complicaciones clinicas durante el ingreso y requirieron mas dias de cuidados intensivos
neonatales (Tabla 10). En este aumento de gravedad, sin duda, tiene un peso especifico muy

importante el hecho de que sean los pacientes de menor EG, pero después de ajustar por esta
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variable (Tabla 13), persistia el efecto sobre el crecimiento del soporte con oxigeno y la

administracioén de surfactante, como hemos mencionado previamente.

Asi pues, la optimizacion de la nutricién de aquellos pacientes mas graves (de menor EG y
con mas requerimiento respiratorio y de oxigenoterapia) basada en una correcta prescripcion
con adecuado balance energético y proteico ayudaria a minimizar el fallo de crecimiento
postnatal. A eso se suma la importancia de recibir posteriormente la cantidad apropiada de

nutricion enteral con LM fortificada que garantice el aporte de nutrientes recomendado.

6.5.2. Impacto de la nutricion en la morbilidad durante el ingreso

Finalmente, otro de los objetivos de esta tesis era valorar la influencia del soporte nutricional
sobre las diferentes morbilidades que, de forma caracteristica, los RNMP pueden desarrollar

durante su ingreso hospitalario.

En el segundo trabajo de esta tesis, se analizd como el cambio del protocolo de NP, con
mayor aporte de macronutrientes y de forma mas precoz, influia en la prevalencia de estas
complicaciones clinicas. Debido al caracter retrospectivo del estudio y la falta de un analisis
ajustado, es dificil establecer relaciones entre los aportes nutricionales y los diferentes
desenlaces descritos debido a la probable presencia de factores de confusion. Como queda
reflejado en la Tabla 21 en nuestra poblacion, la implementacion de un régimen de NP
optimizado no modificé la necesidad de soporte ventilatorio ni la prevalencia de NEC, DBP,
sepsis tardia, ROP o formas de ROP mas graves tributarias de tratamiento con laser. Sin
embargo, en este segundo periodo de estudio, encontramos de forma significativa un
incremento de la tasa de DAP, HIV grave (grados III-IV), hiperglucemia en tratamiento con
insulina y mortalidad tardia (> 7 dias). El tratarse de un estudio retrospectivo y con un andlisis

univariante, supone una clara limitacion a la hora de interpretar estos hallazgos.

La DBP es una entidad multifactorial en la que la correcta nutricion juega un papel facilitador
del crecimiento pulmonar y de soporte de los mecanismos antiinflamatorios necesarios para

contrarrestar los mecanismos fisiopatologicos implicados (294—298). En la cohorte de nuestro
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segundo articulo, no encontramos diferencias entre los pacientes de ambos periodos en cuanto
a la prevalencia de DBP. A pesar de que la energia recibida por los pacientes durante la
primera semana en el segundo periodo fue significativamente mayor que en el primer periodo
(Figura 3 y Tabla 19), esto no se tradujo en una disminucion de la prevalencia de DBP, a
diferencia de lo descrito por otros autores. Uberos (303) analizd de forma retrospectiva los
aportes precoces recibidos por una cohorte de nifios con PN<1500 (que incluye nifios de mas
de 32 semanas de EG); encontrando que aquellos pacientes con DBP recibieron una menor
cantidad de lipidos y de energia que aquellos que no desarrollaban DBP; y que aquellos recién
nacidos con un aporte energético durante la primera semana inferior al percentil 25 de las
recomendaciones (establecieron un punto de corte de 1778,2 kJ/kg o 425 kcal/kg acumulado
en la primera semana de vida) tenian un riesgo aumentado de BDP, con una OR de 2,63 (IC
95 % 1,30- 5,34). El aporte energético medio durante la primera semana de vida en el periodo
I fue discretamente inferior a ese valor (412 kcal/kg) y superior en el periodo II, pero tampoco
se tradujo en un cambio en la prevalencia de DBP. Wemhoner (301), en un articulo similar,
evaluo las diferencias nutricionales durante las dos primeras semanas de vida de aquellos
pacientes que desarrollaban DBP frente a los que no en una cohorte de RNMP <31 semanas
de EGy, pesar de que no encontré diferencias entre los aportes recibidos por ambos grupos, si
que concluyd que un aporte energético y proteico acumulado en esas dos semanas inferior a
las recomendaciones se asociaba con un aumento del riesgo, aunque no significativo, de DBP.
En el estudio de Klevebro (259); un aumento de 10 kcal/kg/dia entre la segunda y cuarta
semana de vida se relacionaba con una menor probabilidad tanto de DBP como de ROP,

aunque esta relacion no se establecia con los aportes energéticos entre el 4 y el 6 dia de vida.

Otros trabajos retrospectivos que analizan las consecuencias clinicas del cambio de un
protocolo de NP o bien estudios aleatorizados con diferentes aportes de nutrientes en la NP no

encuentran diferencias en la tasa de DBP entre ambos grupos (73,74,87,267,269,400,401).

Un fend6meno similar se observa con la prevalencia de ROP; a pesar de que un mejor aporte
calorico disminuye la tasa de ROP, tampoco encontramos diferencias entre los dos periodos.
Uno de los principales estudios que relaciona un mayor aporte calérico con la disminucion de
la ROP (283), concluye que a mayor aporte energético medio durante las primeras 4 semanas
de vida, menor es la probabilidad de desarrollar ROP, llegando a poder definir un punto (en

100 kcal/kg/dia) a partir del cual la OR pasa de ser positiva a negativa. Es decir, que un aporte
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durante las primeras 4 semanas inferior a ese valor se relaciona con un riesgo aumentado de
presentar ROP. En nuestra poblacion, el aporte calorico medio a los 28 dias de vida fue
superior a 125 kcal/kg/dia en ambos periodos (Tabla 19), cifra superior al punto de corte

designado en ese trabajo.

Tanto en el desarrollo de DBP como en el de ROP, uno de los factores nutricionales que
claramente es protector es que la nutricion enteral se realice con lactancia materna. Analizar el
tipo de alimentacion enteral que recibieron nuestros pacientes no era uno de los objetivos de
nuestro trabajo; por lo que podria haber influido también en los resultados obtenidos. Hay que
puntualizar que, en ninguno de los dos afios de estudio de este segundo trabajo, nuestra unidad
contaba con LHD, mientras que si estaba disponible de forma homogénea a lo largo del

periodo de ingreso de la cohorte del primer estudio.

En nuestra cohorte tampoco existian diferencias basales entre los pacientes de ambos periodos
con relacion a otros factores con impacto en la aparicion de la DBP y de la ROP, como son la
EG o el soporte respiratorio y de oxigenoterapia, por lo que no resulta probable que hayan

actuado como factores de confusion.

La prevalencia del diagnostico de DAP fue mayor en el periodo II de nuestro estudio. Uno de
los principales factores que se ha relacionado con la presencia de un DAP
hemodindmicamente significativo es el volumen de fluidos que recibe el RNMP durante los
primeros dias de vida, méas que con los aportes precoces de nutrientes (402,403). En el
metanalisis de la Cochrane al respecto (402), una politica restrictiva en cuanto al aporte de
fluidos se relacionaba con un aumento de la pérdida de peso inicial y una disminucion del
riesgo de desarrollar un DAP. Hay que tener en cuenta que en los estudios que comprenden
esta revision los fluidos se administran por via endovenosa. Otros autores, como Stephens
(403), también observaron una mayor prevalencia de DAP en pacientes que llegaban a recibir
hasta 170 ml/kg/dia al tercer dia de vida, cifra que dista bastante del volumen recibido por
nuestros pacientes. En nuestra cohorte, como se puede observar en la tabla 19, el mayor
aporte de fluidos del periodo II era a expensas de un mayor aporte de nutricién enteral en este
periodo, con un aporte medio de fluidos durante la primera semana de vida que no alcanza los
110 ml/kg/dia (tabla 19) y con una diferencia real del aporte total entre ambos periodos de

menos de 10 ml/kg/dia, que hace poco probable que el aumento de los casos de DAP en el
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periodo II se deba al volumen recibido. La menor pérdida de peso inicial, como ocurre en el
periodo II también se ha relacionado con un riesgo aumentado de DAP (404,405). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la presencia de DAP puede actuar como factor de
confusion en cuanto a la pérdida inicial de peso, ya que constituye una causa de retencion

hidrica per se (404).

Dos de los hallazgos que més destacan en el andlisis univariante de la morbimortalidad de
ambos periodos de estudio es la mayor prevalencia tanto de HIV grave y de mortalidad en el

segundo periodo.

Por una parte, no parece que la literatura publicada al respecto haga pensar que una
optimizacién de la nutricion pueda conllevar un riesgo aumentado de HIV grave (grados IlI-
IV). Mas bien las estrategias de mejora nutricional en los RNMP parecen relacionarse con un
crecimiento mas adecuado del PC durante el ingreso (180,267,323,406) y con una maduracion
mas apropiada de las estructuras del SNC cuando se valora a estos RNMP en la edad de
término aproximadamente (311,320,407). Ninguno de los autores describe un aumento de la
tasa de HIV con una nutricidon optimizada, aunque es cierto que algunos de los estudios de la
influencia de la nutricion en el desarrollo neuroldgico del RNMP excluye a aquellos nifios con
HIV (320). Al analizar la prevalencia global de HIV grave en el grupo de pacientes
candidatos a estudio (Tabla 21), vemos que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre ambos periodos, y dado que el nuevo protocolo de parenteral se aplico tanto a los
pacientes incluidos como a los que no, parece poco probable que la diferencia sea debida al

soporte nutricional.

Un fendmeno similar ocurre con la diferencia en la mortalidad entre ambos periodos. Destaca
la mayor mortalidad precoz (dentro de la primera semana de vida) en el primer periodo (Tabla
21 y Figura 2, con 22 pacientes que fallecen antes de los 7 dias de vida en el periodo I frente a
14 en el periodo II), y al suponer esto un criterio de exclusion impacta en la diferencia de

mortalidad de los pacientes incluidos finalmente.

Es cierto que, desde hace unos afios, hay cierta preocupacion acerca del aumento de
morbilidad en relacion con el soporte nutricional intensivo en las unidades de cuidados

intensivos pediatricos, tras la publicacion en el afio 2016 del estudio PEPaNIC (408). En este
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ensayo clinico aleatorizado se incluyeron casi 1500 pacientes y se dividieron en dos grupos:
uno en el que se iniciaba la NP a partir de los 7 dias de vida y otro en el que se iniciaba de
forma mas precoz. El grupo de NP tardia present6 una menor tasa de nuevas infecciones, una
menor necesidad de soporte ventilatorio o de terapia de sustitucion renal y una menor
duracion del ingreso; sin diferencias en cuanto a la mortalidad. La superioridad clinica de
retrasar el inicio de la NP durante una semana persistia independientemente del diagnostico,
la gravedad, el riesgo de malnutricion o la edad del paciente (dado que la cohorte también
incluia a menores de 4 semanas de vida). De hecho, se publicé un andlisis secundario ya
planeado con anterioridad de los pacientes neonatales (menores de un mes de vida) incluidos
en el estudio 209 recién nacidos a término; de los cuales 145 tenian menos de una semana y
45 estaban en su primer dia de vida) (409). En la poblacion neonatal global, el iniciar la NP de
forma tardia se asociaba con una probabilidad mayor de ser dado de alta de la UCI de forma
mas precoz, aunque no afectaba al riesgo de infeccion. En los pacientes de menos de una
semana de vida, retrasar el inicio de la NP si que disminuia el riesgo de infeccidon, pero
aumentaba el riesgo de hipoglucemia. Los mismos autores concluian que estos resultados se
deben confirmar y evaluar a mas largo plazo antes de recomendar no iniciar NP de forma
precoz en los pacientes neonatales. De hecho, este mismo afio 2020 se ha publicado una
Cochrane que analiza la evidencia acerca de empezar de forma precoz o no el soporte con NP
en los recién nacidos a término y en los prematuros tardios (410). El unico estudio finalmente
incluido en esta revision sistematica fue el de la poblacién neonatal del PEPaNIC (409),
concluyendo los autores que, aunque parecia haber ciertos beneficios asociados al retrasar el
inicio de la NP en esta poblacion, consideraban que la calidad de la evidencia era baja y se

necesitaban mas estudios aleatorizados al respecto.

En todo caso, no existe ningun tipo de estudio similar cuya poblacion diana sean los RNMP y
es fisiopatoldogicamente improbable que pudiese aceptarse un disefio similar, dado que, desde
el punto de vista del desarrollo, los requerimientos nutricionales y el estado clinico son
pacientes muy diferentes a los RN a término. La necesidad de NP en los pacientes a término
responde en lineas generales a una condicion patologica bien sea malformativa o de gravedad
(por ejemplo, una sepsis), mientras que, en los RNMP, el soporte se inicia por el elevado
requerimiento nutricional y la imposibilidad de garantizar los aportes empleando solo la via

enteral.
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Dos posibles explicaciones por las que un mayor aporte nutricional por via parenteral en
RNMP podria estar relacionado con un aumento de mortalidad serian las alteraciones
hidroelectroliticas descritas con el empleo de NP no balanceadas (166,167) que a su vez se
asocian a infeccion por las alteraciones del P (167) o bien una mayor duracion de vias
centrales que también supondria un mayor riesgo de infeccion tardia (411). En todo caso, en
los trabajos en esta poblacion que recogen la influencia de un régimen nutricional mas
agresivo sobre la mortalidad ademés de sobre otras complicaciones clinicas, no se encuentra
un aumento del numero de exitus en los grupos que reciben mas nutricion

(74,167,257,271,412).

En nuestro caso, no se dispone de informacion detallada sobre alteraciones hidroelectroliticas,
pero no encontramos diferencias ni en los dias de via central, duracién de NP ni prevalencia
de infeccion tardia entre ambos periodos, lo cual no hace pensar que la diferencia en
mortalidad se pueda atribuir a lo expuesto. De hecho, si el cambio de régimen nutricional
estuviese relacionado con las diferencias en la temporalidad del fallecimiento entre los dos
periodos, esperariamos ver un impacto durante la primera semana de vida, que es cuando son
patentes las diferencias en los aportes. Tras estos 7 dias, la nutricion recibida es similar, por lo
que el atribuir el efecto al cambio de protocolo implicaria suponer un efecto retardado del

mismo.

Debido a la naturaleza retrospectiva del estudio, no se dispone de datos acerca de otras
posibles potenciales alteraciones derivadas del mayor aporte de aminoacidos como la acidosis
metabolica o la hiperamoniemia. Sin embargo, otros autores que si las analizan encuentran
ausencia de complicaciones graves de este tipo con el empleo de NP optimizadas(400,413). Si
que se observd un aumento de RNMP que precisaron tratamiento con insulina durante la
primera semana de vida en el periodo II. El mayor aporte de glucosa probablemente justifique
este fendmeno, dada la inmadurez de sus mecanismos reguladores en los RNMP,
principalmente en los mas inmaduros, aunque se ha descrito también un efecto modulador de
otros nutrientes como los aminoacidos y los lipidos (130,131,414). Mayes y sus colaboradores
(415) asumieron que la mayor tasa de hiperglucemia tratada con insulina que presentaron los
pacientes que recibieron un mayor aporte de carbohidratos era esperable por el disefio del
estudio (andlisis secundario de un ensayo aleatorizado en el que se comparaba el efecto de un

régimen de NP agresivo vs estdndar sobre el crecimiento del PC). El grupo intervencion
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recibié un maximo de 16,3 g/kg/dia de glucosa vs 13,5 g/kg/dia en el grupo control, cifras
muy superiores al aporte medio de glucosa durante la primera semana en nuestro grupo (ver
tabla 18). En el trabajo de Wilson (74), el grupo de nutricién mas agresiva recibid un aporte
maximo de glucosa mayor que el grupo control y, aunque la tasa de hiperglucemia fue similar

en ambos grupos, el empleo de insulina fue mayor en el grupo intervencion.

El mayor aporte proteico se ha relacionado con una mejoria de los niveles de glucosa y una
menor necesidad de tratamiento con insulina mediante diversos mecanismos, entre los que se
han descrito la mayor eficiencia en la conversion de proinsulina en insulina en el pancreas, un
aumento de la masa efectiva de células B pancreaticas o el efecto de ciertos aminoacidos como
la arginina y la leucina en la liberacion de glucosa (145,146,148,413,416). Como en nuestro
caso, otros autores tampoco han sido capaces de demostrar una menor tasa de hiperglucemia
con mayores aportes de aminoacidos (130). Por el contrario, los lipidos se han relacionado
con un aumento de la glucosa en sangre secundario al estimulo de la gluconeogénesis por
parte de estos macronutrientes (143,144). En nuestro trabajo hubo una mayor prevalencia de
hiperglucemia en el periodo II, seguramente de forma secundaria al aumento de aporte de

glucosa y lipidos y a pesar del efecto contrarregulador de un mayor aporte de aminoécidos.
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7. APLICABILIDAD CLINICA Y PERSPECTIVAS DE
FUTURO

Esta tesis pone de manifiesto el reto que supone para el neonatdlogo clinico valorar
correctamente el crecimiento de un recién nacido prematuro en sus primeras semanas 0 meses
de vida, asi como proporcionarle la cantidad y calidad de nutrientes de forma 6ptima segtn su
situacion clinica con el fin de sostener dicho crecimiento y minimizar posibles secuelas

adversas.

A este respecto, creemos que las conclusiones extraidas en esta tesis pueden contribuir en la
practica clinica diaria a la identificacion de aquellos pacientes con mayor riesgo de
crecimiento restringido durante el ingreso con el fin de adecuar de forma mas precoz los

esquemas nutricionales.

Nuestros resultados sugieren que podria ser aconsejable incluir la valoracion estrecha de la
pérdida inicial de peso dentro de nuestros protocolos hospitalarios. Hemos visto que, en
nuestra cohorte, aquellos nifios con FCP pierden alrededor de un 9% en contraposicion a un
6% en aquellos que no experimentan FCP; es decir, que la cifra clasica del 10% , comtn a los
nifios a término, puede situar al nifio muy prematuro en una posicion de riesgo con respecto a
su crecimiento posterior. Asi pues, una politica de optimizacion del soporte nutricional precoz
con un ajuste del aporte de fluidos que minimizara la pérdida ponderal inicial podria ser una
de las claves en la reduccion del FCP. Desde el punto de vista clinico, incorporar de forma
mas explicita la evaluacion del porcentaje de pérdida de peso inicial o caida de z-score a la
semana de vida podria ayudar a la identificacion de los pacientes de mayor riesgo de
trayectorias de crecimiento desfavorables con el fin de ajustar los cuidados y el soporte

nutricional.

La identificaciéon precoz de factores de riesgo también podria contribuir al disefio de
estrategias mas individualizadas en los pacientes que lo requieran. En nuestro caso, la
necesidad de O podria reflejar la mayor gravedad de un subgrupo de pacientes que se

beneficiarian de una nutriciéon optimizada con el fin de disminuir la prevalencia de FCP. En el
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andlisis multivariante, los parametros de gravedad respiratoria (tanto la necesidad de O2 como
la administraciéon de surfactante, asi como los dias de ventilacion invasiva o no y la
prevalencia de DBP) son mayores en el grupo de pacientes con FCP. Durante nuestro periodo
de estudio, las técnicas minimamente invasivas para la administracion de surfactante (MIST)
no eran de uso habitual en nuestra unidad, asi que a la luz de nuestros resultados y con la
evidencia de la mejoria que ejercen sobre morbilidad respiratoria del RNMP podria ser
interesante evaluar de forma prospectiva si su empleo pudiera, de forma secundaria, redundar

en un efecto protector sobre le FCP.

En cuanto a la influencia del soporte nutricional, hemos visto en el primer articulo que la
cantidad de lipidos (que son los nutrientes que mayor energia aportan) en la primera semana
era predictiva del FCP a las 36 semanas de EPM y amortiguaba la caida de z-score tanto a los
14 como a los 28 dias. Es decir que, en aquellos pacientes de mayor riesgo, optimizar el
aporte nutricional precoz en la NP dentro de los limites fisiologicos podria ayudar a disminuir
la caida de z-score a lo largo del ingreso. El segundo articulo pone de manifiesto que la
optimizacion de la nutricidbn parenteral no es por si misma suficiente, resaltando la
importancia de recibir posteriormente la cantidad apropiada de nutricion enteral con LM
fortificada que garantice el aporte de nutrientes recomendado. Hay que tener en cuenta que,
en muchas ocasiones, los aportes recomendados por las guias no son los que se prescriben, y
que también puede haber tras la prescripcion modificaciones derivadas del estado clinico del
paciente que hagan que haya déficits nutricionales en lo que finalmente recibe el paciente,

como han resaltado otros autores (65,80,178,179).

Por este motivo, pensamos que la adherencia por parte de los clinicos a los protocolos y la
puesta en marcha de programas de auditoria de las practicas nutricionales y de monitorizacion
del crecimiento en las unidades neonatales disminuiria la existencia de déficits nutricionales y
pondria en relevancia de forma mds precoz aquellas trayectorias de crecimiento que empiezan
a no ser las esperadas. Asimismo, permitiria la adecuacién en la medida de lo posible al
estado clinico del paciente. A pesar de la falta de consenso o de una recomendacién firme por
parte de las sociedades cientificas, es importante unificar criterios al menos dentro de cada
centro con relacion a como expresar el crecimiento, teniendo en cuenta las connotaciones

descritas en este trabajo de cada uno de los métodos.
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Al enmarcarse en un proyecto de mayor envergadura, se estan llevando a cabo otros analisis
en la cohorte del primer articulo. Se ha publicado recientemente las alteraciones
metaboldmicas en plasma relacionadas con EUGR (anexo II) y se estan llevando a cabo mas

analisis en funcion de la trayectoria intrauterina de crecimiento o el género.

Finalmente, estd en marcha el seguimiento de la cohorte del primer articulo a los 2 y a los 4
afios. Se esta analizando el crecimiento, neurodesarrollo y marcadores de salud metabolica y
cardiovascular, con el fin de poder contribuir a determinar el impacto global en la salud del
RNMP del crecimiento inicial. Este seguimiento podria corroborar la adecuacion de emplear
la diferencia de z-score como marcador de FCP en contraposicion a otros como la VCP o la
asignacion en un Unico punto temporal y contribuir a determinar un punto de corte adecuado

por su significacion en el neurodesarrollo y la salud metabolica.
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8. CONCLUSIONES

8.1. PRIMER ARTICULO

L.

8.2.

En nuestra cohorte, la velocidad de crecimiento del nacimiento al alta (método de
los dos puntos) fue mayor en los pacientes de menor EG y con antecedente de
RCIU. La valoracion transversal del z-score a las 36 semanas de EPM resulto en el
diagnodstico de RCEU en practicamente el 100% de los pacientes con RCIU. La
tasa de FCP a las 36 semanas de EPM (caida de z-score >1,34) es mayor en los

pacientes de menor EG y sin antecedente de RCIU.

Consideramos que la diferencia de z-score entre el nacimiento y las 36 semanas de
EPM identifica de forma més precisa a aquellos pacientes cuyo fracaso de
crecimiento fue especificamente postnatal, en oposicioén a los que nacen después
de una trayectoria restringida intrattero. El punto de corte en -1,34 ofrece una
categorizacion razonable en nuestra cohorte al aproximarse a la caida media de z-

score de nuestra poblacion considerada “sana”.

3. Los pacientes con FCP fueron de menor edad gestacional. y presentaron mas

complicaciones clinicas durante el ingreso. Los factores predictivos de fallo de
crecimiento postnatal a las 36 semanas de EPM fueron la menor edad gestacional,
la mayor pérdida de peso inicial, la necesidad de oxigeno durante el ingreso y la

menor provision de lipidos endovenosos durante la primera semana.

SEGUNDO ARTICULO

1. La optimizacion de la composicion de la nutricion parenteral resultd en un
mayor peso a los 14 dias, una menor pérdida de peso inicial y un menor tiempo
en recuperar el peso al nacimiento. No encontramos ninguna influencia en la

evolucion del peso mas alla de los 14 dias de vida.
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La cohorte de pacientes que recibieron una nutriciéon parenteral mas optimizada
no presentd diferencias en la tasa de displasia broncopulmonar, infeccion tardia,

enterocolitis necrosante o retinopatia de la prematuridad.

Se detectdé una mayor prevalencia de hiperglucemia tratada con insulina en el
periodo de mayor aporte de nutricién parenteral, que podria responder a la
modificacion del esquema nutricional. También hubo mas prevalencia de ductus
arterioso persistente, que no parece relacionarse con los aportes de
macronutrientes, y un incremento en el diagnostico de hemorragia
intraventricular, y mortalidad durante el ingreso entre los pacientes incluidos en
el estudio, pero no en el total de la poblacion expuesta al nuevo régimen

nutricional.
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10. ANEXOS

ANEXO I: Aprobacion del comité de ética local

Informe Dictamen Favorabla

Fun [_li_-l{‘_i(_)] Proyecto lnvestigacidn Blomédica
Sa It i L P51
(il‘ cl_n 24 de diciembre de 2003

CEIC Fundacio Sant Joan de Déu

Dy, lostis Plneda
Presidente del CEIC Fundacid Sant Joan de Déy

CERTIFICA

12, (ue el CEIC Fundacio Sant Joan de Déu en su reunidn del dia 19/12/2013, ha evaluado la propuesta
del premotor referida al estudio:

Titulo: "Biomarcadores precoces de lo sequridad y eficacia del soporte nutricional en el recién nocido muy
premature (RNVP)
Cédigo Interno: PIC-95-13

22, Considera que:

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion
Biomédica y su realizacion es pertinente.

- se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los objetivas del
estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeta.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la
compensacidén prevista para los sujetos por dafies que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- £l alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respete a los postulados
éticos,

- lacapacidad de los Investigadores v los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

38, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

48, Este CEIC acepta rue dicho estudio sea realizado en los sigulentes CEIC/Centros por los
Investigadores:

CEIC Fundacio Sant Joan de Déu Dra. Isabel Iglesias Platas
Haspital de Sant Jaan de Déw d'Esplugues de Llobregat

Lo que firma en Esplugues de Llobregat, a 24 de diciembre de 2013

Felo:

"
FLirey o]
‘ ol

¥ =R l ?

) =3 s g&_%

iy

Dr. Jesis Pineda
Presidente cdel CEIC Fundacia Sant Joan de Déu
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We have read the article entitled “Applying Methods for Postnatal Growth Assessment in the
Clinical Setting: Evaluation in a Longitudinal Cohort of Very Preterm infants” by Montserrat Izquierdo
Renau et al. published in Nutrients [1].

It is an interesting paper which surprised us with the high prevalence of extrauterine growth
restriction (EUGR) in the whole sample, which reaches 56.5% at discharge. Unfortunately, the authors
have not provided reliable answers for the causes of this high incidence and furthermore offer no
suggestions on how to decrease it, despite the fact that EUGR is firmly correlated at least with negative
neurodevelopmental outcome [2].

The authors described as potential predictors of EUGR, the gestational age and the need of oxygen
supply during admission, factors that are nonmodifiable. As far as the lower provision of lipids
during the first week of life is concerned, the quantity suggested in the paper of 3-3.5 g/kg/day is
acceptable worldwide. The same question arises from the next correlation of EUGR in the paper with
the maximum percentage of initial weight loss. In this six-year study period (2011-2016), the absence
of a realistic suggestion for reducing the high percentage of EUGR creates the impression that EUGR is
the predetermined outcome for very preterm neonates (VPN).

We have objections to this and for several policies suggested in this paper as we believe that these
may be responsible for this high EUGR.

Our main objection is the lower amount of milk administered during the full enteral feeding
period (160-180 mL/kg/day). According to both the WHO (in 2013) [3] and recently from Professor
Neena Modi [4], at least 200 mg/kg/day of maternal milk should be offered when VPN reach full enteral
feeding. In a recent publication by our team, in some hospitalized VPN who did not have the expected
growth, the quantity of milk was increased to more than 200 mg/kg/day [5]. This “aggressive” nutrition
that was implemented during the 40-44 weeks postconceptional age (PCA) with the persistent nasal
continuous positive airway pressure (nCPAP) use in unstable VPN contributed to EUGR (<10th centile)
25% for the body weight and 4.6% for the head circumference at discharge [5].

Fluid policy implemented in the paper could have been responsible for the high percentage of
initial weight loss, without improving the prevalence of patent ductus arteriosus (more than 40%) of
neonates with birth weight (BW) < 1500 g. A decrease of fluids (145-155 mL/kg/day) for the PDA
treatment further influenced growth. Hansson et al. reported that fluid restriction for PDA treatment
affected negatively energy intakes and growth in VPN [6].
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The administration of donor milk for twenty-eight days in neonates with BW < 1000 g and
specifically without fortifier during the first two weeks of life is crucial, as the quantity of protein in
donor milk is significantly lower than that in mother’s own milk [7]. In a very recent paper, Li et al.
found that VPN with breast feeding exclusively had significantly less body weight at discharge,
comparing to predominantly formula-fed neonates without any difference in adipose tissue mass.
Authors concluded that the slower weight gain at discharge of VPN fed with breast milk appears to be
due to a deficit in nonadipose tissue mass and may reflect the lower protein intake [8].

In conclusion, the high prevalence of EUGR in this paper is perhaps due to both the quantity and
quality of the milk administered. Growth of VPN must be closely followed during the 40 weeks PCA
and the content of milk (calories, protein) given should be individualized aiming to minimize the
percentage of infants with EUGR.

Author Contributions: Conceptualization, A.G.; Methodology, A.G., R.S.; Writing—Original Draft Preparation,
A.G, RS, PP, LN.G,; Writing—Review & Editing, A.G., R.S. All authors have read and agreed to the published
version of the manuscript.
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Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.
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We would like to thank Gounaris et al. [1] for their comprehensive analysis of our work and their
insightful comments toward a better understanding of preterm growth and nutrition.

Even though improvement of postnatal growth and identification of risk factors was one of our
aims, the major focus of our paper was to reflect on how different approaches to analyzing postnatal
growth can result into confusing and even inaccurate conclusions. Current reported percentages
of EUGR are indeed heterogeneous, and range from around the figure in their referenced paper of
25% [2-5] to others more in line with our prevalence of 40-60% [6-8]. Nevertheless, and this was one
of the points we were trying to highlight, interpretation must be cautious, because the definitions of
EUGR are different, or applied at different time points, or over populations with different prevalence
of IUGR or different gestational ages.

Indeed, the discordance between the paper by the Greek authors and ours might be partially
explained by this. Their growth outcome is measured as the percentage of patients with body weight
under the 10th percentile at discharge. As discussed in our manuscript, we favor the use of z-score
difference as classifying growth outcomes by “a centile cut-off point to define growth restriction implies
that the presence of IUGR and the z-score of BW will have a huge impact in the final categorization”.
The prevalence of SGA/IUGR was double in our patients (7.4% vs. 13.7%) and, as we and others have
described [6,9,10], this will have a major impact on postnatal growth. Patients in our sample are also
more immature, with a gestational age at birth about one week lower (BPD 26.4 + 1.8 weeks non-BPD
29.9 + 1.7 weeks). Additionally, Panagiotounakou et al. set a weight limit of 1500 g in their inclusion
criteria. This corresponds to approximately the 50th percentile of weight at around 30 weeks in the
Fenton growth charts, and means that, over this gestational age and up to 32 weeks, only newborns
with a birth weight under the mean (or a z-score below 0) for their gestational age were included. Loss
of z-score at discharge shows a major inverse correlation with the BW z-score, and this is also very
likely to have influenced the differences in results.

We would like to state that we are firm believers of the possibility of improving postnatal preterm
growth, and that this will start with the identification of risk factors like gestational age or respiratory
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illness [11,12], even if these are unmodifiable. The influence of initial weight loss, on the other hand,
is an important finding and highlights the relevance of an early start to growth monitoring and
support [13]. Our restrictive approach to fluid provision might play a role in EUGR, although evidence
in this area of neonatal medicine is low and quite old, it does not seem to favor liberal fluid intake,
which might increase the risk of morbidity and mortality [14-16]. However, we disagree with the
appreciation that VPI in our unit had a “high percentage of initial weight loss”, with an average of
8.3% =+ 4.6%, which is lower than reported in this population [17,18].

Regarding enteral nutritional policies, the main difference is the supplementation of mother’s milk
with formula in the Greek neonatal unit. Human milk has non-nutritional advantages and protects
preterm babies from NEC [19], feeding intolerance [20,21], bronchopulmonary dysplasia (BPD) [22]
and LOS [23] and might even support better long-term neurodevelopmental and cardiovascular
outcomes [24,25]. International scientific societies recommend the use of donor milk as a complement
to own mother’s milk (OMM) when the amount of the latter does not cover the volume requirement of
the preterm infant [26], even if somatic growth might be slower, which is not always the case [27,28].
We use routine human milk fortification for both OMM and DHM as recommended by scientific
societies [29] when 100 mL/kg/day of HM feeds is obtained. Our sample has an average time to reach
full enteral feeds of 13 days, with an average amount of milk of 130 mL/kg on the first day without
parenteral nutrition, so usually; fortification of milk was started after the first week of life. In any case,
73% of extremely preterm infants (<28 weeks) in our study were exclusively fed own mother’s milk
for the first 28 days of life, and only 7% were receiving solely donor milk.

Although enteral supply in our cohort might seem somewhat low, all analyses were undertaken
on actual intakes, rather than prescription. Upper limits recommended by the World Health
Organization [30] and ESPGHAN [31] are around 180-200 mL/kg/day, and that is reflected in our
protocol. Nevertheless, these volumes were not met, either because of the low prescription by
clinicians [32], or due to feeding intolerance, a major problem in preterm enteral nutrition, with up to
40% of infants receiving less milk than initially intended [4]. Incidentally, this seems to be even more
of a challenge in the smallest preterm infants and those on non-invasive respiratory support, who tend
to develop “CPAP belly syndrome” [33]. Actual feeding volumes of the Greek cohort would have been
particularly informative for interpretation.

In conclusion, we have tried to emphasize that improvement of preterm postnatal growth outcomes
will first require the standardizations of methods for evaluating and reporting growth. Unexpectedly,
nutritional factors had a small impact in growth outcomes in our cohort and we hypothesize that
this might indicate that the sickest infants sustain an increased energy expenditure and metabolic
interference due to illness and inflammation. Although we do agree that the key for improvement in
our unit will have to include optimization of enteral feeding [34], our opinion is that time calls for a
more individualized than universal approach, and this will require the development of biochemical
and body composition markers as well as the assessment of long term outcomes.

Author Contributions: Conceptualization, M.L.R., V.A.-B. and L.L.-P,; Validation, LI.-P.; Writing-original draft,
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authors have read and agreed to the published version of the manuscript.
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Abstract: Very preterm infants (VPI, born at or before 32 weeks of gestation) are at risk of adverse
health outcomes, from which they might be partially protected with appropriate postnatal nutrition
and growth. Metabolic processes or biochemical markers associated to extrauterine growth restriction
(EUGR) have not been identified. We applied untargeted metabolomics to plasma samples of VPI with
adequate weight for gestational age at birth and with different growth trajectories (29 well-grown,
22 EUGR) at the time of hospital discharge. A multivariate analysis showed significantly higher
levels of amino-acids in well-grown patients. Other metabolites were also identified as statistically
significant in the comparison between groups. Relevant differences (with corrections for multiple
comparison) were found in levels of glycerophospholipids, sphingolipids and other lipids. Levels of
many of the biochemical species decreased progressively as the level of growth restriction increased
in severity. In conclusion, an untargeted metabolomic approach uncovered previously unknown
differences in the levels of a range of plasma metabolites between well grown and EUGR infants at
the time of discharge. Our findings open speculation about pathways involved in growth failure in
preterm infants and the long-term relevance of this metabolic differences, as well as helping in the
definition of potential biomarkers.

Keywords: growth failure; preterm infants; metabolic fingerprinting; multiplatform untargeted
metabolomics

1. Introduction

Prematurity is the leading cause of childhood morbidity and mortality. In very preterm infants
(VPI), born at or before 32 weeks of gestation, postnatal growth failure is a frequent complication [1]
that can worsen short [2] and long [3-5] term outcomes. Even though this condition can be improved
through the optimization of feeding protocols [6-8] other non-nutritional known or unknown influences
seem to contribute at least as much, as shown by the relatively small impact of nutritional variables in
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predicting growth impairment in VPI [1,9]. Furthermore, there is a lack of well-defined stand-alone
markers for the prospective evaluation of nutrition and growth in the hospitalized preterm infant [10].

Metabolomic techniques aim to assess a whole array of small molecules present in a sample.
This can be performed by selecting a subset of metabolites under a specific hypothesis (targeted
metabolomics) or with a discovery (untargeted) approach, trying to identify most of the present
components [11]. In recent years, these strategies have been used to search for biomarkers or to uncover
underlying pathways in some adult [11], childhood [12], and even perinatal [13,14] conditions, with a
special interest in metabolic diseases [15] and altered body composition [16,17].

Untargeted metabolomics relies on the application of a range of analytical technologies to
simultaneously evaluate a broad spectrum of metabolites in biological matrices and it might be
particularly suited for the neonatal population. It can cope with very small sample volumes,
while producing a vast information which is necessary because metabolic pathways have been
shown to differ from other stages of life [18], and targeted studies might miss the defining changes in
these patients.

The methodology has already offered good insight into the development of biomarkers in
stool in a cohort of VPI, by uncovering differences in the microbiome-associated fecal metabolome
between healthy patients and those at risk of or suffering from late-onset sepsis (LOS) or necrotizing
enterocolitis (NEC) [19,20]. Interestingly, the study of serum in the same individuals [21] did not
identify discriminating compounds, suggesting that the success of these strategies requires careful
selection of samples and a strict definition of the clinical condition under investigation. As a global
process, growth would be expected to impact both serum and urinary profiles and, in fact, a few studies
have indicated that this might be the case. Morniroli et al. [22], described some differences in the
urine metabolome of VPI at term corrected age when compared to term infants and tried to correlate
this to altered body composition. Younge et al. [23] applying mainly a targeted design, reported a
longitudinal divergence in the profile of acylcarnitines between two groups of extremely preterm
infants (EPI) according to their postnatal growth trajectory and suggesting that these may respond to
altered gut microbiome development.

In this context, we aimed to apply a multiplatform untargeted metabolomic design
with three complementary analytical platforms (liquid chromatography-mass spectrometry,
gas chromatography—mass spectrometry and capillary electrophoresis—mass spectrometry) measuring
compounds of different chemical nature in order to ensure maximum coverage for the investigation
of metabolic signatures associated with growth restriction during hospital admission in a
well-characterized cohort of very preterm infants fed predominantly breast milk. This could contribute
to clarify relevant pathways and to identify compounds with potential for the development of
future biomarkers.

2. Materials and Methods

2.1. Study Design

Study of biochemical markers of postnatal growth restriction in a prospective cohort of very
preterm newborns admitted within 24 hours of birth in a level IIl neonatal unit between February 2013
and April 2016. Exclusion criteria were death before discharge, major malformations, chromosomal
abnormalities or genetic diseases and congenital infection. Only participants with no history of
intrauterine growth restriction (IUGR) were selected for metabolomic analyses. The protocol was
approved by the local ethics committee (PIC-95-13). Families of eligible babies were approached and
signed a written informed consent for participation.

According to their postnatal growth trajectory until discharge, the infants were classified into
normally grown or extrauterine growth restricted (EUGR: under the 10th centile or a z-score of —1.28
of weight-for-gestational age) according to local intrauterine growth curves [24] if under 40 weeks
postmenstrual age (PMA) or the WHO standards [25] if over 40 weeks PMA. EUGR was further
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classified as moderate (between 3rd and 10th centile or z-score —1.88 and —1.28) or severe (under 3rd
centile or z-score —1.88).

2.2. Sample Collection and Processing

On the days leading to discharge, and coinciding with collection for clinical reasons whenever
possible, a volume of 0.5 mL of blood was drawn from a peripheral vein and collected in an EDTA tube.
Efforts were taken to keep extraction times to early morning around 9 am and in a fasted state (2-3 h
after the last feeding). The sample was immediately centrifuged (3000 rpm for 5 min) and plasma
frozen at 80 °C until further processing.

2.3. Untargeted Metabolomics Analysis

2.3.1. Chemicals

Organic solvents (MS grade), analytical grade formic acid 99%, standard mix for GC-MS containing
grain fatty acid methyl ester (FAME) mixture (C8:0-C22:1n9) and chemical standards were from
Sigma-Aldrich. Sialylation-grade pyridine was from VWR International BHD Prolabo (Madrid, Spain).
Reference mass solutions for LC-MS and CE-MS were from Agilent Technologies. Ultrapure water
(Milli-Qplus185 system Millipore, Billerica, MA, USA) was used in preparation of all buffers and
standard solutions.

2.3.2. Metabolite Extraction

Metabolite extraction was performed according to standard protocols [26-28]. Briefly, for LC-MS
50 pL of plasma was mixed with 350 pL of the solvents, methanol (175 pL) and MTBE (methyl tert-butyl
ether) (175 uL) followed by centrifugation (4000 g, 15 °C, 15 min). For GC-MS analysis, proteins were
precipitated by mixing 1 volume of plasma with 3 volumes of cold acetonitrile (1:3), followed by
methoximation with O-methoxyamine hydrochloride (15 mg/mL) in pyridine, and silylation with N,O
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) with 1% trimethylchlorosilane (TMCS). 10 ppm C18:0
methyl ester in heptane was used as internal standard. For CE-MS, 100 uL of plasma was mixed with
100 pL of 0.2 M formic acid that contained 5% acetonitrile and 0.4 mM methionine sulfone as internal
standard. The sample was transferred to a centrifree ultracentrifugation device (Millipore Ireland Ltd.,
Carrigtohill, Ireland) with a 30 kDa protein cutoff for deproteinization through centrifugation (2000 g,
4 °C, 70 min).

Quality control (QC) samples were independently prepared for each technique by pooling equal
volumes of each sample and following the same extraction procedure as applied for experimental
samples. Analyte-free extraction blank samples were also prepared for each analytical run. All samples
were randomized independently for metabolite extraction and for corresponding analytical run [29].

2.3.3. Separation and Detection

In order to assess system suitability, blank samples were analyzed at the beginning/end of each
run. Quality control samples were injected in order to condition each analytical platform, as well
as to check metabolite profile and signal intensity. QC was rerun at the beginning/end, and after
every six experimental samples to provide a measurement of the system’s stability, performance and
reproducibility throughout the entire analysis [29].

2.3.4. Untargeted Metabolomics by LC-TOF-MS

An UHPLC system (Agilent 1290 Infinity LC System, Waldbronn, Germany), equipped with a
degasser, two binary pumps, and a thermostated autosampler coupled with Q-TOF LC/MS (6545)
system (Agilent), was used in the ESI+ (positive electrospray ionization) and ESI- (negative electrospray
ionization) mode to increase the number of detected metabolite ions. Briefly, 0.5 uL of sample was
injected into a thermostated (60 °C) Agilent Poroshell 120 EC-C8 column (150 mm X 2.1 mm, 2.7 pm)
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with a guard column Ascentis®Express C8 (5 mm X 2.1 mm, 2.7). The flow rate was 0.5 mL/min
with solvent A (10 mM ammonium formate in Milli-Q water), and solvent B (10 mM ammonium
formate in methanol with 15% of isopropanol) for analysis in positive ionization mode, and solvent
A (Milli-Q water with 0.1% formic acid), and solvent B (methanol with 0.1% formic acid and 15%
of isopropanol) for analysis in negative ionization mode. Initial conditions at time 0 were 75% B,
increasing to 96% B at 23 min. This condition was held until 31 min. The gradient then increased to
100% B by 31.5 min and held until 32.5 min. The system was returned to starting condition by 33 min,
followed by a 7 min re-equilibration time, with a total run time of 40 min. Capillary voltage was set
to 3.5 kV for positive and negative ionization mode; the drying gas flow rate was 11 L/min at 290 °C
and gas nebulizer at 40 psi; fragmentor voltage was 175 V; skimmer and octopole radio frequency
voltage (OCT RF Vpp) were set to 65 V and 750 V, respectively. Data were collected in the centroid
mode at a scan rate of 1.0 scan/s. Mass spectrometry detection was performed in both positive and
negative ESI mode in full scan from m/z 50 to 1000. The reference mass ions m/z 121.0509 (C5H4N4)
and m/z 922.0098 (C18H1806N3P3F24) in positive ionization mode or m/z 112.98568 (C202F3(NH4))
and m/z 1033.9881 (C18H1806N3P3F24) in negative ionization mode were continuously infused by an
automated Calibrant Delivery System (CDS), using a Dual Agilent Jet Stream Electrospray lonization
(Dual AJS ESI) source that continuously introduces a calibrant solution. The analytical conditions were
applied according to the method developed by Villasefor et al. with modifications [28].

2.3.5. Untargeted Metabolomics by GC-Q-MS

A GC system (Agilent Technologies 7890A), equipped with an autosampler (Agilent 7693) and
interfaced to an inert mass spectrometer with triple-Axis detector (5975C, Agilent), was used for
analysis. Briefly, 2 uL of the derivatized sample was injected in a GC column DB5-MS (30 m length,
0.25 mm, 0.25 um film 95% dimethyl/ 5% diphenylpolysiloxane) coupled to a pre-column (10 m J&W
integrated with Agilent 122-5532G). The injector port was held at 250 °C, and the helium carrier gas
flow rate was set at 1.0 mL/min. The split ratio was 1:10. The temperature gradient was programmed
for an initial oven temperature of 60 °C (held for 1 min), increased to 325 °C at a rate of 10 °C/min;
the system was allowed to cool down for 10 min before the next injection. The detector transfer line,
the filament source and the quadrupole temperature were set to 280 °C, 230 °C and 150 °C, respectively.
MS detection was performed in electron impact (EI) mode at —70 eV. The mass spectrometer was
operated in scan mode over a mass range of m/z 50-600 at a rate of 2.7 scan/s [26].

2.3.6. Untargeted Metabolomics by CE-TOF-MS

An Agilent 7100 (CE) system, coupled to a TOF Mass Spectrometer (6224 Agilent) with electrospray
ionization source, was used for sample analysis. A 1200 series ISO Pump from Agilent Technologies is
used to supply sheath liquid. In brief, a fused-silica capillary (Agilent Technologies; total length, 96 cm;
i.d., 50 um) was pre-conditioned with 1 M NaOH for 30 min, followed by MilliQ®(Molsheim, France)
water for 30 min and background electrolyte-BGE (1.0 M formic acid in 10% methanol) for 30 min.
Before each analysis, the capillary was flushed for 5 min (950 mbar pressure) with BGE. Samples were
injected at 50 mbar for 50 s. After each injection, along with the samples, BGE was co-injected for
20 s at 100 mbar pressure to improve reproducibility. Separations were performed at a pressure of
25 mbar and a voltage of 30 kV; current under these conditions was 20 pA. The MS was operated in
positive mode, with a full scan from m/z 60 to 1000 at a rate of 1 scan/s. Drying gas was set to 10 L/min,
nebulizer to 10 psi, voltage to 3.5 kV, fragmentor to 125 V, gas temperature to 200 °C and skimmer
to 65 V. The sheath liquid composition was methanol/water (1/1, v/v), containing 1.0 Mmol/L formic
acid with two reference masses (m/z 121.050873—purine (C5H4N4) and m/z 922.009798—HP-921
(C18H1806N3P3F24)), which allows for mass correction and provides more accurate determination.
Flow rate was 0.6 mL/min and split was set to 1/100 [27].
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2.4. Data Management

2.4.1. Metabolomics Data Processing

LC-MS and CE-MS data were cleaned from background noises and unrelated ions by recursive
analysis in Mass Hunter Profinder (B.08.00, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) software.
In the first step, Molecular Feature Extraction (MFE), the algorithm performs chromatographic
deconvolution to find all features in the analyzed samples and align across all the selected sample
files using mass and retention/migration time. In the second step, MFE results are used to perform
recursive feature extraction, where the Find by Ion (Fbl) algorithm uses the median mass, median
retention/migration time, and composite spectrum calculated from the aligned features to improve
reliability. Spectral deconvolution with Agilent Unknown Analysis software (Ver. B.08.00. Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used to extract the data acquired by GC-MS analysis.
Alignment of drift (by retention time and mass) and data filtering were performed with the Mass
Profiler Professional ver. B.12.1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) software. Assignment of
the target ion and the qualifiers, entire batch pre-processing and manual inspection of the acquired
data including peak area and RT integration was performed with Agilent MassHunter Quantitative
Analysis (Ver. B.08.00, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

2.4.2. Quality Assurance Procedure

Quality control and quality assurance procedures were applied according to published
guidelines [29]. Acquired data were evaluated by examination of reproducibility of sample treatment
procedure and analytical performance by raw data inspection. Principal component analysis (PCA-X),
a projection method was used to check for signal drift, variation in QC samples and outliers.

Tight clustering of QCs was observed for data acquired in all experiments, indicating high
precision of the analytical outcome (Figure S1). Shewhart control charts were used to plot acquired
signals versus the sample acquisition order to overview the analytical precision. Variation within
measurements was calculated for QCs and expressed as relative standard deviation (RSD). Data was
evaluated by Hotelling’s T2 Range Plot on PCA-X model and outlying observations were removed
from further calculations.

2.5. Data Pre-Treatment

Data Filtration and Normalization

Before statistical analysis, filtration and data normalization were performed. Features with mean
blank values higher than 10% of the mean value in samples were considered as non-relevant [29].
Variation of the compound concentrations in QC samples expressed as relative standard deviation
(%RSD) was calculated and cut-off threshold of 20% for LC-MS and CE-MS and 30% for GC-MS was
set for the RSD values of metabolites present in the QC samples. Instrumental variation detected in
LC-MS data and CE-MS was corrected by QC samples applying support vector regression algorithm
(QC-SVRC) [30]. GC-MS data was normalized according to the intensity of IS. IS normalization was
also considered in order to correct for the unwanted variance related to sample preparation in CE-MS.

2.6. Statistical Analysis

Data normality was verified by Kolmogorow—Smirnov-Lillefors test and variance ratio by the
Levene’s test. Clinical characteristics were summarized as number and percentage for categorical
variables and differences between groups were assessed by chi-square tests with Fisher’s exact
correction when appropriate. Continuous variables were represented by their mean and standard
deviation and comparisons performed by Student’s t tests. All statistical analyses were undertaken
with SPSS® (IBM, New York, NY, USA) v25.

For metabolomics data, principal components analysis (PCA-X) and orthogonal projection to latent
structures discriminant analysis (OPLS-DA) as well as other multivariate calculations and plots were
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performed in SIMCA-P + 14.0 (Umetrics, Umea, Sweden) in order to examine the data in multivariate
settings. Combination of VIP-p(corr) (correlation coefficient combined with VIP, Variable Influence on
the Projection) based on selected OPLS-DA model was applied for specified interpretations with the
threshold for variable selection set to VIP > 1.0 and p(corr) > 0.5.

Metabolomic differences among experimental groups were tested by using either the ANOVA
or the Kruskal—Wallis tests according to normality of the variable distribution, with post hoc test for
multiple comparisons. The level of statistical significance was set at 95% (p < 0.05) and false discovery
rate set at 0.05. Univariate statistical analyses were performed with GraphPadPrism® (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) version 7.04.

MetaboAnalyst, a comprehensive web-based tool for metabolomic data analysis, visualization,
and functional interpretation was used to test associations between variables and clinical metadata for
hierarchical heat map clustering [31].

2.7. Metabolite Identification

For metabolite identity assignment, accurate m/z measurements of detected chromatographic
peaks from LC-MS and CE-MS data were first matched to metabolites from online MS databases as Kegg,
Metlin, LipidMaps, and HMDB using advanced CEU Mass Mediator tool [32]. Isotopic distributions for
each metabolite feature (LC-MS and CE-MS) have been studied for the confirmation. For LC-MS data,
AutoMSMS mode was used to obtain MS and MS/MS spectra of the three most abundant precursor
ions per cycle. Final metabolite assignment according to fragmentation pattern was dependent on the
ability to obtain mass spectra with adequate signal. An in-house developed CE-MS standards library
was used to compare relative migration time of selected metabolites and compound identification was
confirmed by using chemical standards, if available. For GC-MS data compound identification was
performed with the target metabolite Fiehn GC-MS Metabolomics RTL (Retention Time Locked) library
(G1676AA, Agilent), the CEMBIO-library and the NIST (National Institute of Standards and Technology)
mass spectra library (Ver. 2014), using the ChemStation software and native PBM (Probability-Based
Matching) algorithm (G1701EA E.02.00.493, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

3. Results

3.1. Clinical Characteristics of the Study Subjects

We selected plasma samples obtained from 51 VPIs previous to discharge. Twenty-nine
corresponded to preterm babies with weight at discharge over the 10th percentile for postmenstrual
age and 22 to EUGR patients.

There were no significant differences in gender or gestational age at birth. Although prevalence of
complications of prematurity were in general higher in EUGR infants, none of these differences were
significant (see Table S1). There was a trend for a higher postmenstrual age at discharge in the EUGR
group (36.9 + 2.0 vs 38.0 + 2.1 weeks, p = 0.075).

Growth between the groups was different from birth. Weight and head circumference and their
z-scores for both parameters at birth were lower in infants that went on to develop EUGR (weight: 1223
+ 235g vs 1402 + 294¢g, p = 0.023 and z-scores —0.34 + 0.74 vs 0.42+0.68, p = 0.027; head circumference
(HC) 25.9 £ 2.0cm vs 26.9 + 1.9 cm, p 0.084 and z-scores —0.55 + 0.74 vs —0.09 + 0.57, p = 0.023) and
this difference kept increasing during admission, with bigger falls in z-score for both weight and head
circumference from birth to discharge (fall in weight z-score —1.88 + 0.61 in EUGR vs —1.25 + 0.61 in
normally grown, p = 0.001; fall in HC z-score —1.07 + 1.19 in EUGR vs — 0.42 + 0.67 in normally grown,
p = 0.033).

Global nutrition during the 1st week of life was similar between groups, but supply was mainly
intravenous in the EUGR group and enteral in the non-EUGR group (see Table 1). During the 2nd week
of life energy and protein supply was lower in the EUGR group (109.0 + 16.0 vs 120.6 + 14.8 kcal/kg/day,
p=0.010 and 3.2 + 0.8 vs 3.6 = 0.7 g/kg/day, p = 0.069), mostly at the expense of enteral nutrition (see
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Table 1). There were no differences in type of feeding at discharge (69.0% of non-EUGR and 77.3% of
EUGR were only receiving their own mother’s milk, p = 0.510).

3.2. Metabolic Fingerprinting

Applying an untargeted strategy, a significant amount of information was obtained from the
metabolomic study of plasma, resulting in 1040 and 1044 metabolic features from LC-MS operated in
positive and negative ionization mode, respectively, 409 acquired from CE-MS and 96 from GC-MS
analysis. This data matrix was used for further data treatment. Considering the highly dimensional
structure of metabolomics data, with low sample-to-variable ratio, and many uninformative or
redundant variables, strategies for dimensionality reduction were applied. Using orthogonal partial
least squares discriminant analysis (OPLS-DA) fitted models we explored differences in metabolic
phenotypes between non-EUGR and EUGR cases. All generated models (Figure 1) present good
separation between groups (R2), but rather poor predictivity (Q2). However, despite this fact,
the models established for CE-MS, GC-MS and LC-MS/ESI- presented significant values of CV-ANOVA,
which is considered as a measure of significance for the observed group separation. Moreover, as for
the purpose of this global and exploratory analysis and considering that only the first component
holds group separation, we examined which variables differentiated between groups and could be
evaluated in subsequent univariate analysis.

to[1]
N ES
Ly

1.28477 *
1.20788 * to[1]

1.2953 * to[1]
1.31428 * to| 1]

1.04744 * {[1]

Figure 1. OPLS-DA scores plot (A) capillary electrophoresis-mass spectrometry, (R2 = 0.66, Q2 = 0.2,
CV-ANOVA p = 0.026); (B) gas chromatography-mass spectrometry, (R2 = 0.63, Q2 = 0.034, CV- ANOVA
p = 0.036); (C) liquid chromatography-mass spectrometry/ESI+,(R2 = 0.48, Q2 = -0.006, CV- ANOVA,
p = 1.000); and (D) liquid chromatography-mass spectrometry /ESI- (R2 = 0.62, Q2 = —0.00006, CV-
ANOVA p = 0.046). R2 = coefficient for variance explained; Q2 = coefficient for variance predicted.
A non-EUGR, e EUGR.
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Table 1. Comparison of nutritional and growth parameters between normally grown and extrauterine
growth restriction (EUGR) patients. Categorical values are represented as number (%) and continuous
variables as mean (SD). Categorical values were compared with chi-square tests and continuous
variables with Student’s t tests.

Normally Grown (n = 29) EUGR (n =22) p-Value

Gestational age (weeks) 29.8 (1.8) 29.4 (1.9) 0.390
Birthweight (g) 1402 (294) 1223 (235) 0.023
Z-score 0.42 (0.68) -0.34 (0.74) 0.027
At birth Length at birth (cm) 39.2 (3.0) 37.9(2.6) 0.091
Z-score 0.20 (0.80) -0.17 (0.76) 0.109
Head circumference at birth (cm) 26.9 (1.9) 25.9 (2.0) 0.084
Z-score -0.09 (0.57) -0.55 (0.74) 0.023
Postmenstrual age (weeks) 36.8 (2.1) 37.8(2.2) 0.094
Weight at discharge (g) 2399 (353) 2216 (444) 0.108
Z-score -0.83 (0.34) -1.91 (0.43) <0.0001
Fall in weight z-score from birth -1.25 (0.61) -1.88 (0.61) 0.001
At discharge Length at discharge (cm) 45.5(1.9) 45.3 (2.5) 0.796
Z-score -0.78 (0.69) —-38 (0.95) 0.012
Fall in length z-score from birth -0.97 (0.90) -1.14 (0.96) 0.535
Head circumference at discharge (cm) 32.2(1.6) 32.0(1.4) 0.424
Z-score -0.52 (0.58) -1.66 (1.08) <0.0001
Fall in HC z-score from birth —-0.42 (0.67) -1.07 (1.19) 0.033
Parenteral nutrition (days) 10.1 (6.9) 12.3(7.8) 0.293
Age at first full enteral feeds (days) 10.6 (6.7) 11.8 (4.4) 0.461
Average parenteral nutrition 1st week
Energy (kcal/kg/day) 61.3 (12.2) 71.1 (11.1) 0.014
Protein (g/kg/day) 24(0.7) 2.8(0.5) 0.030
Lipids (g/kg/day) 1.7 (0.7) 2.1(0.5) 0.018
Protein/energy ratio (g/100kcal) 3.5(0.5) 3.6(0.3) 0.100
Average enteral nutrition 1st week
Volume (ml/kg/day) 33.3(21.2) 21.3 (14.4) 0.021
Calculated energy (kcal/kg/day) 24.3 (16.0) 15.2 (10.2) 0.017
Calculated protein (g/kg/day) 0.6 (0.4) 0.3 (0.2) 0.019
Global nutrition 1st week (PN + enteral)
Energy (kcal/kg/day) 85.6 (8.9) 86.3 (8.5) 0.776
Protein (g/kg/day) 3.0 (0.5) 3.2(0.3) 0.163
Average parenteral nutrition 2nd week
Energy (kcal/kg/day) 20.3 (30.4) 31.4 (30.0) 0.203
. Protein (g/kg/day) 0.8 (1.2) 1.1(1.1) 0.445
Nutrition Lipids (g/kg/day) 0.5 (0.9) 0.7 (0.9) 0.326
Protein/energy ratio (g/100kcal) 2.9(0.5) 2.9 (0.5) 0.678
Average enteral nutrition 2nd week
Volume (mL/kg/day) 123.0 (47.4) 97.9 (42.7) 0.056
Calculated energy (kcal/kg/day) 100.2 (41.6) 77.6 (37.1) 0.050
Calculated protein (g/kg/day) 2.7 (1.3) 21(1.2) 0.083
Global nutrition 2nd week (PN + enteral)
Energy (kcal/kg/day) 120.6 (14.8) 109.0 (16.0) 0.010
Protein (g/kg/day) 3.6 (0.7) 3.2(0.8) 0.069
Feeding at discharge
Own Mother’s Milk 20 (69.0) 17 (77.3) -*
Mixed feeding 4 (13.8) 5(22.7) -
Formula 5(17.2) 0(0.0) -
Exclusive own’s mother milk at discharge 20 (69.0) 17 (77.3) 0.510
Nutritional intake at discharge
Milk volume (ml/kg/day) 170 (16) 163 (23) 0.222
Calculated protein intake
Per kilogram (g/kg/day) 2.3 (1.0) 1.9 (0.9) 0.143
Total (g/day) 55(2.2) 4.3 (2.0) 0.049
Calculated energy intake (kcal/kg/day) 127 (18) 124 (17) 0.520

* Chi-square p not calculated due to 50% of cells with an expected count of less than 5. Comparisons with a p-value
< 0.05 were considered significant and are highlighted in bold and italic.
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Variable influence on the projection (VIP) scores as a quantitative estimation of the discriminatory
power of each individual metabolite were extracted only for the predictive component of the OPLS-DA
model. Additionally, a complementary p(corr) correlation coefficient combined with VIP (VIP-p(corr)
analysis) allowed the selection of the most relevant metabolites for the separation. For further evaluation
selected metabolic features were subtracted for univariate, either the ANOVA or the Kruskal—Wallis with
post hoc Benjamini-Hochberg (FDR, false discovery rate) correction for multiple comparisons, resulting
in 114 compounds found to be statistically significant. The pie chart presented (Figure 2A) shows
the percentage distribution of the specified metabolite classes illustrating the diversity of metabolites
that were found to be associated with EUGR. Of all reported compounds, 24% were amino acids and
derivatives detected in CE-MS and/or GC-MS and 30% were glycerol- and lysoglycero-phospholipids
(including phosphatidylinositols, lysophosphatidylcholines, and lysophosphatidylethanolamines)
detected in LC-MS positive and/or negative mode. Additionally, sphingolipids, including ceramides
(7%) and sphingomyelins (18%) with different backbone lengths and degree of unsaturation were
identified by LC-MS. Free fatty acids and hydroxyl fatty acid (hydroxypalmitic acid) were another
lipid class detected in negative LC-MS mode and differentially present between groups. Fatty acids,
namely oleic acid, linoleic acid and palmitic acid were also detected in GC-MS and LC-MS negative
mode. Long-chain acyl fatty acid derivative esters of carnitine (linoleylcarnitine, palmitoylcarnitine,
oleoylcarnitine, stearoylcarnitine) were detected in positive LC-MS mode.

A heatmap with hierarchical clustering was constructed to visualize the differences in the average
intensities of statistically significant metabolites (Figure 2B). A clear metabolic pattern discriminating
between non-EUGR and EUGR cases can be observed, with a gradient according to the degree of
EUGR severity (EUGR-mod and EUGR-sev) for many compounds. A heatmap analysis indicates that
most of the reported metabolites were downregulated in EUGR cases. However, in the case of steroids
and steroid derivatives or fatty acids we could observe an increase in the associated relative signal
intensities in samples from EUGR babies.

Metscape, a bioinformatics framework for the exploration of experimental metabolomics and
expression profiling data in the context of human metabolism [33] was used to identify and visualize
enriched pathways from acquired metabolomics data (Figure S2). This allows a deeper insight into
the molecular pathways that might be related to EUGR in preterm infants. The main players were
related to amino acid metabolism and mapped as (1) urea cycle and metabolism of arginine, proline,
glutamate, aspartate and asparagine; (2) tyrosine metabolism; (3) tryptophan metabolism; (4) valine,
leucine and isoleucine metabolism; (5) lysine metabolism; (6) methionine and cysteine metabolism;
and (7) glycine, serine, alanine and threonine metabolism. Additionally, our data point to alterations
in lipid molecular pathways, particularly glycerophospholipid and glycosphingolipid metabolism.
Other pathways involved were those associated with bile acid biosynthesis, fatty acid metabolism,
purine metabolism or glycolysis and gluconeogenesis.

A detailed inter-group comparison of the compounds belonging to the classes of amino acids
and derivatives and lipid-related molecules is presented in Tables 52,53, respectively. All essential
and non-essential amino acids, except for histidine, aspartic acid and glutamic acid were significantly
different between EUGR and non-EUGR patients, and most showed a progressive decrease along with
the degree of growth restriction (Figure 3).
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Figure 2. (A) Panel A. Pie chart representing the distribution of metabolites identified from
multiplatform metabolomic analysis that were significantly different between EUGR and non EUGR
individuals. (B) Panel B. A hierarchical clustering with heatmap using Euclidean distance measure
and Ward clustering algorithm has been applied for statistically significant metabolites, illustrating
the differences in the metabolite abundance between non-EUGR, EUGR-mod and EUGR-sev cases.
Each colored cell corresponds to an abundance value, where blue indicates the lowest and red the
highest value.
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Figure 3. The scaled relative abundance of statistically significant amino acids reflecting the differences
between non-EUGR and EUGR, together with stratification for moderate and severe EUGR cases.

Interestingly, some biochemical changes seemed to be specifically present in infants with the most
severe degree of growth failure, mainly regarding the levels of steroids and steroid derivatives and bile
acids, particularly taurocholic acid (Table S3).

4. Discussion

4.1. EUGR is Associated With Disrupted Amino Acid Metabolism

The plasmatic levels of most essential and non-essential amino acids (leucine/isoleucine, lysine,
methionine, phenylalanine, threonine, valine, arginine, alanine, tyrosine, glutamine, glycine, proline,
serine, asparagine) were higher in well-grown VPI, and there was a gradient according to the severity
of EUGR (moderate > severe).

An increase in plasma branched-chain amino acids (BCAA) has been described in relation to
obesity and insulin resistance in both adults [34] and prepubertal children [15]. In preterm infants,
better in-hospital growth should result in a higher mass of insulin-sensitive tissue (muscle and adipose
tissue), and in principle, lower peripheral resistance [35]. Actually, it has been shown that a higher
provision of amino acids can induce insulin secretion in VPIs [35] and this does in turn improve levels
of insulin-like growth factor I [36] (IGF-I). IGF-I is higher in healthy adults with lower body size than
in obese insulin-resistant individuals [34], but it correlates with both fetal and postnatal mass [37], so it
makes more sense that its associated metabolic markers will represent a more adequate pattern of
growth in the perinatal context.

Additionally, BCAA, particularly leucine, can be biomarkers of reduced muscle mass and
performance [38,39] in the elderly adult. When compared with healthy newborns, preterm infants
show a deficit in lean mass by the time they reach term-equivalent age [40,41]. The studies in elderly
individuals suggest that lower BCA As might reflect differences in global protein consumption, arguing
against correction of intake by body weight in cases of low muscle mass [38] and proposing that an
absolute minimum intake, related to the plasma and intramuscular levels of leucine, is required to
activate protein synthesis through the mTOR pathway [38]. Total protein intake was indeed lower in
the EUGR groups in our sample (see Table 1).

Most reports of amino acid levels in prematurity in relation to growth describe global changes
affecting them all in the same direction. In a randomized control trial (RCT) of a nutritional intervention,
higher levels of plasma amino acids in very low birth weight infants at 5 weeks of life were related to
higher growth velocity within the intermediate rate of protein supply (2.9-3.4 g/kg/day) [42]. This was
specially true for BCAA and in the healthier patients (appropriate for gestational age at birth and
without LOS or bronchopulmonary displasia (BPD) [42]. In the same study, preterm infants with LOS or
BPD had higher levels of total amino acids, higher arginine levels and higher levels of aspartic acid [42].
In our study, respiratory morbidity was more prevalent in the growth restricted group (not statistically
significant due to sample size), while the incidence of late onset sepsis LOS was the same, but amino
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acid levels were lower. These differences might be justified by the high prevalence of SGA in the RCT,
while they were excluded in our study, or by the effects of the nutritional intervention. Contrary to our
results, an inverse relationship between plasma amino acids and growth velocity in formula fed infants
of higher gestational age were reported in an older investigation [43]. They speculate that this could be
due to amino acid utilization during tissue accretion [43]. We tried to assess if our EUGR population
was starting to experience some degree of catch up at the moment of discharge, but the data do not
support this hypothesis. In their population, higher nitrogen retention was associated with higher
plasma phenylalanine [43] (PHE). PHE was also higher in our well-grown preterms. A metabolomic
investigation of EUGR in extreme prematures more specifically centered in a targeted analysis of
carnitines found higher concentrations of glutamine/glutamic acid and proline in infants with growth
failure and higher concentrations of methionine and histidine in infants with appropriate growth [23].
The concomitant analysis of the intestinal microbiome uncovered correlations between the amino acid
profile and specific taxa [23]. The differences with our results might reflect differences in microbiota,
in the gestational age of the samples (their study was performed in extremely premature infants, born
under 28 weeks) or in the degree of growth restriction (the average weight percentile of our non-EUGR
group was P20 and P3 for the EUGR, compared to P10 and <1, respectively, in their paper [23]).

4.2. EUGR is Associated With Disrupted Lipid Metabolism

EUGR VPI had lower plasma levels of several phospholipids (glycerophospholipids and
sphingolipids), and for many of these the magnitude of the decrease corresponded with the severity of
the growth failure.

Increased levels of certain sphingolipids (sphingomyelins and ceramides) have been related
to obesity and insulin resistance in adults [34], and a lifestyle intervention in children with obesity
showed a reduction in sphingolipid levels together with, but not mediated by, beneficial effects on
BMI [17]. Although the metabolomic profile of the normally grown preterm infants resembles that
of older patients with overweight or insulin resistance, interpretation must be cautious as they are
in a completely different developmental setting. Patients classified as “non-EUGR” had not had an
excessive weight gain: at discharge, they were still below what would be expected for their PMA and
their z-scores for weight and length had both decreased from birth (—1.25 + 0.61 and —0.97 + 0.90,
respectively). Not much is known about lipid metabolism during infancy. The scarce information
seems to highlight relevant differences with the adult age. Healthy breast-fed infants present profiles
(high cholesterol, high LDL, low HDL) that would be considered adverse in adults [44]. Plasma lipids
in infants contain a higher proportion of sphingomyelins [45], which are the predominant phospholipid
in breast milk [46]. Sphingolipids are particularly relevant in brain development and function [47,48],
and their lower availability might mediate the worsening of neurodevelopmental outcome after
EUGR [49].

The lipid profile experiences rapid changes within the first 12 months of life [45], specifically
characterized by an increase in lysophosphatidylcholines. LysoPCs were higher in the non-EUGR group
and lowest in the severe EUGR, with no sizeable difference in their chronological age. This could then
indicate that postnatal growth failure is associated to a delay in metabolic development, as previously
proposed [23]. It has been postulated [44] that higher levels of proinflammatory lysoPCs in breastfed
infants might play a role in protection from infectious disease. A history of LOS is frequently more
prevalent in EUGR preterm infants [1], although this was not the case in our sample, maybe due to
small sample size.

Interestingly, our study replicates the observation that levels of lysoPC (14:0) in the first months of
life are associated with (and predictive of) faster growth [16]. This could be interpreted in the context
of the rapid fat mass acquisition after preterm birth [41], which might be less pronounced in EUGR
babies, and that normalizes to levels of term-born infants by 5 months corrected age [50]. On the
contrary, we could not confirm other lipid species that have been proposed as markers of growth in
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term infants [44], maybe because they were described in the context of the different growth rates of
breast- or formula-feeding and feeding type was homogeneous between groups in our sample.

In agreement with previous reports [23], some long-chain acylcarnitines were higher in the
normally grown VPIs. Although in the adult this has been associated to insulin resistance [51],
in the context of prematurity it may indicate a persistent state of malnutrition and delayed metabolic
maturation that may relate to aberrant gut colonization [23]. At the time of sampling, both groups
were receiving equivalent nutrition (Table 1), but this might have been insufficient to compensate for
earlier lower protein and energy supply, or this early deficit might have had a “programming” effect
on metabolism.

Several bile acid metabolites were increased in plasma of EUGR VPIs, specifically in the severe
cases. Bile acids have been proposed as markers of liver injury [52]. Liver injury in preterm infants is
multifactorial [53], but exposure of both groups to predisposing factors (infection, prolonged parenteral
nutrition, prolonged fasting) was similar. It might be that infants suffering from postnatal growth
restriction had a certain degree of subclinical hepatic dysfunction and contributing somehow to altered
metabolism and growth, but our data are not enough to hypothesize further. Also, bile acid metabolism
is closely related to the function of gut bacteria [54] and these disparity might reflect differences in
intestinal colonization [23].

5. Conclusions

In summary, through a multiplatform untargeted metabolomic approach we have identified a
range of metabolites associated to postnatal growth faltering in very preterm infants. The most relevant
markers relate to amino acid metabolism, particularly regarding BCAA, but there are also striking
global changes in lipid species.

Many of the alterations described in the preterm infants with better growth have been related to
an adverse metabolic profile when studying adult or obese populations. In the context of our study,
we believe that they represent a healthy metabolic profile associated to a physiologic period of rapid
growth and fat deposition, and that they correspond to the comparison with a population presenting
malnutrition and failure to thrive. Nevertheless, it will be interesting to analyze follow up data and see
if this uncovers indeed a higher risk of insulin resistance and adverse cardiovascular outcome in the
preterm infants with a better weight for PMA at discharge.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6643/12/4/1188/s1,
Figure S1: PCA-X model for the prediction of pooled QC samples. Figure S2: Visual representation of metabolomics
data consisting the network of the metabolites involved in EUGR process based on KEGG IDs reported for
statistically significant compounds. Table S1: Comparison of clinical parameters between the normally grown and
EUGR patients. Categorical values are represented as number (%) and continuous variables as mean (SD). Table
S2. Differences in plasma amino acids and derivatives between well-grown and EUGR VPI. Table S3. Differences
in plasma lipid species between well-grown and EUGR VPI.

Author Contributions: Conceptualization, L.L.P., D.D., M.LLR. and C.B.; Methodology, LLP. and D.D.; Formal
Analysis, D.D, LLP,, M.LR,, C.L.,, M.R.-K,; Data Curation, M.L.R, C.B.E., B.d.R. H.d.M.; Writing—Original Draft
Preparation, D.D., LLP,; Writing—Review and Editing, D.D., LLP, M.L.R,, CB.E,, BdRH.d.M,, CL, M.R.-K,,
C.B.; Supervision, L.LP, C.L., M.R.-K., C.B.; Project Administration, L.I.P, C.B.; Funding Acquisition, L.I.P, M.R.-K.
All authors have approved the submitted manuscript and are personally accountable for it.

Funding: IIP received financial support from the National R+D+I Plan (PI13/01562) of the Instituto de Salud Carlos
ITI- ISCIII (Subdirecciéon General de Evaluacion y Fomento de la Investigacion Sanitaria), which was cofounded with
the European Union Regional Development Fund (FEDER). MIR was supported by a fellowship from “Bombers
amb causa” (PFNR00015) and “Vueling” (PFNR0047). CEMBIO (Center for Metabolomics and Bioanalysis)
received support from the Spanish Ministry of Science, Innovation and Universities RT12018-095166-B-100.

Acknowledgments: We want to thank all the participating families and the clinical staff in the unit for their
continued support.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.


http://www.mdpi.com/2072-6643/12/4/1188/s1

Nutrients 2020, 12, 1188 14 of 17

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Izquierdo Renau, M.; Aldecoa-bilbao, V.; Balcells Esponera, C.; del Rey Hurtado de Mendoza, B.; Iriondo
Sanz, M.; Iglesias Platas, I. Applying Methods for Postnatal Growth Assessment in the Clinical Setting:
Evaluation in a Longitudinal Cohort of Very Preterm Infants. Nutrients 2019, 11, 2772. [CrossRef] [PubMed]
Ehrenkranz, R.A.; Das, A.; Wrage, L.A.; Poindexter, B.B.; Higgins, R.D.; Stoll, B.J.; Oh, W. Early nutrition
mediates the influence of severity of illness on extremely LBW infants. Pediatr. Res. 2011, 69, 522-529.
[CrossRef] [PubMed]

Ehrenkranz, R.A. Growth in the Neonatal Intensive Care Unit Influences Neurodevelopmental and Growth
Outcomes of Extremely Low Birth Weight Infants. Pediatrics 2006, 117, 1253-1261. [CrossRef]

Neubauer, V.; Griesmaier, E.; Pehbock-Walser, N.; Pupp-Peglow, U.; Kiechl-Kohlendorfer, U. Poor postnatal
head growth in very preterm infants is associated with impaired neurodevelopment outcome. Acta Paediatr.
Int. ]. Paediatr. 2013, 102, 883-888. [CrossRef] [PubMed]

Schneider, J.; Fumeaux, C.J.F,; Duerden, E.G.; Guo, T,; Foong, J.; Graz, M.B.; Hagmann, P.; Chakravarty, M.M.;
Hiippi, P.S.; Beauport, L.; et al. Nutrient intake in the first two weeks of life and brain growth in preterm
neonates. Pediatrics 2018, 141, €20172169. [CrossRef]

Cormack, B.E.; Bloomfield, FH. Increased protein intake decreases postnatal growth faltering in ELBW
babies. Arch. Dis. Child. Fetal Neonatal Ed. 2013, 98, 399-404. [CrossRef]

Andrews, E.T.; Ashton, ].].; Pearson, E; Beattie, R M.; Johnson, M.]. Early postnatal growth failure in preterm
infants is not inevitable. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 2019, 104, F235-F241. [CrossRef]

Izquierdo, M.; Martinez-Monseny, A.F,; Pociello, N.; Gonzalez, P.; Del Rio, R.; Iriondo, M.; Iglesias-Platas, I.
Changes in Parenteral Nutrition during the First Week of Life Influence Early but Not Late Postnatal Growth
in Very Low-Birth-Weight Infants. Nutr. Clin. Pract. 2016, 31, 666—672. [CrossRef]

Stevens, T.P.; Shields, E.; Campbell, D.; Combs, A.; Horgan, M.; La Gamma, E.F,; Xiong, K.N.; Kacica, M.
Variation in Enteral Feeding Practices and Growth Outcomes among Very Premature Infants: A Report from
the New York State Perinatal Quality Collaborative. Am. ]. Perinatol. 2015, 33, 9-19.

Pereira-da-silva, L.; Virella, D.; Fusch, C. Nutritional Assessment in Preterm Infants: A Practical Approach in
the NICU. Nutrients 2019, 11, 1999. [CrossRef]

Wishart, D.S. Metabolomics for investigating physiological and pathophysiological processes. Physiol. Rev.
2019, 99, 1819-1875. [CrossRef] [PubMed]

Khusial, R.D.; Cioffi, C.E.; Caltharp, S.A.; Krasinskas, A.M.; Alazraki, A.; Knight-Scott, J.; Cleeton, R.;
Castillo-Leon, E.; Jones, D.P; Pierpont, B.; et al. Development of a Plasma Screening Panel for Pediatric
Nonalcoholic Fatty Liver Disease Using Metabolomics. Hepatol. Commun. 2019, 3, 1311-1321. [CrossRef]
[PubMed]

Dudzik, D.; Zorawski, M.; Skotnicki, M.; Zarzycki, W.; Garcia, A.; Angulo, S.; Lorenzo, M.P,; Barbas, C.;
Ramos, M.P. GC-MS based Gestational Diabetes Mellitus longitudinal study: Identification of 2-and
3-hydroxybutyrate as potential prognostic biomarkers. J. Pharm. Biomed. Anal. 2017, 144, 90-98. [CrossRef]
[PubMed]

Dudzik, D.; Revello, R.; Barbas, C.; Bartha, J.L. LC - MS-based metabolomics identification of novel biomarkers
of chorioamnionitis and its associated perinatal neurological damage. J. Proteome Res. 2015, 14, 1432-1444.
[CrossRef]

Mastrangelo, A.; Martos-Moreno, G.; Garcia, A.; Barrios, V.; Rupérez, EJ.; Chowen, ].A.; Barbas, C.; Argente, J.
Insulin resistance in prepubertal obese children correlates with sex-dependent early onset metabolomic
alterations. Int. J. Obes. 2016, 40, 1494-1502. [CrossRef]

Rzehak, P,; Hellmuth, C.; Uhl, O.; Kirchberg, E.F.; Peissner, W.; Harder, U.; Grote, V.; Weber, M.; Xhonneux, A.;
Langhendries, ].P; et al. Rapid growth and childhood obesity are strongly associated with LysoPC(14:0).
Ann. Nutr. Metab. 2014, 64, 294-303. [CrossRef]

Leal-Witt, M.].; Ramon-Krauel, M.; Samino, S.; Llobet, M.; Cuadras, D.; Jimenez-Chillaron, J.C.; Yanes, O.;
Lerin, C. Untargeted metabolomics identifies a plasma sphingolipid-related signature associated with lifestyle
intervention in prepubertal children with obesity. Int. J. Obes. 2018, 42, 72-78. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.3390/nu11112772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31739632
http://dx.doi.org/10.1203/PDR.0b013e318217f4f1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21378596
http://dx.doi.org/10.1542/peds.2005-1368
http://dx.doi.org/10.1111/apa.12319
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23772884
http://dx.doi.org/10.1542/peds.2017-2169
http://dx.doi.org/10.1136/archdischild-2012-302868
http://dx.doi.org/10.1136/archdischild-2018-315082
http://dx.doi.org/10.1177/0884533616649582
http://dx.doi.org/10.3390/nu11091999
http://dx.doi.org/10.1152/physrev.00035.2018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31434538
http://dx.doi.org/10.1002/hep4.1417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31592078
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2017.02.056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28314466
http://dx.doi.org/10.1021/pr501087x
http://dx.doi.org/10.1038/ijo.2016.92
http://dx.doi.org/10.1159/000365037
http://dx.doi.org/10.1038/ijo.2017.201

Nutrients 2020, 12, 1188 15 0f 17

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Vlaardingerbroek, H.; Roelants, ]J.A.; Rook, D.; Dorst, K.; Schierbeek, H.; Vermes, A.; Vermeulen, M.].; van
Goudoever, ].B.; van den Akker, C.H.P. Adaptive regulation of amino acid metabolism on early parenteral
lipid and high-dose amino acid administration in VLBW infants - A randomized, controlled trial. Clin. Nutr.
2014, 33, 982-990. [CrossRef]

Stewart, C.J.; Embleton, N.D.; Marrs, E.C.L.; Smith, D.P; Fofanova, T.; Nelson, A.; Skeath, T.; Perry, ].D.;
Petrosino, J.F,; Berrington, J.E.; et al. Longitudinal development of the gut microbiome and metabolome in
preterm neonates with late onset sepsis and healthy controls. Microbiome 2017, 5, 75. [CrossRef]

Stewart, C.J.; Embleton, N.D.; Marrs, E.C.L.; Smith, D.P; Nelson, A.; Abdulkadir, B.; Skeath, T.; Petrosino, J.E.;
Perry, ].D.; Berrington, J.E.; et al. Temporal bacterial and metabolic development of the preterm gut reveals
specific signatures in health and disease. Microbiome 2016, 4, 67. [CrossRef]

Stewart, C.J.; Nelson, A.; Treumann, A.; Skeath, T.; Cummings, S.P.; Embleton, N.D.; Berrington, J.E.
Metabolomic and proteomic analysis of serum from preterm infants with necrotising entercolitis and
late-onset sepsis. Pediatr. Res. 2016, 79, 425-431. [CrossRef] [PubMed]

Morniroli, D.; Dessi, A.; Gianni, M.L.; Roggero, P.; Noto, A.; Atzori, L.; Lussu, M.; Fanos, V.; Mosca, F. Is
the body composition development in premature infants associated with a distinctive nuclear magnetic
resonance metabolomic profiling of urine? J. Matern. Neonatal Med. 2019, 32, 2310-2318. [CrossRef] [PubMed]
Younge, N.E.; Newgard, C.B.; Cotten, C.M.; Goldberg, R.N.; Muehlbauer, M.].; Bain, ].R.; Stevens, R.D.;
O’Connell, TM.; Rawls, ].E; Seed, P.C.; et al. Disrupted Maturation of the Microbiota and Metabolome
among Extremely Preterm Infants with Postnatal Growth Failure. Sci. Rep. 2019, 9, 8167. [CrossRef]
Programa de Salut Maternoinfantil, Direccié General de Salut Publica, D. de S. Corbes de referéncia de pes,
perimetre cranial i longitud en néixer de nounats d * embarassos tinics, de bessons i de trigemins a Catalunya; Prous
Science, S. A.: Barcelona, Spain, 2008; ISBN 9788481242539.

de Onis, M.; Martorell, R.; Garza, C.; Lartey, A.; Members of the WHO Multicentre Growth Reference Study
Group. WHO Child Growth Standards based on length/height, weight and age. Acta Paediatr. 2006, 95,
76-85.

Garcia, A.; Barbas, C. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)-Based Metabolomics. In Metabolic
Profiling. Methods in Molecular Biology; Metz, T., Ed.; Springer: Clifton, NY, USA, 2011; pp. 191-204.

Naz, S.; Garcia, A.; Rusak, M.; Barbas, C. Method development and validation for rat serum fingerprinting
with CE-MS: Application to ventilator-induced-lung-injury study. Anal. Bioanal. Chem. 2013, 405, 4849—-4858.
[CrossRef]

Villasefior, A.; Garcia-perez, I.; Garcia, A.; Posma, ].M.; Andreas, N.J.; Modi, N.; Holmes, E.; Barbas, C. phase
extrac-tion, multiplatform analytical approach Breast milk metabolome characterization in a single phase
extrac- tion, multiplatform analytical approach. Anal Chem. 2014, 86, 8245-8252. [CrossRef]

Dudzik, D.; Barbas-Bernardos, C.; Garcia, A.; Barbas, C. Quality assurance procedures for mass spectrometry
untargeted metabolomics. a review. |. Pharm. Biomed. Anal. 2018, 147, 149-173. [CrossRef]

Kuligowski, J.; Sanchez-Illana, A Sanjuan-Herraez, D.; Vento, M.; Quintds, G. Intra-batch effect correction in
liquid chromatography-mass spectrometry using quality control samples and support vector regression
(QC-SVRCQ). Analyst 2015, 140, 7810-7817. [CrossRef]

Chong, J.; Soufan, O.; Li, C.; Caraus, I; Li, S.; Bourque, G.; Wishart, D.S.; Xia, ]. MetaboAnalyst 4.0: Towards
more transparent and integrative metabolomics analysis. Nucleic Acids Res. 2018, 46, W486-W494. [CrossRef]
Gil-de-la-Fuente, A.; Godzien, J.; Saugar, S.; Garcia-Carmona, R.; Badran, H.; Wishart, D.S.; Barbas, C.;
Otero, A. CEU Mass Mediator 3.0: A Metabolite Annotation Tool. ]. Proteome Res. 2019, 18, 797-802.
[CrossRef]

Karnovsky, A.; Weymouth, T.; Hull, T.; Glenn Tarcea, V.; Scardoni, G.; Laudanna, C.; Sartor, M.A.; Stringer, K.A.;
Jagadish, H.V.; Burant, C.; et al. Metscape 2 bioinformatics tool for the analysis and visualization of
metabolomics and gene expression data. Bioinformatics 2012, 28, 373-380. [CrossRef] [PubMed]

Newgard, C.B.; An, J.; Bain, ]J.R.; Muehlbauer, M.].; Stevens, R.D.; Lien, L.E; Haqq, A.M.; Shah, S.H.;
Arlotto, M.; Slentz, C.A.; et al. A BCAA Related Metabolic Signature that differentiates obese and lean
humans contributes to insulin resistance. Cell Metab. 2009, 9, 311-326. [CrossRef] [PubMed]

Morgan, C. The potential risks and benefits of insulin treatment in hyperglycaemic preterm neonates.
Early Hum. Dev. 2015, 91, 655-659. [CrossRef] [PubMed]


http://dx.doi.org/10.1016/j.clnu.2014.01.002
http://dx.doi.org/10.1186/s40168-017-0295-1
http://dx.doi.org/10.1186/s40168-016-0216-8
http://dx.doi.org/10.1038/pr.2015.235
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26571220
http://dx.doi.org/10.1080/14767058.2018.1432040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29357769
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-019-44547-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-013-6882-5
http://dx.doi.org/10.1021/ac501853d
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2017.07.044
http://dx.doi.org/10.1039/C5AN01638J
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gky310
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.8b00720
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btr661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22135418
http://dx.doi.org/10.1016/j.cmet.2009.02.002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19356713
http://dx.doi.org/10.1016/j.earlhumdev.2015.08.011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26385449

Nutrients 2020, 12, 1188 16 of 17

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Beardsall, K.; Vanhaesebrouck, S.; Frystyk, J.; Ogilvy-Stuart, A.L.; Vanhole, C.; van Weissenbruch, M.;
Midgley, P.; Thio, M.; Cornette, L.; Gill, B; et al. Relationship between insulin-like growth factor Ilevels, early
insulin treatment, and clinical outcomes of very low birth weight infants. |. Pediatr. 2014, 164, 1038-1044.e1.
[CrossRef]

Hellstrom, A.; Ley, D.; Hansen-Pupp, I.; Hallberg, B.; Ramenghi, L.A.; Lofqvist, C.; Smith, L.E.H.; Hard, A.L.
Role of Insulinlike Growth Factor 1 in Fetal Development and in the Early Postnatal Life of Premature Infants.
Am. ]. Perinatol. 2016, 33, 1067-1071. [CrossRef]

Ottestad, I.; Ulven, S.M.; Oyri, LK.L.; Sandvei, K.S.; Gjevestad, G.O.; Bye, A.; Sheikh, N.A ; Biong, A.S;
Andersen, L.F,; Holven, K.B. Reduced plasma concentration of branched-chain amino acids in sarcopenic
older subjects: A cross-sectional study. Br. J. Nutr. 2018, 120, 445-453. [CrossRef]

Yamada, M.; Kimura, Y.; Ishiyama, D.; Nishio, N.; Tanaka, T.; Ohji, S.; Otobe, Y.; Koyama, S.; Sato, A.;
Suzuki, M.; et al. Plasma Amino Acid Concentrations Are Associated with Muscle Function in Older Japanese
Women. J. Nutr. Heal. Aging 2018, 22, 819-823. [CrossRef]

Johnson, M.J.; Wootton, S.A.; Leaf, A.A.; Jackson, A.A. Preterm Birth and Body Composition at Term
Equivalent Age: A Systematic Review and Meta-analysis. Pediatrics 2012, 130, E640-E649. [CrossRef]
Al-Theyab, N.A.; Donovan, T.J.; Eiby, Y.A.; Colditz, P.B.; Lingwood, B.E. Fat trajectory after birth in very
preterm infants mimics healthy term infants. Pediatr. Obes. 2019, 14, 1-9. [CrossRef]

Stremmen, K.; Haag, A.; Moltu, S.J.; Veiered, M.B.; Blakstad, E.W.; Nakstad, B.; Almaas, A.N.; Braekke, K.;
Rennestad, A.E.; Daniel, H.; et al. Enhanced nutrient supply to very low birth weight infants is associated
with higher blood amino acid concentrations and improved growth. Clin. Nutr. ESPEN 2017, 18, 16-22.
[CrossRef]

Scott, PH.; Berger, H.M.; Wharton, B.A. Growth velocity and plasma amino acids in the newborn. Pediatr.
Res. 1985, 19, 446-450. [CrossRef]

Prentice, P.; Koulman, A.; Matthews, L.; Acerini, C.L.; Ong, K K.; Dunger, D.B. Lipidomic analyses, breast-
and formula-feeding, and growth in infants. J. Pediatr. 2015, 166, 276-281.e6. [CrossRef] [PubMed]
Koulman, A.; Prentice, P.; Wong, M.C.Y.; Matthews, L.; Bond, N.J.; Eiden, M.; Griffin, J.L.; Dunger, D.B.
The development and validation of a fast and robust dried blood spot based lipid profiling method to study
infant metabolism. Metabolomics 2014, 10, 1-8. [CrossRef] [PubMed]

Cilla, A.; Diego Quintaes, K.; Barberd, R.; Alegria, A. Phospholipids in Human Milk and Infant Formulas:
Benefits and Needs for Correct Infant Nutrition. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2016, 56, 1880-1892. [CrossRef]
[PubMed]

Olsen, A.S.B.; Feergeman, N.J. Sphingolipids: Membrane microdomains in brain development, function and
neurological diseases. Open Biol. 2017, 7, pii: 170069. [CrossRef]

Liu, H.; Radlowski, E.C.; Conrad, M.S.; Dilger, R.N.; Johnson, R.W. Early Supplementation of Phospholipids
and Gangliosides Affects Brain and Cognitive Development in Neonatal Piglets Differences in cognitive
development: Breast fed ( BF ) vs Formula fed ( FF ) BF children show higher cognitive development scores
compa. J. Nutr. 2014, 2014,, 1903-1909. [CrossRef]

Belfort, M.; Gillman, M.; Buka, S.; McCormick, M. Preterm infant linear growth and adiposity gain: Tradeoffs
for later weight status, and 1Q. J. Pediatr. 2013, 163, 1-15. [CrossRef]

Roggero, P.; Gianni, M.L.; Amato, O.; Orsi, A.; Piemontese, P.; Cosma, B.; Morlacchi, L.; Mosca, F. Postnatal
growth failure in preterm infants: Recovery of growth and body composition after term. Early Hum. Dev.
2008, 84, 555-559. [CrossRef]

McCoin, C.S.; Knotts, T.A.; Adams, S.H. Acylcarnitines-old actors auditioning for new roles in metabolic
physiology. Nat. Rev. Endocrinol. 2015, 11, 617-625. [CrossRef]

Luo, L.; Aubrecht, J.; Li, D.; Warner, R.L.; Johnson, K.J.; Kenny, J.; Colangelo, J.L. Assessment of serum
bile acid profiles as biomarkers of liver injury and liver disease in humans. PLoS ONE 2018, 13, e0193824.
[CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1016/j.jpeds.2013.12.046
http://dx.doi.org/10.1055/s-0036-1586109
http://dx.doi.org/10.1017/S0007114518001307
http://dx.doi.org/10.1007/s12603-018-1014-8
http://dx.doi.org/10.1542/peds.2011-3379
http://dx.doi.org/10.1111/ijpo.12472
http://dx.doi.org/10.1016/j.clnesp.2017.01.003
http://dx.doi.org/10.1203/00006450-198505000-00008
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpeds.2014.10.021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25454937
http://dx.doi.org/10.1007/s11306-014-0628-z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25177234
http://dx.doi.org/10.1080/10408398.2013.803951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26075805
http://dx.doi.org/10.1098/rsob.170069
http://dx.doi.org/10.3945/jn.114.199828
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpeds.2013.06.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.earlhumdev.2008.01.012
http://dx.doi.org/10.1038/nrendo.2015.129
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0193824

Nutrients 2020, 12, 1188 17 of 17

53. Satrom, K.; Gourley, G. Cholestasis in Preterm Infants. Clin. Perinatol. 2016, 43, 355-373. [CrossRef]
[PubMed]

54. Ridlon, ] M.; Kang, D.J.; Hylemon, P.B.; Bajaj, ].S. Bile acids and the gut microbiome. Curr. Opin. Gastroenterol.
2014, 30, 332-338. [CrossRef] [PubMed]

@ © 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).



http://dx.doi.org/10.1016/j.clp.2016.01.012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27235213
http://dx.doi.org/10.1097/MOG.0000000000000057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24625896
http://creativecommons.org/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.




	Introduction 
	Materials and Methods 
	Study Design 
	Study Population 
	Growth Data 
	Nutritional Protocols and Nutritional Variables 
	Clinical Outcomes 
	Statistical Analysis 

	Results 
	Description of the Sample 
	Growth Velocity (g/kg/day) 
	EUGR (z-Score < -1.28) 
	Fall in z-Score (FZS > 1.34) 
	Early Predictors of Postnatal Growth Failure at 36 Weeks Postmenstrual Age 

	Discussion 
	References
	References
	References
	Introduction 
	Materials and Methods 
	Study Design 
	Sample Collection and Processing 
	Untargeted Metabolomics Analysis 
	Chemicals 
	Metabolite Extraction 
	Separation and Detection 
	Untargeted Metabolomics by LC-TOF-MS 
	Untargeted Metabolomics by GC-Q-MS 
	Untargeted Metabolomics by CE-TOF-MS 

	Data Management 
	Metabolomics Data Processing 
	Quality Assurance Procedure 

	Data Pre-Treatment 
	Statistical Analysis 
	Metabolite Identification 

	Results 
	Clinical Characteristics of the Study Subjects 
	Metabolic Fingerprinting 

	Discussion 
	EUGR is Associated With Disrupted Amino Acid Metabolism 
	EUGR is Associated With Disrupted Lipid Metabolism 

	Conclusions 
	References

