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RESUMEN

Durante la infancia es posible detectar numerosos factores de riesgo que
podrian afectar al estado de salud a largo plazo. Diferentes investigaciones han
demostrado que el exceso de peso y la velocidad de crecimiento durante los
primeros afos de vida aumentan el riesgo de padecer sindrome metabdlico, de
resistencia a la insulina, enfermedades cardiovasculares y determinaria el indice
de masa corporal en edades posteriores. Factores bioldgicos, como el sexo,
pueden determinar una mayor predisposicion a desarrollar estas enfermedades,
sin embargo, factores ambientales y nutricionales, pueden condicionar su

aparicion estableciendo un crecimiento adecuado durante la vida temprana.

Cada vez existe mas evidencia sobre la influencia de la alimentacidn
infantil durante los primeros meses de vida en el desarrollo cerebral,
estableciendo las bases para el desarrollo de las funciones cognitivas y el
sistema conductual. De hecho, durante la infancia, ocurren muchos problemas
de conducta clinicamente significativos (problemas de comportamiento,
hiperactividad, problemas emocionales, etc.), que pueden condicionar la

aparicion de diferentes patologias en edades mas avanzadas.

Se ha demostrado un efecto positivo directo de la alimentacién al pecho
sobre el desarrollo psicomotor, cognitivo y de la conducta del nifio, que a su vez

depende del estado nutricional materno y de la duracién de la lactancia. Para
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conseguir un desarrollo éptimo, las féormulas infantiles se suplementan con
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, y otros muchos nutrientes
presentes en la leche materna. Avances recientes en los ultimos afios han
permitido innovar en la composicion de las férmulas infantiles y adicionar
componentes bioactivos capaces de aportar beneficios funcionales al lactante,
contribuyendo a mejorar la salud y el desarrollo del sistema nervioso central.
Por tanto, el objetivo de acercarnos en las formulas infantiles a la composicion
de la leche materna es el de conseguir un crecimiento y neurodesarrollo

o6ptimos y mas parecidos al de los nifios alimentados al pecho.

La presente Tesis Doctoral se ha realizado en el marco del proyecto
COGNIS, que se trata de un estudio prospectivo mediante intervencion
nutricional, con un disefio aleatorizado y a doble ciego. Participaron 220 bebés a
término que cumplieron todos los criterios de inclusién, de los cuales, 170 bebés
se distribuyeron de forma aleatoria, a uno de los siguientes grupos, para recibir

durante los primeros 18 meses de la vida, la alimentacién asignada:

e Grupo formula estandar (SF) (n=85): Lactantes que recibieron una
formula infantil estandar.

e Grupo féormula experimental (EF) (n=85): Lactantes que recibieron una
férmula infantil enriquecida que contenia componentes de la membrana
del globulo graso de la leche [10% del contenido total de proteinas

(wt:wt)], sinbidticos [(Fructooligosacdaridos: proporcidon de inulina 1:1;
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Bifidobacterium longum subsp infantis CECT7210 (Bifidobacterium
infantis IM1) y Lactobacillus rhamnosus LCS-742)], 4cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (dcido docosahexaenoico y 4acido

araquiddnico), gangliésidos, nucleétidos y acido sidlico.

Ademads se reclutaron 50 bebés amamantados al pecho de forma

exclusiva como grupo de referencia:

e Grupo de lactancia materna exclusiva (BF) (n=50): Lactantes

alimentados al pecho de forma exclusiva.

Los objetivos planteados son los siguientes:

1. Estudiar los efectos de una nueva férmula infantil suplementada con
nutrientes funcionales especificos, administrada a nifios sanos hasta los 18
meses de vida, sobre el crecimiento somatico, comparados con una férmula
infantil estdndar y la lactancia materna.

2. Analizar el efecto de la nueva férmula infantil sobre el desarrollo visual y de
la retina a los 3 y 12 meses de edad, comparados con nifios que recibieron una
formula estandar y frente a un grupo de referencia de nifios alimentados con
lactancia materna exclusiva.

3. Evaluar la influencia de la nueva férmula infantil enriquecida con

componentes bioactivos sobre el desarrollo neurocognitivo a los 4 afos de vida,
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respecto a los nifios que recibieron una féormula estandar o lactancia materna
exclusiva.

4. Estudiar los efectos de una férmula infantil suplementada con nutrientes
funcionales especificos sobre el desarrollo del comportamiento en nifios sanos a
los 2,5 afios de edad, respecto a nifios alimentados con una férmula estandar y

nifios amamantados al pecho de forma exclusiva.

Resultados

Los hallazgos encontrados sugieren que la nueva férmula experimental
puede promover efectos positivos en el crecimiento, desarrollo neurolégico y
conductual de los nifios. En relacidn al crecimiento, entre los 12 y 18 meses de
vida, los lactantes alimentados con formula experimental siguieron patrones de
crecimiento similares a aquellos que recibieron lactancia materna exclusiva. Con
respecto al desarrollo neurolégico durante los primeros 4 meses de vida, no se
hallaron diferencias entre ninguno de los grupos de estudio COGNIS. Sin
embargo, los resultados obtenidos muestran que los lactantes alimentados al
pecho tenian una mejor funciéon visual a los 3 y 12 meses de vida, y
curiosamente, no se encontraron diferencias en la proporcion de respuesta ante
el minimo estimulo visual (7%' de arco) entre los lactantes con BF y EF a los 12
meses. De hecho, entre los 3 y 12 meses, un mayor porcentaje de bebés del
grupo experimental presentd respuesta a 7%' de arco, indicando un mejor

desarrollo visual.
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A los 4 afios de edad, los nifios del grupo EF mostraron puntuaciones mas
altas en el uso del lenguaje y la expresién oral espontdnea que los nifos del
grupo SF, y el grupo BF no difiri6 de los grupos SF y EF. Ademas, los nifios
alimentados con SF se clasificaron con mayor frecuencia en "necesita
mejorar/retraso” en el uso del lenguaje en comparacién con los nifios
alimentados con EF, y presentaron con mayor frecuencia "necesita
mejorar/retraso” en la puntuacion total del PLON-R que los nifios alimentados
con leche materna. Finalmente, los nifios del grupo SF presentaron un mayor

riesgo de sufrir problemas de lenguaje, pero mediados por factores sociales.

En relacion al desarrollo conductual, a los 2,5 afios de edad, los nifios
alimentados con EF presentaron con menor frecuencia problemas afectivos en
comparacion con los ninos del grupo SF, y también un menor riesgo de sufrir
problemas afectivos que los nifios con BF. Ademas, los nifios alimentados con SF
se clasificaron con mayor frecuencia como "borderline” en problemas
internalizantes que los nifos del grupo BF. Un andlisis de regresion adicional
destaco el efecto positivo del mayor nivel educativo materno sobre el desarrollo

de problemas de comportamiento en sus hijos.

Conclusiones

CONCLUSION 1: La lactancia materna se muestra como el gold standard para el
6ptimo desarrollo somatico y del sistema nervioso central; sin embargo, la

nueva férmula experimental parece que se acerca a la composicién vy
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funcionalidad de la lactancia materna en términos de neurodesarrollo,

crecimiento, desarrollo conductual y funciéon cognitiva.

CONCLUSION 2: La nueva férmula infantil enriquecida con nutrientes
funcionales parece tener un efecto mas parecido a la lactancia materna sobre el

patrén de crecimiento desde los 12 hasta los 18 meses de vida.

CONCLUSION 3: La maduracién cerebral que muestran los lactantes alimentados
con la férmula experimental durante el primer afio de vida, evaluada mediante
la funcidén visual a través de potenciales visuales corticales evocados a los 3y 12
meses de edad, es mas parecida a la que muestran los nifios alimentados al

pecho en comparacion con aquellos que recibieron una férmula estandar.

CONCLUSION 4: A los 4 afios de edad, se comprueba el efecto positivo a largo
plazo de la nueva férmula experimental sobre el desarrollo del lenguaje.
Ademas, se demuestra que los factores socioecondmicos estdn involucrados en

el desarrollo del lenguaje durante la infancia.

CONCLUSION 5: Los nifios alimentados con la férmula infantil suplementada con
AGPI-CL, componentes MFGM, sinbiéticos, nucledtidos, oligosacaridos y acido
sidlico presentan un desarrollo comportamental similar a los nifios alimentados
al pecho, y menos problemas conductuales que los nifios alimentados con la

férmula estdndar a los 2,5 anos de edad.
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INTRODUCCION

La alimentacién y el estilo de vida durante los primeros 24 meses de vida
tienen un gran impacto en el desarrollo infantil, con efectos a largo plazo sobre

. . e 1
la salud y el riesgo de desarrollar enfermedades no transmisibles™.

"

La leche materna se considera el “gold standard” de la alimentacién
infantil debido a sus componentes bioactivos, entre los que destacan
macronutrientes (carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas), minerales,
enzimas digestivas, hormonas y células inmunitarias como los oligosacaridos de
la leche materna (HMOs), pro- y prebi6ticos>>. El aporte de energia es de 65-70
kcal/dL, y se compone de 0,9 g/dL de proteinas, 3,5 g/dL de lipidos y 6,7 g/dL de

lactosa®. Los principales componentes bioactivos y sus funciones se especifican

en la Tabla 1*”.

La lactancia materna se asocia a multiples beneficios para la salud a corto
y largo plazo, tanto para el bebé, fomentando la reduccién de trastornos e
infecciones gastrointestinales y del tracto respiratorio, un mejor desarrollo
neuroldgico® y menor riesgo de padecer alergias, obesidad, diabetes, leucemia

infantil y sindrome metabdlico>®™!

, como para la madre. Ademads proporciona
nutrientes esenciales y compuestos bioactivos, que ayudan a establecer una

microbiota dptima, una poblacién bacteriana mas beneficiosa que prevalecerd a

lo largo de la vida®. Por lo tanto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el
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Comité de Nutricion de la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion Pediatricas (ESPGHAN) y el Comité de Nutricion de la Asociacion
Espafiola de Pediatria (AEP) recomiendan la lactancia materna exclusiva durante
los primeros 6 meses de vida, y en combinacion con alimentacién

complementaria hasta los 2 afios de edad®*™®.
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Tabla 1. Principales componentes bioactivos de la leche materna®”’

Factores Bioactivos

Funcion

Células

Macréfagos
Células madre

Proteccion contra infecciones; activacion células T
Regeneracién y reparacion

Factores inmunes

Inmunoglobulina
IgA/sIgA
1gG/slgG

IgM/slgM
LinfocitosBy T

Lactoferrina
Lactoperoxidasa
Lipasa

Factor lipidico
Globotriaosilceramida

Factor Bifidus

Inhibicion de la unién de patégenos

Antimicrobiano, activacion fagocitosis (IgG1, 1gG2,
IgG3); antiinflamatorio, respuesta a alérgenos (1gG4)
Aglutinacion, activacién del sistema complementario
Prevencién colonizacion bacteriana; neutralizacion
virus

Bacteriostatico

Factor de inhibicién de protozoos

Accion contra virus

Capacidad de unir toxinas producidas por bacterias
disminuyendo su poder agresor

Inhibicion del crecimiento de enterobacterias -
acidez bacteriostatica

Lisozima Lisis de enterobacterias

Acido neurdminico Bacteriostatico = inhibicidn acceso viral

microRNAs

Monolaurina Inhibicidn del crecimiento de bacterias patégenas
Proteinas

o-Lactalbumina

BSSL
Osteopontina

Haptocorrina
al- Antitripsina
B-caseina
k-caseina

MFGM proteinas

Prebidtico; antimicrobiano inmunoestimulante;
absorcién mejorada de Hierro y Cinc

Hidrdlisis de triglicéridos; absorcién de grasa

Actividad inmunomoduladora; funcion cerebral;
desarrollo intestinal

Absorcion de vitamina B12; actividad antimicrobiana
Limita/ralentiza la digestion de proteinas

Actividad opioide; mejora de la absorcidn de calcio
Actividad antibacteriana actuando como andlogo
estructural

Actividades antibacterianas y antivirales
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19



INTRODUCCION

Ana Maria Nieto Ruiz

Tabla 1 (continuacién).

Principales componentes bioactivos de la leche

materna®”’
Factores Bioactivos Funcion
Citoquinas
IL-1B,IL-2 Funcién inmune.

IL-4, IL-5 and IL-13
IL-6

Induccién de eosindfilos y produccion de IgE.
Estimulacion respuesta fase aguda respuesta,
activacion células B, pro-inflamatorio.

IL-7 Aumento tamanfo timo.

IL-8 Reclutamiento de neutrodfilos, pro-inflamatorio.

IL-10 Represioén inflamacion de tipo Th1l, induccién
produccién anticuerpos, facilitacion tolerancia.

IFNy Pro-inflamatorio, estimula respuesta Th1.

TGFB Antiinflamatorio, estimulacion del fenotipo de
célulasT.

TNFa Estimula la activacion inmunitaria inflamatoria.

Quimiocinas
G-CSF Factor tréfico en los intestinos.
MIF Factor inhibidor migracion macroéfagos: Previene

movimiento de macrofagos, aumenta actividad
antipatdgena de macrofagos.

Inhibidores Citoquinas

TNFRIy Il

Inhibicidon TNFa, antiinflamatorio

Factores de crecimiento

EGF

HB-EGF
VEGF

NGF
IGF

Eritropoyetina

Estimulacion de la proliferacion celulary
maduracion.

Protege contra el dafio de la hipoxia e isquemia.
Promocidn de la angiogénesis y reparacion de
tejidos.

Promocidn del crecimiento y la maduracidn de las
neuronas.

Estimulacion crecimiento y el desarrollo. Aumento
de glébulos rojos y hemoglobina.

Eritropoyesis, desarrollo intestinal.

Hormonas

Calcitonina

Somatostatina
Antimicrobiano

Lactoferrina

Lactaderina/MFG E8

Desarrollo de neuronas entéricas.
Regulacién del crecimiento epitelial gastrico.

Fase aguda de proteinas, quelatos de hierro,
antibacteriana, antioxidante.

Antiviral, prevencidn inflamacién al mejorar la
fagocitosis de las células apoptéticas.

20
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Tabla 1 (continuacién).

materna®*”’

Principales componentes bioactivos de la leche

Factores Bioactivos

Funcion

Hormonas metabdlicas

Adiponectina

Reduccion del IMC y peso infantil; antiinflamatorio.

Leptina Regulacidn conversién energética y del IMC infantil,
regulacidn apetito.
Grelina Regulacién de la conversion energética y del IMC.
Oligosacaridos y glicanos
HMOs Prebidtico, estimulante colonizacién y reduce

Gangliésidos
Glucosaminoglicanos

colonizacion patégenos, disminuye inflamacion
Desarrollo cerebral; antiinfecciosos.
Antiinfecciosos.

Nucledtidos Metabolismo y funcionamiento celular.
Metabolitos
Creatina Beneficios neurolégicos.
Carnitina Funciéon metabdlica en diferentes procesos
fisiologicos del neonato.
Poliaminas Facilitacion del metabolismo de los lipidos; inductores

Triglicéridos

del sueno; crecimiento y desarrollo del intestino
delgado.

Proporcionan energia; éptimo desarrollo cerebral y
agudeza visual.

Colesterol Metabolismo del acido biliar, los esteroides y la
vitamina D en el higado; membranas celulares.
GPs y SMs Metabolismo celular y desarrollo cerebral.
Mucinas
MUCly MUC4 Bloguean la infeccidn por virus y bacterias.

Adaptado de Ballard y Morrow (2013)".
BSSL: Lipasa biliar dependiente de la sal; EGF: Factor de crecimiento epitelial; G-CSF: Factor
estimulador de colonias granulocito macrofago; GP: Glicoproteina; HB-EGF: Factor de crecimiento

epitelial vinculado a heparina; HMOs: Oligosacdridos de la leche materna; IFNy: Interferon gamma;

Ig: Inmunoglobulina; IGF: Factor de crecimiento semejante a la insulina; IL: Interleuquina; IMC:

indice de masa corporal; MFG-E8: Factor de crecimiento epidérmico 8 del glébulo graso de la leche;
MIF: Factor inhibidor macréfagos; MUC: Mucina; NGF: Factor de crecimiento nervioso; RNA: Acido
ribonucleico; slg: Inmunoglobulina secretora; SM: Esfingomielina; TGF8: Factor de crecimiento

transformante B; Th1: Linfocitos T helper 1; TNFRI y Il: Receptor para Factor necrosis tumoral tipo |

y I, TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa; VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.
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A pesar de sus multiples beneficios para la salud, la lactancia materna
presenta una baja incidencia a nivel mundial sin embargo, y el uso de férmulas
infantiles para la alimentacidn de los lactantes estd ampliamente extendido en
los paises desarrollados'’. Desde hace décadas el objetivo fundamental de la
industria especializada en alimentacion infantil es mejorar la composicion
nutricional de las férmulas infantiles acercandolas a la de la leche materna; los
avances tecnoldgicos han permitido que se hayan incorporado nuevos
ingredientes bioactivos a las férmulas infantiles con el objetivo de obtener
efectos similares a la leche materna sobre el crecimiento y desarrollo infantil*

(Figura 1).

bt

Neurodesarrollo

Pre- and Probiotics
(synbiotics)

Sistema inmune

Figura 1. Beneficios formula infantil enriquecida con nutrientes funcionales

22 Tesis Doctoral



Ana Maria Nieto Ruiz INTRODUCCION

1. NUTRICION Y CRECIMIENTO

Los primeros 1000 dias de vida, desde la etapa de la concepcidn hasta los
dos afios de edad, se considera uno de los periodos de la vida mds importante
para el crecimiento y desarrollo infantil, representando un momento éptimo
para la prevenciéon de las enfermedades conocidas como no transmisibles
(diabetes, enfermedades cardiovasculares y pulmonares, alergias y osteoporosis
entre otras). Las interacciones que se producen entre factores genéticos,
epigenéticos, regulacion hormonal y nutricion, son claves para determinar el
estado de salud de un individuo. Por tanto, este periodo representa un ventana
critica para modificar alguno de dichos factores y prevenir la aparicidén de ciertas

enfermedades tanto en la infancia como en la vida adulta®®.

Con el objetivo de establecer unos patrones de crecimiento dptimos, la
OMS ha desarrollado unas graficas de referencia de longitud y peso segun el
sexo y la edad para determinar el grado en que se satisfacen las necesidades
fisiolégicas de crecimiento y desarrollo durante la infancia. Durante los 2
primeros afos de la vida, se produce el crecimiento fisico mas rapido. De hecho,
en el periodo comprendido entre los 0 y 6 meses de edad, el peso del lactante
aumenta aproximadamente 4,5 kg en los nifios y 4,0 kg en las nifias; y la longitud
se incrementa una media de 17 cm en los nifios y 16,5 cm en las nifas. Entre los
6 y 12 meses de vida, el crecimiento es mas lento, y tanto nifios como nifas

incrementan su peso en 1,6 kg y su longitud en 8 cm de media. Entre los meses
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12 y 18 el aumento de peso en nifios y nifias es de 1,2 kg y la longitud de 6,5 cm.
Finalmente, entre los 18 y 24 meses, el peso aumenta un promedio de 1,1 kg y la
longitud 5,5 cm. De manera general, a los 2 afios de edad los nifilos pesan una

media de 12 kg y miden 88 cm, y las nifias 11,2 kg y miden 86 cm (Figura 2)"*°.

Estadndares Crecimiento OMS

+2SD

Mediana

Peso (kg)

Edad (meses)

Esténdares Crecimiento OMS
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Figura 2. Grdficas de referencia de longitud y peso de la oms"*
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Numerosos estudios han mostrado diferencias en el patrén de
crecimiento de nifios alimentados mediante férmulas infantiles en comparacion
con los que reciben lactancia materna, de manera que los primeros crecen mas

rapidamente durante el primer afio de vida’®*

y presentan con mayor
frecuencia obesidad en la infancia y etapas posteriores®* %, Oddy et al.
analizaron los patrones de crecimiento y composicidon corporal hasta los 20 anos
en 4 cohortes, Raine, European Childhood Obesity Program (CHOP), Norwegian
Human Milk Study y Prevention of Celiac Disease, encontrando asociacion entre
una menor duracién de lactancia materna exclusiva (< de 3 meses) y el

crecimiento mas rapido en la primera infancia, y correlacionando de forma

re . ez ~ 2
positiva con la composicién corporal a los 20 afios?®.

Por otra parte, la velocidad de ganancia de peso y del indice de masa
corporal (IMC) durante los primeros 6 meses de vida se relaciona ademas con un
incremento de la masa grasa corporal y abdominal y un mayor perimetro de
cintura en etapas posteriore527. En concreto, los nifios con alto o bajo peso al
nacimiento, seguidos de un crecimiento infantil acelerado, tienden a tener un
IMC mds alto durante la infancia®®. En este sentido, revisiones sisteméticas han
evidenciado que la rdpida ganancia de peso en el lactante también se asocia a

un mayor riesgo de obesidad en la infancia, adolescencia y la etapa adulta®>*.

La deficiencia o el exceso de ciertos nutrientes durante los primeros

meses de vida determinarian un patrén de crecimiento inadecuado®. Se sabe
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gue una ingesta elevada de proteinas durante la etapa postnatal se asocia con
un aumento de peso mads rapido durante la infancia. Uno de los estudios mas
importantes al respecto es el estudio CHOP. Los lactantes participantes fueron
alimentados durante los primeros 12 meses de vida con una férmula con bajo
contenido en proteinas (inicio 1,77 g/100 kcal y continuacion 2,2 g/100 kcal), o
una férmula con cantidades superiores de proteinas (inicio 2,9 g/100 kcal y
continuacién 4,4g/100 kcal). El grupo que recibid la formula con cantidades
superiores de proteinas presentd una mayor ganancia de peso e IMC a los 12 y
24 meses, en comparacion con los grupos de leche materna y cantidades bajas
de proteina®®. Los primeros resultados de este estudio evidenciaron los
beneficios a largo plazo de unas tasas de crecimiento mas lentas en bebés
alimentados con leche materna, por lo que se llevd a cabo la actualizacion de las
tablas de crecimiento de la OMS del Reino Unido a través del Departamento de
Salud®. La introduccién de las nuevas tablas, que reflejan las tasas de
crecimiento mdas lentas de los bebés amamantados como estandar de
referencia, han conseguido que recomendaciones del contenido de proteinas en
las férmulas infantiles se adapten y se acerquen a la composicién testada en el

37,38

proyecto CHOP

Por otro lado, Timby et al. también observaron un patrén de crecimiento
6ptimo en el grupo de lactantes que tomaron una férmula infantil suplementada
con una fraccion de la membrana del glébulo graso de la leche (MFGM), y sin

diferencias con los bebés alimentados al pecho®. Simultaneamente, Billeaud et

26 Tesis Doctoral



Ana Maria Nieto Ruiz INTRODUCCION

al. en un estudio multicéntrico, analizaron la seguridad de las férmulas infantiles
suplementadas con las fracciones proteica y lipidica del MFGM. Participaron 119
recién nacidos sanos a término con < 14 dias de edad. Se observaron buenas
tasas de tolerancia de la férmula y un aumento adecuado de peso en ambos
grupos experimentales, aunque la fraccion proteica del MFGM se asocid a una

.. . 4
mayor incidencia de eczema™.

Finalmente, no hay duda sobre la importancia de los pre- y probidicos en
el establecimiento y desarrollo 6ptimo de la microbiota intestinal, ya que
parecen estar relacionados con el crecimiento normal y la funcionalidad del
sistema inmunoldgico durante la infancia y la vida adulta®. En este sentido, las
formulas infantiles suplementadas con pre- y probidticos mejoran los

marcadores de salud intestinal y promueven el crecimiento infantil normal®2.

2. DESARROLLO NEUROCOGNITIVO

2.1. Etapas del desarrollo del sistema nervioso central

El desarrollo del sistema nervioso central (SNC) se inicia en la etapa fetal
poco después de la concepcidn, alcanza su maxima velocidad en el 3* trimestre
de la gestacién (semanas 32 a la 40) y continua tras el nacimiento a lo largo de
los primeros afios de vida®>. Comprende, entre otros, procesos como la
proliferacién neuronal, la migracién neuronal, la mielinizacién y la formacién de

sinapsis (Figura 3).
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Etapas del desarrollo del cerebro
Migracion neuronal
Crecimiento dendritico y axonal
Muerte celular programada
Sinaptogénesis
~ Mielinizacién
Modelado y refinamiento sinaptico

Figura 3. Perfil temporal de la secuencia de neurodesarrollo a lo largo de la vida (adaptado de
Borre etal., 2014)44

Después del nacimiento se produce un incremento excesivo del nimero
de conexiones en todo el cerebro. De hecho, al cumplir el primer afio de vida, el
cerebro de un nifo tiene casi el doble de sinapsis si se compara con el de un
adulto®, aunque esta sobreabundancia de conexiones va desapareciendo a lo
largo de la infancia mediante el proceso de "poda sinaptica". El SNC tiene la
capacidad de madurar y cambiar estructural y funcionalmente mediante
procesos de neuroplasticidad, el cual, durante los periodos criticos del desarrollo
cerebral, se intensifica permitiendo la construccidn y consolidacién de sinapsis,
donde las experiencias determinaran si una conexién particular desaparecera o

se estabilizara como parte de una red permanente®
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La mielinizacidon es esencial para la funcién normal del cerebro. El
establecimiento de la capa de mielina alrededor de los axones neuronales
permite la transferencia de informacidn rapida y sincronizada necesaria para el
movimiento coordinado, la toma de decisiones y otras funciones cognitivas,
conductuales y emotivas de orden superior’®. La tasa de maduracion de la
sustancia blanca en la corteza en desarrollo refleja el aumento de Ia
mielinizacion de los axones. A partir del nacimiento, la mielinizacién comienza
en la base del cerebro con las protuberancias y los pedunculos cerebelosos y
luego progresa a la radiacion dptica posterior y al esplenio del cuerpo calloso (1-
3 meses). Posteriormente, continda avanzando hacia la extremidad anterior de
la capsula interna y el genu del cuerpo calloso alrededor de los 6 meses de edad
(Figura 4). Finalmente, entre los 8 y 12 meses de edad, los |I6bulos frontales,
parietales y occipitales comienzan a mielinizarse. Dada esta progresion en
distintas dreas del cerebro, se puede especular que aquellos bebés cuyo
desarrollo cerebral es mds avanzado que otros, en términos del grado de
mielinizacién, pueden alcanzar ciertas habilidades cognitivas a edades mas

tempranas®’.
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Figura 4. Trayectorias de maduracion de la sustancia blanca en el genu, el cuerpo y

el esplenio del cuerpo calloso (adaptado de Deoni SCL, et al., 2011)46.

Por otro lado, cuando hablamos de neurodesarrollo, nos referimos al
proceso mediante el cual se adquieren habilidades madurativas. Esta adquisicion
corresponde con la maduracién de estructuras nerviosas que, como
consecuencia y en funcidon de la experiencia, permitirdn al niflo obtener la
capacidad de procesamiento, generando una dptima funcién cognitiva y un
correcto aprendizaje48. Las primeras partes del cerebro en madurar son aquellas
involucradas con las habilidades motoras y visuales, posteriormente las regiones
del aprendizaje y la memoria, y finalmente las regiones involucradas en el

control cognitivo (corteza pre-frontal) y social (corteza latero-temporal)*. En
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base a esto, es importante evaluar el desarrollo cerebral dentro de un marco

temporal determinado, abordando los diferentes hitos de desarrollo del nino.

Los recién nacidos estan dotados de muchas capacidades desde el mismo
momento de su nacimiento. Poseen el sentido de la vista, del oido y del gusto,
son sensibles al dolor, al tacto y a los cambios posturales>®. Ademas, tienen una
considerable variedad de reflejos primitivos, como el reflejo de succidén, de
Babinski, de Darwin y de Moro, que brindan informacion sobre el desarrollo del
sistema nervioso y son necesarios para la supervivencia®’. La conducta del bebé
estd controlada por las estructuras ubicadas en el tallo cerebral, el cual se
encarga de las funciones basicas de la respiracién y de la circulacién, asi como de
los reflejos primitivos. Una vez que ha madurado la funcién cortical, la corteza se
hace cargo del control y comienza a inhibir los centros del tallo cerebral

inferior™2.

El desarrollo motor implica la adquisicion progresiva de habilidades que
permiten mantener un adecuado control postural, desplazamiento y destreza
manual®. La motricidad gruesa se produce en sentido céfalo-caudal (desde la
cabeza hasta las extremidades inferiores), y hace referencia a los cambios de
posicién y la capacidad de control para mantener el equilibrio (sentarse sin
apoyo, gatear, caminar, subir escaleras, etc.)54. La OMS ha establecido una serie
de hitos de tal forma que a la edad de 3 a 4 meses, el bebé puede sentarse con

ayuda de alguien y entre los 7 y 8 meses lo hace sin ayuda. A las 49 semanas
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como promedio, el nifio es capaz de gatear sobre manos y pies. Caminar solo se
logra aproximadamente a los 13 meses, y a los 18 es capaz de subir y bajar
escaleras sin ayuda. A los 2 afios de vida puede correr, asi como caminar hacia
atras>. Sin embargo, el desarrollo de la motricidad fina se produce en sentido
proximo-distal (desde la parte central del cuerpo hacia la periferia), y estd
relacionado con el uso de las partes individuales del cuerpo, como las manos.
Requiere coordinacién visomotora para poder manipular objetos®*. El desarrollo
psicomotor precede al desarrollo cognitivo y se puede considerar un marcador

precoz de la cognicidn que se alcanzard al final del desarrollo.

El desarrollo sensorial constituye la base del desarrollo psicomotor, ya
que los procesos sensoriales son los que permiten la relacidn con el entorno’®. A
través de los receptores sensoriales (visuales, auditivos o tactiles) se interpreta
la informacion mediante la percepcion, lo que permite dar una respuesta (llanto,
sonrisa, expresion de emociones) y relacionarnos con el mundo exterior e
interior®’. Si estas experiencias no se producen, el desarrollo se vera afectado en
todas las areas (motora, emocional, cognitiva y social). El recién nacido es capaz
de oir desde su nacimiento y es sensible tanto a la localizacién del sonido como
a su frecuencia®®. Distintos autores han comprobado que los recién nacidos
pueden reconocer la voz de su madre a la edad de 3 dias™”. En relacidn al gusto,
pueden distinguir entre los sabores salado y dulce®®. Ademas son sensibles a

algunas sustancias olorosas, y a los 6 dias, puede reaccionar frente al olor de su
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madre®’. La sensibilidad ante el dolor parece que se encuentra presente ya

desde el primer dia después del nacimiento”’.

La capacidad visual se desarrolla de forma progresiva desde el
nacimiento, y la interpretacion de imdgenes se procesa en la region occipital del
cerebro. Las fibras del nervio éptico finalizan su mielinizacién en la décima
semana después del nacimiento, y la densidad sindptica de la corteza visual
aumenta rapidamente hasta los 4 meses de edad®. En los primeros afios de
vida, la retina continta desarrollandose y madurando, las vias 6pticas estén
parcialmente mielinizadas y la corteza visual es basica®®. Durante el proceso de
maduracién visual se producen cambios anatémicos, como el aumento de la
densidad del cono central y el alargamiento de los segmentos de los
fotoreceptores, que se desarrollan lentamente hasta los 7 afios®?, permitiendo
una mejora progresiva en la vision y el desarrollo®. En lactantes y nifios
pequeiios la medicién de la maduracidn de la retina y la estimacién de agudeza
visual se puede realizar mediante diferentes técnicas; una de ellas es el estudio
de los potenciales corticales visuales evocados (cVEPs). Estos potenciales son el
resultado de la respuesta cortical que se obtiene tras recibir un estimulo visual
luminoso en la retina, y en la infancia reflejan la integridad y la madurez del
sistema visual e indirectamente el desarrollo cerebral®. Durante los primeros

anos de vida se producen grandes cambios en la maduracion de los cVEPs. Su
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forma y complejidad cambian en los primeros 6 meses, y generalmente, la visién

se presenta aproximadamente a los 9 meses de vida®.

Alrededor de los 8 a 12 meses de edad surge un nuevo proceso en el
nifio, la memoria, y se caracteriza por la capacidad de recuperar
acontecimientos ocurridos en el pasado, poder tener presente en un mismo
momento tanto la percepcidon actual como la informacién recuperada y ser
capaz de comparar ambas informaciones a fin de comprender su relacién

reciproca®®.

En cuanto a la produccién del lenguaje verbal, ésta se inicia de manera
gradual, especialmente entre los 2 y 3 afios de vida, a pesar de que desde el
primer afio ya se producen algunas palabras y existe algun nivel de comprension
verbal. La estimulacion ambiental es decisiva para el desarrollo adecuado del
lenguaje, pero la adquisicion del mismo depende del proceso de maduracién
cerebral. Entre los principales componentes neurofisiolégicos del lenguaje
destacan: a) El sentido de la audiciéon que permite escuchar lo que se nos dice; b)
Cerebro y corteza cerebral que permiten decodificar lo oido y mandar 6rdenes a
los érganos fonatorios para producir el lenguaje; c) Organos fonatorios que
permiten la produccidn sonora del lenguaje (el habla). Durante el desarrollo del
lenguaje se distinguen 2 etapas, la etapa “pre-lingliistica” (nacimiento — 18-24

meses) y la etapa “linguistica”®’.
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La etapa pre-verbal del nifio se extiende desde el nacimiento hasta los
18-24 meses. Asi durante el primer mes de vida, el recién nacido estaria en un
estado pre-verbal y de desarrollo de los propios esquemas sensoriomotores.
Aprende operaciones bdsicas para comunicarse con el mundo exterior. Desde
los 6 hasta los 8 meses se presenta la etapa del balbuceo y entre los 8 y 10
meses aparece la comprension de palabras®’. Se ha considerado que las
estructuras subcorticales participan en esta etapa de balbuceo®®, mientras que
la maduracién de las vias auditivas corticales se ha relacionado con la repeticidn
de sonidos que aparece entre los 4 y los 7 meses®. Después del primer afio de
vida el niflo comienza a producir sonidos de manera secuencial. En este periodo
se inicia la verdadera etapa verbal. El comienzo de los aprendizajes articulatorios
se asocia con la maduracién de las areas corticales anteriores. Entre los 12 y los
24 meses se producen las primeras palabras, que generalmente se refieren a
nombres de objetos. La estructura de frase comienza a observarse entre los 18 y
los 36 meses. A partir de este momento el lenguaje del nifio se desarrolla
rapidamente y en poco tiempo se convierte en la herramienta de comunicacién
mas eficiente. Es importante notar que la representacién emocional de los
sonidos se asocia con la maduracion del hemisferio derecho, que parece tener
una maduracidon mas temprana que el hemisferio izquierdo, que es realmente el

que se relaciona con el lenguaje’.
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El mayor nimero de interconexiones neuronales aparece entre los 2 y 12
anos de edad, etapa en la que se inicia el lenguaje y se adquiere fonologia, |éxico
y gramatica. Durante este periodo se reduce el numero de sinapsis y se
incrementa la complejidad de las arborizaciones dendriticas’’. Para el
procesamiento del habla, el cerebro necesita muchos recursos neuronales, que
incluyen el I6bulo temporal, el limite parieto-temporal, la corteza frontal inferior
y la corteza pre-motora, que se dividen en una ruta ventral y una dorsal de

. . 72
procesamiento del lenguaje’™.

En cuanto al desarrollo social, los recién nacidos son capaces de mirar y
fijar la mirada. A los 3 meses, los nifios logran la sonrisa social y a los 6 ya tienen
risa social: miran a los ojos, sonrien y se rien espontaneamente en presencia de
personas. A los 9 meses imitan, dicen adiés con la mano, entienden el "no" y
presentan ansiedad o angustia ante los extrafios. Poco tiempo después, a los 12
meses, sefialan, fijan la mirada en una persona, estiran el brazo y sefialan lo que
quieren, responden a su nombre y demuestran afecto. Llegados los 15 meses
responden cuando los llaman por su nombre. A los 18 meses traen objetos para
mostrarlos y sefialan partes de su cuerpo. A los 24 meses disminuye la ansiedad
ante los extrafios y aumenta el interés por otros nifios. Tienen imaginacién y

desarrollan el juego simbdlico”.

La evaluacién neuropsicolégica durante la infancia y la nifiez se

implementa con frecuencia como resultado en la investigaciédn nutricional
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debido al vinculo constante entre algunos nutrientes con el desarrollo del

cerebro y el funcionamiento neurocognitivo*’*°,

Sin embargo, estas
habilidades no son faciles de medir incluso utilizando pruebas validadas, y es
importante seleccionar las pruebas mds adecuadas o los procedimientos

adaptados a la etapa de desarrollo del cerebro para poder obtener resultados

significativos.

El curso prolongado del desarrollo del cerebro continda al menos hasta la
edad adulta temprana, y es paralelo a los cambios en el desarrollo de la funciéon
motora, cognitiva y conductual. Deben ocurrir problemas previos de
neuromaduracion antes de que los trastornos del desarrollo neurolégico se
manifiesten clinicamente, y esto conlleva tiempo. En este sentido, la diferencia
en la edad de inicio de la sintomatologia de los trastornos neuropsiquiatricos
sugiere una diferencia en el momento del inicio del desarrollo neurolégico
atipico”’. La identificacion de nifios con alto riesgo de trastornos del desarrollo,
como paralisis cerebral, discapacidad intelectual y trastorno del espectro autista
(TEA), durante la infancia estd mejorando; en particular, en bebés que pasan el
comienzo de la vida extrauterina en la unidad de cuidados intensivos
neonatales. Sin embargo, es bastante menos conocido la prediccion de
trastornos del desarrollo en la poblacion general donde, a priori, el riesgo de
estos trastornos es bajo; no obstante, es en esta poblacidon donde se originan la
mayoria de los nifios con algin trastorno del desarrollo’®. Debido a esto, la

evaluacion del desarrollo neurolégico es muy limitada y es complicado obtener
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diferencias significativas en recién nacidos a término sanos, con las pruebas y
procedimientos neuropsicoldgicos disponibles. El estudio de los General
Movements (GM's) en las primeras etapas de la vida se ha establecido como
predictivo del desarrollo motor y cognitivo en los recién nacidos a término’®. No
obstante, la precision para detectar diferencias estadisticas en bebés sanos no
es muy alta, por lo que se ha propuesto completar los exdmenes de los bebés
con mas pruebas o procedimientos neurofisiolégicos para aumentar la
posibilidad de detectar tales diferencias. Un ejemplo son los cVEPs, donde las
latencias estan estrechamente relacionadas con el proceso de mielinizacién
neuronal que ocurre durante los primeros 2 afios de vida postnatal y han
demostrado una mayor precisiénso_sz; sin embargo, esta técnica requiere

instrumentacion especifica y experiencia no disponible para todos los estudios.

2.2. Nutricion y desarrollo cognitivo

La nutricion durante el periodo postnatal es esencial para el desarrollo
del cerebro®®. Durante esta etapa, la intensidad del crecimiento cerebral es
particularmente vulnerable a situaciones nutricionales adversas, tanto Ia
deficiencia como el exceso de ciertos nutrientes. Varios estudios han reportado
gue una nutricién inadecuada durante los primeros afios de vida puede afectar

al crecimiento cerebral y a los procesos de desarrollo implicados, como la
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proliferacién celular, la sinaptogénesis, la mielinizacién y la proteccién contra el

estrés oxidativo® &,

El desarrollo del sistema cognitivo esta ligado al desarrollo psicomotor

del nifio y es el resultado de la interaccién de factores genéticos y ambientales

. 48
(Figura 5)™.
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Figura 5. Relacion entre factores nutricionales, motores y ambientales en el desarrollo
cognitivo del nifio (Adaptado de Prado EL, 2014) *®,

Diversos estudios han demostrado que el tipo de alimentacion durante
los primeros meses de vida estd asociado al desarrollo intelectual en etapas
posteriores; la lactancia materna se relaciona con un mayor desarrollo
intelectual y psicomotor del nifio, independientemente de los factores
socioecondmicos. Los nifios alimentados con leche materna, presentan
puntuaciones superiores en los test de inteligencia, tal y como demuestra uno
de los meta-andlisis mas representativos que se han realizado®. Ademas, se han

encontrado niveles mas altos de comunicacion e interaccién social a los 6 y 12

Tesis Doctoral 39



INTRODUCCION Ana Maria Nieto Ruiz

meses de edad en los bebés que recibieron lactancia materna exclusiva durante
4 meses™. En varios estudios se ha observado que una mayor duracién de la
lactancia materna se relaciond positivamente con el desarrollo del lenguaje

91,92

durante los primeros 18 meses de vida y a los 5 afios de edad®®. Ademds, el

efecto beneficioso de la lactancia materna en el desarrollo cognitivo se

. s . ~ 4
mantiene como minimo hasta los 8-9 afios®>**.

Durante afios se ha investigado cuales de los nutrientes presentes en la
leche materna son importantes para el desarrollo cerebral, y algunos de ellos es
posible adicionarlos en formulas infantiles para mejorar el desarrollo cognitivo
en las primeras etapas de la vida. Algunos de los nutrientes cuya influencia en el

desarrollo cognitivo estd mejor estudiada son®***:

e Energia y proteinas: La desnutricion proteico energética se asocia a
alteraciones en distintas estructuras del SNC, como por ejemplo la ramificacién
neuronal y la densidad sinaptica, asi como a trastornos en el aprendizaje y en la
conducta®. Estudios llevados a cabo en paises desarrollados han demostrado
gue la administracion de suplementos con aporte proteico y de micronutrientes
en mujeres embarazadas o en nifios hasta los primeros 24 meses de vida
previenen los déficits cognitivos®’.

e Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL): Los acidos
grasos son acidos monocarboxilicos de cadena larga, generalmente contienen un

numero par de atomos de carbono, y dobles enlaces, denominandose

40 Tesis Doctoral



Ana Maria Nieto Ruiz INTRODUCCION

poliinsaturados. En nuestro organismo existen dos acidos grasos poliinsaturados
gue éste no puede sintetizar, el acido linoleico (LA), de la familia n-6 (acidos
grasos omega-6), y el acido a-linolénico (ALA), de la familia n-3 (acidos grasos
omega-3), que deben obtenerse de la dieta y se consideran acidos grasos
indispensables. Dentro del organismo, éstos se pueden dar lugar a AGPI-CL,
como el acido araquiddnico (ARA) y el acido docosahexaenoico (DHA). El ARA,
principal producto de la familia n—6, se sintetiza a partir del LA a través de una
secuencia alterna de desaturaciones y elongaciones. Esta misma via metabdlica

98,99

da lugar al DHA, principal producto de la familia n-3, a partir de ALA (Figura

6).
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Figura 6. Via metabdlica de los dcidos grasos insaturados

98,99

LA: Acido linoleico; ALA: Acido a-linolénico; GLA: Acido gamma-linolénico; DGLA: Acido dihomo-
gamma-linolénico; AA: Acido araquidénico; DPA: Acido docosapentaenoico; EPA: Acido
eicosapentaenoico; DHA: Acido docosahexaenoico; FADS: Desaturasa de dcidos grasos; ELOVL:

Elongasa de dcidos grasos.

El ARA y DHA son componentes de las membranas celulares, se acumulan

especialmente en el cerebro de forma importante en la ultima mitad de la

gestacion y los dos primeros afios de vida. El DHA es el acido graso

predominante en los fosfolipidos de las membranas neuronales de la corteza

42
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cerebral y desempeiia un papel destacado en el correcto funcionamiento de la

membrana neuronal, aumentando su fluidez y plasticidad™®.

Diversos estudios apoyan los efectos de la suplementacién de férmulas
infantiles con AGPI-CL en la maduracién cognitiva durante los primeros afos de

. 101,102
vidaot10

. En un estudio en el que se analizd la funcion cognitiva en lactantes
gue habian recibido una formula suplementada con distintas cantidades de DHA
(0,32%, 0,64% o0 0,96%) y un 0,64% de ARA vs. una férmula control entre los 18
meses y los 6 afios de edad, se encontrd que los niflos que habian recibido
formula suplementada presentaron mejores resultados en algunas pruebas de
aprendizaje entre los 3 y 5 afios, asi como en las pruebas de Vocabulario de
Peabody y en el test de inteligencia de Weschler a los 5 y 6 afos de edad,

respectiva mente'®

. En otro estudio en el que se comparaba el efecto de la
ingesta durante 4 meses de una formula infantil suplementada con AGPI-CL,
respecto a otra no suplementada, se observé que los nifios que recibieron AGPI-

CL tenian una mayor velocidad de procesamiento de la informacién a los 6 afios

de edad®®,

Beyerlein et al. encontraron a los 3 meses de vida un efecto beneficioso
de las formulas infantiles suplementadas con AGPI-CL en el desarrollo
neuroldgico de lactantes nacidos a término; sin embargo, no hallaron asociacién
con mejores puntuaciones en la Escala de Bayley para el Desarrollo Infantil

version |11 (BSID I11) a los 18 meses de edad'®.
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No obstante, existe controversia, ya que en algunos estudios no se ha
podido observar este efecto y no se ha demostrado una clara asociacion entre la
ingesta de AGPI-CL durante los primeros meses de vida y el desarrollo
neuroldgico'®1%>711°,

e Componentes de la membrana del glébulo graso de la leche (MFGM):
Con el aumento de la importancia bioldgica de los componentes bioactivos, se
ha comenzado a enriquecer las férmulas infantiles con distintas fracciones de
MFGM®. Se trata de un sistema complejo compuesto por proteinas (que
representa solo el 1-4% del contenido total de proteinas de la leche), enzimas y
lipidos y contiene diferentes componentes bioactivos como fosfatidilcolina,
esfingomielina, colesterol, cerebrésidos, ganglidsidos, proteinas, polipéptidos

111

glicosilados, filamentos y mucinas entre otros - (Figura 7). La suplementacién

112
d

con MFGM ha demostrado efectos positivos sobre la salud™*, el desarrollo

cerebral y de las funciones inmunitarias®”******

, ¥ la proteccidon del tracto
gastrointestinal neonatal >15116 - 3demdas de modular la composicidon de la

microbiota intestinal 11>
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Figura 7. Estructura de la membrana del glébulo graso (MFGM) (Adaptado
de Lépez C. et al.) M oFe: Fosfatidilcolina; FE: Fosfatidiletanolamina; Fl:
Fosfatidilinositol; FS: Fosfatidilserina; MUC: Mucina; PAS6/7: Lactaderina.

Distintos estudios han resaltado la importancia de esta fraccion de la
leche materna en las férmulas infantiles. Con respecto al cociente intelectual
(CI), este se encontré mas alto que en los lactantes alimentados con una férmula
infantil sin suplementar. Ademds mostraron un aumento de los niveles séricos
de gangliésidos, similar al de los lactantes alimentados con leche materna®"’.
Timby et al., encontraron que a los 12 meses de vida, el grupo de férmula
experimental obtuvo puntuaciones mas altas en el drea cognitiva de la BSID Il
en comparacion con el grupo alimentado con férmula estdndar. No se

encontraron diferencias en comparacién con el grupo de lactancia materna®.
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e Ganglidsidos: Son lipidos complejos con una parte lipidica y una parte
oligosacarida, que contienen al menos una unidad de acido sialico. Junto a los
fosfolipidos, los gangliésidos forman parte de las membranas celulares. Estdn
implicados en procesos tales como la adhesion celular y el reconocimiento entre
células, por lo que son claves en la diferenciacion y proliferacién celular,
apoptosis, modulacion de los canales idnicos, y liberacion de
neurotransmisores™'®. En la etapa perinatal, son importantes para el desarrollo
de la inmunidad intestinal y la prevencion de infecciones gastrointestinales, asi

11 /
18, Ademas, la

como para un o6ptimo desarrollo del sistema nervioso centra
alteracién de la expresion de los gangliésidos determina trastornos neuronales,

. . ~ .7 11
incluidos el dafio y la degeneracién de los axones™*.

El acido sialico (SIA) es un componente de los ganglidsidos, ademas de
estar presente en glicoproteinas y oligosacaridos. El cerebro humano tiene una
alta concentracién de SIA, por lo que el SIA parece ser un componente de la
leche materna importante para una funciéon neuronal éptimalzo. Estudios con
animales han demostrado que una dieta rica en SIA aumenta los niveles de esta
sustancia en el cerebro y la expresién de genes relacionados con el proceso de

aprendizaje*”.

e Nucleétidos: Son considerados nutrientes condicionalmente esenciales
durante los primeros afios de vida y desempefian funciones clave en diversos

procesos celulares, como alteracidon de actividades enzimaticas y mediadores
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metabdlicos, ya que participan en la transferencia de energia, sintesis de acidos
nucleicos (ADN y ARN) y sintesis de carbohidratos, lipidos y proteinas™***%.
Ademads, se sabe que los nucleétidos son beneficiosos para el desarrollo,
maduracién y reparacién del tracto gastrointestinal, asi como el desarrollo de la
microbiota y la actividad inmunitaria**2.

e Pre- y Probidticos: La combinacién sinérgica de pre- y probidticos se
denomina sinbidticos. Los prebidticos son compuestos no digeribles por las
enzimas digestivas presentes en el tracto gastrointestinal humano, que
favorecen la proliferacion selectiva de ciertas especies bacterianas,

. / ops . 12
especialmente del género Bifidobacterium™*.

Algunos de los compuestos
prebidticos mas  utilizados  son los  fructooligosacaridos  (FOS),
galactooligasacaridos (GOS) e inulina, presentes en la leche materna. Los HMOs
se encuentran en una concentracion de hasta 12-14 g/L, constituyendo una de
las principales fracciones sélidas de este alimento. Esta fraccion es en parte
responsable de que en los lactantes alimentados al pecho predomine en su

microbiota el género Bifidobacterium**>'*®.

La adicién de prebidticos a las
formulas infantiles tiene por objeto la modulacién de la microbiota intestinal
hacia un predomino de las bifidobacterias, que se ha postulado como
mecanismo protector frente a infecciones gastrointestinales y alergias

127

frecuentes en el lactante™’. Desde hace varios anos, los probidticos se afiaden a

las férmulas infantiles con el objetivo de lograr una microbiota en el lactante en
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el que predominen las bifidobacterias, de forma similar a lo que sucede con la
microbiota del lactante alimentado con leche materna*®.

Actualmente, las formulas infantiles se complementan también con
sinbidticos, que modulan la microbiota intestinal y contribuyen a mejorar la
salud gastrointestinal’. Se ha observado que los probidticos podrian promover
un mejor desarrollo del sistema inmune en el intestino, asi como una dptima

129-1 7 las ~
11297133 En los dltimos afios, la

composicion y funcion de la microbiota intestina
investigacion se centra en aclarar el papel del eje microbiota-intestino-cerebro
sobre el neurodesarrollo, la funcidn cerebral y el comportamiento en nifios, ya
gue se sabe que la microbiota intestinal podria contribuir a la formacién de las
redes neuronales, de la estructura cerebral y la respuesta de los

neurotra nsmisoresl34_136.

2.3. Nutricion y desarrollo visual

El ARA y DHA se acumulan especialmente en el cerebro y en la retina de
forma importante en la ultima mitad de gestacién y los dos primeros afios de
vida. El DHA representa en el cerebro el 35% de los acidos grasos totales,
mientras que en la retina este porcentaje se incrementa al 50%'%. Asimismo,
forma parte de los fotorreceptores de los conos y bastones, facilitando la
transformacion del estimulo visual en una sefial eléctrica *’. La deficiencia de

DHA se relaciona directamente con una reduccién de la agudeza visual *2.
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Diversos estudios han demostrado que la suplementacién con AGPI-CL
tiene beneficios en el desarrollo de la funcidn visual, entre ellos el estudio
DIAMOND, en el que la ingesta de una féormula infantil con un 0,32% de DHA
mejord la capacidad visual, evaluada mediante cVEPs, frente a una férmula
control. Sin embargo, este efecto no se observé con niveles mas altos de DHA™.
En otro estudio, una mayor duraciéon de suplementacién con AGPI-CL (0,36%
DHA 'y 0,72% ARA) o lactancia materna, se asocioé con una mejor agudeza visual a

. 1
los 12 meses de vida®®°.

Hoffman et al. analizaron el efecto una férmula enriquecida con DHA
(0,35%), o DHA (0,36%) mas ARA (0,72%) frente a un grupo de lactantes
alimentados al pecho o con férmula infantil estandar como grupos de
referencia. Evaluaron la agudeza visual mediante cVEPs y la maduracién de la
retina con electroretinografia. Los grupos con férmulas suplementadas
presentaron mejor maduracién de la retina a las 6 semanas y mejor agudeza

190 'Makrides et al., en un estudio clinico

visual a las 17 y 52 semanas de vida
aleatorizado, analizaron el efecto de una férmula infantil enriquecida con DHA
(0,35%), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido gamma linolénico (GLA),
administrada desde el nacimiento hasta las 30 semanas de vida. Informaron de
una mejor agudeza visual medida mediante cVEPs a los 4 meses en el grupo de
bebés alimentados con la suplementacién en comparacién con el grupo control

(férmula sin suplementar)™**.
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3. DESARROLLO CONDUCTUAL
3.1. Trastornos psiquidtricos durante la infancia

De acuerdo con las estimaciones de la OMS uno de cada cinco nifos y
adolescentes experimenta problemas de salud mental**?, que pueden provocar
abandono escolar, problemas de salud fisica, adiccién a drogas, problemas

143-14 ,
37148 Tanto es asi

sociales, aumento y riesgo de suicidio y problemas judiciales
gue las tasas de prevalencia mundiales de trastornos mentales en nifios vy
adolescentes se situan alrededor del 13,4%: trastornos de ansiedad (6,5%),
depresivos (3,9%), déficit de atencidn e hiperactividad (TDAH) (3,4%),

disruptivos (5,7%), de oposicién desafiante (3,6%) y de conducta (2,1%)™"’.

Los periodos prenatal y postnatal durante la vida temprana son ventanas

198 Ccomo consecuencia,

dinamicas y vulnerables para el desarrollo del cerebro
cualquier estimulo adverso durante este periodo critico podria influir
negativamente en la salud mental en todas las edades. De hecho, los problemas
afectivos, incluidos el trastorno depresivo mayor y el trastorno distimico, son los
problemas mentales mas comunes en nifios y adolescentes'”’. El estado
emocional y psicolégico del nifio puede inferirse a través de los problemas de
conducta, tanto de externalizacion (agresion, conducta disruptiva, hiperactividad
y falta de atencién) como de internalizacién (problemas emocionales y afectivos,

ansiedad y depresién) que pueden aparecer durante la edad preescolar y

mantenerse estables entre los 3 y los 5 afios'*. Por lo tanto, el estudio de la

50 Tesis Doctoral



Ana Maria Nieto Ruiz INTRODUCCION

sintomatologia temprana, comprender sus causas y sus consecuencias a largo

plazo es de crucial importancia™® %2,

El TDAH es uno de los trastornos neuroconductuales mas frecuentes de
la infancia. Se caracteriza por falta de atencidon-desorganizacion, impulsividad,

hiperactividad motora e inquietud**

. Con frecuencia persiste en la adolescencia
y edad adulta y afecta al rendimiento académico y profesional, la autoestima y
las relaciones interpersonales®*. Altos niveles de estos sintomas durante la

primera infancia se han relacionado con un deterioro funcional en la

.1
adolescencia™®.

Los nifios diagnosticados con TDAH muestran a menudo deficiencias en

otras capacidades cognitivas, como en la coordinacién motora gruesa y fina™®, la

memoria de trabajo verbal y no verbal®’

y la autorregulacién de las
emociones™®. Aln se desconoce su etiologia, pero la causa subyacente es una
interaccion entre la vulnerabilidad bioldgica y desencadenantes ambientales. En
este sentido, preescolares de entre 2 y 4 afios que presenten falta de atencion,
hiperactividad y retraso en el lenguaje y/o motor son mas vulnerables al
desarrollo de TDAH en edad escolar™®. Bilgin et al. investigaron la relacién entre
los problemas de llanto, suefio o alimentaciéon que ocurren conjuntamente en la
primera infancia y el diagndstico de TDAH en la edad adulta. Evaluaron a los

participantes a los 5, 20 y 56 meses de vida y encontraron que los bebés que

presentaban estos problemas de forma persistente tenian un mayor riesgo de
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padecer TDAH a los 6, 8 y 28 afios™®°

. Dadas estas deficiencias funcionales a largo
plazo, es importante detectar problemas de conducta durante la primera

infancia que sean consistentes con el desarrollo del TDAH, y asi identificar a

nifios muy pequefios en riesgo de sufrir este trastorno'®".

En cuanto a los TEA, cabe destacar que son trastornos del
neurodesarrollo con una gran diversidad en sintomatologia y presentacion
clinica. Los sintomas centrales, segun el Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders 5 (DSM-5), son problemas en interacciones sociales reciprocas
y comportamientos e intereses estereotipados vy repetitivoslez. Puede
diagnosticarse a los 18 meses de vida y se dan alteraciones conductuales como
trastornos del suefio y la alimentacién, sintomas del tracto gastrointestinal,
obesidad, convulsiones, TDAH y ansiedad, que afectan la funcién y la calidad de
vida del nifio'. Los nifios con TEA a menudo presentan problemas de
comportamiento externalizante (agresividad, hiperactividad) e internalizante
(ansiedad, depresion)'®*. Ademads, una sintomatologia mas grave de TEA est3

relacionada con problemas de comportamiento mas gravesms.

Con la prevalencia cada vez mayor de diversos trastornos mentales en
todo el mundo, se necesita una evaluacidn exhaustiva de la prevalencia de
trastornos psiquidtricos concurrentes entre personas con TEA para fortalecer la
base de conocimientos. Hallazgos recientes revelan una gran carga de trastornos

psiquiatricos comérbidos entre las personas con TEA, incluyendo trastornos de
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ansiedad, depresivos, bipolares y animicos, esquizofrenia, de conducta suicida,

166

TDAH, disruptivos, de control de impulsos y de conducta". Ademdas se ha

asociado con més problemas de conducta alimentaria a los 6 afios*®’.

Diferentes autores han realizado estudios longitudinales de cohortes
para comprender la etiologia que subyace al desarrollo de problemas mentales
en nifios, adolescentes y edad adulta temprana. Desde esta linea, uno de los
estudios con mayor impacto en la psiquiatria infantil es el proyecto Avon
Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC). Esta cohorte de nacimiento
recluté a mas de 14.000 madres durante el embarazo con el objetivo de estudiar
la influencia de los factores genéticos y ambientales en la salud y el desarrollo.
Desde el momento del nacimiento se han evaluado diferentes aspectos como la
composicion corporal, problemas de conducta, estado fisico, riesgo
cardiovascular, dieta, estilo de vida, caracteristicas sociales, ambientales y salud
mental entre otros'®®. Entre sus multiples resultados, encontraron que factores
de riesgo sociodemograficos, familiares, de estrés, problemas de
comportamiento y emocionales y el uso de sustancias tdxicas se asociaron
fuertemente con la depresién y experiencias psicoticas a los 12 y 18 afios de
edad. En concreto, el Cl, rasgos autistas y retraso en la motricidad durante la
infancia se asociaron con experiencias psicdticas, y los antecedentes familiares

de depresidn y el sexo femenino se relacionaron con la depresiéon®®.
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Por su parte, el estudio Raine, es una cohorte de nifios estudiados a
partir de las 18 semanas de gestacién para determinar la interaccion de los
factores de riesgo familiares, el crecimiento fetal, el desarrollo placentario y las

170 Entre sus

agresiones ambientales sobre la salud en la infancia y la vida adulta
multiples hallazgos, han encontrado que un desayuno de buena calidad se
asocia con una mejor salud mental en la adolescencia. Estos hallazgos respaldan
el concepto de que la calidad del desayuno es un componente importante en la

interaccion compleja entre los factores del estilo de vida y la salud mental en la

. 171
adolescencia temprana®’*.

Por ultimo, el estudio Generation R, una cohorte multiétnica que consta
de 9.778 mujeres embarazadas y sus hijos nacidos vivos, tiene como objetivo
general identificar factores de "programacion temprana" sobre el crecimiento y
el desarrollo y la salud de los ninos, incluido el desarrollo conductual, cognitivo y
social. Han realizado calculo de curvas de crecimiento prenatal, medidas de
observacién del entorno del hogar, la relacién de apego, el temperamento,
medidas de desarrollo neurolégico (evaluacién motora, funciones ejecutivas, Cl,
lenguaje y resonancia magnética cerebral) y problemas de conductas durante la

172,173

infancia . Entre sus multiples hallazgos, encontraron que el bajo peso al

nacimiento se asocia con el mal funcionamiento cognitivo y varios problemas

psiquiatricos, incluida la depresion y la hiperactividad ***”>.
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3.2. Nutricién y desarrollo conductual

La investigacion demuestra la importancia de la influencia ambiental
(factores de riesgo prenatales y perinatales) en el origen de los problemas de
comportamiento en nifios'’®. Esta claro que la lactancia materna es el "gold
standard" de la nutricién para un desarrollo éptimo, y los beneficios sobre la
funcién cognitiva son claros®™, pero hay pocos estudios sobre regulacién
emocional y desarrollo del comportamiento. En este sentido, la lactancia
materna se ha asociado con un menor riesgo de padecer problemas de conducta
durante la infancia'’’. Park et al. encontraron que la ausencia de lactancia
materna se asocié con un aumento de problemas de internalizacidn,
externalizacién y comportamiento general, asi como de diagnéstico de TDAH2,
Otros estudios informan que una mayor duraciéon de la lactancia materna se

asocié con menores problemas psicopatolégicos infantiles*’**%",

Sin  embargo, algunos estudios no han encontrado dichas

182183 kwok et al. hallaron relaciones inconsistentes entre la

asociaciones
lactancia materna y la salud mental en adolescentes, donde factores de
confusion, como el estatus socioecondmico y el nivel educativo materno,
desempefiaron un papel importante en el desarrollo de problemas

comporta mentalesm

. En este sentido, varios estudios han demostrado que un
gran numero de factores socioecondmicos podrian influir en el desarrollo del

nifio independientemente del efecto de la lactancia materna®. Wigg et al.
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observaron que cuando se tenian en cuenta factores confusores como el estatus
social, la educacidn y la inteligencia maternas, desaparecian las diferencias entre

los grupos alimentados con leche materna y férmula infantil*®>.

Por otro lado, en los ultimos afios ha crecido el interés por el DHA y el
ARA para el tratamiento de enfermedades psiquiatricas, ya que estan implicados
en la actividad neuroprotectora en el cerebro y pueden modular los procesos
neurobioldgicos involucrados en la fisiopatologia de la ansiedad y la
depresion'®. Diferentes estudios han observado que nifios con TDAH
presentaban valores mas bajos de n-3 y n-6 en plasma y la membrana

187,1 /
|'87.188 ‘Ademds, se han

eritrocitaria cuando eran comparados con el grupo contro
observado deficiencias de DHA y ARA en los fosfolipidos de las membranas
eritrocitarias de pacientes con trastorno bipolarlgg.Existen suficientes evidencias
cientificas sobre los beneficios de los AGPI-CL en algunas enfermedades
mentales como la depresién, el trastorno bipolar y el trastorno limite de la
personalidadlgo, asi como en patologias frecuentes en nifios como la conducta

191

disruptiva y el TDAH™". Sorgi et al. demostraron que la ingesta de altas dosis de

EPA y DHA en pacientes con TDAH mejoraba su conducta e hiperactividad a las 8

semanas de tratamiento al disminuir el ratio ARA/EPA a menos de 32

Igualmente, investigaciones recientes muestran mejoras en la atencién de nifos

con TDAH tras el tratamiento con AGPI-CL'*

. En Espafia, Checa-Ros et al.,
administraron durante un mes una combinacidn de metilfenidato (1mg/kg/dia) y

EPA (70 mg/dia) mas DHA (250 mg/dia) a 40 nifios con TDAH de entre 7 y 15
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anos. La calidad de la atencidn aumentd significativamente y los padres vy

maestros informaron de una mejoria de los sintomas centrales del TDAH .

Con respecto al MFGM, Veereman-Wauters et al. evaluaron el efecto de
un concentrado de MFGM rico en fosfolipidos (INPULSE; Bullinger SA, Billingen,
Bélgica) sobre la regulacién emocional y conductual, la tolerancia digestiva, la
seguridad y el sistema inmune en nifios preescolares a los 2,5-6 afios de edad.
Los nifios fueron asignados al azar para recibir una cantidad diaria de 200 ml de
leche de formula de chocolate sin fosfolipidos (grupo control) o enriquecidos
con 500 mg de fosfolipidos con la adicion de 2,5% de INPULSE (grupo de
intervencién) durante 4 meses. El grupo de intervencién tuvo menos dias con

fiebre y menos problemas de internalizacion, de externalizacién y totales>.

En los ultimos afios se ha sugerido que la microbiota intestinal puede
alterar la funcidon dentro del SNC proporcionando una nueva vision sobre el
mecanismo de los trastornos neuropsiquiétricosl%. Los psicobidticos,
bioterapéuticos vivos o sustancias cuyos efectos beneficiosos en el cerebro
estdn mediados por bacterias, actualmente se estan investigando como terapias
directas y/o complementarias para los trastornos psiquiatricos y pueden surgir
como nuevas opciones terapéuticas en el tratamiento clinico de trastornos
mentales'®’. Estudios de suplementacién con probidticos estan reportando
efectos positivos sobre los trastornos relacionados con la conducta. En un grupo

de bebés que recibié un suplemento con Lactobacillus rhamnosus GG durante
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los primeros 6 meses de vida, se observé una reduccion significativa en el riesgo
de desarrollar TDAH y sindrome de Asperger a los 13 afios de edad'®®. Sanaa et
al. evaluaron la sintomatologia en un grupo de ninos autistas de 5 a 9 afios antes
y después de recibir un suplemento nutricional de probidticos (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacteria longum). Los analisis
demostraron un mejora significativa en la gravedad de los sintomas asociados al

: 1
autismo 99.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La nutricion precoz puede tener un impacto directo sobre el crecimiento,
desarrollo cognitivo y de la conducta. Actualmente, las formulas infantiles,
suplementadas con nuevos nutrientes funcionales, se asemejan notablemente a
la leche materna. Sin embargo, aun queda adicionar nuevos componentes en las
formulas infantiles que se estan identificando en la leche materna mediante
modernas técnicas bioquimicas y moleculares. Es evidente que los estudios
realizados para demostrar los beneficios de los nuevos componentes bioactivos
anadidos a las férmulas infantiles han servido para confirmar sus efectos
beneficiosos; no obstante, los resultados de estos estudios no siempre han sido
concluyentes, probablemente por la interaccidon de estos componentes sobre el
crecimiento y desarrollo del nifio. Por tanto, es de gran interés comprobar el
efecto de formulas infantiles suplementadas con diferentes componentes

bioactivos frente a las que no los llevan.

Dado que el objetivo final es acercarnos en las formulas infantiles a la
composicion de la leche materna para conseguir un crecimiento y
neurodesarrollo éptimos y mas parecidos al de los nifios alimentados al pecho,
la innovacidon tecnoldgica permitira en un futuro férmulas infantiles mas
complejas y también mds precisas. Estos avances podrian proporcionar

informacién importante sobre los mecanismos subyacentes a la programacion

Tesis Doctoral 61



HIPOTESIS Y OBJETIVOS Ana Maria Nieto Ruiz

temprana durante la vida postnatal y los posibles efectos a largo plazo de una
nueva formula experimental para lactantes, asi como servir de soporte para las
futuras intervenciones nutricionales dirigidas a la prevencion precoz de las

enfermedades del adulto.

HIPOTESIS

"La nueva formula lactea infantil, enriquecida con ingredientes bioactivos puede
favorecer un adecuado crecimiento somatico y el desarrollo éptimo del sistema
nervioso durante los primeros meses de vida, y mas parecidos a los observados
en nifios alimentados al pecho, mejorando las funciones cognitivas y

comportamentales a largo plazo".

OBIJETIVOS

1. Estudiar los efectos de una nueva férmula infantil suplementada con
nutrientes funcionales especificos, administrada a nifios sanos hasta los 18
meses de vida, sobre el crecimiento somatico, comparados con una férmula
infantil estdndar y la lactancia materna.

2. Analizar el efecto de la nueva férmula infantil sobre el desarrollo visual y de
la retina a los 3 y 12 meses de edad, comparados con nifios que recibieron una
féormula estandar y frente a un grupo de referencia de nifios alimentados con

lactancia materna exclusiva.
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3. Evaluar la influencia de la nueva fdérmula infantil enriquecida con
componentes bioactivos sobre el desarrollo neurocognitivo a los 4 afios de vida,
respecto a los nifios que recibieron una féormula estandar o lactancia materna
exclusiva.

4. Estudiar los efectos de una férmula infantil suplementada con nutrientes
funcionales especificos sobre el desarrollo del comportamiento en nifios sanos a
los 2,5 afios de edad, respecto a nifios alimentados con una férmula estandar y

nifios amamantados al pecho de forma exclusiva.
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MATERIALES Y METODOS

PROYECTO COGNIS P A"o ‘\b

1. Comité de Etica y consentimientos

El proyecto COGNIS se esta llevando a cabo de acuerdo con los Principios

de la Declaracién de Helsinki 112992

, Y tanto el proyecto como los protocolos
fueron aprobados por el Comité de Investigacion Bioética de la Universidad de
Granada y el Comité de Investigacion Bioética del Hospital Clinico Universitario
San Cecilio y el Hospital Universitario Materno Infantil de Granada. Todas las
familias fueron informadas sobre los procedimientos y se obtuvo un

consentimiento informado por escrito de cada madre, padre o tutor legal antes

de incluir a cada nino en el estudio.

2. Diseiio y poblacion del estudio

Originalmente, el estudio COGNIS se disefid como ensayo clinico de
intervencién nutricional, prospectivo a doble ciego, aleatorizado y controlado

con placebo [registrado en  www.ClinicalTrials.gov  (ldentificador:

NCT02094547)]. 220 bebés a término cumplieron todos los criterios de inclusién

del estudio, de los cuales, 170 se distribuyeron mediante un sistema
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automatizado de aleatorizacion y en proporcién 1:1, a uno de los siguientes
grupos, para recibir durante los primeros 18 meses de la vida, la alimentacién

asignada:

e Grupo formula estandar (SF) (n=85): Lactantes que recibieron una
formula infantil estandar.

e Grupo formula experimental (EF) (n=85): Lactantes que recibieron una
féormula infantil enriquecida que contenia componentes de la MFGM
[10% del contenido total de proteinas (wt:wt)], sinbidticos [(FOS:
proporcion de inulina 1:1; Bifidobacterium longum subsp infantis
CECT7210 (Bifidobacterium infantis IM1) y Lactobacillus rhamnosus LCS-

742)], AGPI-CL (DHA y ARA), gangliésidos, nucledtidos y acido sidlico.

Ademas se reclutd a un grupo de lactantes amamantados al pecho de

forma exclusiva como grupo de referencia:

e Grupo de lactancia materna exclusiva (BF) (n=50): Lactantes

alimentados al pecho de forma exclusiva.

Todos los nifios fueron evaluados en repetidas ocasiones durante 6 afios
de seguimiento, adaptando los protocolos de estudio a la edad (Figura 8). A lo
largo del seguimiento se evalud el crecimiento y el desarrollo cognitivo, funcién

visual y el desarrollo de la conducta.
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Figura 8. Representacion del disefio de estudio COGNIS.

2.1. Calculo del tamafio muestral

El tamafio de muestra necesario para detectar una diferencia minima de
0,8 desviaciones tipicas en la variable principal (cVEPs), con una potencia del
95% y a un error a=0,05, era de 45 niflos/grupo. Este célculo se basd en la
informacién previa obtenida acerca de la desviacién tipica de las medidas de
cVEPs en estudios anteriores llevados a cabo por el grupo de investigacion

(Proyecto Europeo NUHEAL).
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Asumiendo un porcentaje de abandono del 25%, para evitar la pérdida
de potencia estadistica en los test aplicados se fij6 como objetivo un
reclutamiento de 85 nifios/grupo. Ademas, se reclutaron a 50 nifios lactantes al

pecho, para el grupo control, garantizando la potencia de los andlisis.

2.2. Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion fueron: Recién nacidos a término (= 37 semanas
y < 41 semanas de gestacion); peso adecuado al nacimiento para la edad
gestacional (entre percentil 3 y 97); puntuacién Apgar normalal 1'yalos 57 —
10; pH umbilical 2 7,10; edad de inclusién: de 0 a 2 meses (60 dias) en los grupos
alimentados con férmula, y de 2 a 6 meses (180 dias) en el grupo de lactancia
materna; con un maximo de 30 dias de lactancia materna exclusiva en los grupos
alimentados con férmula; después de estos 30 dias, la ingesta deberia ser
exclusiva o mayoritaria de formula infantil (> 70% o > 4 tomas/dia de formula
infantil); lactancia materna exclusiva minimo 2 meses en el grupo de lactancia
materna; disponibilidad para continuar durante todo el periodo de estudio y

firma del consentimiento informado por parte de los padres/tutores.

Los criterios de exclusion fueron: Recién nacidos que participaran en otro
estudio; lactantes que sufrieran alteraciones del sistema nervioso (hidrocefalia,
hipoxia perinatal, hemorragia intraventricular, meningitis neonatal, shock

séptico, sindrome de West, etc.); lactantes que sufrieran alteraciones
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gastrointestinales (alergia a la proteina de la leche de vaca y/o intolerancia a la
lactosa); antecedentes patoldgicos de la madre y/o antecedentes de
enfermedad mental durante el embarazo (enfermedades neuroldgicas,
metabolopatias, diabetes mellitus tipo 1, hipotiroidismo, desnutricién materna,
infecciones complejo TORCH); tratamiento de la madre con ansioliticos o
antidepresivos, y otros tratamientos con medicamentos potencialmente dafiinos

para el neurodesarrollo; o incapacidad de los padres para seguir el estudio.

Criterios de retirada durante el estudio
Los criterios de retirada del estudio fueron:

e Grupos SF y EF: Alimentacion exclusiva con otra formula infantil diferente a la
del estudio por un periodo superior a 1 semana.

e Grupo BF: Alimentacion con alguna formula infantil durante los 6 primeros
meses de vida por un periodo superior a 1 semana.

e Lactancia mixta mas alld del 3° mes de vida, en los nifios de los grupos SF y
EF: con lactancia materna superior al 25%; Grupo BF: Hasta los 6 meses, con
lactancia artificial superior al 25%.

e Alergia o intolerancia a las proteinas de la leche de vaca.

e Evento adverso que, segln opinion del investigador, pudiera interferir con el
seguimiento del estudio.

e Cambios en el ambiente del lactante que, segin opinidn del investigador,

pudiera afectar su participacidn en el estudio.
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e No asistencia a las visitas de estudios de evaluacidon de neurodesarrollo.

e Diagnostico de enfermedad neuroldgica.

2.3. Reclutamiento, entrega de alimentacion y seguimiento

El seguimiento de los participantes, abandonos y exclusiones hasta los 6

anos de vida se muestra en la Figura 9.

Para asignar 85 bebés/grupo, el equipo de investigacion contactd con
mas de 400 madres, y se evalud la elegibilidad de 254 nifios; 84 de ellos fueron
excluidos debido a que no cumplian con los criterios de inclusion (n=21), o bien
se negaron a participar (n=63). Como grupo de referencia, se incluyeron 50
bebés amamantados al pecho, que no fueron asignados al azar debido a
consideraciones éticas. De los 220 bebés incluidos en el estudio, después de la
visita inicial, los abandonos se debieron principalmente a no asistir a las visitas o
al cambio de residencia. No obstante, 24 fueron excluidos en el grupo de SF por
las siguientes razones: 1 bebé por hipoxia perinatal, 1 bebé por retraso en el
crecimiento, 15 porque no ingirieron la formula infantil, 3 por intolerancia a la
lactancia, 2 por padecer cdlico del lactante, 1 debido a una intervencion
quirurgica digestiva y 1 bebé sufrié hidrocefalia. Del grupo EF se excluyeron 16
lactantes por las siguientes razones: 11 bebés por no ingerir la férmula infantil, 2

por presentar retraso en el crecimiento, 2 lactantes por intolerancia a la lactosa
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y 1 bebé por sufrir crisis epilépticas. Finalmente, 1 lactante se excluyd en el grupo

BF porque su alimentacion no fue exclusivamente con leche materna.

Lactantes
participantes

|
Visita Basal*: SF EF BF
n=220 n=85 n=85 n=50
E=5
E=13
D=1
2 Meses: n=71 n=79 n=33
Analizados = 183 (1 noacudio) {17 no acudieron)
{Restantes=201) E=6 E=3 E=1
—— D=1 D=3
3 Meses:
; = n=64 n=73 n=33
Ar}g!fggtcenssﬂ—sg)m {Znoacudieron) {2noacudieron {13no acudieron)
l_’ D=2 |—> E=2 D=1
[ 4Meses: =
Analizadoes 173 peg= n=zd n=41
haliza Os__ {2 noacudieron) {2 noacudieron) {4 noacudieron)
L (Restantes=181) p E=2 E=2 o
D=2 D=1 8
6 Meses: -
= n=69 =
Analizados = 171 n=p n=42
(Restantes=171) E=> l Efg l e
l:: D=7 ED=
12 Meses: =51 T—
Analizados = 152 0= B n=38
(Restantes=152) E=1 E=1
D=2 — D=6 l—' D=1
18 Meses:
Analizados = 141 n=48 n=56 n=37
(Restantes=141)
- [—» D=5 l—> D=6 l—» D=2
2.5 afnos:
Analizados = 112 n=34 n=43 n=35
(Restantes= 128) (8 noacudieron) (8 noacudieron)
D=3 — D=12 =
e % ) R=8 R=5 D=2
4 anos:
Analizados = 122 n=46 n=43 n=33
L (Restantes=124) ) {1 noacudio) {1 noacudié)

Figura 9. Abandonos y exclusiones desde la visita basal hasta los 4 afios. BF: Lactancia

materna; D: Abandonos; E: Exclusiones; EF: Formula infantil experimental; n: Tamafo

muestral; SF: Formula infantil estandar; R: Recuperados (nifios que abandonaron el estudio

mds tarde de los 6 meses de vida y posteriormente volvieron a acudir a las visitas de

seguimiento). *Los lactantes de SF y EF se asignaron al azar entre los 0-2 meses de edad. Los

recién nacidos BF se reclutaron entre los 0-6 meses de edad.
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El reclutamiento del estudio se realizd entre 2010 y 2014, en el Centro de
Excelencia de Investigacidn Pediatrica EURISTIKQOS, en la Universidad de Granada
y mediante la colaboracion con el Hospital Clinico Universitario San Cecilio, el
Hospital Universitario Materno Infantil de Granada y sus centros de salud
periféricos. El personal del estudio contactd con las madres que habian dado a
luz en estos hospitales y que no iban a amamantar a sus bebés, o a las que
asistian con sus bebés a las consultas ambulatorias para un chequeo regular,
invitdndolas a participar con sus bebés en el estudio. El seguimiento de los nifnos
se realizd en el Centro de Excelencia de Investigacion Pediatrica EURISTIKOS y en
el Centro de Investigacion Mente, Cerebro y Comportamiento (CIMCYC) de la

Universidad de Granada.

Las férmulas infantiles fueron proporcionadas por Laboratorios Ordesa,
S.L. (Barcelona, Espafia). Ambas formulas infantiles seguian las pautas del
Comité de Nutriciéon de la ESPGHAN, y las recomendaciones internacionales y
nacionales sobre composicién de férmulas infantiles'*%. En la Tabla 2 se detalla
la composicién nutricional de las formulas infantiles estandar y experimental

empleadas en el proyecto COGNIS.
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Tabla 2. Composicién nutricional de las fdérmulas infantiles estdndar vy
experimental usadas en el proyecto COGNIS.

Férmula estandar (SF)  Férmula experimental (EF)

Inicio  Continuacion Inicio Continuacion
(13,5%) (14,5%) (13,5%) (14,5%)
Energia (kcal/k)) 69/288 70/294 68/285 69/290
Proteinas (g) 1,35 1,8 1,35 1,8
Caseina/suero (%) 40/60 50/50 40/60 50/50
Carbohidratos (g) 7,97 8,5 7,56 8,1
Lactosa (g) 7,17 7,2 6,82 7,3
Maltodextrina (g) 0,8 1,3 0,7 0,8
Grasas (g) 3,5 3,2 3,5 3,2
Acido linoleico (mg) 579 517 569 517
Acido a-linolénico (mg) 49 45 49 45
ARA (mg) - - 15,8 10,2
DHA (mg) - - 11,2 10,2
Gangliésidos (mg/L) 1,5 1,5 9 9
Acido sidlico (mg/L) 82 80 105 105
MFGM-10 (wt:wt) - - 10% 10%
Nucleédtidos (mg) - - 2,92 2,94
Citidina-5'-MP - - 1,09 1,12
Uridina-5'-MP - - 0,88 0,9
Adenosina-5'-MP - - 0,41 0,41
Guanosina-5'-MP - - 0,27 0,26
Inosina-5'-MP - - 0,27 0,26
Prebidticos
FOS: Inulina 1:1 - - 0,4 0,4
Probidticos
Bifidobacterium L.
infantis  CECT7210
(Bifidobacterium infantis
IM1) - - 1x1077 ufc/g 1x1077 ufc/g
Lactobacillus
rhamnosus LCS-742 - - 1x1077 ufc/g 1x1077 ufc/g

ARA: Acido araquiddnico; DHA: Acido docosahexaenoico; FOS: Fructooligosacdridos; ufc: Unidad de
formacion de colonia; MFGM: Membrana del glébulo graso de la leche; MP: Monofosfato.

Polvo diluido 13,5% (13,5 g de formula infantil hasta 100 ml con agua); Polvo diluido 14,5% (14,5 g
de formula infantil hasta 100 ml con agua). El contenido en micronutrientes, vitaminas, minerales,
etc. no difiere entre ambas formulas y sigue las recomendaciones del Comité de Nutricion de la
ESPGHAN, y las recomendaciones internacionales y nacionales sobre composicion de formulas

. . 14,38
infantiles ™.
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Para garantizar el procedimiento de doble ciego del estudio, la caja de
féormulas para bebés se etiquetd con cuatro colores diferentes y un nimero de
cadigo. Después de la inclusion en el estudio y la asignacién de grupo al azar, los
padres recibieron una caja con 12 latas de 400 g de la féormula infantil
correspondiente, que cubria la alimentacidn infantil durante aproximadamente

1 mes.

2.4. Evaluacion y recopilacion de datos

Las caracteristicas basales de los bebés participantes, incluyendo la edad
gestacional, tipo de parto, puntuacion Apgar, antropometria al nacimiento
(peso, longitud y circunferencia de la cabeza), sexo, hermanos y tiempo de

lactancia materna, se recopilaron a partir de los registros médicos.

También se obtuvieron datos sobre los padres, incluida la edad materna,
el IMC pre-concepcional, la ganancia de peso durante el embarazo y el
tabaquismo durante el embarazo. Ademds, se registré el historial médico
familiar, el nivel educativo, el lugar de residencia y el nivel socioeconémico. La

depresion posparto se evalué mediante la Escala de depresiéon posparto de

202

Edimburgo (EDPS) (versidon en espafiol)” . El Cl de los padres se evalué mediante

203,204

el test de inteligencia de Cattell (Factor G) . También se obtuvieron datos

antropométricos y de composicidn corporal de los padres. Ademas, los padres

|205

completaron un cuestionario de percepcién corporal”, asi como el Inventario
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de trastornos de la alimentacion (EDI-II) para evaluar la posible presencia y

gravedad de trastornos de la alimentacion®®.

Los lactantes fueron evaluados a los 2, 3, 4, 6, 12 y 18 meses de vida y
2,5, 4 y 6 anos de edad. Durante las visitas de seguimiento, y segun la edad del
participante, se llevaron a cabo diferentes procedimientos de evaluacién, datos
y recoleccion de muestras para cumplir con los objetivos del estudio. En la Tabla
3 se detalla la evaluacidn incluida en la presente Tesis Doctoral. Los padres
cumplimentaron diferentes cuestionarios de salud y estilos de vida. Datos
clinicos, como la tolerancia gastrointestinal, el suefio, las infecciones, las alergias
y la incidencia de enfermedades atodpicas se evaluaron mediante el historial
médico. Ademas, el pediatra realizé un examen clinico hasta los 18 meses de

vida.
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Tabla 3. Evaluacidon y recoleccidn de datos y muestras en los padres e hijos
participantes en el estudio COGNIS incluidos en la presente memoria de Tesis.

Basal 2m 3m 4m 6m 12m 18m 2,5a 4a

Entrevista

Criterios inc/exc

Firma consentimiento
Inf. pre y postnatal
Historia médica familiar”

C. Sociodemogréficas*

Neurodesarrollo
GM's
cVEPs

Rendimiento Cognitivo
PLON-R

Conductay
Temperamento

CBCL’
Crecimiento infantil

Antropometria

Evaluacion de los padres
Factor G
EDPS

C: Caracteristicas; CBCL: Child Behavior Check List; cVEPs: Potenciales corticales visuales evocados; EDPS:
Escala de depresion postparto de Edimburgo; Exc: Exclusion; Factor G: Test de inteligencia de Cattell;
GM's: Test General Movements; Inc: Inclusion; Inf: Informacion PLON-R: Prueba de lenguaje oral de
Navarra-Revisada. *Recopi/acién de datos con cuestionario.

2.4.1. Crecimiento infantil: Datos antropométricos

Se incluye el peso (bebés <2 afios, SOEHNLE Multina Comfort
8352.01.001, maximo 20 kg), la longitud (bebés <2 afos, Harpenden
Infantémetro Holtain Modelo 702, max. 91,5 cm) y la circunferencia de la cabeza

(SECA 212, max. 59 cm). Todos los parametros antropométricos se evaluaron de
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acuerdo con los estandares de crecimiento 2006-2007 de la OMS por sexo y

edad™®?” (Figura 10).

Figura 10. Medicion antropométrica realizada a los bebés participantes en
el proyecto COGNIS.

2.4.2. Neurodesarrollo

Las pruebas e instrumentos utilizados a lo largo del estudio COGNIS son
validas y fiables, y se adaptan a la edad de bebés y nifos. En este sentido, se
realizaron mediciones objetivas del desarrollo cerebral. A continuacién se

explican sélo las técnicas utilizadas para el desarrollo de esta Tesis Doctoral:

° Potenciales corticales visuales evocados (cVEPs)

Esta exploracion se realizd a los 3 y 12 meses de vida. Es una técnica
neurofisiolégica que proporciona informacion objetiva sobre la funcién del
sistema visual en bebés y nifios. Los cVEPs son el resultado de la respuesta
cortical obtenida después de exponer al nifio a un estimulo de luz, y se definen
por varios parametros: amplitud y latencia. Las latencias de los cVEPs estdn
estrechamente relacionadas con el proceso de mielinizacién neuronal que se

80-82

produce durante los primeros 2 afios de vida . Es un método no invasivo y
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muy util para evaluar la maduraciéon de la retina y la agudeza visual como

marcador del desarrollo cerebral en bebés y nifios pequefios.

De las 3 ondas que se obtienen al registrar cVEPs (N1, P1 y N2), la mas
importante es la P1 o P100 (en adultos P100 es su latencia). Esta onda queda
definida por su latencia (tiempo que transcurre desde que se presenta el

estimulo hasta que aparece la onda) y su amplitud (desde N1 a P1) (Figura 11).

Metodologia de la exploracion

En un primer momento de la exploracion se obtuvo la agudeza visual
utilizando un patréon de estimulo con cuadrados negros y blancos. El primer
angulo de exploracion visual fue a los 120 minutos de arco, después a los 60',
30", 15'y 7%' de arco (sdlo algunos bebés alcanzaron esta agudeza visual, ya que
se considera el minimo angulo de resolucion). La exploracion se realiz6 mediante
el equipo de potenciales visuales SCHWARZER-TOPAS (NATUS, California, USA).
El aparato de potenciales registra, promedia y almacena la seial. Se colocé al
bebé frente a la pantalla y el gorro se utilizé con los electrodos colocados
conforme dictan las normas internacionales de la International Society for

Clinical Electrophysiology of Vision*®.

La técnica utilizada para la determinacién de los cVEPs y de la agudeza

299 A cada nifio se le presenté un estimulo de

visual ha sido descrita previamente
tipo damero con disminucién progresiva del angulo de estimulacién visual,

primero binocular y después monocular. Se estudiaron la latencia y la amplitud
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de la onda P100. La agudeza visual corresponde al ultimo dngulo de estimulacion

con el que se obtiene una respuesta mediante cVEP.

P100
P1

Amplitud

Latencia

Nt N140

Figura 11. Metodologia de evaluacion de los cVEPs y registros obtenidos en los bebés
participantes en el proyecto COGNIS.

e General Movements (GM's)

Los GM's son una serie de movimientos gruesos de velocidad y amplitud
variable que involucran todas las partes del cuerpo haciendo una distincion
secuencial de las distintas partes del mismo. Los GM's se encuentran dentro de
los primeros movimientos que el feto humano desarrolla y aparecen antes de los
movimientos aislados en las extremidades. La prueba de GM's en las primeras

etapas de la vida es predictiva del desarrollo motor y cognitivo en los recién
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nacidos a término’®. La prueba de GM's se realizé a los 2, 3 y 4 meses de edad,

utilizando una grabacién en video del bebé (Figura 12).

ERI0O L0
35660
HGeo
L0

HIsSO60
OO
C % % oY 49

wwwwididi
Figura 12. Patrones de movimientos de los General Movements”® y grabacion de uno de
los bebés participantes en el proyecto COGNIS.

Los GM's muestran unas caracteristicas especificas segun la edad del

bebé’®. En la Tabla 4 se describen dichas caracteristicas.

Tabla 4. Caracteristicas de los GM's segtn la edad del bebé”.

Nombre GM's Edad aparicién Tipo de movimientos

GM's Preterm  Desde * 28 semanas Movimientos extremadamente
(ausencia de variables. Muchos movimientos
menstruacion) a 36-38 de cadera

GM's Writhing Semana 36-38 a 45-52 Se afade potencia a Ia
variabilidad de movimientos.
Menos participacidon pelvis y
tronco

GM's Fidgety =~ Semana 46-52 a 54-58 La motilidad basica presenta un
flujo continuo de movimientos
pequefios y elegantes que se
observan irregularmente por
todo el cuerpo
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Caracteristicas de los GM’s anormales

Las palabras claves para describir los GM’s son la variacién y la
complejidad. La complejidad apunta a la variacion espacial de los movimientos.
Los movimientos complejos son movimientos en los cuales el nifio produce
constantes cambios de direccién de los distintos miembros del cuerpo. Los
cambios en la direccién del movimiento se expresan mediante combinaciones
continuamente variables de flexién y extensién, abduccion y aduccidon y endo y

., .. . . 7
exorotacion de las principales articulaciones’®.

Clasificacion de los GM’s

Se pueden distinguir cuatro clases de GM’s, Normal-éptimo, Normal sub-
optimo, Medianamente anormal y Definitivamente anormal. Los GM's Normal-
Optimos son muy variables, complejos y ademas fluidos. Los GM’s Normal sub-
optimos son suficientemente variables y complejos pero no son fluidos. Los
Medianamente anormales no son suficientemente variables y complejos,
ademas de poco fluidos. Por ultimo, los GM’s Definitivamente anormales son
totalmente carentes de variacidon, complejidad y fluidez. En la Tabla 5 se

presenta la clasificacion de los GM's”°.
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Tabla 5. Clasificacion de los GM’s”.

Complejidad Variacion Fluidez

Normal-éptimo +++ +++ +
Normal sub-6ptimo ++ ++ -
Medianamente anormal + + -

Definitivamente anormal - - -

GM'’s: General movements; +++: abundantemente presente; ++:
suficientemente presente; +: presente; -: practicamente ausente o ausente.

2.4.3. Desarrollo neurocognitivo

La funcién cognitiva es un término usado para describir varios procesos y
funciones, donde se incluyen diferentes dominios (lenguaje, memoria,
motricidad, percepcion, atencion y funciones ejecutivas). Estas habilidades no
son faciles de medir incluso cuando se usan pruebas validadas, y cada dominio

debe investigarse utilizando diferentes herramientas de evaluacion.

e Prueba de lenguaje oral de Navarra - Revisada (PLON-R)

Es una prueba estandarizada que permite una deteccidon temprana del
desarrollo del lenguaje en ninos de edad preescolar, por lo que es utilizada para
evaluar el desarrollo del lenguaje oral en nifios de 3, 4, 5 y 6 afos en los
aspectos de Forma, Contenido y Uso del lenguaje con actividades especificas
para cada dimensién®’®. Aunque los nifios participantes en el estudio se
evaluaron a los 4 y 6 afos, los datos analizados para este trabajo son los

correspondientes a los 4 afios de edad.
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Su finalidad principal es la deteccion facil y rdpida de los alumnos de
riesgo en cuanto al desarrollo del lenguaje, que deben ser diagnosticados
individualmente para poder actuar de forma compensatoria, asi como la
evaluacion inicial de los aspectos fundamentales del lenguaje, para posibilitar
una programacion consecuente con los resultados obtenidos y para encaminar
el trabajo pedagédgico futuro en estos aspectos. Las puntuaciones de cada una
de las dimensiones se transforman en puntuaciones tipicas organizadas en tres
categorias para cada edad: "retraso” (forma: < 25; contenido: £ 22; uso: < 28;
total: < 27), "necesita mejorar" (forma: = 36; contenido: 33-47; uso: = 39; total =
39-45), y "normal” ( forma: > 50; contenido: = 67; uso: > 59; total: > 54).
Ademas, esta prueba permite obtener una puntuacion total sobre el desarrollo

del lenguaje?™°.

El PLON-R para 4 afios consta de las siguientes pruebas:

Forma

- Fonologia: La prueba de Fonologia consiste en evaluar si el nifo imita
correctamente los fonemas que corresponden a su edad, mediante imitacién

diferida.
Los fonemas valorados son: /d /f/g/1/z/ia/j/WI/r/s/i[y]/.

- Morfologia-Sintaxis:
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- Repeticidon de Frases: Con esta prueba se valora la capacidad del nifio de
repetir una frase de 7 u ocho palabras.

- Expresion Oral Espontanea: Esta prueba mide la capacidad del nifio de
producir frases de manera espontdnea a partir de una ldmina con una escena
cotidiana (parque infantil).

Contenido

- Léxico: Con las pruebas de léxico se pretende evaluar el vocabulario

comprensivo y expresivo del nifio

- Nivel Comprensivo: El nifio debe sefialar en una lamina las imagenes de
las seis palabras que le va nombrando el examinador.

- Nivel Expresivo: El nifio debe nombrar correctamente las seis palabras
cuyas imagenes el examinador va sefalando en una lamina.

- Identificacion de Colores: Prueba para conocer si el nifio discrimina los colores
rojo, amarillo, azul y verde, para lo que se le presentan cuatro fichas de esos

colores.

- Relaciones Espaciales: Prueba para conocer si el nifio discrimina los conceptos

espaciales encima / debajo / delante / al lado / detras.

- Opuestos: Prueba para valorar si el nifio es capaz de decir al anténimo de una

palabra dada, en el contexto de una frase.

86 Tesis Doctoral



Ana Maria Nieto Ruiz MATERIALES Y METODOS

- Necesidades bdsicas. Conocimiento social: Prueba para evaluar si el nifio es
capaz de expresar de manera oral una solucién a cuatro necesidades basicas

sencillas.

Uso

- Expresion espontdnea ante una ldmina: Se valora el nivel expresivo del nifio
cuando se le presenta la lamina del parque infantil en la prueba Expresién Oral
Espontanea (apartado Morfologia-Sintaxis), valorando si el nifio es capaz de

denominar, describir y/o narrar.

- Interaccion espontdnea durante una actividad manipulativa (puzzle): Se
observan las conductas orales espontaneas producidas por el nifio a la hora de

hacer un puzzle, valorando estas conductas:

- Solicitud de informacion o peticion de ayuda
- Solicitud de atencién

- Utilizacién del lenguaje como autorregulacion

2.4.4. Desarrollo conductual y emocional

e Check Behavior Checklist (CBCL)
Es un cuestionario que proporciona informacién sobre el
comportamiento y los problemas emocionales de nifos y adolescentes entre los
1,5 y 18 aios de edad. Es una prueba con alta validez y fiabilidad, basada en

observaciones directas de los padres. Se evaluaron a los participantes a los 2,5
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afios de edad y se ha usado la versidn espafiola del inventario CBCL/1,5-5 para
pre-escolares’™!, que consta de 101 items divididos en dos escalas
(internalizante y externalizante) y otra escala global (problemas totales). La
escala internalizante incluye cuatro problemas: reactividad emocional,
ansiedad/depresion, quejas somaticas e introspeccidn/intraversion. La escala
externalizante engloba dos problemas: atencién y comportamiento agresivo. El
cuestionario también incluye escalas orientadas al DSM: problemas afectivos,
problemas de ansiedad, problemas generales del desarrollo (espectro autista),
TDAH vy problemas de oposiciéon desafiante. En los items cerrados se utiliza una
escala tipo Likert con respuestas 0 ("no es cierto"), 1 ("algo o algunas veces
cierto") o 2 ("muy cierto o a menudo cierto"), teniendo en cuenta los dos meses
previos a la aplicacion. Las puntuaciones tipicas (T) se usan para la
categorizacion de las escalas en "normal"”, "patoldgico” (problemas clinicos) y
"borderline": en las escalas totales se usa T 264 para "patoldgico” y 60<T<63

para "borderline"*2,

2.5. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete
estadistico IBM® SPSS Statistics  versién 22.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, EE.UU.). En
primer lugar se contrastd la normalidad de las variables cuantitativas mediante

el test de Shapiro-Wilk y/o Kolmogorov-Smirnov, y en el caso de no normalidad
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se aplicaron las pruebas no paramétricas apropiadas para su andlisis estadistico.
Las variables continuas que siguieron la distribucién normal se expresan como
media (X) y desviacién tipica (SD); las variables que no siguieron la distribucién

normal se presentan como mediana y rango intercuartil (IQR).

Para la comparacién entre los grupos se utilizaron los métodos de analisis
de la varianza (ANOVA) o Welch y Kruskal-Wallis (no paramétrica) en los
modelos no ajustados, y andlisis de la covarianza (ANCOVA) en los modelos
ajustados, utilizando el modelo lineal general univariado incluyendo los efectos
de los principales factores de confusién. Una vez determinadas las diferencias
estadisticamente significativas se procedid a realizar una comparacion por pares
(post hoc) usando la correccidon de Bonferroni para comparaciones multiples. El
estudio longitudinal se ha realizado mediante un Modelo Lineal General Mixto
(GLMM) para medidas repetidas con factores intra-sujetos a 6 niveles (medidas
a lo largo del tiempo) e inter-sujetos con 3 niveles (grupos de estudio). Para
estudiar la asociacion de variables categéricas se ha utilizado el test de Chi-
cuadrado ()(2) o test exacto de Fisher, y para determinar cambios en la
proporcién de respuestas intra-grupo se aplico la prueba de McNemar (test para
proporciones en muestras apareadas). Por ultimo para estimar la influencia de
los grupos de estudios y otras variables de confusion sobre los diferentes
problemas evaluados, se construyeron modelos de regresién logistica (método

introducir y Wald por pasos hacia delante) calculando las Odds Ratio (OR) y los
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intervalos de confianza (IC) del 95%. Valores de p < 0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

a) ESTUDIO 1. Andlisis del crecimiento, desarrollo neurolégico y visual hasta los
18 meses de vida en lactantes alimentados con la nueva féormula infantil
enriquecida con compuestos bioactivos, en comparacion con lactantes

alimentados con la formula infantil estandar o al pecho de forma exclusiva

a.1) Poblacion de estudio

El perfil detallado del estudio y el seguimiento hasta los 18 meses de vida

en los lactantes participantes en el proyecto COGNIS se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Abandonos y exclusiones desde la visita basal (0-2 meses) hasta los 18 meses de
edad. 18 lactantes a los 2 meses, 17 a los 3 meses y 8 a los 4 meses no acudieron a las
evaluaciones de seguimiento, pero permanecieron en el proyecto COGNIS para visitas
posteriores (descrito como "no acudieron"). BF: Grupo de lactancia materna exclusiva; cVEPs:
Potenciales corticales visuales evocados; D: Abandonos; E: Exclusiones; EF: Formula infantil
experimental; GM's: Test General Movements; SF: Formula infantil estdndar. *Los recién
nacidos del grupo BF fueron reclutados entre 0y 6 meses de edad.
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a.2) Caracteristicas de los padres y recién nacidos participantes en el proyecto

COGNIS hasta los 18 meses de edad

Las caracteristicas basales de los participantes se muestran en la Tabla 6.
Se encontraron diferencias significativas en el Cl materno y el nivel educativo de
los padres. Las madres del grupo BF mostraron un Cl significativamente mayor
gue aquellas que dieron féormula infantil a sus bebés (p < 0,001). Ademas, las
madres y los padres de lactantes alimentados con leche materna exclusiva
presentaron niveles educativos mas altos en comparacion con los progenitores
de lactantes alimentados con SFy EF (p < 0,001; p = 0,003, respectivamente). No
se encontraron diferencias significativas entre los 3 grupos de estudio en otras
caracteristicas basales analizadas, incluidas la edad de los padres, IMC pre-
concepcional, edad gestacional al nacimiento, ganancia de peso durante el

embarazo y nimero de hermanos.

Con respecto a las caracteristicas del recién nacido, no hubo diferencias
entre los grupos de estudio ni en el tipo de parto ni en los datos
antropométricos, incluidos el peso, la longitud y el perimetro cefalico al
nacimiento. Debido al disefio del estudio, los dias de lactancia materna diferian
significativamente entre los grupos de férmula y el de lactancia materna (p <

0,001).
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Tabla 6. Caracteristicas basales de los participantes en el proyecto COGNIS.

BF (n=50)

SF (n=85)

EF (n=85) p’

Caracteristicas de los padres

Edad materna (afios)
Edad paterna (afios)
pIMC materno (kg/m?)
EG al nacimiento (sem)
GWG (kg)

Hermanos

Tipo de parto
Tabaco embarazo
Depresion postparto

Cl materno (puntuacién)
Nivel educativo materno

Cl paterno (puntuacion)
Nivel educativo paterno

Lugar de residencia

No

Si
Vaginal
Cesarea
Si

Si

Primaria
Secundaria
FP
Universidad

Primaria
Secundaria
FP
Universidad
Urbana
Rural

32(30-36,25)
35,07+5,01

23,90(21,80-26,16)
39,5(38-40,25)

6(4-9)
28(56)
22(44)
37(74)
13(26)
2(4,70)
6(12)
111(99-118)?
1(2)°
5(10)°
16(32)
28(56)°
108(99-117)
6(12,80)°
11(23,40)
12(25,50)
18(38,30)°
15(30)
35(70)

32(24,75-35,25)
32,6816,89
24,18(21,75-27,61)
40(38-40)
7(3,5-10)
33(38,80)
52(61,20)
62(72,90)
23(27)
13(18,80)
21(24,7)
102(92-111)°
19(22,40)°
28(32,90)°
15(17,60)
23(27,10)°
108(96-117)
28(35)°
25(31,30)
13(16,30)
14(17,40)°
38(44,70)
47(55,30)

30,50(26,25-34,75) 0,068

33,31+7,03 0,134
23,68(21,14-27,30) 0,842
40(39-40) 0,925
6(3-9,5) 0,781
42(49,40) 0,128
43(50,60)
60(70,60) 0,899
25(29,40)
10(13) 0,098
22(26,2) 0,131
100(86-108)° <0,001
19(22,40)° <0,001
29(34,10)°
21(24,70)
16(18,80)°
102(92-111) 0,062
36(46,20)° 0,003
16(20,50)
12(15,40)
14(17,90)°
28(32,90) 0,148
57(67,10)
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Tabla 6 (continuacidn). Caracteristicas basales de los participantes en el proyecto COGNIS.

BF (n=50) SF (n=85) EF (n=85) p!
Caracteristicas de los recién nacidos
Sexo (nifio) 21(42) 49(57,6) 51(60) 0,105
Peso al nacimiento (g) 3321,20+431,73 3266,25+459,08 3347,76+486,41 0,513
Longitud al nacimiento (cm) 51(49-51) 50(49-52) 51(49-52) 0,431
@ cefélico al nacimiento (cm) 35(33,25-35) 35(34-35,5) 34,25 (34-35) 0,481
Leche materna (dias) 420(270-540)° 8(0-22)° 7(1-28)° <0,001

Los datos se presentan como n(%) para datos categdricos, X+SD para datos continuos paramétricos y mediana(IQR) para datos continuos
no paramétricos. "Valores de p para las diferencias generales entre los grupos de estudio COGNIS. Los valores de p se obtuvieron de
ANOVA para variables con distribucion normal, la prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para variables no normales y la prueba de
)(2 para variables categdricas. Los valores que no comparten el mismo sufijo (ab) fueron significativamente diferentes en la comparacion
por pares (post hoc) usando la correccién de Bonferroni. BF: Lactantes amamantados; Cl: Cociente intelectual; EG: Edad gestacional al
nacimiento; EF: Férmula infantil experimental;, FP: Formacion profesional; GWG: Ganancia de peso durante el embarazo; n: Tamafio
muestral; pIMC: indice de masa corporal pregestacional; sem: Semanas; SF: Férmula infantil estdndar; @: Perimetro. Los valores p < 0,05

se resaltan en negrita.
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a.3) Efectos de la formula experimental en el crecimiento de los lactantes

hasta los 18 meses de vida

Para evaluar los efectos de la formula experimental en el crecimiento de
los bebés en comparacién con la formula estandar o la leche materna, se realizd
un estudio longitudinal hasta los 18 meses de edad utilizando un modelo lineal
general mixto de medidas repetidas. No se encontraron diferencias entre los
grupos de estudio en los Z-Score del peso/edad (WAZ) (p = 0,710) (Figura 14A),
peso/longitud (WLZ) (p = 0,808) (Figura 14B), longitud/edad (LAZ) (p = 0,914)
(Figura 14C) e IMC/edad (BAZ) (p = 0,684) (Figura 14D) durante los primeros 18
meses de vida. Ademads, nuestros resultados sugieren que, en relacién al WAZ
desde los 6 hasta los 18 meses, los nifios de los dos grupos de férmula infantil
presentan un patréon de crecimiento adecuado y similar al que siguen los nifios
del grupo BF. Asimismo, los lactantes de los grupos EF y BF, a los 6—18 meses de
edad, parecen seguir un perfil de crecimiento similar en WLZ y BAZ. Sin
embargo, entre los 0-2 meses de vida, los Z-Scores de los bebés alimentados al
pecho fueron mas altos que en los lactantes alimentados con férmula infantil. A
pesar de ello, después de los 6 meses de edad, todas las puntuaciones Z-Score se
aproximaron y no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos.
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A B - BF
0.60- 1.00+ a SF
-&- EF
0:404 p=0.710 0.80-
0.204 =0.808
y iy o £otel L
n 20"
0.004 5 3
= ES AL,
0.404 (S
-0.20 .
0.20 g
-0.40 '
-0.60 T T T T T T 0.00 T T T T T T
2 3 4 6 12 18 2 3 4 6 12 18
Edad (meses) Edad (meses)
0.204 1.00+
0.004 0.804
-0.204 0.60-
g -0.40+ g 0.40-
-0.60
0.204
-0.804
0.004
2 3 4 6 12 18 2 3 4 6 12 18
Edad (meses) Edad (meses)

Figura 14. Modelo Lineal General Mixto de medidas repetidas para los Z-Score de
peso/edad (WAZ) (A), peso/longitud (WLZ) (B), longitud/edad (LAZ) (C) e IMC/edad (BAZ)
(D) en los lactantes del proyecto COGNIS. BF: Lactancia materna; EF: Férmula infantil
experimental; SF: Formula infantil estandar.

a.4) Resultados del test de GM's

El desarrollo neurolégico se evalud a los 2, 3 y 4 meses de vida utilizando
el test de los GM's. Todos los lactantes presentaron un desarrollo neurolégico
adecuado hasta los 4 meses de edad, y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos COGNIS en las edades analizadas

(Tabla 7).
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Tabla 7. Clasificacion general de los GM's a los 2, 3 y 4 meses de vida en los
lactantes participantes en el proyecto COGNIS.

, Medianamente Normal Sub- Normal- 1
GM's . L.
Anormal Optimo Optimo
2 meses
BF (n=31) 10(32,3) 19(61,3) 2(6,5) 0,636
SF (n=70) 23(32,9) 36(51,4) 11(15,7)
EF (n=77) 29(37,7) 40(51,9) 8(10,4)
3 meses
BF (n=32) 10(31,3) 21(65,6) 1(3,1) 0,322
SF (n=59) 11(18,6) 39(66,1) 9(15,3)
EF (n=61) 17(27,9) 38(62,3) 6(9,8)
4 meses
BF (n=37) 15(40,5) 20(54,1) 2(5,4) 0,453
SF (n=62) 21(33,9) 31(50,0) 10(16,1)
EF (n=69) 20(29,0) 37(53,6) 12(17,4)

Los datos se presentan como n(%). "Valores de p para las diferencias generales entre los grupos
de estudio COGNIS. Los valores de p se obtuvieron del test de )(2 o Fisher para variables
categdricas. BF: Leche materna; EF: Formula infantil experimental, GM's: Test General
Movements; n: Tamafo muestral; SF: Formula infantil estdndar. Los valores p < 0,05 se resaltan
en negrita.
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a.5) Resultados de la medicion de cVEPs

A continuacion se evalué la influencia de la formula infantil experimental
en la funcidn visual durante los primeros 12 meses de vida, en comparacién con
la férmula infantil estandar y la leche materna. Con este objetivo se midieron las
cVEPs a los 3 y 12 meses de vida (Tabla 8). A los 3 meses de vida, los bebés
lactados al pecho presentaron latencias mas cortas a 60' (p = 0,012), 30' (p =
0,015) y 15' (p = 0,040) de arco en comparacion con los lactantes EF, después de
ajustar por variables de confusion (nivel educativo y CI materno, y nivel
educativo paterno). Por el contrario, encontramos mayores amplitudes en los
lactantes del grupo BF en comparacion con los que recibieron EF o SF en la onda
P100 a 60' (psqj = 0,007), 30" (pagj = 0,014) y 15' de arco (paq = 0,005). Los
resultados no mostraron diferencias significativas en las amplitudes evaluadas

entre los lactantes EF y SF a los 3 meses.

A los 12 meses de edad, el analisis ajustado mostré que los lactantes con
BF tenian latencias mas cortas a 15' de arco en comparacion con aquellos que
fueron alimentados con EF o SF (p = 0,004); asimismo, las latencias obtenidas a
7%' de arco fueron mas cortas con respecto a la de los bebés del grupo EF (p =
0,031). Los lactantes del grupo de leche materna también presentaron
amplitudes mas altas a 120' de arco en comparacién con los lactantes de los

grupos SFy EF (p =0,003) (Tabla 8).
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Tabla 8. Latencias y amplitudes de los cVEPs en la onda P100 a los 3 y 12 meses de edad
en los lactantes participantes en el proyecto COGNIS.

3 Meses 12 Meses

Latencias (ms) n X+SD P Pagi N X+SD p Padj

P100 120' BF 29 117,48+14,46° 0,059 0,052 36 106,22+6,70 0,759 0,470
SF 59 125,68+19,10°" 45 106,40+8,83
EF 67 127,12+19,27° 58 107,34+8,22

P10060' BF 29 122,03+17,90° 0,028 0,012 36 108,69+7,13 0,402 0,225
SF 58 128,74+16,48%" 46 112,00+14,51
EF 67 133,16+20,55° 54 110,80+9,60

P10030' BF 29 127,34+20,85° 0,029 0,015 36 113,75+7,52 0,186 0,090
SF 55 137,62+20,43%° 43 115,21+11,90
EF 65 139,80+21,68° 57 117,75+11,19

P10015' BF 24 136,7+17,65° 0,021 0,040 29 116,41+8,04° 0,004 0,004
SF 38 143,63+30,31%° 28 124,00+13,92°
EF 51 153,16+22,66° 43 124,91+9,95°

P1007%' BF 6 161,00£19,89 0,142 0,445 15 128,73t+6,72° 0,061 0,031
SF 4 183,25+37,21 8 136,3819,41%°
EF 6 104,50+92,84 22 136,14+11,28°

Amplitudes (uV)

P100120' BF 29 23,24+11,95 0,103 0,085 36 21,09+10,58° 0,007 0,003
SF 59  18,0418,62 45 15,77+8,21°
EF 67 20,14+11,54 58 15,86+7,20°

P10060' BF 29 27,73+14,85° 0,004 0,007 36 19,408,555 0,204 0,189
SF 58 20,09+10,86" 46  16,40%8,17
EF 67 18,97+11,60° 54 16,57+8,39

P10030' BF 29 23,64t15,78° 0,086 0,014 36 15,83+8,82 0,505 0,311
SF 55 16,5249,08° 43  13,28+7,28
EF 65 17,04+9,59" 57 14,33+11,52

P10015' BF 24 19,84+12,57° 0,046 0,005 29 13,72+10,63 0,201 0,288
SF 38 13,22+8,51° 28  10,4916,01
EF 52 12,8246,97° 43 12,92+6,68

P1007%' BF 6  13,83t+535 0,181 0,923 15 14,12+10,37 0,789 0,645
SF 4  14,2815,76 8  13,00+5,97
EF 5  6,02+10,06 22 12,45%4,53

Los datos se presentan como X+SD. p es ANOVA 'y p,qi es ANCOVA ajustada por los siguientes factores
de confusion: nivel educativo y Cl materno, y nivel educativo paterno. Los valores que no comparten el
mismo sufijo (ab) fueron significativamente diferentes en la comparacion por pares (post hoc) usando
la correccion de Bonferroni. BF: Lactantes amamantados; EF: Formula infantil experimental; n: Tamafio
muestral; ms: Milisegundos; SF: Formula infantil estandar; uV: Microvoltios; ": Minutos de dngulo
visual. Los valores p < 0,05 se resaltan en negrita.
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Para explorar mas a fondo los efectos de la férmula experimental en la
funcién visual, se analizé la proporcién de bebés que mostraron respuesta en el
minimo angulo de resolucién (7%' de arco) a los 3 y 12 meses de edad. Como se
muestra en la Figura 15A, en el grupo EF, un mayor porcentaje de bebés
presentd respuesta a 7%' de arco a los 12 meses de edad en comparacién con
los 3 meses de edad (p = 0,001). Estos efectos no se observaron en los grupos de
lactantes SF (p = 0,227) y BF (p = 0,180). Adema3s, a los 12 meses de edad, la
proporcion de lactantes que presentaron respuesta a 7%' de arco fue similar
entre los grupos BF y EF, siendo dicha proporcién mayor que aquellos que

recibieron SF (p = 0,031) (Figura 15B).
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Figura 15. A) % de lactantes que presentaron respuesta a 7% 'de arco a los 12 meses de edad
en comparacion con los 3 meses de edad en los tres grupos de estudio. B) % de lactantes a los
12 meses que mostraron una respuesta a 7% 'de arco en los tres grupos de estudio. Los valores
de p se obtuvieron del test de McNemar (A) y la prueba )(2 o Fisher (B). BF: Leche materna; EF:
Formula infantil experimental; SF: Férmula infantil estandar.
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b) ESTUDIO 2. Estudio de los efectos a largo plazo de la nueva férmula infantil

en el desarrollo del lenguaje en niios sanos a los 4 aiios de edad

b.1) Poblaciéon de estudio

122 nifios asistieron a la visita de seguimiento a los 4 afios de edad; de
éstos, 89 nifios fueron alimentados con la férmula infantil estandar (SF, n=46) o
la férmula infantil experimental enriquecida con nutrientes funcionales (EF,
n=43) durante sus primeros 18 meses de vida. Ademas se incluyeron 33 nifios
alimentados con leche materna como grupo de referencia (BF). En la Figura 16
se muestra la informacion detallada de los participantes desde la visita basal

hasta los 4 afios.

Lactantes
participantes

n=220
[ | |
Visita Basal SF £ BE
n=85 n=85 n=50
— E=24 E=16 E=1
[— D=13 D=13 D=12
18 meses n=48 | l n=56 | | n=37 |
Analizados = 141
— D=1 — D=12 l—v D=4
Seguimiento a 4 anos: n=46 H=43 n=33

{Restantes=124)
Analizados = 122

{1 no acudid)

(1 no acudid)

Figura 16. Abandonos y exclusiones desde la visita basal hasta los 4 afios de edad. BF:
Lactancia materna; D: Abandonos; E: Exclusiones; EF: Formula infantil experimental; n:
Tamafo muestral; SF: Formula infantil estandar.
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b.2) Caracteristicas de los padres y niiios participantes en el proyecto COGNIS a

los 4 afios de edad

Las caracteristicas basales de los 122 padres y nifios que continuaron en
el proyecto hasta los 4 afos de seguimiento se muestran en la Tabla 9. Como se
puede observar, los padres y madres de los nifios del grupo de leche materna
eran mayores en edad que los padres del grupo SF (p = 0,027 y p = 0,019,
respectivamente). Las madres del grupo BF mostraron un nivel educativo mas
alto (p = 0,001) que las de los grupos EF y SF, mientras que su Cl sélo fue mayor
en comparacién con el de las madres de nifios alimentados con EF (p = 0,023).
Los padres del grupo BF también mostraron un mayor nivel educativo en
comparacion con los padres de los nifios del grupo SF (p = 0,040). Ademas, el
grupo BF presentd un nivel socioecondmico mas alto que los grupos SFy EF (p <
0,001). Finalmente, en el grupo BF se encontrd una mayor proporcion de nifias
gue de nifilos en comparacién con el grupo SF (p = 0,034). No obstante, las
diferencias encontradas en cuanto a las caracteristicas basales mencionadas no

existen entre los grupos SF y EF.

Es importante destacar que, a los 4 afos, no se observaron diferencias en

el Cl de los nifos, lengua materna no espaiola y tratamiento con logopeda.
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Tabla 9. Caracteristicas basales de los nifios y padres que participan en el seguimiento a los 4 afios de edad del proyecto COGNIS.

Seguimiento a los 4 anos

Antecedentes padres SF (n=46) EF (n=43) BF (n=33) p
Edad materna (afios) 31(24-35)° 31(28-34)*° 34(31-38)° 0,019
pIMC materno (kg/m?) 24,17(21,05-26,30)  25,15(22,21-28,48)  24,46(23,05-25,95) 0,478
Nivel educativo materno Primaria 6(13,04) 9(20,93) 1(3,03) 0,001
Secundaria 12(26,09)*° 13(30,23)° 2(6,06)°
FP 13(28,26) 15(34,88) 9(27,27)
Universidad 15(32,61)° 6(13,95)° 21(63,64)°
Cl materno (puntuacion) 104(95-112,5)*" 100(89-108)° 111(96-117)° 0,023
Tabaco embarazo No 36(80,00) 36(83,72) 31(93,94) 0,220
Si 9(20,00) 7(16,28) 2(6,06)
GWG (kg) 7(3,5-10) 7(4-10) 6,25(4,5-8,5) 0,758
Tipo de parto Vaginal 34(73,91) 31(72,09) 25(75,76) 0,937
Cesarea 12(26,09) 12(27,91) 8(24,24)
Depresién postparto No 35(76,09) 34(80,95) 28(84,85) 0,621
Si 11(23,91) 8(19,05) 5(15,15)
Edad paterna (afios) 32,50(6,69)° 33,54(5,56)*" 36,24(4,38)° 0,027
Nivel educativo paterno Primaria 11(25,00) 16(39,02) 6(18,18) 0,040
Secundaria 16(36,36)° 9(21,95)*° 4(12,12)°
FP 8(18,18) 9(21,95) 10(30,30)
Universidad 9(20,45) 7(17,07) 13(39,39)
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Tabla 9 (continuacion). Caracteristicas basales de los nifios y padres que participan en el seguimiento a los 4 afios de edad del

proyecto COGNIS.

Seguimiento a los 4 aiios

Antecedentes padres SF (n=46) EF (n=43) BF (n=33) p'
Nivel educativo paterno Primaria 11(25,00) 16(39,02) 6(18,18) 0,040
Secundaria 16(36,36)° 9(21,95)*" 4(12,12)°
FP 8(18,18) 9(21,95) 10(30,30)
Universidad 9(20,45) 7(17,07) 13(39,39)
Cl paterno (puntuacion) 106,86+12,38 104,29+15,81 106,90+12,93 0,659
Nivel socioecondmico Bajo 9(19,57)""b 10(23,81)b 1(3,03)° <0,001
Medio-bajo 22(47,83)° 25(59,52)° 6(18,18)°
Medio-alto 12(26,09)*° 4(9,52)° 17(51,52)°
Alto 3(6,52)° 3(7,14)*° 9(27,27)°
Lugar de residencia Urbana 20(44,44) 11(26,19) 8(24,24) 0,095
Rural 25(55,56) 31(73,81) 25(75,76)
Hermanos 0 15(33,33) 18(42,86) 8(24,24) 0,238
>1 30(66,67) 24(57,14) 25(75,76)
Edad gestacional (sem) 40(39-41) 40(39-41) 40(39-41) 0,697
Caracteristicas del recién nacido y nifio
Peso al nacimiento (g) 3402,89+402,49 3418,84+482,08 3374,24+392,58 0,904
Longitud al nacimiento (cm) 51(50-52) 51(50-52) 51(50-52) 0,678
@ Cefalico al nacimiento (cm) 35(34-36) 34(34-35) 35(34-35) 0,155
Sexo del nifio Nifio 31(67,39)° 27(62,79)*° 13(39,39)° 0,034
Nifia 15(32,61)° 16(37,21)*° 20(60,61)°
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Tabla 9 (continuacion). Caracteristicas basales de los nifios y padres que participan en el seguimiento a los 4 afios de edad del

proyecto COGNIS.

Seguimiento a los 4 ainos

Caracteristicas del recién nacido y nifo SF (n=46) EF (n=43) BF (n=33) p
Cl nifio (puntuacién) 111,5(97-118) 113(103-120) 115(105-121) 0,551
IMC/edad nifio Delgadez severa 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0,388

Delgadez 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00)

Peso adecuado 33(71,74) 25(58,14) 26(78,79)

Riesgo sobrepeso 9(19,57) 13(30,23) 4(12,12)

Sobrepeso 4(8,70) 4(9,30) 3(9,09)

Obesidad 0(0,00) 1(2,33) 0(0,00)
Lengua materna no espafiola 2(4,30) 3(7,00) 2(6,10) 0,890
Tratamiento logopeda 5(10,90) 1(2,30) 1(3,00) 0,264

Los datos se presentan como n(%) para datos categdricos, X+SD para datos paramétricos y mediana(IQR) para datos no paramétricos. "Valores p para las
diferencias generales entre los grupos de estudio COGNIS. Los valores de p se obtuvieron de ANOVA para variables que siguen la distribucion normal, la
prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para variables no normales y la prueba de )(2 o Fisher para variables categdricas. Los valores que no comparten
el mismo sufijo (ab) fueron significativamente diferentes en la comparacion por pares (post hoc) usando la correccion de Bonferroni. BF: Grupo de leche
materna; Cl: Cociente de inteligencia; EF: Formula infantil experimental; FP: Formacion profesional; GWG: Ganancia de peso durante el embarazo; n:
Tamafio muestral; pIMC: indice de masa corporal pregestacional; SF: Férmula infantil estdndar. Los valores p < 0,05 se resaltan en negrita.
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b.3) Efecto de las formulas infantiles en el desarrollo del lenguaje en nifios
COGNIS a los 4 aiios de edad

Para analizar los efectos de las férmulas infantiles y la lactancia materna
en el desarrollo del lenguaje, se compararon las puntuaciones del PLON-R
obtenidas por los nifios a los 4 afios de edad entre los grupos de estudio (Tabla
10). En el modelo no ajustado, los nifios SF presentaron puntuaciones mas bajas
en el contenido del lenguaje (p = 0,026) y la puntuacién total del test (p = 0,029)
en comparacién con los nifios BF. Sin embargo, después de ajustar por edad,
nivel educativo y Cl maternos, edad y nivel educativo paternos, sexo del nifio y
nivel socioeconémico, estas diferencias desaparecieron. Cabe destacar que los
nifios que recibieron EF mostraron puntuaciones mas altas en el uso del lenguaje
(p = 0,033) y la expresién oral espontanea (p = 0,024) que los nifios que
recibieron férmula infantil SF. Estas diferencias se mantuvieron significativas en
el uso del lenguaje (p = 0,035) y la expresion oral espontanea oral (p = 0,014)

después de ajustar por las variables confusoras anteriores.
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Tabla 10. Efectos de las féormulas infantiles en el desarrollo del lenguaje a los 4 afios.

Puntuaciones

test PLON-R SF (n=46) EF (n=43) BF (n=33) p Pad
Forma' 54,85+18,18  56,49+16,92 59,39+15,28 0,503 0,680
Fonologia 0,80+0,54 0,81+0,39 0,91+0,29 0,376 0,140
Morfologia 3,28+1,05 3,4040,85 3,48+087 0,630 0,281
Sintaxis
Repeticion 1,48+0,75 1,44+0,70 1,58+0,71 0717 0,431
frases
Expresion oral 1,8+0,40 1,95+0,30 1,014029 0512 0,230
espontanea
Contenido® 41,50+16,64° 42,84+18,08*°  51,42+15,05° 0,026 0,441
Léxico 1,20+0,58 1,35+0,65 1,52+0,51 0,062 0,340
Comprension 0,89+0,31 0,91+0,29 1,00+0,00 0,161 0,343
Expresion 0,30+0,47 0,44+0,50 0,52+0,51 0,149 0,496
Identificacion 0,98+0,15 1,00+0,00 097+0,17 0,557 0,241
colores
Relaciones 0,85+0,36 0,7740,43 0,94+0,24 0078 0,767
espaciales
Opuestos 0,61+0,49 0,65+0,48 0,82+0,39 0,090 0,585
Necesidades 0,78+0,42 0,72+0,45 0,88+0,33 0207 0,953
basicas
Uso! 46,00£11,35° 51,86+11,15° 50,79+10,51*° 0,033 0,035
Expresion oral
espontdnea 1,89+0,38 1,9340,34 1,91+0,29 0,866 0,098
(ldmina)
Expresion oral
espontanea 0,410,50° 0,70+0,46" 0,67£0,48*°® 0,024 0,014
(puzzle)
Total * 47,07+16,90° 51,23+18,12*°®  57,48+15,18° 0,029 0,225

Los datos se presentan como X+SD de las puntuaciones directas. ILos datos se presentan como X+SD de
las puntuaciones tipicas. p es ANOVA. p,qies ANCOVA ajustada por los siguientes factores de confusion:
edad, nivel educativo y Cl materno;, edad y nivel educativo paterno; sexo del nifio y nivel
socioeconémico. Los valores que no comparten el mismo sufijo (ab) fueron significativamente
diferentes en la comparacion por pares (post hoc) usando la correccion de Bonferroni. BF: Lactancia
materna; EF: Formula infantil experimental; n: Tamafio muestral; SF: Formula infantil estandar. Los
valores p < 0,05 se resaltan en negrita.
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A continuacion, evaluamos la asociacidn entre el tipo de alimentacion
recibida durante los primeros 18 meses y la clasificacion clinica de las escalas del
test PLON-R de acuerdo con los baremos de la prueba ("normal” o "necesita
mejorar/retraso"”) (Tabla 11). El andlisis mostré que los nifios alimentados con SF
se clasificaron con mayor frecuencia como "necesita mejorar/retraso” en el uso
del lenguaje (p = 0,020) en comparacion con los nifios alimentados con EF. El
grupo SF presentd, ademas, una mayor frecuencia en la categoria "necesita
mejorar/retraso” en la puntuacion total del PLON-R que aquellos nifios que
fueron alimentados al pecho (p = 0,027).

Tabla 11. Asociacién entre las férmulas infantiles y la clasificacion clinica de las
puntuaciones del test PLON-R a los 4 afios de edad.

Escalas PLON-R SF(n=46) EF(n=43) BF(n=33) p'

Forma NM/R 13(28,26)  9(20,93) 4(12,12) 0,224
N 33(71,74)  34(79,07)  29(87,88)

Contenido NM/R 37(80,43) 32(74,42) 20(60,61) 0,142
N 9(19,57)  11(25,58)  13(39,39)

Uso NM/R 28(60,87)° 14(32,56)° 13(39,39)*° 0,020
N 18(39,13)° 29(67,44)°® 20(60,61)*°

Total NM/R 25(54,35)% 19(44,19)*°  8(24,24)° 0,027
N 21(45,65)* 24(55,81)*° 25(75,76)°

Los datos se presentan como n(%). “Los valores de p se obtuvieron de la prueba )(2 o Fisher para
variables categoricas. Los valores que no comparten el mismo sufijo (ab) fueron
significativamente diferentes en la comparacion por pares (post hoc) usando la correccion de
Bonferroni. BF: Lactancia materna; EF: Formula infantil experimental; n: Tamafio muestral; N:
Normal; NM/R: Necesita mejorar/retraso; SF: Formula infantil estandar. Los valores p < 0,05 se

resaltan en negrita.
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Finalmente, se realizaron modelos de regresion logistica (método Wald
por pasos hacia delante) para evaluar la influencia de las diferentes variables de
confusién en los resultados obtenidos (Tabla 12). En dichos modelos se
incluyeron la edad, nivel educativo y Cl maternos, la edad y el nivel educativo
paternos, el nivel socioecondmico, el sexo del nifio y los tres grupos de estudio.
Los andlisis mostraron que el tipo de alimentacién durante los primeros 18
meses de vida (grupos COGNIS) afectd al uso del lenguaje a los 4 afios. En
concreto, los nifios alimentados con SF presentaron un mayor riesgo de sufrir
problemas en el uso del lenguaje [OR: 8,500 (IC 95%: 1,504-48,049); p = 0,015]
gue los nifios BF. Ademas, los nifios que tenian un nivel socioecondmico mas
bajo mostraron una tendencia a tener un mayor riesgo de sufrir problemas en el
contenido del lenguaje [OR: 3,583 (IC 95%: 0,977-13,148); p = 0,054] vy
puntuacién total del PLON-R [OR: 4,821 (IC 95%: 0,966-24,063); p = 0,055]. No se
encontrd ningun efecto de otras variables (edad, nivel educativo y Cl maternos,
la edad y el nivel educativo paternos, y el sexo del nifio) sobre el desarrollo del

lenguaje a los 4 afios.
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Tabla 12. Efecto de los grupos COGNIS y el nivel socioecondmico sobre el lenguaje
a los 4 ainos.

Nivel
SF*
Escalas PLON-R P Socioeconémicot p

OR (95% IC)
OR (95% IC)

Forma - - - -
Contenido - - 3,583 (0,977-13,148) 0,054
Uso 8,500 (1,504-48,049) 0,015 - -

Total - - 4,821 (0,966-24,063) 0,055

El modelo es una regresion logistica (método de Wald). Escalas dicotomizadas para regresion
logistica binaria: "normal” y "necesita mejorar/retraso".

*Grupo de lactancia materna como referencia. El grupo SF no se incluyé en el modelo de forma,
contenido y puntaje total del PLON-R. tAlto nivel socioeconémico como referencia. El nivel
socioecondémico no se incluyd en el modelo de forma y uso del lenguaje.

IC: Intervalo de confianza; OR: Odds Ratio; SF: Formula infantil estandar. Los valores p < 0,05 se

resaltan en negrita.
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c) ESTUDIO 3. Impacto de la nueva formula infantil sobre el desarrollo del
comportamiento en nifos sanos a los 2,5 afnos de edad, en comparaciéon con

aquellos alimentados con una férmula estandar o lactancia materna exclusiva

c.1) Poblacion de estudio

El analisis incluyd a 103 nifos de 2,5 afios que participaron en el estudio
COGNIS. De ellos, durante sus primeros 18 meses de vida, 70 nifios fueron
alimentados con una férmula infantil estandar (SF, n=29) o la férmula infantil
experimental (EF, n=41). El grupo de control estuvo formado por 33 nifios que
tomaron leche materna exclusiva (BF). En la Figura 17 se muestra el diagrama de
reclutamiento, exclusiones y abandonos de los participantes hasta los 2,5 afios

de edad.
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Lactantes
participantes
n=220

l [ 1
Visita Basal*: SF EF BE
n=220 n=85 n=85 h=50
E=24 E=16 E=1
D=13 D=13 D=12
18 meses:
(Restantes= 141) n=48 n=56 n=37
Analizados = 141 |
t_' D=5 \_'D=6 \—v D=2
i 2.5 anos:
(Restantes=128) n=34% n=43% n=35¥%
§ Analizados = 112 {9 noasistieron) {7 noasistieron)

Figura 17. Diagrama de los participantes en el proyecto COGNIS desde el reclutamiento
hasta los 2,5 afios. BF: Lactancia materna; D: Abandonos; E: Exclusiones; EF: Formula
infantil experimental; n: Tamafio muestral;, SF: Férmula infantil estandar. T 5 madres no
rellenaron el test CBCL a los 2.5 afios de edad; ¥ 2 madres no rellenaron el test CBCL a los
2,5 afios de edad; ¥ 2 madres no rellenaron el test CBCL a los 2,5 afios de edad. *El
reclutamiento en los bebés del grupo de lactancia materna fue de 0 a 6 meses de vida.

c.2) Caracteristicas de los padres y nifios participantes en el proyecto COGNIS a

los 2,5 ainos de edad

Los antecedentes y las caracteristicas basales de los padres e hijos
participantes en el seguimiento a los 2,5 afios se muestran en la Tabla 13. Hubo
diferencias significativas entre los grupos de estudio con respecto al nivel
educativo materno, el lugar de residencia y el nivel socioecondmico. De hecho,
las madres de nifios con BF mostraron un mayor nivel educativo (p = 0,001) y

vivian con mayor frecuencia en areas rurales (p = 0,012) en comparacién con las
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madres de bebés alimentados con SF y EF. Respecto al nivel socioeconémico,
aquellos padres cuyos hijos fueron amamantados tuvieron un nivel mas alto en
comparacion con los padres de los lactantes alimentados con EF (p < 0,001). Por
el propio disefio del estudio se encontraron diferencias en los dias que tomaron
lactancia materna (p < 0,001), pero estas diferencias no se dan entre los dos
grupos de formula. En el resto de caracteristicas no se encontraron diferencias

significativas.
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Tabla 13. Antecedentes de los padres y nifios participantes en proyecto COGNIS a los 2,5 afios de edad.

Seguimiento 2,5 aiios

Caracteristicas basales SF (n=29) EF (n=41) BF (n=33) p
Edad materna (afios) 33(29,5-35) 32(29-36) 34(31-38,5) 0,268
pIMC materno (kg/mz) 24,18 +3,50 24,28+4,26 24,90+3,16 0,713
Nivel educativo materno Primaria 4(13,80) 6(14,60) 1(3,00) 0,001
Secundaria 11(37,90)° 10(24,40)*° 2(6,10)"
FP 4(13,80) 15(36,60) 8(24,20)
Universidad 10(34,50)° 10(24,40)° 22(66,70)°
Cl materno (puntuacién) 105,38+15,51 102,41+12,92 109,52+14,10 0,102
Tabaco embarazo No 21(77,80) 33(82,50) 31(93,90) 0,161
Si 6(22,20) 7(17,50) 2(6,10)
GWG (kg) 5(3-8) 5(3-8,75) 6(4,25-8,75) 0,418
Tipo de parto Vaginal 23(79,30) 27(65,90) 25(75,80) 0,463
Cesarea 6(20,70) 14(34,10) 8(24,20)
Depresién postparto No 22(75,90) 34(82,90) 28(84,80) 0,633
Si 7(24,10) 7(17,10) 5(15,20)
Nivel educativo paterno Primaria 10(34,50) 16(39,00) 6(18,20) 0,447
Secundaria 6(20,70) 8(19,50) 5(15,20)
FP 6(20,70) 9(22,00) 10(30,30)
Universidad 7(24,10) 8(19,50) 12(36,40)
Cl paterno (puntuacion) 107,76%14,05 104,78+15,11 106,90£12,93 0,699
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Tabla 13 (continuacidn). Antecedentes de los padres y nifios participantes en proyecto COGNIS a los 2,5 afios de edad.

Seguimiento 2,5 aiios

Caracteristicas basales SF (n=29) EF (n=41) BF (n=33) p'
Nivel socioeconémico Bajo 6(21,4)""’b 13(31,7)b 1(3,0)° <0,001
Medio-bajo 14(50,0) 21(51,2) 11(33,3)
Medio-alto 7(25,0)*° 7(17,1)° 14(42,4)
Alto 1(3,6)*° 0(0,0)° 7(21,3)
Lugar de residencia Urbana 18(62,10)° 13(33,30)*° 9(27,30)° 0,012
Rural 11(37,90)° 26(66,70)*° 24(72,70)°
Hermanos 0 9(31,00) 16(39,00) 12(36,40) 0,789
>1 20(69,00) 25(61,00) 21(63,60)
Edad gestacional (sem) 40(39-41) 40(37,5-40,5) 40(38,5-41) 0,670
Peso al nacimiento (g) 3344,83+462,60 3297,32+568,98 3374,24+392,58 0,738
Longitud al nacimiento (cm) 51(49,25-52,87) 51(49-52) 51(50-52) 0,697
@ cefélico al nacimiento (cm) 35(34-35,75) 34(33,5-35) 35(33,62-35,75) 0,245
Sexo Nifio 18(62,10) 25(61,00) 13(39,4) 0,059
Nifia 11(37,90) 16(39,00) 20(60,6)
Lactancia materna (dias) 15(5-43,5) 14(2,5-29,5) 390(270-765) <0,001

Los datos se presentan como n(%) para datos categoricos, X+SD para datos paramétricos y mediana(IQR) para datos no paramétricos. "Valores de p para las
diferencias generales entre los grupos de estudio COGNIS. Los valores de p se obtuvieron de ANOVA para variables que siguen la distribucion normal, la prueba
de suma de rangos de Kruskal-Wallis para variables no normales y la prueba de )(2 o Fisher para variables categdricas. Los valores que no comparten el mismo
sufijo (ab) fueron significativamente diferentes en la comparacion por pares (post hoc) usando la correccion de Bonferroni. BF: Grupo de leche materna; Cl:
Cociente de inteligencia; EF: Férmula infantil experimental; FP: Formacion profesional; GWG: Ganancia de peso durante el embarazo; pIMC: indice de masa
corporal pregestacional; n: Tamafio muestral; sem: Semanas; SF: Férmula infantil estdndar; @: Perimetro. Los valores p < 0,05 se resaltan en negrita.
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c.3) Relaciéon de la nueva férmula infantil y la lactancia materna con el

desarrollo de problemas conductuales a los 2,5 aiios de edad

La asociacién entre el tipo de alimentacién recibido durante los primeros
18 meses de vida vy la clasificaciéon de las puntuaciones segin baremos del CBCL
("normal"”, "borderline" y "patoldgico") se presenta en la Tabla 14. El andlisis
mostro que los nifios alimentados con SF se categorizaron mas frecuentemente
como "borderline” en problemas de internalizacién que los nifios con BF (p =
0,042). Ademads, los nifios del grupo EF presentaron con menor frecuencia
problemas "patoldgicos" afectivos (p = 0,026) en comparacion con los nifos del
grupo SF a los 2,5 afios de edad. Es importante destacar que, en lineas
generales, el porcentaje de nifios alimentados con la nueva férmula se clasifican
como "normales” en los problemas de comportamiento de forma similar a los

ninos alimentados con lactancia materna exclusiva.
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Tabla 14. Asociacion entre el tipo de alimentacidn recibida durante los primeros

meses de vida y la clasificacién clinica de los problemas de conducta segun el

CBCL en nifios de 2,5 afios.

Escalas CBCL SF (n=29) EF (n=41) BF(n=33) p"

Emocionalidad reactiva  normal 24(82,76) 39(95,12) 32(96,97) 0,273
borderline 3(10,34)  1(2,44)  1(3,03)
patoldgico  2(6,90) 1(2,44) 0(0,00)

Ansiedad/Depresion normal 25(86,21) 38(92,68) 31(93,94) 0,173
borderline  1(3,45) 3(7,32) 2(6,06)
patoldégico 3(10,34)  0(0,00) 0(0,00)

Somatizacién normal 24(82,76) 37(90,24) 30(90,91) 0,430
borderline  2(6,90) 2(4,88) 3(9,09)
patolégico 3(10,34)  2(4,88) 0(0,00)

Introversion normal 26(89,66) 37(90,24) 31(93,94) 0,243
borderline  0(0,00) 1(2,44) 2(6,06)
patologico 3(10,34)  3(7,32) 0(0,00)

P. Suefio normal 28(96,55) 37(90,24) 28(84,85) 0,657
borderline  0(0,00) 1(2,44) 2(6,06)
patoldgico  1(3,45) 3(7,32) 3(9,09)

P. Atencion normal 25(86,20) 39(95,12) 32(96,97) 0,333
borderline  2(6,90) 2(4,88) 1(3,03)
patoldégico  2(6,90) 0(0,00) 0(0,00)

Conducta agresiva normal 26(89,66) 39(95,12) 32(96,97) 0,317
borderline  1(3,44) 2(4,88) 0(0,00)
patoldégico  2(6,90) 0(0,00) 1(3,03)

P. Internalizantes normal 17(58,62) 33(80,49) 28(84,85) 0,042
borderline 7(24,14)* 6(14,63)*° 1(3,03)°
patoldégico 5(17,24)  2(4,88) 4(12,12)

P. Externalizantes normal 22(75,86) 36(87,80) 29(87,88) 0,145
borderline  1(3,45) 3(7,32) 3(9,09)
patoldégico 6(20,69)  2(4,88) 1(3,03)
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Tabla 14 (continuacidon). Asociacién entre el tipo de alimentacion recibida
durante los primeros meses de vida y la clasificacion clinica de los problemas de

conducta segun el CBCL en nifios de 2,5 anos.

1

Escalas CBCL SF (n=29) EF(n=41) BF (n=33) P

P. Totales normal 19(65,52) 33(80,49) 28(84,85) 0,134
borderline 3(10,34) 6(14,63)  2(6,06)
patoldgico 7(24,14)  2(4,88) 3(9,09)

P. Afectivos normal 25(86,21) 40(97,56) 28(84,85) 0,026
borderline  0(0,00) 1(2,44) 3(9,09)
patolégico 4(13,79)° 0(0,00)°  2(6,06)*"

P. Ansiedad normal 24(82,76) 36(87,80) 29(87,88) 0,918
borderline  1(3,45) 1(2,44) 0(0,00)
patoldgico 4(13,79) 4(9,76) 4(12,12)

P. Generales desarrollo  normal 23(79,31) 34(82,93) 32(96,97) 0,247
borderline 4(13,79)  4(9,76) 1(3,03)
patoldgico  2(6,90) 3(7,31) 0(0,00)

TDAH normal 26(89,65) 39(95,12) 33(100,00) 0,459
borderline  1(3,45) 1(2,44) 0(0,00)
patoldgico  2(6,90) 1(2,44) 0(0,00)

Oposicién desafiante normal 28(96,55) 37(90,24) 32(96,97) 0,853
borderline  0(0,00) 1(2,44) 0(0,00)
patoldégico  1(3,45) 3(7,32) 1(3,03)

Los datos se presentan como n(%) para datos categoricos. "Valores de p para las diferencias
generales entre los grupos de estudio COGNIS. Los valores de p se obtuvieron de la prueba de )(2 o
Fisher para variables categoricas. Los valores que no comparten el mismo sufijo (ab) fueron
significativamente diferentes en la comparacion por pares (post hoc) usando la correccion de
Bonferroni. BF: Grupo de leche materna; EF: Formula infantil experimental; n: Tamafio muestral;
P: Problemas; SF: Formula infantil estandar; TDAH: Trastorno déficit atencion e hiperactividad.
Los valores p < 0,05 se resaltan en negrita.
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c.4) Influencia del tipo de alimentacidn recibida durante los primeros 18 meses
de vida u otros factores confusores sobre el desarrollo de problemas a los 2,5

anos de vida

Finalmente, se realizaron modelos de regresion logistica (método
introducir y Wald por pasos hacia delante) para evaluar la influencia de las
diferentes variables de confusion en los resultados obtenidos (Tabla 15). A los
2,5 afios de edad, en el modelo no ajustado, los nifios alimentados con EF no
mostraron un mayor riesgo de sufrir problemas de comportamiento en
comparacion con los nifios BF. Sin embargo, los nifios del grupo SF si mostraron
un mayor riesgo de sufrir problemas internalizantes [OR: 3,95 (IC 95%: 1,19-
13,19), p = 0,025], en comparacién con los nifios del grupo BF. Después de
ajustar por el nivel educativo materno (Modelo 1), nivel socioecondmico
(Modelo 2) y lugar de residencia (Modelo 3), los nifios EF presentaron un menor
riesgo de sufrir problemas afectivos [OR: 0,05 (IC 95%: 0,00-0,63), p = 0,021; O:
0,05 (IC 95%: 0,00-0,83), p = 0,036; OR: 0,06 (IC 95%: 0,00-0,88), p = 0,040,

respectivamente], en comparacién con el grupo BF.

Es importante destacar que no se obtuvieron datos clinicamente
patolégicos en cuanto a problemas de TDAH en los nifios participantes en el
estudio COGNIS a los 2,5 afios de edad, probablemente debido a la dificultad

para detectar este tipo de problemas a tan temprana edad.
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Tabla 15. Efecto de las férmulas infantiles sobre las diferentes escalas del CBCL a los 2,5 afios (0="normal" (referencia),

1="borderline/patolégico")".

Escalas CBCL e Modelo no ajustado Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
(n=103) (n=103) (n=102) (n=100)
OR (95% IC) p OR (95% IC) P OR (95% IC) p OR (95% IC) p
E. Reactiva SF 6,67(0,73-60,85) 0,093 3,12(0,28-35,25) 0,357 2,88(0,24-34,62) 0,405 5,84(0,42-80,42) 0,188
EF 1,64(0,14-18,93) 0,691 0,71(0,05-9,96) 0,800 0,86(0,06-12,62) 0,914 0,41(0,02-9,39) 0,574
Ans/Depresidn SF 2,48(0,42-14,66) 0,317 0,85(0,09-8,13) 0,888  0,64(0,06-6,88) 0,714 0,51(0,04-7,10) 0,612
EF 1,22(0,19-7,79) 0,831  0,34(0,03-3,50) 0,339  0,34(0,03-3,55) 0,366 0,35(0,03-3,58) 0,375
Somatizacion SF 2,08(0,45-9,61) 0,347 0,83(0,15-4,98) 0,842 0,45(0,05-3,89) 0,469 0,22(0,02-2,64) 0,233
EF 1,08(0,22-5,21) 0,923  0,50(0,08-2,96) 0,442 0,30(0,04-2,36) 0,254 0,30(0,04-2,30) 0,241
Introversion SF 1,79(0,28-11,53) 0,541  0,79(0,09-6,88) 0,823  0,70(0,05-9,49) 0,790 0,38(0,02-6,97) 0,511
EF 1,68(0,29-9,77) 0,566  0,68(0,10-5,09) 0,704  0,91(0,09-9,63) 0,935 0,94(0,08-10,44) 0,959
P. Suefio SF 0,20(0,02-1,82) 0,153  0,22(0,02-2,27) 0,205  0,22(0,02-2,27) 0,202 0,18(0,02-2,21) 0,183
EF 0,61(0,15-2,46) 0,483 0,57(0,13-2,61) 0,460 0,51(0,20-2,67) 0,424 0,48(0,10-2,58) 0,393
P. Atencidn SF 5,12(0,54-48,72) 0,155 3,55(0,31-40,25) 0,307 4,15(0,34-50,81) 0,266 3,30(0,24-45,66) 0,372
EF 1,64(0,14-18,93) 0,691 0,93(0,07-12,09) 0,958 1,72(0,12-24,85) 0,690 1,65(0,12-23,43) 0,712
C. Agresiva SF 3,69(0,36-37,63) 0,270 2,19(0,17-28,92) 0,552 1,27(0,08-20,60) 0,865 1,81(0,09-36,12) 0,697
EF 1,64(0,14-18,93) 0,691 0,81(0,06-11,87) 0,874 0,70(0,05-10,63) 0,795 0,78(0,05-12,31) 0,858
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Tabla 15 (continuacidn). Efecto de las formulas infantiles sobre las diferentes escalas del CBCL a los 2,5 afios (0="normal" (referencia),
1="borderline/patoldgico")".

Escalas CBCL e Modelo no ajustado Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
(n=103) (n=103) (n=102) (n=100)
OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
P. Afectivos SF 0,90(0,21-3,71) 0,880 0,28(0,04-1,89) 0,186 0,21(0,02-1,90) 0,162 0,16(0,01-1,88) 0,144
EF 0,14(0,02-1,26) 0,080 0,05(0,00-0,63) 0,021 0,05(0,00-0,83) 0,036 0,06(0,00-0,88) 0,040
P. Ansiedad SF 1,51(0,36-6,26) 0,570  0,90(0,17-4,66) 0,896 0,84(0,15-4,85) 0,844 0,51(0,07-3,62) 0,499
EF 1,01(0,25-4,10) 0,992  0,59(0,11-3,02) 0,523 0,67(0,13-3,74) 0,647 0,60(0,11-3,29) 0,553
P. Desarrollo SF 8,35(0,95-74,13) 0,057 5,49(0,50-59,71) 0,162 4,98(0,44-56,33) 0,195 3,40(0,28-43,27) 0,346
EF 6,59(0,77-56,57) 0,086  3,10(0,33-29,39) 0,323 3,51(0,35-35,40) 0,288 3,80(0,36-39,63) 0,265
P. TDAH SF N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
EF N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
Op. Desafiante SF 1,14(0,07-19,13) 0,926 0,83(0,04-17,71) 0,904 0,89(0,04-20,25) 0,936 1,07(0,04-30,34) 0,971

EF 3,46(0,37-32,56) 0,278  2,20(0,19-25,23) 0,527 2,08(0,17-25,28) 0,564 2,22(0,17-28,67) 0,541
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Tabla 15 (continuacidn). Efecto de las formulas infantiles sobre las diferentes escalas del CBCL a los 2,5 afios (0="normal" (referencia),
1="borderline/patoldgico")".

Escalas CBCL Grupo Modelo no ajustado Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
P (n=103) (n=103) (n=102) (n=100)
OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
P. Internalizantes SF 3,95(1,19-13,19) 0,025 2,36(0,61-9,12) 0,214 2,76(0,66-11,58) 0,166 2,67(0,58-12,36) 0,209

EF 1,36(0,40-4,62) 0,625 0,68(0,17-2,60) 0,561  0,93(0,22-3,99) 0,917  1,00(0,23-4,30) 0,991
P. Externalizantes SF 2,31(0,60-8,88) 0,224  0,86(0,17-4,43) 0,851 0,73(0,13-4,02) 0,720 0,52(0,08-3,41) 0,495
EF 1,01(0,25-4,10) 0,992  0,35(0,07-1,84) 0,215 0,36(0,06-1,95) 0,231 0,36(0,07-2,00) 0,244
P. Totales SF 2,95(0,87-10,00) 0,083  1,50(0,37-6,08) 0,568  1,61(0,38-7,03) 0,524  1,28(0,26-6,31) 0,759
EF 1,36(0,40-4,62) 0,625 0,64(0,16-2,54) 0,516 0,76(0,17-3,40) 0,717 0,78(0,18-3,54) 0,763

Andlisis de regresion logistica (método introducir por pasos) de las puntuaciones de CBCL segtn el grupo de estudio (grupo de lactancia materna como referencia), ajustado
por: Modelo 1: Nivel educativo materno;, Modelo 2: Modelo 1 mds nivel socioecondmico;, Modelo 3: Modelo 2 mds lugar de residencia. Ans: Ansiedad; C: Conducta; E:
Emocionalidad; EF: Férmula infantil experimental; IC: Intervalo confianza; n: Tamafio muestral; N/D: No disponible; Op: Oposicién; OR: Odds Ratio; P: Problemas; SF: Formula
infantil estandar; TDAH: Trastorno déficit atencion e hiperactividad. Los valores p < 0,05 se resaltan en negrita.
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Finalmente, para evaluar la influencia de otras variables de confusidn, se
construyé un modelo de regresion logistica por pasos (método Wald) en el cual
se incluyeron el nivel educativo materno, lugar de residencia, nivel
socioecondmico y los tres grupos de estudio (Tabla 16). Nuestro andlisis sugiere
gue soélo el nivel educativo de la madre se asocia positivamente con el desarrollo
del comportamiento en sus hijos a los 2,5 afios de edad. De hecho, los nifios
cuyas madres tenian un nivel educativo mas bajo mostraron un mayor riesgo de
sufrir problemas de conducta, tales como ansiedad/depresién [OR: 27,333 (IC
95%: 2,599-287,415), p = 0,006], somatizacién [OR: 8,000 ( IC 95%: 1,452-

44,090), p = 0,017], introversién [OR: 17,571 (IC 95%: 1,593-193,871), p = 0,019],

problemas de ansiedad [OR: 6,333 (IC 95%: 1,239-32,376) , p 0,027],

problemas internalizantes [OR: 7,125 (IC 95%: 1,857-27,341), p 0,004],
problemas externalizantes [OR: 13,333 (IC 95%: 1,990-89,318), p = 0,008] y

problemas totales [OR : 9,500 (IC 95%: 1,895-47,614), p = 0,006].
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Tabla 16. Asociacion del nivel educativo materno (n=103) con el
desarrollo del comportamiento de los hijos a los 2,5 afios de edad.

Escalas CBCL OR (95% IC) p'
Emocionalidad reactiva N/D N/D
Ansiedad/Depresion 27,333(2,599-287,415) 0,006
Somatizacién 8,000(1,452-44,090) 0,017
Introversidn 17,571(1,593-193,871) 0,019
Problemas de suefio N/D N/D
Problemas atencion N/D N/D
Conducta agresiva N/D N/D
Problemas internalizantes 7,125(1,857-27,341) 0,004
Problemas externalizantes 13,333(1,990-89,318) 0,008
Problemas totales 9,500(1,895-47,614) 0,006
Problemas afectivos N/D N/D
Problemas ansiedad 6,333(1,239-32,376) 0,027
Problemas generales desarrollo N/D N/D
TDAH N/D N/D
Oposicién desafiantes N/D N/D

"Modelo regresion logistica (método Wald). Escalas dicotomizadas para regresion
logistica binaria: "normal” y "borderline/patolégico”. IC: Intervalo de confianza;
N/D: No disponible; OR: Odds Ratio; TDAH: Trastorno déficit atencion e
hiperactividad. Los valores p < 0,05 se resaltan en negrita.
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DISCUSION

Los primeros 1000 dias de vida, abarcando desde el momento de la
concepcion hasta los dos anos, son criticos para el correcto establecimiento de

las bases moleculares, genéticas y metabdlicas que influirdn decisivamente en

213

lograr una vida adulta saludable™”. Este periodo representa una ventana de

oportunidad para obtener los beneficios de una nutricion dptima con efectos

. 214
durante el resto de la vida

. Existe evidencia cientifica de que la nutricion

durante las etapas tempranas es capaz de modular la expresién de genes vy
, 21 . . . oy .

proteinas®™, influyendo sobre el crecimiento y el desarrollo cognitivo y funcional

83216 Los datos obtenidos hasta el momento sugieren que

del organismo
intervenciones nutricionales precoces pueden reducir el riesgo de padecer
enfermedades cronicas no transmisibles y favorecer un envejecimiento

saludable®®?177219,

La lactancia materna es el "gold standard" de la nutricién infantil para
alcanzar un crecimiento y desarrollo éptimos, y se asocia a resultados positivos

17220221 'No obstante, no

para la salud de los nifios y en las propias madres
siempre es posible dar el pecho, y por eso resulta necesario desarrollar formulas
infantiles que, durante los primeros meses de vida, favorezcan un adecuado

crecimiento y desarrollo cognitivo, que promuevan un correcto desarrollo del

sistema inmune y el establecimiento de una microbiota intestinal saludable.
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Considerando que los estudios disponibles sobre la suplementacion de férmulas
infantiles con MFGM, AGPI-CL, pre- y probidticos, nucleétidos y acido sidlico han
mostrado resultados prometedores con respecto al crecimiento y desarrollo
neuroldgico, la adicion de estos nutrientes constituye en nuestros dias un
desafio para mejorar la salud de la poblacién en general. Ademas, el
conocimiento de cédmo diferentes compuestos bioactivos pueden ejercer un
efecto sobre la programacién postnatal podria ser la referencia para la mejora
de nuevas férmulas infantiles, acercandolas a la composicion y funcionalidad de

la leche materna.

En el presente trabajo se ha explorado el impacto de una intervencién
nutricional precoz en lactantes sanos durante los primeros 18 meses de vida,
teniendo en cuenta diferentes factores ambientales, socioculturales y genéticos,
sobre el crecimiento hasta los 18 meses, la conducta a los 2,5 afios, y el
desarrollo del lenguaje a los 4 afios de edad. Los hallazgos presentados sugieren
que la nueva férmula experimental puede promover efectos positivos sobre el

crecimiento, desarrollo neuroldgico y conductual de los nifios.

1. Influencia de la nueva féormula infantil sobre el crecimiento somatico hasta

los 18 meses de vida

La evolucién de los Z-Scores de peso, talla e IMC mostrd un crecimiento
adecuado de los lactantes alimentados con férmula (tanto experimental como

estandar) durante los primeros 18 meses de vida, sin diferencias significativas
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respecto al patrén de crecimiento de los nifios alimentados con lactancia
materna exclusiva. La valoracién del patrén de crecimiento no fue el objetivo
principal de este estudio, por lo que el calculo del tamafio muestral no iba
encaminado a demostrar estas posibles diferencias. Esto explicaria que no se
hayan obtenido diferencias significativas en los puntos de crecimiento
analizados, a pesar de la similitud entre BF y EF que se observa en las curvas de
peso (WLZ) e IMC (BAZ) obtenidas desde los 12 a los 18 meses de vida. No
obstante, estos resultados nos permiten sugerir que el aporte de nutrientes
bioactivos mediante la nueva féormula podria influir positivamente sobre el
patrén de crecimiento, acercandolo al estandar de referencia mostrado por los

ninos alimentados con leche materna exclusiva.

Numerosos estudios han mostrado diferencias en el patron de
crecimiento de nifios alimentados con férmulas infantiles en comparacién con
los que reciben lactancia materna, de manera que los nifios con férmula crecen
mas rapidamente y adquieren una mayor adiposidad durante el primer afio de

20,21

vida®"“". En este sentido, revisiones sistematicas han puesto de manifiesto que

la ganancia rapida de peso en el lactante se asocia a un mayor riesgo de

293032734 Agimismo, esta

obesidad en la infancia, adolescencia y la etapa adulta
rapida ganancia de peso y del IMC durante los primeros 6 meses de vida se

asocia con un incremento de la masa grasa corporal y un mayor perimetro de
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cintura en etapas posteriores”, asi como con un mayor riesgo de resistencia a la

insulina y de diabetes mellitus tipo 2 en adultos jévenes®*%.

Diferentes revisiones y meta-analisis han mostrado una mayor tasa de
obesidad durante la infancia y edades posteriores en aquellos nifos alimentados
con férmulas infantiles, en comparacion con los alimentados con lactancia

22-2 . . . ..
>, Probablemente, estas diferencias en el ritmo de crecimiento se

materna
deban a que la leche materna y las férmulas infantiles difieren en su

composicion en términos de energia y proteinas, asi como a la biodisponibilidad

de estos nutrientes para el sistema digestivo del bebé, entre otros factores.

Mientras que la composicion de las formulas infantiles se mantiene
estable en el tiempo, para las féormulas de inicio (de 0 a 6 meses) y de
continuacién (de 6-12 meses), la composicion de la leche materna evoluciona
continuamente adecudndose a las necesidades nutricionales del bebé. Por
ejemplo, la concentracion de proteinas presente en la leche materna varia en el
primer afio de vida del lactante; asi, en el primer mes de vida, el contenido es de
2,09 g de proteinas/100 kcal, bajando a 1,28 g/100 kcal a los 3-4 meses y hasta
1,24 g/100 kcal hacia los 9-12 meses. La leche materna madura contiene 10-12
g proteinas/L y es rica en aminoacidos esenciales, por lo que las formulas
infantiles, elaboradas a partir de proteinas procedentes de la leche de vaca,
deben contener mayor cantidad de proteinas (14-15 g proteina/l) para asegurar

el aporte de todos los aminoécidos esenciales en cantidades suficientes*** %>
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La ingesta elevada de proteinas se ha asociado directamente con la
velocidad de ganancia de peso®?®, el aumento de IMC a los 6, 12 y 24 meses® y
con un mayor aumento de la grasa corporal®**?*’??8_ Ademas, aportes elevados
de proteinas podrian contribuir a una mayor secrecién de insulina, de insulin-like
growth factor -1 e IGF-binding protein®*****°, lo que favoreceria la proliferacién

20,231

celular, un crecimiento mas acelerado , un aumento del tejido adiposo y un

. . 21,2322
mayor IMC durante la infancia®"**%%,

Segun recomendaciones de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), las férmulas infantiles con niveles mds bajos de proteinas
enteras procedentes de leche de vaca (del orden de 1,8-1,9 g/100 kcal) parecen

234 En el

ser suficientes para promover un crecimiento adecuado en lactantes
estudio multicéntrico CHOP, los lactantes alimentados durante los primeros 4
meses de edad con una formula de inicio conteniendo 1,77 g/100 kcal de
proteinas, seguido de una férmula de continuacién con 2,2 g/100 kcal hasta los
12 meses de edad, no mostraron diferencias significativas en el crecimiento
(peso para la edad, peso para la longitud e IMC) hasta los 2 afios de edad,
respecto al grupo control de nifos alimentados con lactancia materna. Sin
embargo, los niflos que recibieron una férmula de inicio con 2,9 g de
proteina/100 kcal y de continuacién con 4,4g proteinas/100 kcal, presentaban

una mayor ganancia de peso e IMC a los 12 y 24 meses de edad, respecto a los

otros dos grupos (leche materna y férmula baja en proteinas)®®. En otro estudio
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posterior, Trabulsi et al. mostraron que la ganancia de peso, talla y perimetro
cefdlico fue similar en los lactantes que recibieron una férmula con 1,9 g de
proteina/100 kcal y aquellos que recibieron una férmula con 2,2 g/100 kcal

durante 4 meses>®.

La composicion de la nueva férmula infantil, tanto de inicio como de
continuacién, deberia asegurar un crecimiento y desarrollo de los lactantes
semejante al que muestran los bebés alimentados exclusivamente con leche
materna durante los primeros 6 meses de vida, y al de los que contintdan con
leche materna junto a la alimentacion complementaria, de los 6 a los 12 meses
de edad. La falta de diferencias en el patrén de crecimiento reportado en
nuestro estudio podria deberse, entre otros componentes nutricionales, al
contenido de proteina de ambas férmulas para lactantes utilizadas en el estudio
COGNIS, que se encuentra dentro del rango minimo recomendado por el Comité
de la ESPGHAN, y de las recomendaciones internacionales y nacionales sobre

14,38,236

composicion de formulas infantiles (1,8 g de proteina/100 kcal) , lo cual

favorece un crecimiento éptimo.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran una tendencia
no significativa en la similitud del patrén de crecimiento entre los 6 y 12 meses
de vida de los nifos alimentados con EF y con BF. En primer lugar, aunque no
hubo diferencias en el peso y la talla al nacimiento entre los grupos de estudio,

los bebés con lactancia materna mostraron Z-Scores (WAZ, WLZ, LAZ y BAZ) mas
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altos a los 2 meses de vida en comparacion con aquellos que fueron alimentados
con cualquiera de las dos féormulas. Sin embargo, a los 6 meses de edad, los
lactantes mostraron Z-Scores similares, independientemente del tipo de
alimentacion que habian recibido. Estos resultados son consistentes con los
publicados por Agostoni et al. al. en un estudio donde los bebés que fueron
amamantados, ya sea durante el primer afio de vida o durante 4-11 meses,
tuvieron mayores tasas de crecimiento durante los primeros 3 meses de vida,
mientras que los que recibieron férmula infantil mostraron un aumento
progresivo en la tasa de crecimiento desde el intervalo de 3-6 meses?’. Desde
los 6 a los 18 meses de vida, el patrén de crecimiento en términos de WLZ y BAZ
resultd similar en los lactantes COGNIS alimentados con la férmula experimental
y lactancia materna. De hecho, hubo una tendencia decreciente en ambos Z-
Scores a los 18 meses de vida, mientras que, por el contrario, el crecimiento de
los lactantes con la formula estandar aumentd en este rango de edad. Segun
estos hallazgos, tanto los lactantes amamantados al pecho como los que
tomaron la férmula experimental parecen tener una tasa de crecimiento mas
lenta en comparacion con los lactantes alimentados con féormula estandar, lo
gue podria sugerir que la nueva composicién de la féormula infantil tiene un
efecto positivo sobre el crecimiento del lactante en sus primeros 18 meses de

vida.
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Hasta la fecha, no se han reportado diferencias significativas en el
crecimiento en bebés sanos que recibieron férmula enriquecida con un solo
compuesto bioactivo, incluido DHA, o DHA y ARA®, 0 MFGM?*®, en comparacién
con aquellos que fueron alimentados con férmulas no enriquecidas o fueron
amamantados al pecho. Por tanto, sugerimos que la combinacién de todos los
compuestos bioactivos presentes en la formula experimental testada en el
estudio COGNIS, podria ser responsable del efecto mencionado anteriormente,
ya que reduciria la brecha energética y nutricional entre la férmula infantil y la
leche materna. Sin embargo, aln son necesarios mas estudios de seguimiento
para aclarar algunos de estos puntos, particularmente en relacion con el

crecimiento y la edad a la que se produce el rebote adiposo.

2. Impacto de la nutricion recibida durante los primeros 18 meses de vida

sobre la funcién visual y el lenguaje

Los resultados de esta Tesis Doctoral sugieren que la adicién de
nutrientes bioactivos a la nueva férmula infantil podria mejorar el
neurodesarrollo, logrando efectos similares a la leche materna. Por tanto, estos
hallazgos apoyan la importancia de la nutricién temprana, ademas de otros
factores sociales y ambientales, sobre el desarrollo cerebral, estableciendo las

bases tempranas para el desarrollo cognitivo posterior.

Los analisis realizados indican, en general, que a los 3 meses de vida

existe una gran variabilidad en la maduracién y desarrollo de la retina de los
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bebés, tendiendo a estabilizarse alrededor de los 12 meses. Se ha podido
observar una mejor respuesta cortical (mayores amplitudes y tiempos de
latencia mads cortos) en los nifios alimentados con lactancia materna de forma
exclusiva. Ademas, los bebés alimentados con la nueva formula experimental
mostraron, entre los 3 y los 12 meses, una mejor evolucidn de respuesta cortical
ante un estimulo visual con el minimo angulo de resolucion (7%' de arco)
(agudeza visual) respecto a los bebés alimentados con la férmula infantil
estandar. Los cVEPs son el resultado de la respuesta cortical que se obtiene tras
recibir un estimulo visual luminoso en la retina, y en la infancia reflejan la
integridad y la madurez del sistema visual, la agudeza visual e indirectamente el
desarrollo cerebral®. En bebés sanos evaluar el desarrollo mental y neuroldgico
resulta dificil, y la precision para detectar diferencias estadisticas no es muy alta,
por lo que procedimientos neurofisiolégicos como la evaluacion de los cVEPs,
aumentan la posibilidad de detectar tales diferencias, agregando un valor
afladido a los resultados obtenidos en el presente trabajo. En relacion al
desarrollo neuroldgico durante los primeros 4 meses de vida, tanto los lactantes
alimentados con ambas férmulas infantiles como los lactantes amamantados al

pecho presentaron unos GM's similares.

Si nos centramos en las funciones cognitivas de orden superior
(desarrollo del lenguaje), los nifios que se alimentaron con EF mostraron, a los 4
anos de edad, mejores puntuaciones en el uso del lenguaje y la expresién oral

espontanea en comparacién con los niflos del grupo SF. Ademas, la leche
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materna se asocidé con mejores puntuaciones en la puntuacidn total del PLON-R
en comparacién con el grupo SF; es importante destacar que, en ambos casos,
no se encontraron diferencias significativas entre los lactantes amamantados y
los que recibieron la nueva féormula experimental. Dado que el lenguaje es uno
de los componentes esenciales del neurodesarrollo, al permitir la comunicacion
e interaccion necesaria para el O6ptimo desarrollo cognitivo, resulta
trascendental su correcto progreso. Si se tiene en cuenta que el desarrollo
normal del lenguaje implica un desarrollo correcto de drganos fonatorios vy
sensoriales, estructuras nerviosas centrales, capacidades intelectuales y una
afectividad adaptada, el hecho de que la nueva EF determine una mejora en el
desarrollo del lenguaje no diferenciandose de la BF, indicaria un efecto muy
positivo de los componentes bioactivos de la EF sobre el desarrollo de dichas
estructuras cerebrales. De hecho se ha comprobado que los nifios con un
desarrollo normal del lenguaje tienen una base mental para la transmisidon
adecuada de sus capacidades y podran acceder a la lectura y escritura
debidamente. Por el contrario, los niflos con dificultades en el lenguaje pueden
llegar a tener limitaciones académicas y sociales y dificultad para transmitir el
pensamiento de ideas y contenidos. Un tercio de los nifios con dificultades de
lenguaje en la primera infancia tienen dificultades en la adquisicion de lecto-

escritura®3%?%°

. Por tanto, si bien los niflos alimentados con la SF muestran
puntuaciones en los tests de lenguaje que se enmarcan dentro de la normalidad,

es significativo que una intervencidon nutricional precoz con la nueva EF pueda
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determinar una mejora del desarrollo del lenguaje que se manifiesta a los 4 afios
de edad, alcanzando un desarrollo similar al de los nifios que fueron alimentados
al pecho. Sin embargo, los nifios alimentados con SF muestran puntuaciones
significativamente mas bajas en los tests de lenguaje que los alimentados con
leche materna. Es decir, la EF supone una mejora en el desarrollo del lenguaje y
por tanto, en el desarrollo cognitivo al acercarse a los resultados que obtienen

los nifios alimentados al pecho.

Un aspecto de gran interés en la actualidad, y que continta en discusion,
es el efecto beneficioso de la suplementacién de las formulas infantiles con
AGPI-CL, en concreto DHA y ARA sobre el desarrollo neurolégico. Estos acidos
grasos se consideran esenciales para la maduracion del sistema nervioso vy
desempeiian un papel fundamental para el desarrollo estructural del cerebro y
el establecimiento de conexiones interneuronales durante la primera

80,100,240-242  Numerosos estudios han evaluado los efectos de la

infancia
suplementacion de las férmulas infantiles con DHA entre el 0,1%-0,5% del total
de acidos grasos y ARA en cantidades mayores que las de DHA, sobre el
neurodesarrollo de los nifos. Las férmulas infantiles se han suplementado con
DHA y ARA en todo el mundo desde hace mds de 20 afos, sin plantearse
problemas de seguridad, y se han comunicado beneficios en el desarrollo
cognitivo, en la agudeza visual y en el desarrollo psicomotor. La evidencia hasta

el momento indica la necesidad de suplementar las férmulas infantiles con

ambos dacidos grasos (DHA y ARA), pues los estudios realizados con DHA sin ARA
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han determinado un descenso de mads del 50% de ARA en plasma, respecto a las
concentraciones halladas en nifios alimentados con formulas suplementadas con
DHA y ARA%***2 No obstante, diferentes revisiones sisteméticas y meta-analisis
de los estudios publicados, han llegado a la conclusién de que no hay suficiente
evidencia cientifica de esta asociacion®?*°, excepto para la agudeza
visual?**** Uno de los primeros ensayos en bebés a término, que fueron
alimentados con férmula suplementada con DHA, con DHA+ARA, férmula
estdndar (no suplementada), o lactancia materna exclusiva, evalué el
crecimiento, la agudeza visual, desarrollo cognitivo, motor y del lenguaje; solo se
encontraron diferencias a los 14 meses de edad, los bebés que fueron
alimentados con la férmula enriquecida con DHA (sin ARA), obtuvieron
puntuaciones mas bajas en comprensién y vocabulario que los lactantes

109

alimentados con la formula control o con leche materna . En relacion a la

funcién cognitiva, algunos estudios han encontrado una influencia positiva de la

ingesta de formulas infantiles con DHA™*>?%°

, aunque datos de otros estudios no
son concluyentesgo. Por otro lado, niveles mds altos de DHA en sangre se han
asociado con mayor densidad de materia gris cortical y volimenes
cerebelosos®®, areas involucradas en diferentes tareas de lenguaje®”.
Coincidiendo con nuestros resultados, existen estudios que han demostrado que
los bebés suplementados con DHA muestran mejores habilidades de lenguaje y

comunicacién®*®. Ademds, la MFGM tiene una fraccion de lipidos rica en AGPI-

CL, como el ARA y el DHA, que son vitales para el desarrollo visual y neuronal
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249

durante las primeras etapas de la vida En este sentido, Timby et al.

mostraron que la suplementacién de una férmula infantil con MFGM mejora el

desarrollo neuroldgico durante los primeros meses de vida>>*°.

Una de las principales razones que podrian explicar la falta de
consistencia entre los distintos estudios se debe a la baja especificidad y
diversidad de los test utilizados, la edad de valoracidn de la funcidn cognitiva, asi

como las diferencias en cuanto a las dosis de DHA y ARA empleadas*®?**. C

on
respecto a esto, algunos autores sefialan una mayor probabilidad de efectos
positivos sobre la funcidn cognitiva con dosis mas altas de DHA (> 0,32%) y ARA

(= 0,66%) y una mayor duracién de la suplementacién (hasta 1 afio de edad)®*2.

En el presente estudio cabe destacar que se han realizado pruebas
objetivas para valorar el desarrollo neurolégico, como el estudio de los cVEPs.
Ademas, se han usado pruebas validas, fiables y adaptadas segun la edad de los
nifos para evaluar el lenguaje en etapas posteriores. Asimismo, la nueva
formula esta enriquecida con AGPI-CL con dosis recomendadas por la EFSA?*
(0,45% ARA y 0,32% DHA), mientras que la férmula estandar solamente contiene
acidos ALA y LA, y ademas, la intervencion se prolongé hasta los 18 meses de
vida. Todos estos aspectos dan un valor afladido a los resultados obtenidos en
esta Tesis Doctoral. No obstante, de nuevo es dificil determinar si los resultados

obtenidos estan exclusivamente relacionados con la suplementacién con AGPI-

CL, o son debidos a la presencia de otros compuestos bioactivos, como la
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MFGM, nucleétidos o sinbidticos (pre- y probidticos), y a su accidn sinérgica

sobre la funcidn cognitiva.

El desarrollo neurolégico es el resultado de la interrelacién dinamica
entre el entorno, los genes y el cerebro. Los cambios en el cerebro son
impulsados por la interaccidon de genes y experiencias previas. La exposicion a
experiencias adversas, como la desnutricion, puede afectar negativamente la
expresion de ciertos genes, asi como el desarrollo del cerebro y sus funciones
cognitivas. Si esto ocurre durante periodos criticos de desarrollo, los efectos
podrian ser permanentes®>. Existen diferentes mecanismos de influencia de la
nutricion sobre el desarrollo cerebral que podrian explicar los resultados
obtenidos. En primer lugar, las diferencias en el perfil de acidos grasos de la
leche materna y la nueva formula infantil podria tener un efecto diferente en la
estructura y funcion del cerebro, ya que el contenido de acidos grasos de las
membranas celulares podria influir en la expresiéon génica dentro de esas
células®*. Diferentes estudios han demostrado que los lactantes amamantados
o aquellos alimentados con una férmula infantil enriquecida con AGPI-CL,
presentan un patrén bioquimico en la composicion de la membrana celular muy
diferente, tanto a nivel general como en el cerebro en particular, comparado
con nifios alimentados con una férmula infantil sin suplementacidn. Este
desbalance en el patrén bioquimico de ARA y DHA provoca alteraciones

funcionales en la agudeza visual y el desarrollo cognitivo y de la conducta®®*>>.
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La leche materna contiene una variedad de nutrientes y hormonas,
como el DHA o la tiroxina, que promueven un efecto sinérgico para un

desarrollo neuroldgico 6ptimo®®%°.

La presencia de sinbidticos en la leche
materna podria modular la respuesta del sistema inmune®’, y este a su vez
ejerceria una influencia moderada en el aprendizaje y la memoria®*®. Ademas, el
efecto de la lactancia materna en el desarrollo cerebral y la cognicién infantil
puede estar relacionado con las células madre presentes en la leche materna,
gue se transportan a través de la circulacién sistémica. Estas células pueden
auto renovarse y diferenciarse en muchos tipos de células, incluidas las células
similares a las neuronas y la glia, integrandose en el tejido cerebral implicado en
la homeostasis, la regeneracion y el desarrollo en las primeras etapas de la

259

vida®”. Por ultimo, el fuerte impacto de la lactancia materna en el vinculo

madre-hijo podria moldear el aprendizaje y el lenguaje de los hijos*®.

Es vital comprender cémo cambian las redes lingliisticas durante la
infancia para comprender las teorias del desarrollo cognitivo. De hecho, el
desarrollo del lenguaje esta relacionado con la maduracién cerebral, junto con la
maduracién de los circuitos cerebrales que conectan las areas de Broca y

261

Wernicke®”". Los estudios de neuroimagen muestran un mayor volumen de

materia blanca y gris en los I6bulos parietal izquierdo y derecho, asi como una
mayor activaciéon en el Iébulo temporal derecho e izquierdo en nifios
amamantados entre 5 y 7 anos de edad, vinculando la lactancia materna con

8,262,263

mejores resultados neurocognitivos . Ademas, en otro estudio, los bebés
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alimentados al pecho presentaron un mejor desarrollo del lenguaje,
procesamiento de estimulos y un mayor Cl durante el primer afio de vida en
comparacién con los bebés alimentados con férmula®. Por lo tanto, la
funcionalidad y conectividad en el sistema de lenguaje fronto-temporo-parietal,
podria ser la clave para la adquisicién y el procesamiento del lenguaje durante la

. 264,2
vida tempranas’ 64,265

Finalmente, nuestros resultados mostraron que los nifios alimentados
con SF presentaban un mayor riesgo de sufrir problemas de lenguaje, aunque
esto podria estar mediado por factores sociales. Durante el desarrollo del
cerebro hay diferentes factores que tienen un papel importante, como los
factores genéticos, el sexo del bebé, retraso del crecimiento intrauterino, la
nutricion, la educacién materna y el estatus socioecondmico, entre otros?®®. En
los dltimos anos, ha habido un interés creciente en estudiar el estatus
socioecondmico de la familia y su relacion con el desarrollo del lenguaje de los
nifos. Los nifos de familias con un estatus socioeconémico mas bajo muestran

267,268 Ademas, se ha encontrado una

un desarrollo del lenguaje mas lento
asociacién positiva entre la fluidez verbal materna y una mayor conectividad
funcional entre la red de lectura futura y las regiones del cerebro involucradas

en el lenguaje y el control cognitivo en los nifios*®’

. Quinn et al. encontraron que
los efectos beneficiosos de la lactancia materna en el lenguaje en nifios de 5

anos se redujeron cuando se tomaron en cuenta los factores sociales y

parentales®>.
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3. Efecto de la nueva formula experimental sobre el desarrollo conductual a los

2,5 ainos de edad

La salud mental es la principal base del ser humano para lograr un
desarrollo 6ptimo en todas las dreas de la vida. Durante la primera infancia, se
pueden identificar muchos problemas de conducta, que se mantienen a lo largo
de los afios, y determinan el desarrollo de patologias mentales en la vida juvenil
y adulta (mayores tasas de abandono escolar, adicciones, problemas judiciales y

143 145 14 . . .. e~ . .
3145198 E| estado emocional y psicoldgico del nifio se puede inferir a

suicidio)
través de los problemas internalizantes, como la ansiedad, depresién, quejas
somaticas, problemas de introversiéon o afectivos, y externalizantes, como la
conducta agresiva, oposicion desafiante y falta de atencion. Por lo tanto, es
necesario realizar un estudio global del comportamiento para comprender su

etiologia y sus consecuencias a largo plazo™* ">

. En este sentido, existe una
gran influencia de factores genéticos, sociales, ambientales y nutricionales en el
desarrollo de problemas comportamentales. Por lo tanto, los programas de

tratamiento y prevencién temprana deberian ser una prioridad de salud

publica®.

Estd claro que la lactancia materna es el alimento ideal para un
desarrollo infantil éptimo; los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis
muestran que es posible reducir la brecha entre los lactantes amamantados y los

gue toman férmula infantil. Aunque en este sentido, la investigacién sobre los
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problemas de comportamiento en la infancia y su posible relacién con el tipo de
alimentacién es escasa y muestra resultados contradictorios. Kwok et al.'®*
encontraron asociaciones inconsistentes entre la lactancia materna y la salud
mental en adolescentes, donde factores como el estatus socioeconémico y el
nivel educativo materno, desempenaron un papel importante en el
establecimiento de un buen sistema de comportamiento y salud mental.
Diferentes estudios han demostrado que un gran nimero de factores parentales
educativos y sociales podrian influir en el desarrollo del nifio
independientemente del efecto de la lactancia materna®. Wigg et al.'®
reportaron que cuando se tomaban en cuenta factores de confusién como el
estatus socioecondmico, la educacion e inteligencia maternas, y la calidad de las
experiencias de desarrollo del nifio, las diferencias entre nifios alimentados con
leche materna y férmula infantil desaparecian. Por otro lado, existen hallazgos
sobre la duracién de la lactancia materna como factor predictivo de problemas
de salud mental durante la infancia y la adolescencia, es decir, nifios con menor

duracion de la lactancia mostraron mayores problemas de comportamientolgo.

En los ultimos afos, varios estudios han informado sobre los efectos

8270271 E| efecto

beneficiosos de la lactancia materna en el desarrollo cognitivo
protector de la lactancia materna en los problemas de conducta podria estar
mediado parcialmente por el coeficiente intelectual del nifio, y el efecto sobre la

inteligencia, a su vez puede estar condicionado por problemas atencionales. Por

tanto, es probable que el neurodesarrollo y los problemas de comportamiento
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interactien de forma reciproca mediante una red compleja que necesita
nutrientes funcionales presentes en la leche materna, precisos para el correcto
desarrollo del cerebro y sus funciones?’?. Ademas, los beneficios de la lactancia
materna podrian estar relacionados no solo con la ingesta de leche, sino por el

establecimiento de un vinculo madre-hijo mas fuerte®°.

En nuestro estudio, la férmula enriquecida se asoci® con menos
problemas de ansiedad/depresidn, atencién, TDAH, oposicion desafiante,
internalizantes, externalizantes y problemas totales. Existe evidencia de la
eficacia de la suplementacion con AGPI-CL en la reduccion de sintomas
relacionados con el TDAH?>?’*. De hecho, en un ensayo aleatorizado y
controlado a doble ciego se redujeron los sintomas relacionados con la
inatencion en nifios con y sin TDAH después de la suplementacion con una alta
dosis de AGPI-CL (DHA y EPA: 650 mg de ambos por cada 10 g)*”>. Diversos
estudios epidemioldgicos concluyen que la deficiencia de AGPI-CL se asocia con
problemas de conducta, rabietas y agresividad en nifos y adolescentes con y sin
TDAH?’®2’8  Ademds, varios ensayos clinicos han evaluado la eficacia de la
suplementacion con AGPI-CL en diferentes trastornos psiquiatricos, y los
hallazgos sugieren que existe un efecto protector de la suplementacion sobre la

273,274.279280  gin embargo, remarcan la

sintomatologia asociada a la patologia
necesidad de establecer la eficacia de esta suplementacién con todos los

trastornos neuropsiquiatricos.
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Curiosamente, el DHA se ha asociado con la funcion de la dopamina, la

cual parece ser que no se encuentra de forma regular en el TDAH®®'. N

o)
obstante, los efectos de la suplementaciéon con AGPI-CL sobre los mecanismos
neurobioldgicos que subyacen en el TDAH necesitan ser demostrados. Ademas,

recientemente se ha indicado que los déficits en la acumulacién prenatal de

DHA pueden dar lugar a diversos trastornos psiquiatricos®®2.

Asimismo, existen estudios que demuestran de forma significativa
menores niveles de ARA, EPA, DHA y AGPI n-3 totales en nifios con TDAH, en

2 /
d*®3®. Ademas, otras

comparacion con los que no presentan esta enfermeda
investigaciones observaron que la deficiencia relativa de ciertos acidos grasos

esenciales podia favorecer algunos problemas de conducta y aprendizaje

propios del TDAH'®7278,

Por otro lado, y aunque son bastantes escasas las investigaciones que
relacionan la ingesta de aminodacidos con problemas psiquiatricos, podemos
encontrar estudios que han relacionado la agresividad con bajos niveles de

cisteina®®*

. Sin embargo, para la presente Tesis no se han analizado las dietas de
los nifios, por lo que hay que tomar con precaucion los resultados obtenidos, ya
gue a los 2,5 afios de edad, ademas de la férmula tomada durante los primeros

18 meses de vida, podria influir de forma significativa la ingesta de aminoacidos.

El consumo de nutrientes que aporten un nivel éptimo de aminoacidos puede
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favorecer la no aparicion y/o progreso de sintomas propios de los diferentes

problemas conductuales durante la infancia.

En los ultimos afos, las nuevas tecnologias de la ciencia de los alimentos
han permitido introducir la MFGM en las formulas infantiles, tradicionalmente
desprovistas de este componente. Después de analizar diferentes estudios de
suplementaciéon con MFGM, no se han reportado efectos adversos graves, y se
han encontrado resultados positivos tanto en el desarrollo neurolégico como

112,1
conductual®®*1%

. Quizas, la fraccién de MFGM con la que estd suplementada
la formula infantil testada en el proyecto COGNIS, también haya favorecido el
desarrollo cerebral durante los primeros meses de vida, y en consecuencia, el

establecimiento de las bases de un buen desarrollo cognitivo y conductual

durante la infancia.

Por otro lado, nuestro estudio reveld que un mayor nivel educativo
materno se asociaba con un nivel mas bajo de ansiedad/depresion, quejas
somaticas, problemas de introversion, problemas de ansiedad, problemas de
oposicion desafiante, problemas internalizantes, externalizantes y problemas
totales. Por tanto, nuestros resultados muestran que la nutricion durante los
primeros meses de vida puede tener un efecto en el desarrollo del
comportamiento en la primera infancia, pero también influyen otros factores

sociodemograficos. Es probable que haya una via bioldgica directa y una via
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psicosocial indirecta que conduzca a una mejor salud mental y menos problemas

de conducta”.

En un estudio longitudinal se encontré que el nivel socioeconémico y
educacional de los padres se relacionaban con la probabilidad de desarrollar
problemas psiquidtricos’®. Ademdas en un meta-analisis reciente, un nivel
socioecondmico familiar mds bajo se asocid con niveles mas altos de

. . . .~ 2
comportamiento antisocial en nifios y adolescentes®®.

La principal fortaleza del estudio COGNIS es el disefio, considerando que
es un estudio clinico, prospectivo, aleatorizado, controlado a doble ciego con
placebo y longitudinal con 6 afios de seguimiento. Ademas, nuestra intervencién
nutricional se inicid desde los 0-2 meses de vida con una féormula infantil de
iniciacidon hasta los 6 meses y se prolongé hasta los 18 meses de edad con una
formula infantil de continuacion. Este largo periodo de intervencién nutricional
es un factor distintivo en el disefio del estudio COGNIS con respecto a otros
estudios con férmulas infantiles enriquecidas. Asimismo, es importante tener en
cuenta que la formula infantil experimental testada en el estudio no se limita a
un nutriente Unico, sino que se basa en un conjunto de compuestos bioactivos,
tratando de imitar la composicidon de la leche materna. Actualmente, ningun
estudio ha utilizado este tipo de suplementacion en férmula infantil. Por lo
tanto, nuestros datos pueden proporcionar un enfoque eficaz para reducir la

brecha de desarrollo observada actualmente entre los lactantes amamantados
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de forma natural y aquellos alimentados con férmula infantil. Por otra parte,
existen amplias evidencias de que diferentes factores de confusion pueden
influir en el desarrollo neurolégico, el comportamiento y el crecimiento durante
etapas tempranas de la vida. Por esta razén, este estudio ha tenido en cuenta
numerosas variables sociodemograficas, ambientales y genéticas para llevar a
cabo los andlisis estadisticos y proporcionar resultados y conclusiones precisos,

consistentes y fiables.

Para evaluar el desarrollo de problemas conductuales y emocionales en
nifios de edad preescolar se ha utilizado el cuestionario CBCL, un instrumento
valido y fiable, y ampliamente utilizado por la comunidad cientifica y en el
ambito clinico. A pesar de los numerosos abandonos de los participantes a los
2,5 afios de edad, el poder estadistico alcanzado para detectar una diferencia
minima de 0,8 desviaciones tipicas fue del 80%, lo suficientemente alto como
para detectar diferencias relevantes en el desarrollo conductual entre los

grupos.

Con respecto a las funciones cognitivas, nuestros resultados
proporcionan evidencia de los efectos a largo plazo de la nutricién temprana en
el desarrollo del lenguaje en nifios sanos, mientras que la gran mayoria de los
estudios se han centrado en patologias del lenguaje. Se ha utilizado la prueba
PLON-R, un instrumento altamente valido y fiable para evaluar el desarrollo del

lenguaje en nifos espafioles. El poder estadistico en el seguimiento a los 4 anos,
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alcanzo el 80% permitiendo detectar una diferencia minima de 0,7 desviaciones
tipicas; por lo tanto, resulto suficiente para detectar diferencias relevantes en el

desarrollo del lenguaje entre los grupos de estudio.

Finalmente, el equipo participante en el estudio COGNIS es un grupo
multidisciplinar integrado por psicélogos, nutricionistas, pediatras, bidlogos,
estadisticos, neurofisidlogos y epidemidlogos. Esta caracteristica le confiere un
valor afiadido, ya que permite el andlisis de los datos desde diferentes

perspectivas.

No obstante, el estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar, al
tratarse de un estudio con un amplio seguimiento, el analisis longitudinal de los
datos puede perder potencia estadistica debido al porcentaje de abandono. Es
importante destacar que al comienzo del estudio las caracteristicas generales de
los grupos de férmulas infantiles eran homogéneos; sin embargo, el grupo
control de leche materna no fue aleatorizado como lo fueron los grupos de
formula; por lo tanto, se encontraron diferencias en algunas variables como el Cl
materno y el nivel educativo. Aparte de eso, no se recopilaron datos sobre el
estrés materno durante el embarazo, que es un factor de riesgo en el desarrollo
de problemas de conducta durante la infancia. Como consecuencia, los
resultados relacionados con el desarrollo comportamental deben interpretarse

con precauciéon. Ademas, en relacién con el lenguaje, incluso con pruebas
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adaptadas, fiables y validadas, resulta bastante dificil obtener diferencias

significativas en nifios sanos a los 4 afios de edad.

Finalmente, los hallazgos obtenidos en el estudio de cVEPs deben
tomarse con cautela, ya que el tamafo muestral es reducido. Debido a la
dificultad para evaluar este test a estas edades, particularmente a los 3 meses
de edad, y especialmente las amplitudes y latencias a 7%' de arco (el limite
perceptual de la estimulacién subretiniana), solamente un pequefio nimero de

bebés obtuvo respuesta ante este estimulo.

Una alimentacién adecuada durante los primeros meses de vida podria
garantizar una buena base para un crecimiento y desarrollo neuroldgico
optimos. Por tanto, resulta clave entender la compleja interaccion entre los
micro y macronutrientes y el desarrollo integral del nifio, y conocer el efecto que
pueden ejercer factores bioactivos en la programacion postnatal, ya que podria
ayudar al desarrollo de futuras férmulas infantiles mas precisas y
especificamente disefiadas para optimizar el crecimiento y desarrollo

neuroldgico.

Es crucial continuar investigando los factores que interactian y afectan el
desarrollo en las primeras etapas de la vida. Es necesario, por tanto, llevar a
cabo mas ensayos clinicos aleatorizados longitudinales, bien disefados, que

establezcan la relacién entre la suplementacién postnatal del lactante y el
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impacto a corto, medio y largo plazo sobre el crecimiento y desarrollo cerebral

infantil.
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CONCLUSIONES

CONCLUSION 1: La lactancia materna se muestra como el gold standard para el
6ptimo desarrollo somatico y del sistema nervioso central; sin embargo, la
nueva férmula experimental parece que se acerca a la composicién vy
funcionalidad de la lactancia materna en términos de neurodesarrollo,

crecimiento, desarrollo conductual y funcién cognitiva.

CONCLUSION 2: La nueva férmula infantil enriquecida con nutrientes
funcionales parece tener un efecto mas parecido a la lactancia materna sobre el

patrén de crecimiento desde los 12 hasta los 18 meses de vida.

CONCLUSION 3: La maduracién cerebral que muestran los lactantes alimentados
con la férmula experimental durante el primer afio de vida, evaluada mediante
la funcidn visual a través de potenciales visuales corticales evocados a los 3y 12
meses de edad, es mds parecida a la que muestran los nifios alimentados al

pecho en comparacion con aquellos que recibieron una férmula estandar.

CONCLUSION 4: A los 4 afios de edad, se comprueba el efecto positivo a largo
plazo de la nueva férmula experimental sobre el desarrollo del lenguaje.
Ademas, se demuestra que los factores socioeconémicos estan involucrados en

el desarrollo del lenguaje durante la infancia.
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CONCLUSION 5: Los nifios alimentados con la férmula infantil suplementada con
AGPI-CL, componentes MFGM, sinbidticos, nucleétidos, oligosacaridos y acido
sidlico presentan un desarrollo comportamental similar a los nifios alimentados
al pecho, y menos problemas conductuales que los nifios alimentados con la

formula estandar a los 2,5 anos de edad.
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COMUNICACIONES EN CONGRESOS INTERNACIONALES

Titulo: Long-term influence of a milk fat globule membrane (MFGM)-enriched
formula on brain structure in healthy children at 6 years old

Congreso: 52" Annual Meeting of the European Society for Paediatrics
Gastronentology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 05-08 de Junio de 2019
Lugar: Glasgow, Escocia

Autores: Nieto-Ruiz A, Verdejo-Roman J, Diéguez E, Sepulveda-Valbuena N, Tort
G, De-Castellar R, Campoy C

Titulo: Effect of early nutrition and body composition on glucose homeostasis in
healthy children at 6 years old

Congreso: IV World Congress of Public Health Nutrition. XIl Congreso Sociedad
Espanola de Nutricion Comunitaria (SENC). NUTRIMAD 2018. Nutricidn
Comunitaria en el Siglo XXI

Tipo de participacion: Comunicacion Oral
Fecha: 24-27 de Octubre de 2018
Lugar: Madrid, Espafia

Autores: Diéguez E, Nieto-Ruiz A, Sepulveda-Valbuena N, Cano F.J, De Castellar
R, Campoy C

Titulo: Association between weight-growth velocity and neurodevelopment
during the first months of life in healthy infants

Congreso: IV World Congress of Public Health Nutrition. Xl Congreso Sociedad
Espafiola de Nutricion Comunitaria (SENC). NUTRIMAD 2018. Nutricién
Comunitaria en el Siglo XXI

Tipo de participacion: Poster

Fecha: 24-27 de Octubre de 2018
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Lugar: Madrid, Espaia

Autores: Sepulveda-Valbuena N, Nieto-Ruiz A, Diéguez E, Herrmann F,
Rodriguez-Palmero M, Tort G, Campoy C

Titulo: Long-term influence of a milk fat globule membrane (MFGM)-enriched
formula on language development in healthy children at 4 years old

Congreso: 51% Annual Meeting of the European Society for Paediatrics
Gastronentology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 09-12 de Mayo de 2018
Lugar: Ginebra, Suiza

Autores: Nieto-Ruiz A, Arias M, Diéguez E, Herrmann F, Miranda MT, De
Castellar R, Campoy C

Titulo: Efecto saludable de la combinacion de membrana del glébulo graso,
acidos grasos poliinsaturados, prebioticos y probidticos sobre la microbiota
intestinal del lactante

Congreso: Congreso Europeo de Oficina de Farmacia (INFARMA)
Tipo de participacion: Péster

Fecha: 13-15 de Marzo de 2018

Lugar: Madrid, Espaia

Autores: Rodriguez-Palmero M, Nieto-Ruiz A, Moreno JA, Jiménez J, Sudrez A,
Campoy C

Titulo: Milk fat globule membrane and synbiotics modulate gut microbiota and
reduce illness symptoms in infants

Congreso: Gut Microbiota for Health World Summit 2018
Tipo de participacion: Poster

Fecha: 10-11 de Marzo de 2018
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Lugar: Roma, ltalia

Autores: Tomas Cerdd, Alicia Ruiz, Ana Nieto-Ruiz, JesUs Jiménez, Antonio
Sudrez, Cristina Campoy

Titulo: Milk fat globule membrane and synbiotics modulate gut microbiota and
reduce illness symptoms in infants

Congreso: Gut Microbiota for Health World Summit 2018
Tipo de participacion: Comunicacion Oral

Fecha: 10-11 de Marzo de 2018

Lugar: Roma, Italia

Autores: Tomas Cerdd, Alicia Ruiz, Ana Nieto-Ruiz, Jesus Jiménez, Antonio
Sudrez, Cristina Campoy

Titulo: Effects of a new infant formula on the prevention of infections and
stablishment of the gut microbiota in infants

Congreso: Xl Congreso Iberoamericano de Ingenieria de Alimentos (CIBIA 2017)
Tipo de participacion: Comunicacion Oral

Fecha: 22-25 de Octubre de 2017

Lugar: Valparaiso, Chile

Autores: Cerdd T; Ruiz A, Nieto-Ruiz A, Arias M, Diéguez E, Herrmann F, Miranda
MT, Rodriguez-Palmero M, Jiménez J, Suarez A, Campoy, C

Titulo: Health beneficial effects of infant formula supplementation with milk fat
globule membranes

Congreso: XI Congreso Iberoamericano de Ingenieria de Alimentos (CIBIA 2017)
Tipo de participacion: Poster
Fecha: 22-25 de Octubre de 2017

Lugar: Valparaiso, Chile
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Autores: Cerdd, T; Ruiz, A, Nieto A, Sudrez, A, Campoy, C

Titulo: Influence of nutritional intervention in early life on behaviour in healthy
children at 2.5 years

Congreso: 10" World Congress on Development Origins of Health and Disease
(DOHaD 2017)

Tipo de participacion: Comunicacion Oral
Fecha: 15-18 Octubre de 2017
Lugar: Réterdam, Holanda

Autores: Nieto-Ruiz A, Arias M, Diéguez E, Herrmann F, Miranda MT, Rodriguez-
Palmero M, Jiménez J, Campoy C

Publicado en: Journal of Developmental Origins of Health and Disease, 8(S1), p.
S304-5305. Cambridge University Press, 12/10/2017
doi:10.1017/52040174417000848

Titulo: Nutritional intervention in early life influences by sex the growth velocity
during the first 18 months of age

Congreso: 10" World Congress on Development Origins of Health and Disease
(DOHaD 2017)

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 15-18 Octubre de 2017
Lugar: Réterdam, Holanda

Autores: Sepulveda Valbuena N, Nieto-Ruiz A, Herrmann F, Miranda MT,
Rodriguez-Palmero M, Jiménez J, Campoy C

Publicado en: Journal of Developmental Origins of Health and Disease, 8(S1), p.
S274. Cambridge University Press, 12/10/2017
doi:10.1017/52040174417000848

Titulo: Association between maternal weight gain during pregnancy and
offspring anthropometric outcomes during the first 18 months of life
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Congreso: 10" World Congress on Development Origins of Health and Disease
(DOHaD 2017)

Tipo de participacion: Pdster
Fecha: 15-18 Octubre de 2017
Lugar: Réterdam, Holanda

Autores: Arias M, Nieto-Ruiz A, Herrmann F, Miranda MT, Rodriguez-Palmero
M, Jiménez J, Campoy C

Publicado en: Journal of Developmental Origins of Health and Disease, 8(S1), p.
$394-5395. Cambridge University Press, 12/10/2017
doi:10.1017/52040174417000848

Titulo: Associations between maternal gestacional weight gain and child
neurodevelopment during the first 6,5 years of life

Congreso: 10" World Congress on Development Origins of Health and Disease
(DOHaD 2017)

Tipo de participacion: Pdster
Fecha: 15-18 Octubre de 2017
Lugar: Roterdam, Holanda

Autores: Arias M, Torres-Espinola FJ, Nieto-Ruiz A, Rueda R, Pérez-Garcia M,
Campoy C

Publicado en: Journal of Developmental Origins of Health and Disease, 8(S1), p.
S123. Cambridge University Press, 12/10/2017
doi:10.1017/52040174417000848

Titulo: Influences of maternal metabolic status on adaptive behavior and social-
emotional development in their offspring at 6 and 18 months of life

Congreso: IUNS 21st International Congress of Nutrition (ICN)
Tipo de participacion: Poster
Fecha: 15-20 Octubre de 2017

Lugar: Buenos Aires, Argentina
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Autores: Nieto-Ruiz A, Torres-Espinola FJ, Arias M, Rueda R, Campoy C

Titulo: Timing of adiposity rebound and behaviour problems in early childhood

Congreso: International Symposium Active Brains for all: Exercise, cognition and
mental health

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 12 de Junio de 2017
Lugar: Granada, Espaia

Autores: Daniel Campos Consuegra, Francisco Ortega Porcel, Hatim Azaryah,
Cruz Erika Garcia Rodriguez, Maria Garcia Ricobaraza, Francisco José Torres
Espinola, Mireia Escudero Marin, Miriam Arias Gonzalez, Ana Nieto Ruiz, Andrés
Catena Martinez and Cristina Campoy

Titulo: Association of linear growth velocity and behavior at 18 months of life in
healthy children

Congreso: 50" Annual Meeting of the European Society for Paediatrics
Gastronentology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 10-13 de Mayo de 2017
Lugar: Praga, Republica Checa

Autores: Nieto-Ruiz A, Herrmann F, Sepulveda Valbuena N, Miranda MT,
Morera M, Campoy C

Titulo: Association of head circumference growth velocity and
neurodevelopment during the first 18 months of life in healthy infants

Congreso: 4" International Conference on Nutrition & Growth
Tipo de participacion: Comunicacion Oral
Fecha: 2-4 de Marzo de 2017

Lugar: Amsterdan, Holanda
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Autores: Nieto-Ruiz A, Herrmann F, Sepulveda Valbuena N, Arias M, Miranda
MT, Morera M, Campoy C

Titulo: Impact of nutritional intervention in early life on infant visual function
during the first 12 months of life

Congreso: The power of programming 2016: International Conference On
Developmental Origins of Adiposity and Long-Term Health

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 13-15 de Octubre de 2016
Lugar: Munich, Alemania

Autores: Nieto A, Herrmann F, Miranda MT, Morera M, Guarro M, Arias M,
Garcia S, Sdez JA, Campoy C

Titulo: Association between rapid weight gain in early life on neurodevelopment
and adaptive behavior during the first 18 months of life in healthy infants

Congreso: The power of programming 2016: International Conference On
Developmental Origins of Adiposity and Long-Term Health

Tipo de participacion: Pdster
Fecha: 13-15 de Octubre de 2016
Lugar: Munich, Alemania

Autores: Nieto A, Herrmann F, Miranda MT, Guarro M, Arias M, Morera M,
Campoy C

Titulo: The role of mother's obesity, overweight or gestational diabetes on their
offspring behavioral development at 3.5 years of age

Congreso: The power of programming 2016: International Conference On
Developmental Origins of Adiposity and Long-Term Health

Tipo de participacion: Poster

Fecha: 13-15 de Octubre de 2016
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Lugar: Munich, Alemania

Autores: Nieto A, Torres-Espinola FJ, Arias M, Rueda R, Campoy C

Titulo: Nutritional intervention in early life influences the head circumference in
healthy male children at 2.5 years

Congreso: 49™ Annual Meeting of the European Society for Paediatrics
Gastronentology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 25-28 de Mayo de 2016
Lugar: Atenas, Grecia

Autores: Nieto A, Herrmann F, Morera M, Guarro M, Miranda MT, Campoy C

Titulo: Impact of an infant formula supplemented with Nutriexpert® factor on
infections during the first 12 months of life

Congreso: 49" Annual Meeting of the European Society for Paediatrics
Gastronentology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 25-28 de Mayo de 2016
Lugar: Atenas, Grecia

Autores: Herrmann F, Nieto A, Guarro M, Morera M, Miranda MT, Campoy C

Titulo: Nutritional intervention in early life influences on behavior in healthy
children

Congreso: Early Nutrition Academy (ENA) Postgraduate School
Tipo de participacion: Poster
Fecha: 4-5 de Mayo de 2016

Lugar: Granada, Espaia
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Autores: Nieto A, Arias M, Herrmann F, Miranda MT, Guarro M, Morera M,
Campoy C

Titulo: Influences of maternal overweight/obesity status during pregnancy on
their children behavior development at 3.5 years

Congreso: Early Nutrition Academy (ENA) Postgraduate School
Tipo de participacion: Péster

Fecha: 4-5 de Mayo de 2016

Lugar: Granada, Espaia

Autores: Nieto-Ruiz A, Torres-Espinola FJ, Arias M, Rueda R, Campoy C

Titulo: Influences of maternal overweight/obesity status during pregnancy on
their children behavior development at 3.5 years

Congreso: Early Nutrition Academy (ENA) Postgraduate School
Tipo de participacion: Pdster

Fecha: 4-5 de Mayo de 2016

Lugar: Granada, Espaina

Autores: Nieto-Ruiz A, Torres-Espinola FJ, Arias M, Rueda R, Campoy C

Titulo: Sleep duration and efficiency are related to better verbal memory in
children at 6 years old

Congreso: Early Nutrition Academy (ENA) Postgraduate School
Tipo de participacion: Poster

Fecha: 4-5 de Mayo de 2016

Lugar: Granada, Espaia

Autores: Escudero-Marin M, Torres-Espinola FJ, Arias M, Nieto A, Campoy C
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Titulo: Protective Effect of an infant formula supplemented with Nutriexpert®
factor against infections during the first 18 months of life

Congreso: 3" International Conference on Nutrition & Growth
Tipo de participacion: Comunicacion Oral

Fecha: 17-19 de Marzo de 2016

Lugar: Viena, Austria

Autores: C. Campoy, F. Hermann, A. Nieto, M.T. Miranda, M. Guarro, M. Morera
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COMUNICACIONES EN CONGRESOS NACIONALES

Titulo: Effect of children's behavioral problems at 3.5 years old on their brain
structure at 6 years old

Congreso: XXI Congreso Nacional de Psiquiatria
Tipo de participacion: Péster

Fecha: 18-20 de Octubre de 2018

Lugar: Granada, Espafia

Autores: Nieto-Ruiz A, Verdejo-Roman J, Torres-Espinola FJ, Arias M, Catena A,
Campoy C

Titulo: Influence of a nutritional intervention on the prevention of infections and
stablishment of the gut microbiota in infants

Congreso: 40" ESPEN Congress on Clinical Nutrition & Metabolism
Tipo de participacion: Pdster

Fecha: 1-4 de Septiembre de 2018

Lugar: Madrid, Espafia

Autores: T. Cerdd, A. Ruiz, A. Nieto-Ruiz, F. Herrmann, J. Jimenez, A. Suarez, C.
Campoy

Titulo: Association between early nutrition and sex with metabolic risk in
healthy children at 4 years old

Congreso: XVII Congreso de la Sociedad Espafiola de Nutricién (SEN)
Tipo de participacion: Poster
Fecha: 27-29 de Junio de 2018

Lugar: Barcelona, Espaia
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Autores: Nieto-Ruiz A, Sepulveda-Valbuena N, Diéguez E, Herrmann F, Miranda
MT, De Castellar R, Campoy C

Titulo: New formula supplemented with milk fat globule membrane and
synbiotics modulates the gut microbiota and reduce illness symptoms during
infancy

Congreso: XVII Congreso de la Sociedad Espafiola de Nutricion (SEN)
Tipo de participacion: Péster

Fecha: 27-29 de Junio de 2018

Lugar: Barcelona, Espafia

Autores: Cerdd T, Ruiz A, Nieto-Ruiz A, Herrmann F, Jiménez J, Sudrez A,
Campoy C

Titulo: Velocidad de ganancia de peso hasta los 6 meses e IMC a los 2.5 y 4 anos
de edad en nifnos sanos tras una intervencién nutricional precoz

Congreso: 66 Congreso de la Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Péster

Fecha: 7-9 de Junio de 2018

Lugar: Zaragoza, Espaia

Autores: Sepulveda-Valbuena N, Nieto-Ruiz A, Herrmann F, Miranda MT, De
Castellar R, Campoy C

Titulo: Una Nueva Férmula Infantil Mejora La Salud De Los Nifios Y Determina
Una Microbiota Intestinal Similar A La De Los Nifios Alimentados Con Leche
Materna

Congreso: 66 Congreso de la Asociacién Espaiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Poster
Fecha: 7-9 de Junio de 2018

Lugar: Zaragoza, Espafia
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Autores: Tomas Cerdd, Alicia Ruiz, Ana Nieto-Ruiz, JesUs Jiménez, Antonio
Sudrez, Cristina Campoy

Titulo: Intervencién nutricional y velocidad de crecimiento durante los primeros
18 meses de vida en nifos sanos

Congreso: 65 Congreso de la Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Péster

Fecha: 1-3 de Junio de 2017

Lugar: Santiago de Compostela, Espana

Autores: Ana Nieto Ruiz, Natalia Sepulveda Valbuena, Florian Herrmann, Maria
Teresa Miranda Ledn, Jesus Jiménez Lépez, Cristina Campoy

Titulo: Intervencién nutricional y velocidad de crecimiento durante los primeros
18 meses de vida en nifios sanos

Congreso: 65 Congreso de la Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Pdster

Fecha: 1-3 de Junio de 2017

Lugar: Santiago de Compostela, Espafia

Autores: Ana Nieto Ruiz, Natalia Sepulveda Valbuena, Florian Herrmann, Maria
Teresa Miranda Ledn, Jesus Jiménez Lopez, Cristina Campoy

Titulo: Influences of maternal metabolic status in offspring's behaviour at 3.5
years

Congreso: 65 Congreso de la Asociacién Espaiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Poster

Fecha: 1-3 de Junio de 2017

Lugar: Santiago de Compostela, Espaiia

Autores: Ana Nieto Ruiz, Francisco José Torres Espinola, Miriam Arias Gonzalez,
Ricardo Rueda, Francisca Lépez Torrecillas, Cristina Campoy
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Titulo: Efectos de la intervencidn nutricional con el factor Nutriexpert sobre la
incidencia de infecciones en lactantes hasta los 18 meses

Congreso: | Jornadas Internacionales de Actualizacion del Conocimiento en
Ciencias de la Salud

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 20 de Enero de 2017
Lugar: Granada, Espaia

Autores: Acero-Pérez J, Herrmann F, Nieto-Ruiz A, Miranda MT, Morera M,
Campoy C

Titulo: Estudio de la ingesta de Aminodcidos y Acidos Grasos Poliinsaturados en
los Problemas Emocionales y de Conducta en nifios de 2.5 afios

Congreso: | Jornadas Internacionales de Actualizacion del Conocimiento en
Ciencias de la Salud

Tipo de participacion: Comunicacion Oral. Ganadora 22 Premio
Fecha: 20 de Enero de 2017
Lugar: Granada, Espaia

Autores: Ana Maria de la Torre Garcia, Florian Herrmann, Ana Nieto Ruiz,
Cristina Campoy

Titulo: Recomendaciones nutricionales para reducir la exposicién crénica y los
efectos adversos de los plaguicidas organoclorados en nifios de corta edad y
embarazadas

Congreso: | Jornadas Internacionales de Actualizaciéon del Conocimiento en
Ciencias de la Salud

Tipo de participacion: Poster
Fecha: 20 de Enero de 2017

Lugar: Granada, Espaia
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Autores: Estefania Diéguez Castillo, Mireia Escudero Marin, Ana Nieto Ruiz,
Miriam Arias, Cristina Campoy

Titulo: La alimentacidn saludable como factor protector frente a la Depresién
Postparto

Congreso: | Jornadas Internacionales de Actualizacion del Conocimiento en
Ciencias de la Salud

Tipo de participacion: Péster
Fecha: 20 de Enero de 2017
Lugar: Granada, Espaia

Autores: Arias M, Moreno-Torres R, Torres-Espinola FJ, Nieto-Ruiz A, Cerdd T,
Ruiz A, Campoy C

Titulo: Diferencias segun género en el desarrollo neurocognitivo y del
comportamiento a los 18 meses de edad

Congreso: 64 Congreso de la Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Comunicacion Oral

Fecha: 2-4 de Junio de 2016

Lugar: Valencia, Espafia

Autores: Ana Nieto Ruiz, Florian Herrmann, Miriam Arias, Marta Guarro Riba,
Mireia Morera Inglés, Cristina Campoy

Titulo: Efectos de una férmula infantil con nutrientes funcionales sobre el
perimetro cefdlico y el comportamiento en nifios a los 2,5 afos de edad

Congreso: 64 Congreso de la Asociacién Espaiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Poster
Fecha: 2-4 de Junio de 2016

Lugar: Valencia, Espafia
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Autores: Ana Nieto Ruiz, Florian Herrmann, Marta Guarro Riba, Mireia Morera
Inglés, Miriam Arias Gonzalez, Cristina Campoy

Titulo: Influences of maternal metabolic status on behaviour in children at 3,5
years

Congreso: VI Jornadas Instituto Neurociencias "Federico Olériz"
Tipo de participacion: Péster

Fecha: 16 de Marzo de 2016

Lugar: Valencia, Espafia

Autores: Nieto-Ruiz A, Torres-Espinola FJ, Arias M, Lopez-Torrecillas F, Campoy
C

Publicado en: Encuentros en Neurociencias (vol. 1V). Gédmez Chacdn, Beatriz;
Rivera Sanchez, Margarita; Rodriguez Ferrer, José Manuel (eds.) pp. 183-204.
ISBN: 978-84-697-8282-8

Titulo: Evolucion del perimetro cefélico en lactantes sanos durante los primeros
18 meses de vida segun el tipo de alimentacién

Congreso: 63 Congreso de la Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP)
Tipo de participacion: Comunicacion Oral

Fecha: 11-13 de Junio de 2015

Lugar: Bilbao, Espaia

Autores: Florian Herrmann, Angela Mufioz Machicao, Ana Nieto Ruiz,
Montserrat Rivero Urgell, Mireia Moreras Inglés, Cristina Campoy Folgoso
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