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RESUMEN

Durante el periodo fetal y perinatal, nutrientes tales como los acidos grasos polinsaturados de cadena
larga (LC-PUFAs) y el acido folico son esenciales para alcanzar un desarrollo cerebral adecuado.
Numerosos estudios han comprobado los beneficios de la alimentacion temprana sobre el desarrollo
neurocognitivo de los nifios. Sin embargo, el conocimiento acerca al sistema atencional es alin escaso.
Objetivos: El objetivo del presente estudio ha sido analizar los efectos a largo plazo de la
suplementacion materna durante la gestacion con aceite de pescado (FO), 5-metil-tetrahidrofolato (5-
MTHF), placebo o ambos (FO+5-MTHF) sobre las redes atencionales de los hijos hasta los 9 afios de
edad. Material y Métodos: Casuistica y Disefio del estudio: Se han estudiado un total de 143 (7.5
afnos) y 130 (8.5 afios) nifos nacidos de madres que participaron en el estudio NUHEAL (" Mutraceuticals
for a Healthy Life”), y que fueron asignadas aleatoriamente para recibir suplementos nutricionales con
FO y/o 5-MTHF o placebo desde la semana 20 de gestacion hasta el momento del parto. Tras el
nacimiento, los nifios que no fueron alimentados al pecho materno, recibieron férmulas infantiles
conteniendo LC-PUFAs o no segun la agrupacién realizada en sus madres. A los 7.5 y 9 afos de edad
se les evalud la atencién mediante pruebas neuropsicolégicas (CCTT y STROOP). A los 8.5 afios,
mediante medidas comportamentales ("Attention Network Test”), potenciales cognitivos evocados
(ERPs), y tomografia electromagnética estandarizada de baja resolucion (sLORETA) se evaluaron las
respuestas para la habilidad de resolucion de conflicto (condiciones: congruentes e incongruentes), la
alerta y la orientacion espacial de la atencién. Resultados: La evaluacion neuropsicoldgica demostrd
que la suplementacién materna con FO, el equilibrio entre las concentraciones de acido araquiddnico y
acido docosahexaenoico (indice AA/DHA) en los fosfolipidos del plasma {en sangre materna (semana
30 de gestacion, en el momento del parto) y en corddn umbilical (p<0.05)}, asi como el nivel de
educacién materno (p<0.01), se asociaron a efectos beneficiosos a largo plazo sobre el desarrollo de la
atencion en sus hijos hasta los 9 afios de edad. Por el contrario, el consumo de tabaco durante la
gestacion se asocid a un efecto negativo sobre el desarrollo de la atencion en los nifios (p<0.01). Los
nifios nacidos de madres suplementadas solo con 5-MTHF fueron mas rapidos en resolver la respuesta
al conflicto a los 8.5 afios, respecto a los nacidos de madres pertenecientes a los grupos placebo y
FO+5-MTHF (p<0.05). Se observaron también diferencias en las amplitudes de ERP para las condiciones
de conflicto, donde aquellos nifios nacidos de madres suplementadas con 5-MTHF tuvieron una
respuesta mas rapida. El estudio mediante s-Loreta permitié la localizacion de diferencias significativas
en la activacion a nivel de la corteza del cingulado medio. Conclusiones: La atencion a los 7.5 y 9 afios
se ve beneficiada por la suplementacion prenatal con FO y el nivel educativo de la madre.
Contrariamente, el consumo de tabaco durante la gestacion y el parto por cesarea tienen un efecto
negativo a largo plazo sobre el desarrollo de la atencién en los nifios. La suplementacién materna
sobretodo solo con 5-MTHF, mejora la capacidad de resolver conflictos de atencion en los nifios a los
8.5 afios. Esta ventaja parece estar basada en una activacion mayor de la corteza del cingulado medio.
Los resultados obtenidos demuestran el efecto a largo plazo de la alimentaciéon temprana sobre el
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desarrollo cerebral especificamente en las areas involucradas en las funciones ejecutivas relacionadas

con la atencion.

Key words: Atencion, programacion precoz mediante la nutricion, aceite de pescado, DHA,

embarazo, desarrollo neuropsicoldgico.
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ABSTRACT

During fetal and perinatal periods, many nutrients are important for achieving a normal brain
development, such as long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs, contained in fish oil [FO]) and
folate. Several studies have shown the benefits of early nutrition on children’s neurocognitive
development. However, the evidence regarding the attention system is scarce. Objectives: The aim of
this study is to analyze the long-term effects of FO and/or 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF) prenatal
supplementation on attention networks until 9 years old. Material and Methods: Participants were
143 (7.5 years) and 130 children (8.5 years) born to mothers from the NUHEAL Project (randomized to
receive FO, and/or 5-MTHF or placebo prenatal supplementation). After birth, children that were not
breastfeed, received infant formulas containing LC-PUFAs or not, depending on their mother’s
supplementation during pregnancy. At 7.5 and 9 years old their sustained attention was evaluated using
neuropsychological tests (CCTT and STROOP). At 8.5 years the response conflict resolution ability,
alerting, and the spatial orienting of attention (using congruent and incongruent conditions) were
evaluated with behavioral measures (Attention Network Test), Electroencephalography/Event Related
Potentials (EEG/ERP), and low resolution electromagnetic tomography (sLORETA). Results: The
neuropsychological assessment showed that the maternal supplementation with FO, the balance
between the araquidonic acid concentrations and docosahexaenoic acid (AA/DHA) index, on plasma
phospholipids {maternal blood (30 Week gestation and delivery) and on the umbilical cord (p<0.05)},
as well as the mother’s educational attainment (p<0.01), were associated to beneficial long term effects
on their offspring’s attention at 9 years old. On the other hand, tobacco consumption during pregnancy
and delivery by caesarian section was negatively associated with the offspring’s attention (p<0.01).
Children born to mothers supplemented with 5-MTHF alone solved faster the response conflict than the
Placebo and the FO+5-MTHF groups (all £<0.05). Differences between ERP amplitudes for the conflict
conditions were also observed. SLORETA analysis showed higher activation of right mid-cingulate cortex
for the incongruent condition. Additionally, a significant slowing down of response speed depending on
the warning signal in the 5-MTHF and FO groups was observed. Conclusions: Attention at 7.5 and 9
years old is benefited by the prenatal supplementation with FO and the educational attainment of the
mother. On the contrary the factors that derive in negative outcomes on children’s attention are the
caesarian section and the tobacco consumption during pregnancy. Moreover, Folate supplementation
during pregnancy, rather than FO or FO+5-MTHF, improves children’s ability to solve response conflicts.
This advantage seems to be based on the higher activation of mid-cingulate cortex, indicating that early
nutrition influences the functionality of specific brain areas involved in executive functions.

Key words: Attention, early nutrition programming, 5-MTHF, fish oil, DHA, gestation,
neuropsychological development
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1. Introduccion
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1.1 Definicion Atencion

La atencion es el proceso comportamental de concentrarse selectivamente en cierto aspecto de la
informacion, ya sea de manera objetiva o subjetiva, mientras el resto de la informacion perceptible es
ignorada. Esta también es conocida como la asignacion de un proceso limitado de recurso (Anderson et
al., 2004). La misma es un area extensa que queda aun por investigar por ciencias como la psicologia,
neurociencias y neuropsicologia. A continuacion se una breve resefia historica, sobre la investigacion y

los paradigmas planteados por una serie de autores en relacion al tema.

El concepto de atencidn como un elemento central de la conducta humana se remonta al inicio de
la psicologia experimental (James, 1890), a lo largo de la historia han sido varios autores que han

desarrollado algunas teorias acerca de la misma.

Treisaman (Treisman & Gelade, 1980) desarrollaron una variedad de paradigmas probando

diferentes predicciones de la teoria acerca de la atencion:

1) Busqueda visual: El paradigma de la busqueda visual nos permite orientarnos hacia un objetivo
ya sea por sus propias caracteristicas individualmente o por el conjunto de las mismas. Es decir, como
si las caracteristicas simples del objeto pudieran ser percibidas sin limites atencionales, para buscar
objetivos definidos como caracteristicas (ej. rojo, vertical, etc.) deben sufrir en teoria una pequea

variacion de distractores en la visualizacion.

2)  Segregacion de textura. Parece ser que la segregacion de textura y la figura base son procesos
pre-atencionales paralelos. Por tanto, deben ser determinados sélo por discontinuidades espaciales
entre los grupos de estimulos que difieren en estimulos separables, y no asi por el conjunto de

caracteristicas en si mismas.

3) Conjuntos ilusorios: Si la atencion focal a un objeto en particular es desviada, ya sea porque
el tiempo de observacion es muy corto o la atencion es dirigida a otros objetos, las caracteristicas de
dicho objeto se encuentran en “flotacion libre” respecto uno con el otro. Esto da lugar a la posibilidad
de combinaciones erréneas cuando mas de un objeto desatendido es presentado. Este fenémeno es

conocido como “Conjunciones ilusorias”.
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4)  Identificacion y ubicacion: De nuevo si la atencidn es desviada las caracteristicas de los objetos
pueden "guedar flotando en el espacio”, asi como no conectados uno con el otro. Ademas podemos
detectar la presencia de caracteristicas esenciales sin saber exactamente donde se ubican, aunque
podemos rapidamente localizarlas. Ubicarlas o localizarlas en ésta hipotesis, es un proceso diferente a
identificarlas. Sin embargo la teoria predice que esto no ocurre con conjuntos o caracteristicas. Si se ha
identificado correctamente un conjunto en particular debemos primero ubicarlo para poder centrar la

atencion en el mismo o integrar sus caracteristicas.

5) Interferencia como estimulo desatendido. Los estimulos desatendidos deben ser registrados
solamente en un nivel de funciones. La cantidad de interferencia o facilitacion en una tarea de atencion
que es generada por dicho estimulo debe solamente depender de las caracteristicas de las caracteristicas
que la componen y no ser afectada por los conjuntos particulares en las cuales ocurren. Existe evidencia
que durante un discurso el significado de palabras desatendidas pueden ser a veces grabadas en el
cerebro sin llegar a tener una conciencia plena de las mismas (Corteen & Wood, 1972; Lewis, 1970;

Mackay, 1973; Treisman et al., 1974).

La teoria mas conocida es la de Posner, un pionero en la investigacion de las imagenes del cerebro
(brain imaging) ademas de sus trabajos de atencidn selectiva. A continuacion se conceptualiza el mismo
como un sistema complejo, el cual, en la actualidad es considerado una de las mejores maneras, y mas
actualizadas, de entender el sistema atencional humano (Fan et al., , 2002; Fan et al., 2005; Posner &

Dehaene, 1994; Raz & Buhle, 2006).

1.2 Sistema Atencional Posner

El sistema atencional es una compleja interaccion de sistemas neuronales. Posner y colaboradores
(Fan et al., 2002; Fan et al., 2005; Petersen & Posner, 2012; Posner & Rothbart, 2007; Raz & Buhle,
2006) resumieron la teoria de la “redes atencionales” en tres redes funcionales, bioquimicas y

anatémicas: Conflicto (confiict /executive control), Alerta (alerting)y Orientacion (orienting).

|\\

Alerta o Alerting: implica el “arousal” y la vigilancia; esta relacionado con el alcance vy

mantenimiento de un estado muy sensible a los estimulos exteriores, combinados con una disposicion

26 Jeanette Angela Mufioz Machicao



Tesis Doctoral
a la accion. Las areas cerebrales implicadas en las tareas de “alerting” son el locus coeruleus, el parietal
y corteza frontal derecho (Ambrosini, Vastano, Montefinese, & Ciavarro, 2013). Existe evidencia
consistente que relaciona la norepinefrina (NE) con los sistemas de alerta, siendo su via incluyen nodos

del area frontal asi como de la parietal (Fan et al., 2002; Fan et al., 2005; Petersen & Posner, 2012).

Orifentacion o Attentional orienting. se refiere al proceso de seleccion de informacion de un input
sensorial y cambiar de foco atencional entre estimulo y estimulo. El campo visual frontal, el coliculo
superior, la interseccion tempo-parietal, el parietal superior y el tdlamo se consideran sus nodos

principales (Chica et al., 2011), siendo su neurotransmisor la acetilcolina (Petersen & Posner, 2012).

Finalmente la red de Conflicto o Conflict network: implica mecanismos de monitorizacion
conductual y la resolucion de conflictos entre estimulos, pensamientos, sentimientos y respuestas. Esta
red incluye en ganglio basal, la corteza cingulado, la corteza dorsolateral y prefontal (MacDonald &
Joordens, 2000; Cohen et al., 2001). Algunos polimorfismos en los genes de la dopamina y la serotonina
han sido relacionados con la puntuaciones de funcidn ejecutiva ( Groppe et al., 2008; Posner & Rothbart,
2007). La modulacién genética determinada por factores ambientales es probablemente la mas
claramente relacionada con el gen de la dopamina DRD4, la cual ha sido relacionada la funcion ejecutiva

en estudios realizados con neuroimagen (Fan et al., 2003; Posner & Rothbart, 2007).

1.3 Clasificacion y subtipos de atencidon

Segun los mecanismos utilizados por el individuo se divide en:

Atencion selectiva o focalizada: Es la capacidad para seleccionar, de entre varias posibles, la
informacion relevante a procesar o el esquema de accion apropiado, inhibiendo la atencién a unos
estimulos mientras se atiende a otros. Los pacientes con alteraciones en este nivel sufren numerosas

distracciones, ya sea por estimulos externos o internos.

Atencion sostenida: Capacidad de un observador para mantener la atencion alerta a los estimulos
en un periodo prolongado de tiempo; la misma se suscita cuando el individuo necesita necesitar fijar el
foco atencional en determinada actividad con el fin de desempeiiarla durante un periodo extendido de

tiempo. Dentro de sus funciones encontramos que proporciona programas apropiados de trabajo y

27 Jeanette Angela Mufioz Machicao



Tesis Doctoral

descanso ademas de una variacion durante la tarea, incrementa también la posibilidad de deteccion de
la sefal y reduce la incertidumbre de cuando y donde aparecera la sefal. Finalmente proporciona
entrenamiento adecuado al observador para clarificar la naturaleza de las sefiales y mejora la motivacion

enfatizando la importancia de la tarea que se lleva a cabo.

Atencion dividida: Esta viene determinada por el interés del sujeto. En la atencion dividida son varios
los estimulos o situaciones que entran en el campo atencional, en la atencion selectiva el esfuerzo se
dirige hacia un campo concreto en el que pueden incidir otros procesos psicoldgicos. Este tipo de
atencion se utiliza mucho como método de investigacion de la eficacia del procesamiento simultaneo

(Cooley & Morris, 2009).
Segun al nivel del control de voluntad que exista se divide en:

Atencion involuntaria: ésta esta vinculada con el surgimiento de algin estimulo que resulte nuevo,
significativo y fuerte que, tras la monotonia o repeticion, desaparece. Esta atencidn se caracteriza por
ser emocional y pasiva ya que la persona no se dirige hacia el objeto o situacion intencionalmente ni
tampoco ejerce ningun tipo de esfuerzo. Ademas, esta atencién no estd vinculada con los motivos,

necesidades o intereses inmediatos del individuo.

Atencion voluntaria: es la desarrollada a lo largo de la ninez, por medio del aprendizaje escolar y el
lenguaje. La atencién voluntaria se alcanza luego de que el nifio tiene la capacidad de sefalar objetos
asi como también nombrarlos independientemente de sus padres. Esto indica entonces que la voluntaria
es el resultado del desarrollo de la involuntaria y, una vez adquirida, el individuo pasa de una a otra

constantemente (Petersen & Posner, 2012).
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Tabla 1. Principales tipos clinicos de atencion

Atencion Especificacion

Alerta o “arousal”

Nivel de consciencia del estadio IV del suefio o
hipervigilia.

“Span” o amplitud de atencién

El “span” acUstico suele explorarse con
reproducciones de ritmos; el auditivoverbal, con el
subtest Digitos WAIS/WISC; y el visuoespacial con
el test de Cubos de Corsi.

Atencion selectiva o focal (‘Selective
attention’)

Proceso por el que se responde a un estimulo o
tarea y se ignoran otras. Suele equivaler a la
atencion posterior explorada con tareas de
cancelacion, tareas de emparejamiento visual, etc.

Atencion de desplazamiento entre
hemicmapos (‘Shifting attention’)

Proceso para seleccionar preferencialmente
informacién prioritaria en uno y otro hemicampo
visual. Suele explorarse con el paradigma de
Posner.

Atencion serial (‘Serial attention’)

El prototipo son las ‘pruebas de cancelacién’

Atencion dividida o dual o compartida
(‘Simultaneous/divided/ sharing attention’)

Proceso por el que se responde simultaneamente a
un doble estimulo, poniendo en marcha una doble
‘activacion’. Suele explorarse con paradigmas de
tareas con interferencia.

Atencion de preparacion (‘Preparing
attention’)

Proceso de preparacion de respuestas apropiadas.
Suele explorarse registrando eléctricamente las
neuronas que se ‘disparan’ (activan) previas a las
respuestas.

Atencion sostenida o capacidad atencional o
concentracion o vigilancia
(‘Sustaining/concentrating attention’)

Proceso de mantenimiento persistente del estado
de alerta a pesar de la frustracion y el
aburrimiento. Suele explorarse con tareas tipo CPT

Inhibicion (*Suppressing attention’)

Atencidn para inhibir una respuesta natural. Suele
explorarse con los paradigmas de Stroop y
Go/NoGo

Nota: Basado en (Petersen & Posner, 2012), (Cooley & Morris, 2009), (Posner & Dehaene, 1994)
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Tabla 2. Tipos de atencion anterior

Tipos de atencion Paradigmas de Localizacion especifica.

anterior exploracion clinica

Atencion dividida o dual o Tapping con HD interferencia Cingulado anterior prefrontal

compartida dorsolateral.

Atencion de preparacion Registros neuroeléctricos HD Frontal dorsolateral.

Inhibicion Paradigma Stroop HD Cingulado anterior, prefrontal
dorsolateral.

Atencion sostenida Continuous Performance Test HD Orbitofrontal lateral Frontal

(CPT) dorsolateral (areas 9 y 46)

Ganglios basales (Talamo)
(Corteza parietal).

Atencion selectiva a HD Circuito orbitofrontal lateral

propiedades del objeto Caudado derecho palido izquierdo
premotor inferior izquierdo
(cortezainsular derecho) (coliculo
inferior) (tdlamo posterior).

Basado en los estudios de (Posner & Petersen, 1990), (Posner et al., 1988), (Corbetta et al., 2002) y
(Stuss et al., 1981) . *HD= hemisferio derceho.

Tabla 3. Pruebas, tests y paradigmas de exploracion de la atencion.

Pruebas generales y escala para la Ponsford & Kinsella’s Attentional Rating Scale

evaluacion de la atencion en la vida Weber’s Attention Capacity Test
diaria

- ” , . . Reproduccién de golpes ritmicos
_Span , a_custlco, audioverbal, . Subtest digitos WAIS

visoespecial o Cubos de Corsi

Atencion selectiva Atencion selectiva, Embeded Figures Test

Atencion serial Pruebas de cancelacion. “Letter Cancellation Task”
“Albert’s Visual Neglect Test”

Atencion de desplazamiento Posner’s covert orienting paradigm

Atencion dividida “Tapping” interferido; Trail Making Test

Inhibicion “Stroop’s paradigm”; “Go/No Go paradigm”

Atencion sostenida Continuous Performance Test (CPT), Trail Making Test,
Go/no-Go paradigm.
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1.4. Acidos grasos poliinsaturados y Desarrollo Cognitivo

El término “early nutrition programming” se refiere a los efectos de la nutricion durante periodos
criticos de la vida en la programacion del desarrollo de la estructura y funcion de drganos y sistemas
(Dorner, 1983; Lucas, 2005; Koletzko et al., 2011). Actualmente, se reconoce este efecto de
programacion en relacion directa con el riesgo de obesidad, enfermedades cardiovascualres, sindrome
metabdlico, y un funcionamiento cognitivo deficiente (Lucas, 1998; Hoet et al., 1999; Demmelmair et
al., 2006; Cetin, 2008; Koletzko, 2014). Como sefialdé Georgieff, 2007, durante la vida fetal y los
primeros meses de vida, todos los nutrientes son cruciales para conseguir un neurodesarrollo adecuado
(Lucas, 1998; Georgieff, 2007; Innis et al., 2002; Innis et al., 2003); de forma particular, se ha
demostrado evidencia cientifica respecto a la relacién entre las vitaminas del grupo B (Elmadfa et al.,
2012), los acidos grasos, y micronutrientes como el hierro, iodo y zinc con el desarrollo cerebral (Anjos

et al., 2013; Bradbury, 2011; Julvez et al., 2009; Novak et al., 2008).

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFAs), especialmente el acido
docosahexaenoico (DHA) y el acido araquidénico (AA) han demostrado tener un papel importante en el
desarrollo cerebral y cognitivo (Anjos et al., 2013; Bradbury, 2011; Escolano-Margarit et al., 2013; Innis,
2007a), ya que parecen afectar directamente a la estructura y flexibilidad de la membrana celular, y por
lo tanto, a la velocidad de transmisidn de la sefial (Stillwell et al., 2005); el DHA también esta implicado
en la expresion génica, el canal de regulacién de iones (Kitajka et al., 2002) y la neurogénesis (Bertrand

et al., 2006).

El DHA se acumula tanto en el hipocampo asi como en los Idbulos frontales, especialmente durante
el tercer trismestre de gestacion. Estas areas cerebrales estan directamente relacionadas con el
desarrollo ulterior de la atencion, la memoria de trabajo y el control inhibitorio (Anderson et al., 1998;

Agostoni et al., 1995).
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1.4.1 Papel de los acidos grasos poliinsaturados durante el embarazo y la

lactancia sobre el neurodesarrollo de los niios.

Los LC-PUFAs, como el DHA y el AA, son importantes durante la gestacion tanto para la salud
materna como para un optimo desarrollo fetal. Es ampliamente conocido que la demanda metabdlica
del DHA aumenta durante el embarazo, especialmente durante el Gltimo trimestre cuando la acrecion
de DHA en el sistema nervioso alcanza su maxima velocidad (Martinez et al., 1992). Hay suficiente
evidencia cientifica de la importancia del estado nutricional durante la gestacion en la salud y el riesgo
de enfermedad en la vida posterior del nuevo ser. Estudios post-mortem indican que el feto acumula
durante el Ultimo trimestre de gestacion un promedio de 67 mg de acidos grasos (Martinez et al., 1992;
Bos et al., 2016). Sin embargo, la ingesta de DHA en mujeres que viven en paises industrializados en
general es insuficiente, y ademas, sus habitos alimenticios deben cambiar con el fin de aumentar su
consumo diario durante el embarazo; la ingesta promedio de DHA en los paises occidentales es de 70—
200 mg/day (Denomme et al., 2005; Innis et al., 2007b; Stark et al., 2005), pero en algunos casos no
alcanza los 50 mg/day (Meyer et al., 2003), resaltando la disparidad de la ingesta y la potencial

deficiencia de DHA tanto en la madre como en su hijo.

Los beneficios de las suplementacion con n-3 LC-PUFAs de la serie n-3, incluyendo el DHA, en la
prevencion de complicaciones perinatales como la preeclampsia, prematuridad y bajo peso son aln
inciertos. No obstante, Szajewska et al. (2006) mediante una revisién sistematica comprobaron que la
suplementacién con n—3 LC-PUFA durante la gestacion puede incrementar la duracion de la misma, asi

como el tamafio de la circunferencia craneal, aunque la media del efecto sea poco significativa.

Por su parte estudios a doble ciego aleatorizados como los de Escamilla-Nufiez et al. (2014) indican
que la suplementacion con DHA durante la gestacion pueden disminuir la incidencia de sintomas
respiratorios en nifios con antecedentes de atopia materna. A su vez, Makrides et al. (2010) indican que
el consumo de capsulas de aceite de pescado enriquecidas con DHA comparadas con el consumo de
aceite vegetal durante la gestacion no disminuyeron los niveles de depresion post-parto ni tampoco
beneficiaron la mejora del desarrollo del lenguaje ni cognitivo en sus hijos durante la etapa de infancia

temprana.
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Existe una disparidad de consenso en cuanto a los efectos relacionados con la suplementacion pre-

y post-natal. Dichos resultados varian de positivos, nulos a negativos.

Heaton et al., 2013a sefialan que la mayoria de los estudios observacionales respecto la consumo
del DHA durante la gestacion, llevados a cabo tanto en humanos como en animales arrojan resultados
poco concluyentes, habiéndose comprobado que tanto a largo, como a corto plazo, varian de acuerdo
al perfil genético del individuo. Otros estudios sefialan que la suplementacion temprana con DHA no
tiene una influencia directa sobre la cognicion, lenguaje ni las funciones ejecutivas (Makrides et. al.,
2014), ni determinan una mejora en el desarrollo visual o la atencién en nifios en edad preescolar
(Collins et al., 2015a; Gould et al., 2016b; Meldrum et al., 2012). Van Goor et al., 2011 observaron que
la suplementacion de DHA o DHA+AA durante la gestacién y lactancia no influye en la condicion
neuroldgica de los hijos a los 18 meses. En relacién a los resultados obtenidos de agudeza visual y la
suplementacién de DHA y n-3 LC-PUFAs, no se ha establecido una correlacion positiva (Chmielewska et
al., 2016; Gould et al., 2013; Kotani et al., 2006; Smithers et al., 2011; Stein et al., 2012) o el grado
de evidencia es bajo (Gould et al., 2013; Malcolm et al., 2003); tampoco se encontraron efectos

positivos en el desarrollo (Gould et al., 2013; Tofail et al., 2006)

Por su parte, Campoy et.al. 2012, llevaron a cabo una revision sistematica de estudios clinicos
destinados a medir en los efectos de la suplementacion de los omega-3 acidos grasos polinsaturados
(n-3 LCPUFA) durante la gestacion, en el periodo de lactancia y durante los primeros meses de vida,
concluyendo que los estudios llevados a cabo en el tema no arrojan conclusiones claras y consistentes
del beneficio de la suplementacion de n-3 LCPUFA durante la gestacion y/o periodo de lactancia en el

crecimiento de nifios a término, neurodesarrollo o agudeza visual.

Contrariamente, Westerberg et al., 2011a entre otros investigadores, han comprobado resultados
positivos de la suplementacion durante la gestacion con DHA sobre las funciones relacionadas con la
atencion de sus hijos, el coeficiente intelectual, (CI) (Agostoni et al., 1995; Meldrum et al., 2012; Caspi
et al.,, 2007; Helland et al., 2008) la agudeza visual, (Agostoni et al., 1995; Meldrum et al., 2012)
desarrollo psicomotor (Escolano-Margarit et al., 2011), y las funciones cognitivas (Campoy et al., 2011;

Helland et al., 2008; Mc Cann et al., 2017a; Mc Cann et al, 2017b; Steer, 2013) y el desarrollo cerbral
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ulterior (Morse, 2012). Asismismo, Widenhorn-Miiller et al., en 2014 han demostrado un desempefio
significativo de las tareas de memoria de trabajo notablemente superior en los nifios en funcion del
consumo de DHA por parte de sus madres durante la gestacion; asi como un un incremento en el cortex
dorsal prefrontal, en el desemepeio de ciertas tareas cognitivas (CPT), sin embargo, no se registraron
diferencias comportamentales respecto al grupo control (Helland et al., 2008; Macnamara et al., 2010).
Colombo et al., 2004 y Helland et al., 2008 observaron que tanto el comportamiento como los niveles
de distractibilidad de los nifios estan relacionados con el nivel de DHA materno alcanzado en el momento

del parto.

Numerosos estudios han reportado una relacion positiva entre niveles mas altos de DHA y mejores
resultados neuroldgicos a los 9 meses, 6 y 18 meses, 4 y 5.5 y afos, respectivamente (Escolano-Margarit
et al., 2013; Hibbeln et al., 2007; Judge et al., 2007; Kotani et al., 2006). La agudeza visual, la atencion
y la capacidad de resolucion de conflicto (Morse, 2012), asi como la coordinacién ojo y mano (Dunstan

et al., 2008), se asocian de forma positiva al consumo de DHA durante la gestacion.

Como se ha mencionado previamente, algunos estudios han investigado los efectos de la
suplementacién materna con DHA durante la gestacion sobre el desarrollo de la atencién en sus hijos.
Las caracteristicas de dichos estudios se muestran en la Tablas 4, 5 y 6. Todas las intervenciones se
llevaron a cabo a partir de la semana 20 de gestacién hasta el momento del parto, con cantidades de
DHA (135-800 mg/d) asi como de EPA (100-150 mg/d) variables. Los nifios fueron evaluados desde los
4 meses hasta los 8.5 afios de edad. La evaluacion de los nifios mas pequefios consistio en actividades
de juego con el fin de mantener sobre el juguete o actividad que se lleva a cabo (Colombo et al., 2004;
Colombo et al., 2016a; Gould et al., 2014a). Colombo et.al. encontraron una influencia positiva de la
suplementacién a los 12 y 18 meses (135 mg/d DHA) (2004) y 4,6 y 9 meses de edad (600 mg/d)
(2016). Gould et al. en 2014, no encontraron una mejora en la atencién de los nifios a los 18 meses
tras la suplementacion materna con 800 mg/d de DHA y 100 mg/d de EPA 100mg/d). Gould et al.,
2016a han llevado a cabo un estudio que es parte del DOMInO trial [(DHA to Optimize Mother Infant

Outcome) trial], con nifios de 7 afios, los resultados todavia no han sido develados.
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En conclusion, existe evidencia limitada e inconsistente de que la suplementacion materna con n-3
LC-PUFAs y DHA durante el embarazo, puede mejorar la atencion o el desarrollo cognitivo en general

de los nifos.

Durante afos, muchos estudios han reportado los beneficios de la lactancia materna sobre el
desarrollo neurocognitivo frente a los niflos alimetados con formula infantil (Anderson et al., 1999;
Agostoni et al., 2001; Oddy et al., 2003, 2011; Kramer et al., 2008). La justificacion de estos resultados
se ha basado en la comprobacion de mayores concentraciones de DHA y mejor biodisponibilidad en la
leche humana respecto a las presentes en las leches de formula (Heaton et al., 2013b; Jensen et al.,
2005). Aun no hay resultados concluyentes respecto a los efectos de la suplementacion de las madres
lactantes con DHA, e incluso algunos autores han sugerido una influencia perjudicial sobre el desarrollo
cognitivo en sus hijos (Cheatham et al., 2011a). (Huffman et al., 2011) en un articulo de revision indican
que la suplementacion durante la lactancia de acido a-linolénico o DHA en paises en desarrollo puede
beneficiar el crecimiento como el desarrollo de nifios de 6-24 meses. Estos efectos parecen ser mas
notorios en nifios que presentan cuadros de desnutricion, sin embargo, no existe evidencia de que este
beneficio tenga lugar en niflos mayores de 2 afos.

Distintos estudios llevados a cabo en nifios prematuros y a término alimentados con formulas
suplementadas con diferentes cantidades de DHA o aceite de pescado han publicado resultados positivos
sobre el neurodesarrollo (Agostini et al., 1995; Fang et al., 2005; Fewtrell et al., 2004), en concreto
sobre las funciones cognitiva y ejecutiva (Collins et al., 2015b; Drover et al., 2009; Helland et al., 2008;
Willatts et al., 2013), el desarrollo psicomotor (Alshweki et al., 2015; Jensen & Lapillonne, 2009), el
reconocimiento en la memoria, y el desempefio en resolucion de problemas superiores (Birch et al.,
2000; Drover et al., 2009; Henriksen et al., 2008), la velocidad de procesamiento (Willatts et al., 2013),
agudeza visual (Birch et al., 2000; Birch et al., 2005; Carlson et al., 1996), CI, lectura, comportamiento
(Birch et al., 2010; Richardson et al., 2012) y resultados académicos (Brew et al., 2015). Asimismo, se
han publicado resultados contrarios a los mencionados, los cuales no mostraron diferencias en el
desarrollo y funciones cognitivas (Almaas et al., 2015; Kennedy et al., 2010; Qawasmi et al., 2012; van

der Merwe et al., 2013), ni en la funcidn neuroldgica (de Kikkert et al., 2010), en el desarrollo del
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lenguaje (Drover et al., 2012), en resultados neuro-comportamentales (Makrides et al., 2011), ni en el

desempefio académico (Brew et al., 2015).

La mayoria de los estudios que han intentado investigar el efecto de la suplementacion con DHA/EPA
durante la lactancia sobre el desarrollo posterior de la atencion en nifios, han administrado formulas
enriquecidas y/o suplementadas con DHA, EPA, GLA, AA. El rango de edad de la evaluacion va desde
los 4 meses hasta los 5 anos. La cantidad de DHA, EPA, GLA, AA se describen en la Tabla 5. Una vez
mas, la mayoria de las herramientas de evaluacion consistieron en sesiones de juego disefiadas
especialmente para evaluar las diferencias entre nifios alimentados con leche materna fortificada o con
formulas enriquecidas; se utilizd el Test de Fagan (Carlson et al., 1996; Westerberg et al., 2010), asi
como un subtest del Lefter International Performance Scale-Revised subtest destinado a medir la
atencion. De forma unanime, todos los estudios han reportado beneficios de la suplementacion con
DHA/EPA sobre la atencion de los ninos (Carlson et al., 1996; Colombo et al., 2011a; Harbild et al.,
2013; Jensen et al., 2005; Werkman & Carlson, 1996; Westerberg et al., 2010); los estudios, llevados
a cabo tanto en prematuros como en nifios sanos a término, concluyeron que la mejor etapa durante la
infancia para obtener un beneficio de la suplementacion con DHA sobre la atencién es el primer aio de

vida, especialmente los primeros meses.
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Tabla 4. Estudios de intervencion nutricional con acidos grasos poliinsaturados (LC-PUFAs) durante la gestacion y efe
desarrollo de la atencion en los hijos

Autor/ Aio ICEED
gty Intervencion  Control Duracion Cognitivas y de Resultados
publicacién Atencién
Colombo et 600 mg/d Soyﬂbean aqd 14,5 semanas Protocolo de 4,69 Efecto positivo sobre la atencidn de los nifios y su esta
al., 2016 DHA/ (n=123) suln 0\;)ver ol de gestacion habituacion visual meses
(placebo) hasta el parto con medidas
(n=107) ; P ]
simultaneas de ritmo
cardiaco
Gould et al., 800 mg DHA/d Mezcla de 18-21 semanas Pruega ge un Io_bjleto 18 meses No se observa mejora de la atencién en nifios preesco
2014 +100 mg aceites de gestacion P{J‘_’e a de multiples
EPA/d (n=313) vegetales sin hasta el parto objetos
DHA (=318 Prueba de
(n=318) distraccion
Colombo et 135 mg DHA/d 35 mg DHA/d 3er trimestre de Atencién con juego 12,18 Elevados niveles de DHA en el parto se asocian a un p
al., 2004 la gestacion libre meses de la atencién acelerado durante el primer afio, y a un

Distractibility
paradigmas de
distraccion

capacidad de examen durante la exploracion de objeto
distraccion en el 2° afio.
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Tabla 5. Estudios de intervencion nutricional con acidos grasos poliinsaturados (LC-PUFAs) durante la gestacion y lac
sobre el desarrollo de la atencién en los hijos

Autor/ Aifo

publicacion

Intervencion

Control

Pruebas Cognitivas y de

LR A Atencion

Resultados

Harbild et 5 ml aceite de pescado (n=27) No suplementos 3 meses Single object free play task 9-12 Los resutlados il
al., 2013 (n=34) meses acidos n-3enla
influenciar el de:
ademas de tene
cardivasculares.
Colombo et Tres grupos: 0.00% DHA, 0.00% 0-12 meses Visual habituation protocol 4,6,9 El andlisis de los
al., 2011b 1) 0.32% DHA+0.64% ARA (n=32) ARA (n=31) DIAMOND meses p3|cof|5|_qlog|cas
la atencion a los
2) 0.64% DHA, 0.64% ARA (n=26) EKG efecto positivo d
3) 0.96% DHA, 0.64% ARA (n=33) LCPUFAenlac
nifios alos 4y 9
Westerberg 0.5 mL aceite (con 32 mg DHA + 31 0.5 mL aceite sin 63 dias Sesiones de juego libre 20 meses  Se observan efe
etal., 2011 mg AA or placebo) por 100 mL leche DHA, ni AA por 100 Bayley MDI suplementacién
humana (n=44) mL de leche humana ASQ positivas apunta
(N=48) grupo de interve
observan diferer
experimental y e

MDI o la ASQ.
Jensen et 200 mg/d of DHA (N=60) Aceite de Pescado 0-4 meses Bayley PDI 5 afios Los nifios de 5 &
al., 2010 (sin DHA) (N=59) K-ABC una modesta su|
) grupo placebo d
Developmental Test of Visual- meses de lactan
Motor Integration Ill; WPPSI-R desempefio en |
Carlson et 1) Férmula Control (n = 20) Lactancia Materna 2 meses Teller Acuity Cards 2,4,6,9,12  Los nifios alimer
al., 1996 2) Férmula experimental con: (n=19) meses con ac_ldo linolér
un mejor desem
DHA (0.1%) and AA (0.43%) (n=19) agudeza visual,
linolénico Unicar
Werkman et Férmula adicionada con 0.2% (DHA, Foérmulas disponibles  0-25 dias-9 The Fagan Test 6.5,9,13 Los nifios prems
al., 1996 22:6n-3) y las férmulas a término con en el mercado meses meses enriquecida s6la

>3% GLA (18:3n-3) (n=33)

(n=34)

tienen un proces
lento que aquells
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1.4.2 Papel de los acidos grasos poliinsaturados en la nifiez sobre el

neurodesarrollo y la conducta.

Estudios en nifios sanos de 4 a 14 afios de edad no han demostrado de forma consistente efectos
beneficiosos de DHA o EPA sobre el desarrollo cognitivo. Parletta et al., 2013 llevaron a cabo un estudio
en nifios de 3 a 13 afios, concluyendo que la suplementacion dietética con aceite de pescado no
determina una mejora en el lenguaje (lectura y deletreo). Otros estudios (Kirby et al., 2010; Kennedy
et al., 2009; Muthayya et al., 2009; Ryan et al., 2008a; Osendarp et al., 2007; de Jong et al., 2010)
mostraron resultados similares en otros dominios del desarrollo.

Gispert-Llaurado et al., 2016, en un estudio realizado en nifios de 7 a 9 afnos, comprobaron una
asociacion entre el consumo de 2 porciones de pescado a la semana y un menor riesgo de mostrar
problemas de tipo emocional y comportamental respecto a aquellos que no lo hacian esa ingesta de
pescado semanal.

Respecto al papel de los LC-PUFAs sobre los trastornos del sistema atencional la mayoria de los
estudios han sido realizados en nifios con trastornos del déficit de atencién e hiperactividad (TDAH).
Existe evidencia de que los nifios que sufren de TDAH presentan bajas concentraciones plasmaticas de
LC-PUFAs respecto a un grupo control (Colter et al., 2008; Mitchell et al., 1987). Los potenciales
mecanismos que llevan a unos niveles anormales de acidos grasos esenciales (EFA) en los pacientes
con TDAH, pueden incluir una reduccion en el consumo de EFA que a la vez desencadena una conversién
reducida de LC-PUFAs (Burgess et al., 2000). En los Ultimos anos se ha estimulado la suplementacién
con PUFAs en el tratamiento de nifios que padecen de TDAH y otros problemas de aprendizaje (Millichap
& Yee, 2012). Los estudios realizados en nifios sanos no muestran evidencia cientifica del beneficio de
la suplementacion con DHA.

En la Tabla 6, se muestran los estudios llevados a cabo en nifios de 5 a 13 afios de edad. Asimismo,
la duracion de la suplementacion tiene un efecto crucial en los resultados posteriores; la mayoria de los
estudios con mayor tiempo de intervencion obtuvieron mejores resultados en dominios cognitivos y
atencionales (Hirayama et al., 2004; Huss et al., 2010a; McNamara et al., 2010; Milte et al., 2011; Milte
etal., 2015; Sinn et al., 2008; Widenhorn-Midiller et al., 2014). No obstante, Voigt et al., 2001 y Hirayama

et al., 2004 no observaron mejoria en los sintomas de inatencion en los nifios con TDAH tras periodos
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de intervencion largos, si bien la dosis de DHA administrada fue mas baja respecto a los estudios
anteriores. De la misma manera, la mejora en los resultados obtenidos pueden ser selectiva en algunos
subgrupos de nifios con TDAH. Diferentes estudios han demostrado hallazgos que sugieren que la
suplementacion con acidos grasos omega 3 en nifios con TDAH puede ser una terapia de apoyo al
tratamiento con metilfenidato, incrementando sus efectos de manera segura (Belanger et al., 2009;

Milte et al., 2011; Vaisman et al., 2008; Checa-Ros, et.al, 2017).

McNamara et al., 2010 estudio el aspecto anatdmico de la suplementacion durante el desempefio
de tareas de atencidn; concluyen que la intervencion durante 8 semanas con dosis altas de DHA
aumentan significativamente la activacién funcional de la corteza prefrontal dorso lateral durante el
desempefio de una tarea de atenciéon en comparacion a un grupo placebo. A su vez, Almeida et al.,
2017 demostraron que un bio-estado reducido de DHA se asocia a una reduccion de la conectividad
funcional relacionada con el evento en las redes corticales de atencidon de los nifios con desarrollo

normal.

En resumen, los LC-PUFAs y particularmente el DHA son fundamentales para el desarrollo del cerebro
humano. Sin embargo, la evidencia del efecto positivo de una dieta rica de LC-PUFAs sobre el desarrollo
y la atencioén de los nifos es aln incierta y presenta hallazgos inconsistentes. Desafortunadamente, la
mayoria de los estudios de intervencién sufren de limitaciones metodoldgicas importantes. El fracaso al
momento de encontrar efectos positivos de los LC-PUFAs sobre el desarrollo del nifios puede deberse a
una dosis bajo o inapropiada durante la intervencion, asi como la duracion de la misma. Otro aspecto
puede estar relacionado con el uso apropiado de los tests psicoldgicos ademds de muestras

poblacionales muy reducidas.

En general, el periodo de evaluacion que arrojo resultados positivos consistentes tras la intervencion,
es el periodo de lactancia, donde existe un mayor consenso de los beneficios sobre la atencidn en nifios.
Aunque, la mayoria de los estudios muestran cierta mejora tras la suplementacion en nifios que padecen
de TDAH, no existe una evidencia clara de que estos beneficios se puedan extrapolar a otro tipo de

poblaciones.
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Tabla 6. Estudios de intervencion nutricional con acidos grasos poliinsaturados (LC-PUFAs) en nifios y efectos sobre |

Autor/ Aifo
publicacion

Intervencion
(n-3 LC-PUFA

Control

Periodo

Pruebas Cognitivas y de Atencion

2) Dosis Alta DHA (1200
mg/d) (n=13)

Magnetic Resonance Imaging

Checa-Ros MPH (1 mg/kg/dia) + EPA Placebo 1 meses Magallanes Scale of Visual Attention 7-15 afios  MPH + EPA + DHA (toda
et.al, 2019 (70 mg/ dia) + DHA (250 (MSVA) un efecto clinico positive
mg/ dia) (n=40) en nifios con TDAH, ader
del MPH.
Almeida et High DHA (n=18) DHA Bajo CPT-IP 8-10 afios  Un bio-status reducido de
al., 2017 (n=18) Functional magnetic resonance imaging reducida conectividad fun
eventos en redes cortical
un desarrrollo normal.
Milte et al., 4 x 500 mg capsulas/ dia; 4x500 mg 12 meses Abbreviated test battery from the TEA-ch 6-13 afios  El aumento de DHA y EP/
2015 EPA-enriquecidas con capsulas/dia: Sky Search Score suplementos dietéticos p
aceita de pescado:1,109 Aceite de Creature Counting comportamiento, la atenc
mg EPA + 108 mg DHA; cartamo - Go/No-Go task nifios con TDAH.
_anri ; 1,467 mg LA Sky Search DT
DHA-enriquecidas con (n=6) Wechsler Individual Achievement Test-III
aceita de pescado: 264 mg y S "
EPA + 1,032 mg DHA Wechsler Scale of Children’s Intelligence~IIT
_ ' CPRS-Long Version
(n=90)
Widenhorn- 2 capsulas al dia: EPA (600 pceite de oliva 16 Cognicién (HAWIK-IV) 6-12 afios  La mejora en la memoria
Miiller et al, M9) + DHA (120 mg) + (n=49) semanas ~ Memoria de trabajo (HAWIK-V) correlacion significativa ¢
2014 Vitamina E (15 mg) (n=44) 'Velomdaq, de procesamiento dg]a DHA y reducidos de AA.
informacion (HAWIK V), Atencion
(KITAP/TAP)
Milte et al., 4 x 500-mg capulas/dia Aceite de 4 meses Battery from the Test of Everyday Attention 7-12 afios El aumento de los acidos
2012 1) EPA aceite enriquecido: cartamo for Children. en los eritrocitos, especifi
EPA 1109 mg and DHA (control): 1467 Wechsler Individual Achievement Test IlI mejorar la alfabetizacion
108 mg (n=31) mg/d LA nifios con TDAH. Un may
2) DHA aceita enriquecido: ~ (N=25) en nifios que tienen comc
EPA 264 mg y DHA 1032 del aprendizaje.
mg (n=29)
Huss et al., 400 mg EPA + 40 mg DHA 12 SNAP 1V, assessment of attention deficit, 5-12 afios  Reduccién sustancial en |
2010 + 60 mg GLA + 80 mg semanas hyperactivity/impulsivity atencion e hiperactividad/
mggnesio +5mg zinc SDQ - Strengths and Difficulties problemas emocionales y
(n=810). Questionnaire
McNamara et 1) Baja dosis DHA (400 Placebo 8 CPT-IP 8-10 afios  La ingesta dietética de Dt
al., 2010 mg/d) (n=10) (n=10) semanas en la composicién de DH,

con alteraciones en la act
de atencion cortical durar
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Autor/ Aifo Intervencion Control Periodo Pruebas Cognitivas y de Atencion
publicacion (n-3 LC-PUFA
dosis/diaria
Ryan & 400-mg/d DHA /d Placebo 4 meses Leiter-R Test of Sustained Attention. 4 afios Mejora en las puntuacion
Nelson, 2008 (n=85) (n=90) PPVT
Day-Night Stroop Test.
kCPT
Sinn et al., 400 mg aceite de pescado Aceita de Desde TWEIQCCTII 7-12 afios  Mejoras significativas en |
2008 y100 mg aceita de onagra Palma sem.16 NEPSY cambiar y controlar la ate
con EPA (93 mg), DHA (n=27) hasta 30 placebo.
(29 mg), GLA (10 mg), y Stroop colour-word test
vitamina E (1.8 mg) (n=72)
Vaisman et 1) 250 mg/d EPA +DHA Placebo 3 meses TOVA 8-13 afios  Diferentes efectos sobre |
al., 2008 PL-n3 (300 mg/d) (n=29) (n=26) en fracciones sanguineas
2) Aceite de Pescado atencion visual en nifios.
(n=28)
Hirayama et 3.6 g DHA+700 mg Aceita de 2 meses Test of Visual Perception Frostig 6-12 afilos  No hubo mejoras en los s
al., 2004 EPA/sem. (n=20) Oliva (n=20) Visual and auditory short-term. TDAH.
Developmental test of visual-motor
integration
Continuous performance test
Impatience test
Voigt et al., 345 mg/d DHA/ dia (n=27) Placebo 4 meses TOVA 6-12 afios  No hubo una reduccién e
2001 (n=27) Children’s Color Trails test
CBCL and Conners’ Rating Scale

SNAP IV, assessment of attention deficit, hyperactivity/impulsivity: Mide el déficit de atencién y los sintomas de hiperactividad.

SDQ - Strengths and Difficulties Questionnaire: Evaluacion general de problemas emocionales y de comportamiento.
CBCL:Child Behavior Check list
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1.5 Papel del acido félico durante la vida precoz sobre el desarrollo cognitivo y la

conducta

El acido fdlico desempeia un papel fundamental en la prevencion de los defectos del tubo

neural (Crider et. al, 2014), neurogénesis, apoptosis y en el desarrollo normal del sistema nervioso

(Pérez-Duefias et al., 2014., 2008; Mattson et al., 2003). El bajo consumo de acido folico y determinados

polimorfismos del gen de la metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (Trabetti, 2008), pueden

determinar niveles elevados del homocisteina en plasma, los cuales se asocian a resultados poco

favorables en el embarazo (Sram et al., 2005). Se ha demostrado que bajas concentraciones de acido

folico durante el embarazo estan asociadas a problemas de conducta durante la infancia (Roza et al.,
2010), a un incremento del riesgo de déficit de atencion ademas de una disminucidn de la habilidad de
resolucién de problemas (Schlotz et.al., 2010), asi como dificultades en el razonamiento o la fluidez
verbal (Nguyen et.al, 2013, Veena et.al 2010). Skdrka et.al., 2017 concluyeron que el consumo durante
la gestacion de un multivitaminico que contiene acido félico no resulté beneficioso al desmeperio mental
general en nifos. Con respecto a la atencion, Schultz et al., 2010 observaron que bajas concentraciones
de &cido fdlico durante el primer trimestre del embarazo se asocian a un aumento de riesgo de déficits

atencionales y a la disminucién de la capacidad de habilidades de resolucién de problemas.

Tamibén se ha comprobado una asociacién directa entre la homocisteina y la velocidad de
procesamiento, asi como entre el acido folico y la memoria episddica y el lenguaje (Feng et al., 2006).
Sin embargo, es importante sefialar, que la gran mayoria de las investigaciones llevadas a cabo incluyen
pruebas de atencion que no engloban la totalidad del estado del sistema atencional, y no evallan los
efectos a largo plazo de la suplementacion temprana con acido félico. En general, en la actualidad los
estudios realizados no investigan directamente el efecto de la suplementacion temprana con acido fdlico

sobre el sistema atencional del cerebro.




En la Tabla 7 se recogen algunos estudios de suplementacion con acido fdlico llevados a cabo en
embarazadas. Riahi et al., demuestran tras 8 semanas de intervencion con 5 mg/d de acido folico una
mejora de la falta de apetito causado por el metilfenidato en nifios con TDAH; Ghanizadeh et al. tras 2
meses de intervencion comprueban que el acido no demuestra ser un tratamiento adjunto efectivo
contra los sintomas agrsivos del TDAH, ni mejora de la calidad de vida de los nifios. Virk et al, (2018)
no encuentran una relacion directa entre el sindorme hiperquinético y el consumo de la medicacion para

el TDAH, con el consumo de folato.

Estudios futuros deberian abordar el tema de la dosis, el tiempo de intervencion, el tamario de
muestra y las herramientas apropiadas de evaluacion de los efectos del acido folico sobre el
neurodesarrollo. Asimismo, los estudios que vendran deben ser disefiados con una potencia estadistica
suficiente para detector, pequefios pero relevantes efectos sobre la atencién y las funciones cognitivas,
usando metodologias sensitivas y estandarizadas. Nuevas técnicas para investigar las influencias
nutricionales sobre el desarrollo de las estructuras cerebrales y sus efectos sobre las redes atencionales,

tales como técnicas de neuroimagen, a buen seguro daran luz a estos procesos.
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Tabla 7. Estudios llevados a cabo sobre la influencia de la suplementacion con acido félico durante la gestacion sobre
y la funcion cognitiva de los nifios

Autor/ Ano Intervencion Control Periodo Pruebas Cognitivas y de
publicacion Atencion
Veena et al., 2010 Niveles Niveles bajos Semana 30 Kaufman Assessment Battery for children: 9-10 afios  Niveles mas altos de folat
normales de de folato Gestacién Mide aprendizaje, memoria a largo y corto concentraciones de vitam|
folato Materno Materno plazo y habilidad de recuperacion., gestacion predicen mejore
(>7 nmol/L) (<7 nmol/L) habilidad de razonamiento, habilidad sus hijos.
(n=514) (n=22) visoespacial, coordinacién atencion y
concentracion.

Scale for Children-IIT (WISC-III)].:
Inteligencia Global

Virk et al.,2018 Acido félico: Multivitaminico 8 semanas de The Strength and Difficulties Questionnaire 7 afios No se encontrd relacion e
estacion en (SDQ): sintomas emocionales, problemas hiperquinético o el consur
>400 pg (n=17,505) g de conducta, hi ividad bl | TDAH y | I
adelante ucta, hiperactividad y problemas para e y la suplem
(N= 7126) de relacionamiento con sus pares. acido folico

Nota: pM, Pico Molar; nmol/L, nano molar; g, microgramo,; TDAH, transtorno por déficit de atencion e hiperactividad.

Tabla 8. Estudios llevados a cabo sobre la suplementacion con acido félico de la atencion y funcion cognitiva en nifio:

Autor/ Ao Intervencion Control Periodo Pruebas Cognitivas y de Atencion  Edad
publicacion (acido félico)
Riahi et al., Una dosis promedio Una dosis 8 semanas The Conners Parent Questionnaire:  g_q1 El 4cido fdlico mejora la falta
2018 de metilfer)id'f\tQ (1 pror_nedi_o de Eva_luar la respuesta al tratamiento en afios metilfenidato en nifios con TDAH
mg/kg) mas acido metilfenidato (1 pacientes con TDAH:
félico (5 mg/d) mg/kg) mas una
(n=35) dosis placebo (5
mg de sacarosa)
(n=35)
Ghanizadeh Metilfenidato (10 a Metilfenid_atq (10 1-2 meses _ADHD_ _ rating quesftionnaire: 9afios H égido folico no demuestra
etal., 2013 20mg/diarios) + acido @ 20mg/diarios) impulsividad. Overt Aggression Scale : efectivo contra los sintomas agre:
folico (5mg/diarios) + Placebo (n=26) Agresion fisica y verbal a terceros y a calidad de vida de los nifios que |
(n=23) uno mismo.

Nota. mg, miligramos; kg, kilogramos; g, microgramo,; TDAH, transtorno por déficit de atencion e hiperactividad,; pmol/L, nanomol por litro.
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2. Hipotesis y Objetivos
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Es ampliamente conocido que la nutricion juega un papel fundamental en el desarrollo
cognitivo. Los acidos polinsaturados de cadena larga Omega 3 (n-3 LC-PUFAs) y el acido fdlico son
nutrientes esenciales para la maduracion y el correcto funcionamiento de sistema nervioso central. Un
déficit en estos micronutrientes puede influir de manera negativa en el neurodesarrollo posterior del
nifio; asimismo, se ha demostrado un que el consumo de DHA y acido félico puede mejorar el desarrollo
de las redes atencionales.

A pesar de los numerosos estudios que aparecen en la literatura, no hay evidencia cientifica
de los efectos a largo plazo de la suplementacion prenatal con DHA o acido fdlico sobre el sistema

atencional.

Hipotesis
La suplementacién materna con aceite de pescado (500 mg de DHA + 150 mg de EPA) y/o 5-
MTHF durante el embarazo influye a largo plazo en el desarrollo de la atencién en los hijos hasta los 9

afnos de edad.

Objetivos

1. Determinar el efecto a largo plazo de los suplementos con aceite de pescado [Fish oil (FO): 500
mg de DHA+150 mg de EPA)] y/o 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) durante la gestacion, sobre el
desarrollo de la atencion en los hijos a los 7.5, 8.5 y 9 aos.

2. Analizar los efectos de diferentes factores confusores prenatales y postnatales sobre el desarrollo
de la atencion en los nifios a los 7.5, 8.5 y 9 afios de edad, nacidos de madres suplementadas con
FO y/o 5-MTHF

3. Estudiar los efectos de la suplementacion materna durante la gestacion sobre la red atencional
en sus componentes de funcidn ejecutiva, alerta y orientacidn mediante registro electrofisioldgico

(EEG/ERP) a los 8.5 afios de edad.
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3. Material y Méetodos
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3.1. Diseiio del estudio

El presente estudio forma parte del estudio de intervencion multricéntrico, aleatorizado y a doble
ciego NUHEAL (“Nutraceuticals for a Healthy Life”; Programme BIOMED QRLT-1999-00888); el objetivo
y disefio del estudio han sido ampliamente descritos en la publicacion de Krauss-Estchmann, et al.,
2007. En resumen, el objetivo del estudio consistié en estudiar los efectos de la suplementacion prenatal
en embarazadas sanas con (n-3) LC-PUFAs y/o 5-methyltetrahydrofolato (5-MTHF), sobre el
neurodesarrollo en sus hijos a largo plazo. Para ello, 315 gestantes sanas fueron reclutadas antes de la
semana 20 de embarazo en 3 centros europeos (Departamentos de Pediatria de la Universidad de
Minich, Alemania; la Universidad de Pécs, Hungria; v, la Universidad de Granada, Espaia). Los criterios
de inclusion consistireon en madres gestantes aparentemente sanas, de edad comprendida entre 18-40
anos, con embarazos simples, sin riesgo ni complicacidn alguna y un peso corporal de entre 50 y 92 Kg
al inicio del estudio. Las mujeres no habian recibido suplementos de aceite de pescado (FO) antes de
iniciar su participacion en el estudio, y cuando recibieron sumplementos de acido félico y/o vitamina B-
12 desde el inicio del embarazo, no siguieron mas alla de la semana 16 de gestacion.

Las mujeres fueron asignadas aleatoriamente a 4 grupos distintos recibiendo a partir de la
semana 20 de embarazo y hasta el momento del parto 1 sobre diario que contenia 15 g de leche en
polvo (Blemil Plus Matter; Laboratorios Ordesa), y suplementado con aceite de pescado modificado (FO)
{500 mg DHA + 150 mg de &cido eicosapentaenoico (EPA)} (Pronova Biocare), o bien 400 pg 5-
methiltetrahidrofolato (5-MTHF) (BASF, Ludwigshafen, Alemania), ambos o un placebo, conjuntamente
con vitaminas y minerales en cantidades recomendadas para el embarazo. De las 315 gestantes incluidas
en el estudio, 4 fueron excluidas por no cumplir con los criterios de inclusién y 41 no completaron el
estudio (FO: n=8, 10.4%; FO+5-MTHF: n=13, 16.9%; 5-MTHF: n=12, 15.6%; y placebo: n=8, 10%;
P=0.47); asi pues, el nimero final de participantes hasta el momento del parto y que fueron incluidas
en el estudio fue de 270.

Tras el parto, se animd a las madres a que dieran el pecho a sus hijos. Cuando la lactancia
materna no fue posible, los bebés recibieron una de las 2 férmulas infantiles preparadas para el estudio
(Blemil Plus NF, Laboratorios Ordesa, S.L.), ambas idénticas excepto por la composicion de acidos

grasos. Los nifios nacidos de madres del grupo FO and FO+5-MTHF recibieron una formula que contenia
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0.5% de DHA del total de acidos grasos y 0.4% de acido araquiddnico (AA), mientras que los hijos de
madres que tomaron placebo o 5-MTHF, recibieron una formula libre de DHA and AA.

Se obtuvieron 2 mL de sangre materna en las semanas 20 y 30 de gestacion, asi como en el
momento del parto (madre y de corddn umbilical), para la cuantificacion de acidos grasos en los
fosfolipidos del plasma (PL), asi como en los fosfolipidos de la membrana de los eritrocitos,

{fosfatidicolina (PC)y fosfatidiletanolamina (PE)}.

3.2. Participantes del presente estudio

Cuando los nifios nacidos de las madres participantes en el estudio NUHEAL contaban con 7.5,
8.5 y 9 afios de edad, se contactd de nuevo con sus madres y se les pidid que volvieran a participar en
una nueva exploracion (NUHEAL Follow-Up). En el presente trabajo, se presentan los resultados de
atencién de los ninos, obtenidos mediante tests neuropsicoldgicos (primer estudio: 143 examinados a
los 7.5 y 9 afios) y EEG/ERP (2° estudio: 130 evaluados a los 8.5 anos) (23.5% de la Liidwig-Maximilians
University of Munich, Alemania; 5.9% de la University of Pécs, Hungria; y, 70.6% de la Universidad de
Granada, Espana). Después del nacimiento varios nifios fueron excluidos del estudio; de estos, 4 nifios
nacieron prematuros con edad gestacional <35 semanas, un nifio nacié con un anoftalmos congénito
del lado izquierdo, otro desarrolld craneosinostosis y otro fue diagnosticado de sordera del oido derecho.
No se observaron diferencias en las tasas de abandono entre los grupos de intervencion (p=0.82). A
los 7.5 afios, la razén principal del abandono del estudio fueron cambio de domicilio (n=16), pérdida de
contacto (n=74) o incapacidad de continuar el estudio (n=30). A los 8.5 afios de edad las principales
causas de abandono del estudio fueron el cambio de domicilio (n=7); pérdida de contacto (n=75); y

otros participantes que se negaron a continuar el estudio por otras razones (n=45).

El protocolo del estudio fue aprobado por los Comités de Etica de cada uno de los centros
participantes en el estudio (Alemania, Hungria y Espafia). Los consentimientos informados de los padres

de todos los participantes del estudio fueron obtenidos antes del inicio del mismo.
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3.3. Variables confusoras

Para los nuevos andlisis de datos se tuvieron en cuenta las variables confusoras obtenidas en las
semanas 20 y 30 de gestacion y al nacimiento (datos obstétricos y antropométricos madre-hijo), y una
actualizacion de los datos sociodemograficos. Igualmente, se recogid informacion sobre el nivel socio-
economico de los padres, tipo de trabajo, posicion en el trabajo, nivel cultural y académico,.. Asi mismo,

los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos fueron administrados en las semanas 20 y 30

de embarazo, asi como en el momento del parto.

HUNGARY

SPAIN GERMANY

n =147 h =68

n=55

I =

=

n=315 |
l, 1sn=3 $n=1
FO FO+5-MTHF 5-MTHF Placebo
n=77 n=77 | n=77 n=80 |
lgn=8 §n=13 i@n=12 l@;n=8
Delivery n=69 | n=es | | n=es | n=72 |
\Lgn=2e l@n=27 l§n=25 l€n=25
4y n=43 | | n=37 | | n =40 | | n=47 |
Ugn =5 J/gn =+2/8 lgn =+1/3 l@n =117
55y n=38 | ‘ n=231 | n=38 | | n=41 |
l€n=+61-7 l@n“sr-z l€n=+21-5 l€n=+‘5/-2
6.5y | n=35 | | n=45 |
\l{gn=-6 J,g"=-5
7.5y | n=20 | | n=a0 |
l€n=. \L@n=-8
8.5y ‘ n=27 | | n=32 |
l@n=+1 l@n=+5
9y | n=28 | n=37 ‘

Figura 1. Esquema de la casuistica de los grupos de madres e hijos participantes en el Proyecto NUHEAL desde el
embarazo hasta los 9 afios de edad. Se incluyen las pérdidas de casos durante el seguimiento y los casos finales en

cada punto de evaluacion.
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INICIO DEL ESTUDIO

315 madres reclutadas

GESTACION
4 excluidas por no
cumplir los criterios
41 no completaron el
estudio

|

MOMENTO DEL PARTO
n= 270

NACIMIENTO n= 263
4 = Prematuros < 35 Semanas.
1= Anoftalmo congénito del lado izquierdo.
1= Craneosinostosis
1 = Sordera del oido derecho

ESTUDIO 7.5 ANOS n=143 ESTUDIO 8.5 ANOS n=130
Cambio de domicilio n=16 Cambio de domicilio n= 7
Pérdida de contacto n=74 Pérdida de contacto n= 75
Incapacidad de continuar el estudio Incapacidad de continuar el estudio
n=30 n=45
Pérdidas por grupo Pérdidas por grupo
suplementado 7.5 aiios suplementado 8.5 aiios
FO =39 FO =40
5-MTHF=51 5-MTHF=53
Placebo=41 Placebo=49
FO+5-MTHF=41 FO+5-MTHF=43

Figura 2. Descripcién de la casuistica desde el inicio del estudio NUHEAL (madres embarazadas) hasta
los 9.5 afios de edad de sus hijos.
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3.4 Analisis bioquimicos

Para la evaluacion de los acidos grasos en fosfolipidos del plasma (PL) (C20:4n6, C20:5n3,
C22:6n3, AA/DHA ratio, n6-PUFA, n3-PUFA, n6/n3 ratio, PUFA>n3, PUFA>n6), status de acido folico
(plasma vy folato total en sangre) y homocisteina, se obtuvieron 10 mL de sangre venosa materna en
las semanas 20 y 30 de gestacion y en el momento del parto. Igualmente, se recogié sangre de vena
umbilical. Las muestras de sangre fueron depositadas en tubos EDTA y procesadas en un intervalo
inferior a 2 horas; después del centrifugado de la sangre (3500 x g, durante 10"), se extrajo el plasma
y los eritrocitos restantes se lavaron en solucion isotdnica de cloruro sédico y hemolizada en agua

destilada. Tanto el plasma como los eritrocitos fueron almacenados a -80° C para un analisis posterior.

3.4.1. Determinacion de lipidos en los fosfolipidos del plasma y en los

eritrocitos

La extraccién de lipidos se realizd mediante el método de Kolarovic and Fournier. La
cromatografia liquida con columnas de aminopropil (Sep Pak Cartridges; Water, Milford, MA) se usaron
para el aislamiento de los fosfolipidos del plasma; los fosfolipidos aislados fueron transesterificados por
tratamiento con &cido clorhidrico metandlico (Lepage et al., 1989). Los resultados fueron expresados
en porcentajes (wt%) del total de &cidos grasos. Las condiciones de anadlisis fueron descritas
previamente (Krauss-Etschmann et al., 2008).

Los lipidos de la membrana de los eritrocitos fueron extraidos mediante cloroformo/methanol y
los PL fueron aislados mediante cromatografia de capa fina (TLC) (Folch, et al. 1957). Las Bandas fueron
tefidas con diclorofluoresceina, se visualizaron bajo luz UV, y se rasparon para transmetilacion. La
cuantificacion de eritrocitos se realizd mediante cromatografia de gas liquido de alta resolucion (GLC)
(cromatografia de gases modelo 9001; Finnigan/Tremetrics) con inyeccidn split, muestreado automatico
(A200SE, CTC Analitico) y un detector de ionizacion de llama con una columna cianopropilo DB-23 de
longitud 60m (J&W Scientific). Las condiciones durante el analisis y estandares utilizados fueron
descritos en detalle en otra parte (Jakobik, Burus, & Decsi, 2009). Para la identificacion de los picos de

la muestra, se utilizaron 2 mezclas de calibracion FAME disponibles comercialmente (Supelco 37 de
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mezcla de FAME y NU-llegada GLC de referencia 463) que contienen los acidos grasos medidos en el

presente estudio.

3.4.2. Cuantificacion de acido folico en plasma y concentraciones totales.

Se realizd un ensayo microbioldgico usando una cepa resistente a cloranfenicol de Lactobacillus
casei para la determinacion del de acido fdlico.. El coeficiente de variacionV intra e inter-ensayo fue
<11%. Los resultados se expresaron en nmol/L. El analisis de las concentraciones totales de acido folico
en sangre se realizon mediante la metodologia adaptada del método CDC ID-LC-MS/MS (Fazili, Pfeiffer,
Zhang, & Jain, 2005; Pfeiffer, Fazili, McCoy, Zhang, & Gunter, 2004). Los resultados fueron expresados

en nmol/L.

3.4.3. Cuantificacion de Homocisteina en plasma

La determinacion del total de homocisteina (tHcys) en plasma, se utilizd un método de dilucién
isotopica, y los resultados fueron corroborados mediante GC-MS y expresads en pmol/L (Windelberg,

Arseth, Kvalheim, & Ueland, 2005).

3.5. Analisis Genético: Polimorfismo MTHFR C677T

El polimorfismo genético MTHFR C677T fue analizado en muestras sanguineas de las madres y
sus hijos (cordén umbilical) obtenidas en el momento del parto. El polimorfismo C677T del gen MTHFR
se obtuvo mediante amplificacién por reaccién en cadena de polimerasa, la digestién con enzimas de
restriccion, y la separacion de fragmento de ADN por electroforesis. Las frecuencias alélicas y
distribuciones genotipicas se establecieron en las madres y en los recién nacidos (Miller, Dykes, &

Polesky, 1988).

3.6 Evaluacion neuropsicologica

Los resultados de las pruebas de atencion se obtuvieron a los 7.5 y 9 afios mediante la

aplicacion de una neurobateria descrita a continuacion, disefiada para medir varios dominios
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neurpsicoldgicos en nifos de 7 a 10 afos de 8 paises europeos, participantes en el proyecto
NUTRIMENTHE. En el presente estudio se han tenido en cuenta los resultados de los tests
neuropsicoldgicos de la bateria NUTRIMENTHE destinados a medir la atencion en los nifios participantes.
En concreto, se utilizaron las pruebas Children’s Color Trails Test (CCTT) y The Stroop Test.

A los 7.5 y 9 afios se administrd la neurobateria NUTRIMENTHE, con el fin de evaluar distintos
dominios: percepcion, motricidad, atencion, memoria, lenguaje, funciones ejecutivas y velocidad de
procesamiento (Tabla 9). En el presente estudio se mostraran el analisis de los resultados obtenidos en

relacién a la atencion mediante las pruebas Color Trail Making Test y Stroop.

Tabla 9. Neurobateria NUTRIMENTHE administrada en los nifios participantes en el estudio
NUHEAL alos 7.5 y 9 afos.

| Domain Function Tests

Percepcion . Integracion visoperceptual . Hooper Visual Organizational Test (HVOT)

Motricidad Coordinacion visomotora Grooved Pegboard Test (GPT)

Atencion Espacial Cancellation test
Sostenida y focalizada Continuous Performance Task (CPT)

Memoria Visual episddica Recall of Objects test (British Ability Scale)
Auditiva Auditory Memory of Rey

Lenguaje Fluidez semantica Verbal Fluency Test (FAS) Animal Version
Comprensidn verbal NEPSY s Token test

Funciones Atencion dividida, sostenida,  Reversal digits (W-M)

ejecutivas razonamiento no-verbal Matrix Analogies (K-ABC II)

Color Trail Making Test (CTT) **

Impulsividad / Inhibicidn Go no-go
Stroop **
(Five Digit test) (1-3rd condition)
Toma de decisions Hungry Donkey Test (HDT)
Velocidad de Symbol Digit Modality Test

procesamiento
Nota. ** Tareas usadas en el presente estudio

3.6.1. Children’s Color Trails Test (CCTT) (Llorente et al., 2009)

El Children's Color Trails Test (CCTT) fue desarrollado para hacer frente a la creciente necesidad
de un instrumento infantil con el fin de evaluar la atencidén (Voigt et al., 2001), secuenciacion, y las
funciones ejecutivas reduciendo asi el efecto del lenguaje y otros componentes culturales. El CCTT es

bastante similar a la version original del Trail Making Test (TMT) (Reitan & Wolfson, 1992), pero
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substituye el uso de colores por el uso de letras del alfabeto anglosajon, incrementando la idoneidad de
la prueba para un uso transcultural y en poblaciones con necesidades especiales.

El CCTT esta firmemente asentado en el desarrollo infantil, la teoria evolutiva, neuropsicologia
evolutiva y neurologia infantil. Las caracteristicas mas destacadas, color y nimero, se eligieron ya que
son mas faciles de procesar y reconocer por los nifios. Una amplia investigacion confirma que el
reconocimiento del color y nimero es consistente con la maduracion cognitiva de los nifios pequefios.
La prueba cumple con las consideraciones psicométricas planteadas por otros tedricos dedicados a la
investigacion de pruebas infantiles destinadas a medir la atencidn, incluyendo la mejora de la evaluacion
de los nifos que son analfabetos, que se encuentran en contextos interculturales o cuya lengua materna
no es el Inglés, y aquellos que sufren de déficit neuroldgico incluyendo lenguaje y dificultades de

aprendizaje.

3.6.1.1 Propiedades psicométricas

Aunque existen datos relacionados con las propiedades psicometricas del CCTT en poblaciones
no-clinicas o sanas (Llorente et al., 2009), hay una escasez de informacién acerca de las propiedades
del CCTT en situaciones clinicas. Williams et al. (1995) examinaron su validez discriminativa en ninos
con TDAH, TDAH/PA, y patologias neuroldgicas mas severas, ademas de su validez concurrente con
otra prueba grafomotora (Reitan, 1979; Reitan & Herring, 1985). Sin embargo, no examinaron la
fiabilidad del test-retest del CCTT. Asi pues, los efectos de la aplicacién repetida del CCTT aln son
desconocidos. Aunque el CCTT tiene como préposito medir una variedad de dominios neuropsicoldgicos,
incluyendo la atencién y la flexibilidad cognitiva, se conoce poco de su validez factorial cuando es
empleado para la deteccion de diversas patologias. Llorente et al. en 2012 realizaron un estudio en
nifios con TDAH utilizando como herramienta el CCTT, y usando intervalos largos de aplicacion del test
(8 y 16 semanas). El Test-retest en las puntuaciones de interferencia mostraron una mayor fiabilidad
de la prueba (moderada-alta), lo que satisface los niveles recomendados para el propdsito clinico dep

toma de decisiones.
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3.6.2 The Stroop Test (Golden & Freshwater, 1978)

La prueba del Stroop es cominmente usada para medir la atencion de las personas (Ryan &
Nelson, 2008), respecto a la lectura de palabras y el nombramiento con o sin interferencia de colores.
Consta de tres partes; las tres son siempre presentadas en el mismo orden de secuencia: Color (Parte
C), Palabras (P) y Palabra/Color (PC). Se instruye al sujeto a leer o nombrar el nombre del color lo mas
rapido posible. Los errores en el nombramiento de colores de cada parte son corregidos por el mismo
sujeto, y posteriormente se le indica que prosiga lo mas rapido posible con la lectura. El experimentador

anota el nimero de errores y el tiempo requerido para cada seccion.

3.6.2.1 Propiedades psicométricas

El constructo que evalla el Test de Stroop es el control inhibitorio de la interferencia, el cual esta
supeditado a dos funciones cognitivas, funciones ejecutivas y atencion, presentando ambas un caracter
evolutivo, es decir, tienden a mejorar paralelamente a la maduracién del Sistema Nervioso (Sell -
Salazar, 2003). Es por esto, que diversas investigaciones que han utilizado el Test de Stroop observan
que el rendimiento en éste aumenta progresivamente con la edad, por lo tanto, tedricamente la
comparacion entre dos grupos diferentes segun la edad deberia otorgar diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados (Armengol, 2002; Golden, 2001; Goémez — Pérez, et al., 2006;

MacLeod, 1991 ; Wright y Wanley, 2003).

En la traduccion, adaptacion y validacion espanola del Stroop realizada por el Departamento I+D
de TEA Ediciones en 1994 (en adelante TEA) para poblacion general, se encontraron puntuaciones
medias de P=118 (DT=18), C= 77 (DT=14), PC=49 (DT=10) e Interaccién (INT)=2.70 (DT=8.53); los
resultados para esta validacion fueron superiores a muestras americanas, el estudio encontrd diferencias
significativas para INT en varones con 3.63 y mujeres 1.88, pero no hubo diferencias significativas para
P, Cy PC en la variable sexo. TEA (1994) sefnald que en relacion a nifios y ancianos se hace necesario

contar con muestras mas representativas para llegar a datos mas concluyente.
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3.7. Estudio neurofisiologico

A los 8.5 afios, se evalud la atencion comportamental (eficencia atencional y errores) mediante
la version infantil del Attention Network Test (ANT) y durante el desempefio de esta prueba, se
recogieron datos de £RP (Event Related Potentials). También se realizo el analisis de la localizacion de
la fuente y neuroimagen.

La adquisicion y andlisis de los EEG a los 8.5 afios se registrd usando un sistema activo de
grabacion de 64 canales de EEG Active Two BioSemi EEG recording system (BioSemi, V.O.F.,
Amsterdam, Netherlands) utilizando una frecuencia de muestreo de 1024 Hz y un filtro de paso bajo
100 Hz. Los detalles online relacionados con el método de referencia pueden ser encontrados en

http://www.biosemi.com/fag/cms&drl.htm. Los datos en bruto del EEG fueron filtrados en paso de

banda 0.5-25, bajo muestreo a 256 Hz, y re-referenciados a la media. Los spherical splines fueron
usados para corregir los canales fallidos (4.7% en promedio), detectados tras la inspeccién ocular. Se
obtuvieron segmentos desde -200 to +800 ms post-objetivo. Se utilizaron Epochs para corregir los
ensayos con amplitudes (rangos maximos entre -100 a +100 mv); asi como para calcular SOBI ICA
(Tang, Liu, & Sutherland, 2005) y luego se sometieron a un procedimiento de AJUSTE (Mognon, Jovicich,
Bruzzone, & Buiatti, 2011) para la eliminacion automatica de artefactos oculares. Los ERP fueron
obtenidos sacando una media de epochs para las tres condiciones de flanco: Congruente, Incongruente
y Neutral, ademas de las cuatro senales de condiciones de aviso: sin sefal, espacial, doble y sefal
central. La eficiencia en la formas de onda de la red de conflicto, fueron calculadas restando los ERP’s
congruentes de los incongruentes. La puntuaciones de la red de Orientacidn fueron obtenidas restando
las condicion espacial de la condicién de doble sefal de aviso. Las puntuaciones de la red de Alerta
fueron obtenidas restando la sefal central y la condicion sin sefal.

El analisis de ERP fue realizado en un procedimiento de tres pasos. Primero, utilizamos un
enfoque univariado de masas (5000 muestras aleatorias), un procedimiento que protege contra la
comparacion multiple de problemas (Groppe, Urbach, & Kutas, 2011) combinado un andlisis clasico de
la varianza para desvelar los potenciales efectos de la suplementacion temprana sobre los indices
electrofisioldgicos del cerebro y para determinar las ventanas en las cuales dichos efectos aparecen. Se
utilizd la tomografia electromagnética de baja resolucion (sLORETA), (Pascual-Marqui, 2002) para

estimar las areas cerebrales potencialmente responsable de los efectos observados del cuero cabelludo.
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El software reporta las coordenadas del Montreal Neurological Institute (MNI). Las imagenes del
SLORETA representan la actividad eléctrica en cada voxel como la magnitud normalizada al cuadrado
de la densidad de corriente estimada. Concentramos nuestro interés en los intervalos post objetivo de
200-550 como diferencias en las amplitudes de ésta ventana entre las condiciones congruentes e
incongruentes que fueron asociadas a las funciones cerebrales atencionales (Braver, et al. 2001;
Falkenstein, et al. 2000; Folstein & Van, 2008; Jones, et al. 2002; Lo et al., 2013; Patel & Azzam, 2005).
La estimacion de la actividad cerebral SLORETA, en el tiempo de intervalo de interés, fueron también
sometidos a un t-test de masa univariado (5000 muestras aleatorias) para cerciorarse qué areas del
cerebro pueden dar cuenta de las diferencias observadas entre los grupos de ERP. Teniendo en cuenta
un analisis de control univariado para los multiples problemas comparativos usando una distribucion

empirica de la estadistica t (Groppe et al., 2011).

3.7.1 The attention network test (ANT)

Los EEG, los tiempos de reaccién y la precision de las respuestas fueron recogidas mientras los
participantes ejecutaban la versidn infantil de (Rueda et al., 2004) ANT (Fan et al., 2002). La prueba
fue disefiada para evaluar las tres redes de la atencion: ejecutiva, alerta y orientacion. Brevemente, un
objetivo de un conjunto horizontal de peces (un objetivo central rodeado a cada lado por dos
distractores) o un pez Unico fueron presentados encima o debajo de una cruz central fija (Figura 3). El
objetivo era precedido por una de cuatro sefales de advertencia: un asterisco central Unico, un doble
asterisco encima y debajo la fijacion, sin asterisco, o un asterisco espacial Unico localizado en la misma
posicion del objetivo entrante. Los participantes debian presionar el botdn del ratdn indicando si pez
objetivo central apuntaba a la derecha o a la izquierda. Después de la visualizacion del objetivo se
presentaba un feedback auditivo y visual. Después de una practica de 24 ensayos, cada participante
ejecuto tres bloques de 48 ensayos cada uno. Cada bloque consistia en 16 ensayos para cada condicion
flanco objetivo: /ncongruente (el objetivo del pez central apunta al lado opuesto al del pez flanco)
congruente (todos los peces apuntan al mismo lado), y neutral (pez Unico). En cada bloque habian 12
ensayos para cada condicion de sefial de aviso. La sefal de aviso y la condicion de se cruzaron en una

formacion factorial, de manera de que para cada bloque hubiesen 4 ensayos para cada condicion
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experimental de la sefial de flanco. La matriz de destino subtendia aproximadamente a 8.84° (1.6° cada
pez, con un espacio de 0.2°), y fue presentado 1° por encima o debajo de la cruz fija, hasta que el
participante emitia una respuesta o hasta un maximo de 1700 ms. La sefial de aviso (0.3°) fue

presentada durante 80 ms y comenz6 400 ms antes de la de aparicion del objetivo.

. The Attention Network
: - : Task at 8.5 years
: Modification of attention
. Mo cue Carter cue Droubbe out Spatiad cue | netwcrrk ta Sk
b DD T D DD D Experimental procedure. {a) The four cue
D Fl T conditions; (b) the four stimuli; and (c) an
Cangrsnt W—— overview ofthe procedure

< Fhentinn

Conflict (RT & Errors) Incongruent—

Tacpet Congruent
it Alerting (RT & Errors)
Mo Cue — Double Cue
—,.. Orienting (RT & Errors)
‘F\_ s Center Cue — Spatial Cue
‘.-“‘\. Buss et al, Dev Cog Neurosci 2010

Figura 3. Prueba EEG/ERP para la evaluacion de la red atencional en nifios de 8.5 afios de edad.

La tarea completa dura alrededor de 25 minutos. Se pidi6 a los participantes que mantuvieran
fija la atencién en la cruz central de la pantalla a lo largo de la tarea, para prestar atencién al pez
central, y responder lo mas rapido y certero posible. Las puntuaciones de eficiencia fueron ambas
calculadas para tiempos de reaccién y el porcentaje de errores para cada participante restando las
puntuaciones Congruentes e Incongruentes (de aqui en adelante, puntuacion de Conflictos), restando
la sefal central de las puntuaciones de sefales espaciales (de aqui en adelante, puntuacion de
Orientacion), y sin restar ninguna senal de las puntuaciones con doble sefial (de aqui en adelante,

puntuacion de Conflictos).
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3.8. Metodologia Estadistica

3.8.1. Calculo de la potencia estadistica

Mediante un procedimiento estandar, el calculo de la potencia estadistica para el presente estudio
se calculd, considerando un valor a de 0.05 y un valor B de 0.2. Los 4 grupos de intervencion (FO, 5-
MTFH, FO+5-MTHF) fueron agrupados y comparados frente al grupo placebo para las diferentes tareas
realizadas en los tests neuropsicoldgicos aplicados (CCTT, SCWT) en nifios de 7.5 afios de edad. Se
obtuvo una potencia estadistica del 80% para estas tareas en la poblacion de estudio.
La potencia estadistica para el presente estudio de intervencion se calculd segun la siguiente formulat:

K4 — 1B
/1 1
9y 7z T wE

171:3:<I>(z*z1,03)4@(72721,02) yi B=

¢ es la funcion de distribucion Normal estandar; ¢t es la funcion quantile Normal estandar; a es el error
Tipo I y B es el error Tipo II, significando que 1-B es la potencia. La table 10 muestra los resultados

obtenidos, donde z indica el clculo de potencia estadistica, considerando a= 0.05 y B= 0.2 (80%).

Tabla 10. Calculo de la potencia estadistica obtenida para la evaluacién de los tests
neuropsicoldgicos realizados en los nifos participantes en el proyecto NUHEAL a los 7.5 afios
de edad.

Pooled
Tests neuropsicologicos Intervention group Placebo group z
7.5 years (FO+5MTHF+MIX) Mean = SD
Mean + SD

CCTT-1 (sc) 86.12 + 41.12 99.88 = 50.77 0.80
STROOP Test — hits -1 (Word-Reading) 60.13 + 14.85 59.34 + 16.41 0.80
STROOP Test — hits -2 (Color-Naming) 41.30 £ 8.12 41.95 + 8.41 0.80
STROOP Test — hits -3 (Color-Word) 21.19 + 6.09 24.20 £ 6.34 0.80

Valores expresados como media + desviacion estandar, FO: Fish-oil; 5-MTHF: 5-Metil-tetrahidrofolato;
CCTT: Children’s Color Trails test; z= potencia estadistica calculada.

1Chow S, Shao J, Wang H (2008) Sample size calculations in clinical research. 2" Ed. Chapman & Hall/CRC
Biostatistics Series, page 8
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3.8.2. Analisis estadistico

Para las variables continuas y discretas se empled el procedimiento de estadistica descriptiva
para hallar los parametros muestrales fundamentales: media, desviacion estandar, error estandar de la
media, valores minimo y maximo, centiles, mediana, y rangos intercuartiles o de amplitud. Se empled
el test de normalidad de Kolmogorv-Smirnov para asegurar que las variables estudiadas seguian una
distribucion normal; en caso contrario se transformaron los datos (fogaritmo, seno, arcoseno,..) o se
aplicaron procedimientos no paramétricos. En el caso de variables cualitativas se calculd la frecuencia
de distribucion.

La comparacion entre los diferentes grupos de tratamiento (FO, 5-MTHF, FO+5-MTH o placebo)
se realizd un ANOVA de una via para las varibles continuas o el test de Chi? para el andlisis de variables
categoricas. Para verificar la hipdtesis de la varianza correpondiente (homogeneidad de la varianza y
normalidad), se realizé la transformacién de Box-Cox cuando fue necesario. Cuando el ANOVA resultd
signficativo, se aplicd la correccidn post-hoc del test de Bonferroni.

Se realizd un modelo multivariante de regresion lineal mdltiple para analizar los efectos
independientes de las diferentes co-variables y factores confusores, incluyendo la edad materna, nivel
de educacion materno, tabaco, IMC de la madre, tipo de parto, edad gestacional, y sexo del nifio. Estos
factores confusores con un nivel de significancia de p<0.05 se incluyeron en el modelo final para los
andlisis multivariantes. Las variables de velocidad de procesamiento obtenidas a partir de los tests
SDMT, CCTT-1 y SCWT fueron considerados como variables dependientes.

Considerando la estructura jerarquica de los datos (medida de la velocidad o aciertos en la
respuesta en los ninos de 7.5 y 9 anos), se utilizd el modelo de analisis lineal multivariante de efectos
fijos (multinivel), donde los nifios fueron considerados como nivel 1 y cada uno de los dos momentos
en los que se hicieron las medidas se fijaron como segundo nivel. El tiempo (7.5 y 9 afios) se usdé como
factor de efectos fijos. El modelo de regresion logistica se usé cuando las variables depedientes se
dicotomizaron (por debajo o por encima de la media o del 3er cuartil), y en tal caso la medida de los
efectos resultd la correspondiente odds ratio con su intervalo de confianza correspondiente. Las
interacciones entre grupos de suplementacion prenatal y las variables confusoras se analizaron en cada

analisis multivariante realizado.
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Para el estudio de la dependencia de las distintas variables se calcularon los correspondientes
coeficientes de correlacion de Pearson. En todos los casos, se considerd un resultado significativo
cuando el valor P (nivel de significacion) era inferior o igual a 0.05. Todos los analisis estadisticos se
hicieron con el paquete estadistico STATA 12.1 (Stata Corp, College Station, TX) y el software estadistico

R version 3.2.2.
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4.1 Estudio 1. Atencion a los 7.5 y 9 afos de edad, en nifios cuyas madres fueron

suplementadas durante la gestacion con aceite de pescado y/o 5-MTHF

La Tabla 11 recopila las caracteristicas de la poblacion de estudio a los 7.5 (tests
neuropsicologicos), en los 4 grupos establecidos segun la suplementacion nutricional que recibieron las
madres. El estudio de EEG/ERP se llevd a cabo a los 8.5 afios, y a los 9 afios se repitid la evaluacion
neuropsicoldgica. No se observaron diferencias significativas en las caracteristicas basales de los nifios
entre los 4 grupos de estudio, excepto en las concentraciones plasmaticas de acido félico en sangre
materna en el momento del parto, que resultaron significativamente mas altas en los 2 grupos de
madres suplementadas con 5-MTHF durante la gestacion.

En la Tabla 12 se muestran las diferencias entre los diferentes grupos de suplementacion
materna en las tareas de atencion medidas en sus hijos a los 7.5 y 9 afios de edad, mediante los tests:
Children Color Trail Test prueba 1 (CCTT-1) y prueba 2 (CCTT2), Stroop Palabra (P), Stroop Color (C) y
Stroop Palabra/Color (P/C). A los 9 afios, los nifios nacidos de madres que recibieron el suplemento de
FO, muestran un mejor rendimiento en la prueba CCTT-1 al resultar significativamente mas rapidos en
su respuesta respecto al grupo FO+5-MTHF (p=0.04). No se observaron otras diferencias significativas
entre los grupos de estudio en el resto de las pruebas realizadas.

En la Tabla 13 se observan los resultados obtenidos tras realizar un modelo de andlisis de
regresion lineal multivariante de efectos fijos (multinivel), de la atencion mediante los tests Children
Color Trail Test prueba 1 (CCTT-1) y prueba 2 (CCTT-2) considerando en el nivel 1 el grupo de
suplementacidn, y en el nivel 2 el momento de la evaluacién (7.5 y 9 afios). Los resultados de la prueba
CCTT-1 y CCTT-2 muestran un mejor rendimiento en el tiempo de respuesta en los nifios evaluados a
los 9 anos respecto a los 7.5 afios (P-value <0.000). A mayor edad materna los hijos resultaron mas
rapidos en la resolucion del test de atencién CCTT-2 ( P-value=0.008). La condicion de madre fumadora
fue muy determinante en el desarrollo de las pruebas de atencion de sus hijos a los 7.5 y 9 afnos de
edad; los nifnos nacidos de madres fumadoras mostraron un peor rendimiento en los tests de atencion
CCTT-1 (P-value=0.001) y CCTT-2 (P-value=0.022) realizados a los 7.5 y 9 afios. Los nifios nacidos por
cesarea o mediante parto instrumental con forceps presentaron un mejor rendimiento en las pruebas

de atencion medidas por el CCTT-2. Finalmente, se comprueba un efecto significativo del indice AA/DHA
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en la fosfatidiletanolamina (PE) en la membrana de los eritrocitos maternos en el momento del parto,
sobre el rendimiento en las pruebas de atencion de los nifios a los 7.5 y 9 afos, tanto en CCTT-1 (P-
value=0.019) como en CCTT-2 (P-value=0.008). Los nifios cuyas madres presentaron niveles mas altos
del indice AA/DHA-PE en el momento del parto son mas rapidos en resolver las pruebas de atencion
realizadas.

La comparacion entre grupos siguiendo este modelo de regresion lineal multivariante de efectos
fijos, demostrd que la suplementacion materna con FO determind en sus hijos un mejor rendimiento en
el test CCTT-1 a los 9 afos, respecto a los nifios cuyas madres fueron suplementadas exclusivamente
con 5-MTHF {Coeficiente regresion: 19.24 (IC 95%: 1.31; 37.18), P-value=0.035)} o aquellas que
recibieron FO+5-MTHF {Coeficiente regresion: 20.33 (IC 95%: 1.93; 38.73), P-value=0.030}. Respecto
a los resultados del test CCTT-2, a los 7.5 aiios, los nifios cuyas madres recibieron placebo, mostraron
un mejor rendimiento en esta prueba de atencién frente a los nacidos de madres suplementadas con
FO {Coeficiente regresion: -34.99 (IC 95%: -63.69; -6.28), P-value=0.017} o con 5-MTHF {Coeficiente

regresion: -31.65 (IC 95%: -61.62; -1.68), P-value=0.038}.
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Tabla 11. Caracteristicas generales, antecedentes perinatales y socioculturales de los 143 nifios participantes en el proyecto N

evaluados a los 7.5 afios de edad. Diferencias entre los grupos de estudio establecidos seguin del tipo de suplementacion que reci

durante la gestacion.

Centro [n (%)]

Espaiia

Alemania

Hungria
Madre
Edad materna (afios)*
IMC Materno (20 sem) (kg/m?)!
IMC Materno (30 sem) (kg/m?)!
Hematocrito (30 sem)*

Paridad, n (%)
0

>1
Tabaco (20 sem), (Si) n (%)

Factores de riesgo embarazo
(20 sem), n (%)
No factores de riesgo
>1 factor de riesgo
Morbilidad Perinatal, n (%)
Ninguna
Prematuridad (>35 & <37 sem)
Otros
Area de residencia, n (%)
Urbana
Rural
Nivel educativo materno alto, n (%)

Nivel educativo paterno alto, n (%)

Estado familiar, n (%)
Monoparental
En pareja

FO 5-MTHF
(n=38) (n=29)
25 (68.42) 21 (72.41)
9 (23.68) 7 (24.14)

3 (7.89) 1(3.45)
28.81+5.25 30.70+5.68
26.03+3.62 24.92+2.45
28.52+3.91 26.87+2.43
33.85+3.73 32.61+5.14

23 (60.5) 23 (79.3)

3(7.9) 3 (12.5)

7 (18.4) 5(17.2)

6 (15.8) 6 (20.7)

18 (47.4) 18 (62.1)
26 (81.25) 23 (88.46)

4 (12.50) 3 (11.54)

2 (6.25) 0 (0)

15 (40.54) 13 (48.15)
22 (59.46) 14 (51.85)

8 (21.15) 8 (27.6)

20 (54.1) 10 (37.0)

8 (21.1) 8 (27.4)

23 (60.5%) 23 (44.8%)

Placebo
(n=40)

26 (65.00)
11 (27.50)
3 (7.50)

30.71+£3.90
24.74+2.28
26.91+£2.29
33.13+£2.75

28 (70.0)
4 (10.0)
4 (10.0)

11 (27.5)
21 (52.5)

26 (83.87)
4 (12.90)
1(3.23)

14 (41.18)
20 (58.82)

10 (25.0)
10 (30.3)

10 (25.0)
29 (72.5%)

FO+5-MTl
(n=36)

26 (72.22)
7 (19.44)
3 (8.33)

29.56+4.32
25.28+2.77
27.23+2.8€
33.37+2.5¢

28 (93.3)
2 (5.5)
7 (19.4)

8(22.2)
22 (61.1)

25 (83.33)
1(3.33)
4 (13.33)

10 (31.25)
22 (68.75)

14 (38.9)
11 (34.4)

1(2.7)
29 (80.6%)
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indice AA/DHA-PEY? 0.90+0.38 1.13+0.54 1.14+0.63 0.97+0.42
Acido félico plasmatico (pg/L)*? 6.17+4.33 12.10+5.55 6.06+0.82 13.46+5.7¢
tHcy (pmol/L)*? 7.08+2.83 6.29+2.81 6.78+2.39 6.93+3.09
Recién nacido
Edad Gestacional® 38.90+1.51 38.75+1.62 39.43+1.43 38.73%2.0¢
Sexo (nifia), n (%) 15 (40.54) 14 (51.85) 20 (58.82) 14 (43.75)
Apgar 1’ min! 8,57+1,26 9,08+0,63 8,33+1,96 8,72+0,92
Apgar 5’ min! 9,68+0,67 9,77+0,65 9,55+1,09 9,77+0,43
Peso (g)! 3228,11+560,48 3358,08+411,65 3157,58+437,09 3370,09+410,
Longitud (cm)? 50,57+3,45 51,46+2,08 50,97+2,90 51,23+2,0¢
Circunferencia craneal (cm)! 34,39+2,01 34,76+1,52 34,59+1,60 34,77+1,3¢
Tipo de alimentacion, n (%)

Materna 14 (46.67) 10 (38.46) 16 (59.26) 13 (52.00)

Mixta 9 (30.00) 7 (26.92) 5 (18.52) 5 (20.00)

Férmula 7 (23.33) 9 (34.62) 6 (22.22) 7 (28.00)

IMC: Indice de masa corporal; Hto: Hematocrito; FO: Aceite de Pescado; 5-MTHF: 5-metil-tetrahidrofolato. AA: dcido araquiddnico ligado a la
en la membrana del hematie; DHA: dcido docosahexaenoico ligado a la fosfatidiletanolamina en la membrana del hematie; tHcy: Homocisteina
casos; P= diferencias entre grupos; P<0.05: minimo nivel de significancia estadistica. Andlisis de variables categoricas cualitativas mediante
variables cuantitativas (continuas) se realizo un test ANOVA de una via.

1: Valores expresados en media + desviacion estandar; %: Valores obtenidos en sangre materna en el momento del parto.
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Tabla 12. Diferencias observadas en el tiempo de respuesta o nimero de aciertos en las tareas de

atencion realizadas por los nifios a los 7.5 y 9 afios de edad, medidas mediante diferentes pruebas

neuropsicoldgicas, entre los diferentes grupos de suplementacion.

CCTT-1
(segundos)
CCTT-2
(segundos)
Stroop P
(aciertos)
Stroop C
(aciertos)
Stroop P/C

(aciertos)

7.5 afios
9 afios
7.5 afios
9 afios
7.5 afios
9 afios
7.5 afios
9 afios
7.5 afios

9 afios

FO
(n=38)
107.0+£58.0
57.3+17.0
227.6+87.0
143.8+40.2
59.5+17.4
70.8+12.6
39.5+7.98
48.6+7.8
20.4+7.30
27.5+6.1

5-MTHF
(n=29)
86.5+30.0
66.8+24.0
196.0+£80.0
141.2+49.8
61.5+11.5
71.4+10.1
42.0+7.1
49.1+9.3
21.8+6.7
29.0+5.3

Placebo
(n=40)
100.0+£51.0
66.6+26.0
203.2+83.7
145.5+61.8
59.3+16.4
73.7£9.7
42.0+£8.4
51.4+£8.0
24.1+6.3
28.5+6.4

FO+5-MTHF
(n=36)
98.0+37.0
73.2424.3
202.3£63.3
150.1+52.3
57.5+16.0
72.0£8.7
42.1+9.1
50.4+8.4
21.7£5.7
29.0+6.1

F

1.21
2.58
1.11
0.15
0.35
0.49
0.86
0.80
2.35
0.45

0.30
0.04*
0.34
0.92
0.79
0.69
0.46
0.49
0.07
0.71

Datos expresados en media + desviacion estandar; FO: Aceite de pescado; 5-MTHF: 5-Metil-tetrahidrofolato; CC77-
1 — Children Color Trail Test Parte A; CCTT-2 — Children Color Trail Test Parte B; Stroop Palabra (P), Stroop Color
(C), Stroop Palabra/Color (P/C); F: F de Snedecor; P: Nivel de significancia; P<0.05= estadisticamente significativo.
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Tabla 13. Modelo de andlisis lineal multivariante de efectos fijos (multinivel) para el andlisis de la Atencion mediante los tests Childre
Test prueba 1 (CCTT-1) y prueba 2 (CCTT-2) considerando en el nivel 1 el grupo de suplementacion, y en el nivel 2 el momento de |
(7.5 y 9 afios). Analisis del efecto de las diferentes variables confusoras.

CCTT-1 CCTT-2
Variables Categorias b IC 95% P-value b IC 95%
LI LS LI LS
Grupo de estudio Placebo 0 - - - 0 - -
FO -12.60 -31.22 5.84 0.180 6.27 -27.33 39.87
5-MTHF -8.44 -27.01 10.14 0.373 25.12 -8.58 58.82
FO+5-MTHF -15.25 -36.34 5.84 0.156 -7.67 -45.88 30.53
Edad nifio 7.5 afios 0 - - - 0 - -
9 afos -34.01 -46.93 -21.10 0.000 -52.85 -76.62 -29.08
Grupo estudio * edad nifio Placebo 0 - - - 0 - -
FO -13.57 -33.43 6.29 0.180 -21.58 -58.11 14.95
5-MTHF 16.41 -3.56 36.38 0.107 -16.14 -52.90 20.62
FO+5-MTHF 15.28 -5.05 35.61 0.141 -3.00 -40.41 34.40
Edad Materna (afios) -0.796 -1.97 0.38 0.183 -3.19 -5.30 -1.08
Fumadora No 0 - - - 0 - -
Si 23.44 9.43 37.45 0.001 29.56 4.29 54.84
Maternal Education None + Primary 0 - - - 0 - -
Secondary or > -7.92 -19.22 3.38 0.170 -28.49 -48.88 -8.09
dIMC -0.62 -3.41 2.18 0.666 -1.64 -6.69 3.40
Tipo de parto Espontaneo 0 - - - 0 - -
Forceps -5.92 -25.08 13.24 0.545 -44.72 -79.26 -10.19
Vacuum 16.41 -3.56 36.38 0.107 9.89 -23,98 43.74
Cesarea 15.28 -5.05 35.61 0.141 -28.95 -50.28 -7.62
Sexo Nifia 0 - - - 0 - -
Nifio 6.06 -3.98 16.10 0.237 7.11 -11.01 25.23
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Edad Gestacional (sem) 3.22 -0.054
AA/DHA-PE'? -27.87 -51.13
Polimorfismo FADS1 rs174556 -7.15 -15.15
Acido folico plasmatico (pug/L)* -0.026 -1.48
Polimorfismo MTHFR 677 C/T 0.37 -7.04
tHcys (umol/L)* -1.06 -3.39

CCTT-1 — Children Color Trail Test Parte 1; CCTT-2 — Children Color Trail Test Parte 2; FO: Fish Oil (Aceite de pescado); 5-MTHF: 5-Metil-tetrahidr
diferencia en el indice de masa corporal entre las semanas 20 y 30 de gestacion, indice AA/DHA-PE: AA: Acido araquiddnico ligado a fosfatidiletar
membrana del hematie; DHA: Acido docosahexaenoico ligado a fosfatidiletanolamina en la membrana del hematie; FADS: Desaturasas de los dcidos gr
Metil-tetrahidrofolato reductasa, tHcys: Homocisteina total; b: coeficiente de regresion; IC: Intervalo de confianza, LI: limite inferior; LS; limite superic

6.49
-4.61
0.86
0.95

7.78
1.27

0.054
0.019
0.080
0.674

0.922
0.371

-2.95
-56.41
7.06
-1.17

1.47
0.04

-8.86
-98.35
-7.37
-3.37

-11.91
-4.16

significancia; 1 valores obtenidos de las madres en el momento del parto, %adcidos grasos medidos como % del total de acidos grasos.

2.95
-14.46
21.50

1.01

14.84
4.25
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En la Tabla 14 queda reflejado el Modelo de andlisis lineal multivariante de efectos fijos
(multinivel) para el andlisis de la Atencion mediante las pruebas Stroop 1 — Palabra, Stroop 2 - Color,
Stroop 3 — Palabra/Color, considerando en el nivel 1 el grupo de suplementacion, y en el nivel 2 el
momento de la evaluacion (7.5 y 9 afos). También se muestra el analisis del efecto de las diferentes
variables confusoras. La suplementacion materna con FO o con 5-MTHF de forma individual determind
en los hijos una peor puntuacion en la prueba de atencion Stroop Palabra/Color (P-value=0.020 y P-
value=0.018, respectivamente) respecto al grupo placebo. Los nifios nacidos de madres suplementadas
con FO+5-MTHF no mostraron diferencias significativas respecto a ninguno de los otros 3 grupos de
estudio.

Por otra parte, los resultados de las pruebas Stroop Palabra, Stroop Color y Stroop Palabra/Color
mostraron un mejor rendimiento (medido en aciertos) en los nifios a los 9 afos de edad respecto a
cuando tenian 7.5 afos (P-value=0.000).

Los nifos puntuaron peor que las nifias en el Stroop Palabra {Coeficiente: -4.94 [95% IC: -9.06;
-0.81] (p<0.019)}.

Se pudo comprobar el efecto del tabaco durante la gestacidn sobre el nivel de desarrollo de la
atencién de los hijos medida a los 7.5 y 9 anos de edad. Los hijos de madres fumadoras obtuvieron
mas aciertos en el test de atencién Stroop-Palabra/Color {Coeficiente: 3.074 [95% IC: 0.43; 5.72]
(p<0.023)}.

El indice AA/DHA en la fosfatidiletanolamina (PE) materno en el momento del parto, se asoci6
de forma positiva a una mejor atencion en los nifios al obtener mayor nimero de aciertos en el test
Stroop Color {Coeficiente: 6.55 [95% IC: 0.50; 12.60] (p<0.034}. Las concentraciones de tHcys de la
madre en el momento del parto se asociaron a una peor puntuacion en el test Stroop Palabra
{Coeficiente: 3.074 [95% IC: 0.43; 5.72] (p<0.025)} (Tabla 14).

Las comparaciones por parejas para las puntuaciones en los tests CCTT y Stroop entre el tipo
de suplementacion y a los diferentes momentos se muestran en la Tabla 15. En el caso del CCTT 1 se
encontré que tanto el grupo suplementado con FO {Coeficiente: -34.68 [95% IC: -63.69;-6.28]
(p<0.017)} como grupo suplementado con 5-MTFH {Coeficiente: -31.65 [95% IC: -61.62; -1.68]
(p<0.038)} rendian mejor que el placebo a los 9 afios, no encontrandose otras comparaciones

estadisticamente significativas.
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Por otra parte, los resultados para la prueba Stroop Color mostraron que tanto el grupo
suplementado con FO {Coeficiente: 4.44 [95% IC: 0.06; 8.83] (p<0.04)}, como el grupo suplementado
con 5-MTFH {Coeficiente: 4.07 [95% IC: -0.47; 8.62] (p<0.07)} mostraban mejor rendimiento que el
grupo suplementado con FO+5-MTFH a los 7.5 afios, no encontrandose otras comparaciones
estadisticamente significativas.

Por Ultimo, las comparaciones por parejas para el percentil 50 y el percentil 75 en los tests
CCTT y Stroop entre el tipo de suplementacion vy a los diferentes momentos se muestran en la Tabla
16. En el caso del CCTT1, se encuentra que el grupo suplementado con FO tiene menos probabilidad
de puntuar por encima del percentil 75 que el grupo suplementado con FO+5-MTFH {Coeficiente: 0.21
[95% IC: -0.002; 0.42] (p<0.05)} y que el grupo placebo {Coeficiente: 0.23 [95% IC: 0.03, 0.42]
(p<0.018)} a los 7.5 afios. Sin embargo, se encuentra un mejor rendimiento del grupo FO vs FO+5-
MTFH {Coeficiente: -0.25 [95% IC: -0.49, -0.007] (p<0.043)} a los 9 afios de edad.

En el caso del CCTT2, se encuentra que el grupo suplementado con FO tiene mas probabilidad
de puntuar por encima del percentil 75 que el grupo placebo tanto a los 7.5 anos de edad {Coeficiente:
-0.21 [95% IC: -0.721; -0.11] (p<0.041)} como a los 9 afios {Coeficiente: -0.11 [95% IC: -0.47, -
0.05] (p<0.049)}, no encontrandose otras comparaciones estadisticamente significativas.

En el caso del Stroop Color, se encuentra que el grupo suplementado con FO tiene mas
probabilidad de puntuar por encima del percentil 75 que el grupo suplementado con FO+5-MTFH
{Coeficiente: 0.46 [95% IC: 0.06; 0.85 ] (p<0.023)} y que el grupo suplementado con 5-MTFH también
tiene mas probabilidad que el grupo FO+5-MTFH {Coeficiente: 0.36 [95% IC: (-0.03, 0.0] (p<0.07)}
a los 7.5 afios. Por ultimo, en el caso del Stroop Color-Palabra, se encuentra que grupo suplementado
con FO tiene mas probabilidad de puntuar por encima del percentil 75 que el grupo placebo
{Coeficiente: 0.26 [95% IC: 0.03; 0.49:] (p<0.022)}. Sin embargo, el grupo suplementado con FO+5-
MTHF mostraba menos probabilidad de estar en ese percentil que el grupo placebo {Coeficiente: -0.29
[95% IC: -0.051, -0.08] (p<0.006)}. No se encontraron comparaciones significativas en el Stroop para

la edad de 9 afos.
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Tabla 14. Modelo de andlisis lineal multivariante de efectos fijos (multinivel) para el andlisis de la Atencion mediante las pruebas Strc
2 - Color, Stroop 3 — Palabra/Color, considerando en el nivel 1 el grupo de suplementacion, y en el nivel 2 el momento de la evall
analiza el efecto de las diferentes variables confusoras.

Stroop Palabra (aciertos) Stroop Color (aciertos) Stroop P
Variables Categorias Interv. Conf. P Interv. Conf. P
b 95% value b 95% value b
LI LS LI LS
Grupo de estudio Placebo 0 - - 0 - - - 0
FO 4.02 -3.25 11.30 0.278 0.85 -3.91 5.62 0.726 -4.01
5-MTHF 1.09 -6.16 8.35 0.768 -1.97 -6.74 2.81 0.419 -4.05
FO+5-MTHF -1.34 -9.70 7.02 0.754 2.47 -2.97 7.90 0.374 -2.28
Edad nifio 7.5 afos 0 - - - 0 - - - 0
9 afios 15.38 | -11.20 | 19.55 0.000 10.01 6.80 13.21 0.000 4.13
Grupo estudio * edad nifio Placebo 0 - - - 0 - - - 0
FO -3.09 -9.56 3.37 0.348 -1.02 -5.95 3.92 0.686 3.74
5-MTHF -6.35 | -12.80 0.11 0.054 -1.90 -6.86 3.06 0.453 2.94
FO+5-MTHF -2.21 -8.82 4.39 0.511 -2.52 -7.58 2.53 0.328 2.74
Edad Materna (aiios) -0.30 -0.79 0.18 0.219 0.045 -0.26 0.35 0.769 0.21
Fumadora No 0 - - - 0 - - - 0
Si 5.58 -0.20 11.35 0.058 1.47 -2.17 5.11 0.430 3.07
Maternal Education None + Primary 0 - - - 0 - - 0
Secondary or > 2.32 -2.33 6.98 0.328 -0.44 -3.38 2.50 0.768 -0.23
dIMC -0.41 -1.54 0.73 0.485 -0.57 -1.29 0.16 0.126 -0.033
Tipo de parto Espontaneo 0 - - - 0 - - - 0
Forceps 2.01 -5.96 9.98 0.621 3.12 -1.87 8.11 0.221 1.75
Vacuum 1.85 -5.86 9.56 0.639 -0.77 -5.65 4.10 0.756 -1.14
Cesarea -0.19 -5.04 4.66 0.219 1.91 -1.16 4.98 0.222 1.10
Sexo Nifia 0 - - - 0 - - - 0
Nifio -4.94 -9.06 -0.81 0.019 -1.87 -4.48 0.74 0.161 -1.44
Edad Gestacional (sem) -0.28 -1.62 1.06 0.683 0.32 -0.53 1.17 0.466 -0.06
AA/DHA-PE*2 8.15 -1.47 17.78 0.097 6.55 0.50 12.60 0.034 1.72
Polimorfismo FADS1 rs174556 -1.47 -4.78 1.83 0.382 -1.07 -3.15 1.01 0.315 -0.50
materno
Acido félico plasmatico (pg/L)* 0.24 -0.26 0.74 0.343 0.28 -0.03 0.60 0.079 0.16
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Polimorfismo MTHFR 677 C/T 2.61 -0.43 5.66 0.093 -0.039 2.32 1.53 0.688 -0.74

materno

tHcys (umol/L)* -1.09 -2.04 -0.14 0.025 -0.47 -1.07 0.14 0.129 -0.06
FO: Aceite de pescado; 5-MTHF: 5-Metil-tetrahidrofolato; Mix: FO+5-MTHF; dBMI: diferencia en el indice de masa corporal entre las semanas 20 y
araquiddnico ligado a fosfatidiletanolamina en la membrana del hematie: DHA: Acido docosahexaenoico ligado a fosfatidiletanolamina en la membrana del
de Jos acidos grasos; tHcys: Homocisteina total; MTHFR: Metil-tetrahidrofolato reductasa; b: coeficiente de regresion; IC: Intervalo de confianza, LI: limite
P= nivel de significancia; *: valores obtenidos de las madres en el momento del parto,; %dcidos grasos medidos como % del total de dcidos grasos.
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Tabla 15: Comparacion por pares de los margenes predictivos del modelo de analisis lineal multivariante de efectos
fijos (multinivel), para las puntuaciones obtenidas en los tests CCTT y STROOP en los nifios NUHEAL.

7.5 afios
FO FO FO 5-MTFH 5-MTFH FO+5-MTFH vs
vs Vs vs vs vs Placebo
5-MTHF FO+5-MTFH Placebo FO+5-MTFH Placebo
CCTT-1 (s)
Contraste -10.077 -5.546 -1.68 4.53 8.39 -3.86
95% CI (-27.434,7.29) (-22.66, 11.57) (-17.48,14.12) (13.23,23.30) (-8.10,24.89) (-20.11,12.38)
P-valor 0.255 0.526 0.835 0.617 0.319 0.641
CCTT-2 (s)
Contraste -8.552 -3.214 -0.652 3.236 5.332 -2.325
95% CI (-15.43,2.19)  (-10.01,9.77) (-8.25,11.10)  (9.13, 13.50) (-5.62,9.19) (-2.551, 9.48)
P-valor 0.214 0.112 0.901 0.221 0.665 0.214

STROOP Test - hits1
(Word-reading)
Contraste
95% CI

1.05
(-5.61,7.72)
P-valor 0.756

-0.77
(-7.35, 5.80)
0.818

-2.32
(-8.40, 3.75)
0.453

-1.82 -3.38 1.55
(-8.66, 5.009)  (-9.74, 2.97) (-4.70,7.81)
0.600 0.291 0.627

STROOP Test - hits2
(Color-naming)
Contraste
95% CI

0.37
(-4.07, 4.81)
P-valor 0.870

4,44
(0.06, 8.83)
0.04

1.09
(-2.95, 5.14)
0.595

4.07 0.72 3.35
(-0.47,8.62) (-3.50, 4.95) (-0.81,7.51)
0.07 0.737 0.115

STROOP Test - hits3
(Color-word)
Contraste

1.16 2.70 4.39 1.54 3.23 -1.68
95% CI (-1.94, 4.26) (-0.35, 5.76) (1.56, 7.22) (-1.63, 4.72) (0.27,6.18) (-4.59, 1.22)
P-valor 0.463 0.08 0.02 0.341 0.03 0.256
9 afos
CCTT-1 (s)
Contraste -3.33 -28.99 -34.68 -25.65 -31.65 5.99
95% CI (-34.89,28.19) (-60.09, 2.11) (-63.69,-6.28) (-57.93,6.62) (-61.62,-1.68) (-23.51,35.51)
P-valor 0.756 0.06 0.017 0.119 0.038 0.69
CCTT-2(s)
Contraste -1.32 -2.55 -1.254 2.125 4.251 -1.52
95% CI (-15.43,2.19)  (-10.01,3.77) (-10.25,-5.10) ( 5.40, 12.50) (-4.62,7.22) (-4.441, 10.54)
P-valor 0.514 0.987 0.087 0.098 0.152 0.441

STROOP Test - hits1
(Word-reading)
Contraste
95% CI

-1.36
(-8.22, 5.49)
P-valor 0.696

-0.13
(-6.86, 7.22)
0.971

1.03
(-5.37, 7.44)
0.752

1.49 2.39 -0.90
(-5.56, 8.55) (-4.07,8.87) (-7.52,5.71)
0.678 0.478 0.789

STROOP Test - hits2
(Color-naming)
Contraste
95% CI

-0.95
(-5.54, 3.66)
P-valor 0.683

2.56
(-2.13,7.26)
0.285

1.68
(-2.61,5.97)
0.443

3.52 2.63 0.88
(-1.20, 8.24) (-1.68, 6.95) (-3.55,5.32)
0.144 0.231 0.696

STROOP Test - hits3
(Color-word)
Contraste
95% CI

-0.10
(-3.29,3.08)
P-valor 0.949

1.43
(-1.83, 4.69)
0.390

0.07
(-2.91,3.05)
0.962

1.53 0.17 1.35
(-1.75,4.82) (-2.83,3.19) (-1.72,4.44)
0.360 0.908 0.388

5-MTHF: 5-Metil-tetrahidrofolato,; FO: Fish-oil; s: segundos; CCTT-1: Children’s Color Trails Test; CI: confidence interval.
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Tabla 16: Comparacion por pares de los margenes predictivos del Modelo de andlisis lineal multivariante de efectos
fijos (multinivel) para los percentiles 50 y 75 de las puntuaciones obtenidas en los tests CCTT y STROOP en los nifios
NUHEAL.

7.5 years
FO FO FO 5-MTFH 5-MTFH FO+5-MTFH
vs vs Vs Vs Vs Vs
5-MTHF FO+5-MTFH Placebo FO+5-MTFH Placebo Placebo
CCTT-1 (sc) p75
Contrast 0.06 0.21 0.23 0.14 0.16 -0.02
95% CI (-0.12,0.26 )  (-0.002, 0.42) (0.03, 0.42) (-0.09, 0.37) (-0.05, 0.38) (-0.25, 0.25)
Pvalue 0.491 0.05 0.018 0.239 0.141 0.857
CCTT-2 (sc) p75
Contrast 0.12 0.14 -0.21 0.19 0.21 0.22
95% CI (-1.30, 0.98) (-0.11, 0.72) (-0.721, -0.11) (0.24, 0.77) (-0.51, 0.98) (-0.97, 0.55)
Pvalue 0.114 0.415 0.041 0.098 0.658 0.741
STROOP Test - hits1
(Word-reading) p50
Contrast 0.21 0.06 0.15 -0.14 -0.06 -0.08
95% CI (-0.09, 0.52) (-0.24, 0.37) (-0.13, 0.44) (-0.30, 0.33) (-0.36, 0.24) (-0.39, 0.22)
Pvalue 0.182 0.680 0.309 0.380 0.703 0.585
STROOP Test - hits2
(Color-naming) p75
Contrast 0.09 0.46 0.33 0.36 0.23 0.13
95% CI (-0.38, 0.58) (0.06, 0.85) (-0.11, 0.78) (-0.03, ) (-0.21, 0.67) (-0.19, 0.67)
Pvalue 0.694 0.023 0.150 0.07 0.304 0.4390
STROOP Test - hits3
(Color-word) p75
Contrast 0.07 -0.03 0.26 -0.11 0.18 -0.29
95% CI (-0.14, 0.29) (-0.21, 0.14) (0.03, 0.49) (-0.32, 0.09) (-0.06, 0.43)  (-0.051, -0.08)
P-value 0.489 0.704 0.022 0.291 0.146 0.006
9 years
CCTT-1 (s) p50
Contrast -0.15 -0.25 0.03 -0.09 0.18 -0.28
95% CI (-0.42, 0.10)  (-0.49, -0.007) (-0.27, 0.29) (-0.31, 0.12) (-0.05, 0.43) (-0.50, -0.06)
P-value 0.246 0.043 0.815 0.399 0.127 0.011
CCTT-2 (sc) p75
Contrast -0.05 0.10 -0.11 -0.20 0.29 -0.19
95% CI (-0.21, 0.51) (-0.31, 0.51) (-0.47, -0.05) (-0.71, 0.51) (-0.55, 0.73) (-0.62, 1.09)
P-value 0.514 0.221 0.049 0.091 0.188 0.321
STROOP Test - hits1
(Word-reading) p75
Contrast 0.11 0.18 0.13 0.07 0.02 0.04
95% CI (-0.20, 42) (-0.12, 0.48) (-0.16, 0.43) (-0.26, 0.40) (-0.29, 0.35) (-0.26, 0.35)
P-value 0.495 0.246 0.367 0.676 0.875 0.780
STROOP Test - hits2
(Color-naming) p50
Contrast -0.08 0.14 0.19 0.22 0.27 -0.04
95% CI (-0.57, 0.40) (-0.33, 0.61) (-0.27, 0.65) (-0.22, 0.67) (-0.15, 0.71) (-0.46, 0.36)
P-value 0.735 0.554 0.421 0.320 0.214 0.821
STROOP Test - hits3
(Color-word) p50
Contrast 0.05 0.12 0.12 0.07 0.07 -0.005
95% CI (-0.15, 0.25) (-0.11, 0.35) (-0.11, 0.35) (-0.17, 0.33) (-0.14, 0.30) (-0.25, 0.24)
P-value 0.624 0.307 0.234 0.578 0.508 0.964

5-MTHF: 5-Metil-tetrahidrofolato; FO: Fish-oil; s: segundos; CCTT-1: Children’s Color Trails Test; hits: Aciertos CI: confidence interval.
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4.2 _Estudio 2. Efectos beneficiosos a largo plazo de la suplementacion materna
durante la gestacion con acido folico y acidos grasos sobre el Sistermna Atencional

en los hijos a los 8.5 aios de edad.

En el presente estudio para las comparaciones mdltiples se utilizd la estadistica t-max (para el
ERP y los datos del SLORETA) con un nivel de confianza de 0.05. El t-max esta basado en la distribucion
empirica de las puntuaciones-t obtenidas en una serie de comparaciones después de un nimero de
permutaciones aleatorias que se llevan a cabo (5000).

En la Tabla 17 se muestran las caracteristicas generales de los 130 nifios y sus madres incluidos
en el presente estudio y que fueron evaluados a los 8.5 afios, dependiendo del tipo de suplementacion

prenatal recibida {Aceite de pescado (fish 0il-FO), 5-MTHF, FO+5-MTHF o Placebo}.

4.2.1 Resultados comportamentales

Para cada respuesta correcta se obtuvo la mediana de los tiempos de reaccion (en ms) y para
cada flanco y sefial de aviso se obtuvieron porcentajes de error. Los puntajes de eficiencia para cada
red atencional fueron posteriormente computados restando los tiempos de reaccidn “congruente de los
ensayos incongruentes” (Puntuacion de Conflicto); Doble sefial de la Condicion Sin sefial (puntuacion
de Alerta); y, la sefal espacial de la sefial central (Puntuacién de orientacién). Seis nifios que obtuvieron
menos del 50% de respuestas correctas en la condicion incongruente fueron excluidos del analisis.
Completaron el estudio un total de 130 nifios, {FO, n=37; 5-MTHF, n=27; Placebo, n=32; y FO+5-

MTHF, n=34). Se utiliz6 una transformacion logaritmica para mejorar el ajuste de normalidad.

4.2.2 Red de Conflicto

La transformacion logaritmica de las medias de los tiempos de reaccion para las respuestas
correctas (Tabla 18 y Figura 4) fueron sometidas a medidas repetidas de ANCOVA 2 (FO, entre sujetos)
x 2 (5-MTHF, sujetos) x 4 (entre sujetos condicion flanco: Congruente, Incongruente, Neutral)
(controlando por la edad en meses, sexo, status familiar y lateralidad). La correccién Greenhouse-

Geisser se utilizd para respetar el supuesto de esfericidad. Se observa una diferencia significativa en la
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interaccion del flanco, FO y 5-MTHF [F(2,244) =5.04, p<0.01]. El andlisis de efectos simples de ésta
interaccion mostraron que las puntuaciones de Conflicto resultaron significativamente mas bajas en los
nifios del grupo 5-MTHF respecto a los grupos Placebo y FO+5-MTHF (todos p<0.05), pero similares a
los del grupo FO (p=0.24).

En relacion al porcentaje de error en las respuestas (Tabla 18), los analisis mostraron sélo los
efectos principales del flanco [F(2,244)=32.53, p<0.01]. Ningln otro efecto fue significativo (todos
F<1). Después de la correccion de Bonferroni, los porcentajes de errores fueron mas altos para los
flancos Incongruentes que para los flancos Congruente o Neutral (p<0.01), y para el Neutral mas alto

que para el flanco Congruente (p<0.01).
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Tabla 17. Caracteristicas generales, antecedentes perinatales y socioculturales de los 130 nifios participantes en el
proyecto NUHEAL Follow-up, que fueron evaluados a los 8.5 afios de edad. Se muestran también las diferencias entre

los grupos de estudio establecidos segun del tipo de suplementacion que recibieron sus madres durante la gestacion.

FO 5-MTHF Placebo FO+5-MTHF P-
(n=37) (n=27) (n=32) (n=34) value
Centro [n (%)] 0.81
Espafia 25 (67.57) 20 (70.07) 24 (75) 22 (64.71)
Alemania 9 (24.32) 7 (29.93) 6 (18.75) 10 (29.41)
Hungria 3(8.11) 0 (0) 2 (6.25) 2 (5.88)
Edad de los EEG (afios) * 8.49+0.18 8.51+0.18 8.55+0.17 8.56+0.20 0.38
IMC a los 8.5 y (kg/m?)! 17.43+3.05 16.65+2.17 18.16+2.61 17.59+2.85 0.22
Madre
Edad materna (afios)! 31.09+4.86 32.65+5.50 32.34+4.23 31.25+4.53 0.47
IMC Materno (20 sem) (kg/m2)! 24.62+3.27 25.32+3.19 24.60+3.02 25.06%2.52 0.74
IMC Materno (30 sem)(kg/m2)! 26.17+5.85 27.34+3.31 26.01£5.66 26.37+5.30 0.77
Hematocrito (30 sem)t 34.71+3.88 33.01£5.10 33.73+2.55 34.29+3.03 0.31
Paridad [n (%)] 0.64
0 21 (56.76) 12 (44.44) 14 (43.75) 15 (44.12)
>1 16 (43.24) 15(55.56) 18 (56.25) 19 (55.88)
Consumo Tabaco (20 sem) [n (%)] 6 (16.22) 3 (11.11) 2 (6.25) 5 (14.71) 0.62
Riesgo gestacion (20 sem) [n (%)] 0.85
Sin factores de rie_sgo 1 (2.70) 0 (0) 1(3.13) 0 (0)
21 Factores de Riesgo 36 (97.30) 27 (100) 31 (93.87) 34(100)
Riesgo en el parto [n (%)] 0.25
Sin riesgo en el parto 12 (37.5) 13 (50) 19 (63.33) 16 (51.61)
>1 riesgo en el parto 20 (62.5) 13 (50) 11 (33.33) 15(48.39)
Morbilidad Perinatal [n (%)] 0.61
Ninguna 26 (81.25) 23 (88.46) 25 (83.33) 26 (83.87)
Pretérmino (>35 sem) 4 (12.50) 3 (11.54) 1(3.33) 4 (12.90)
Otros 2 (6.25) 0 (0) 4 (13.33) 1(3.23)
Area de Residencia [n (%)] 0.62
Area Urbana 15 (40.54) 13 (48.15) 10 (31.25) 14 (41.18)
Area Rural 22 (59.46) 14 (51.85) 22 (68.75) 20 (58.82)
Educacién Materna [n (%)]3 17 (45.95) 11 (40.74) 12 (37.5) 16 (48.48) 0.66
Educacion Paterna [n (%)]* 20 (54.05) 10 (37.04) 11 (34.38) 10 (30.30) 0.40
Recién Nacido
Edad Gestacional 39.08+2.24 39.90+4.26 39.64+1.71 38.82+2.24 0.37
Sexo [n (%)] 0.36
Femenino 15 (40.54) 14 (51.85) 14 (43.75) 20 (58.82)
Masculino 22 (59.46) 13 (48.15) 18 (56.25) 14 (41.18)
Apgar 1! 8.57+1,26 9.08+0,63 8.72+0,92 8.33+1.96 0.90
Apgar 5! 9.68+0,67 9.77+0.65 9.77+0.43 9.55+1.09 0.80
Peso (g) ! 3228+560.5 3358+411.7 3370+410.2 3157+437.1 0.20
Longitud (cm) ! 50.57+3.45 51.46+2.08 51.23+2.06 50.97+2.90 0.60
Perimetro craneal (cm)! 34.39+2.01 34.76+1.52 34.77+1.39 34.59+1.60 0.76
Tipo de lactancia [n (%)] 0.78
Lactandia 14 (46.67) 10 (38.46) 13 (52) 16 (59.26)
Mixta 9 (30) 7 (26.92) 5 (20) 5 (18.52)
Formula 7(23.33) 9 (34.62) 7(28) 6 (22.22)

5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato, FO: Aceite de Pescado. Nivel de cualificacion general alcanzado para el ingreso a la
universidad o titulo universitario. Para las variables cualitativas se uso la prueba Chi-cuadrado; para las variables
cuantitativas se utilizé ANOVA de una via. Valor de p indica las diferencias entre grupos. *Media + Desviacion estandar.
Los valores de p se refieren a la interaccion o a la comparacion entre grupos.
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Tabla 18. Valores medios del tiempo de reaccion (ms), condiciones distractoras y la sefial de aviso

observados en los nifios de 8.5 afios segun el grupo de estudio. La interferencia es la diferencia entre los

ensayos congruentes e incongruentes; la orientacion es la diferencia entre la sefial espacial y la central; la

Alerta es la diferencia entre No aviso y Doble Aviso.

FO 5-MTHF Placebo FO+5-MTHF P
(n=37) (n=27) (n=32) (n=34)

Velocidad Global 854 + 135 872 + 98 818 + 132 825 + 111 0.07

Interferencia 83+ 67 60 + 75 101 + 63 96 + 66 0.01
Congruente 830 + 142 862 + 125 793 + 136 801 + 111
Incongruente 913 + 130 923 + 93 894 + 139 897 + 120
Neutral | 819 £ 145 831 + 101 767 £ 132 778 £ 118

Orientacion 47 + 48 36 £ 69 41 + 54 38+ 70 0.95
Espacial | 819 £ 135 847 + 104 785 + 130 795 + 137
Central | 866 + 147 883 + 103 825 + 121 832 + 102

Alerta 43 + 56 48 + 77 74 £ 65 71+ 55 0.03
Doble | 845 £ 140 861 + 119 784 + 134 792 + 106
No | 888 133 909 + 109 857 + 131 863 + 111

FO: Fish oil; 5-MTHF: 5-metil-tetrahidrofolato. Se realizo andlisis de Covarianza entre factores con el FO y el 5-MTHF, y los
flancos o sefiales de aviso entre sujetos. Las co-variables fueron la edad, género, estatus socioeconomico y la lateralidad.
Los valores de p indican las diferencias entre grupos en las puntuaciones ejecutivas (interferencia), alerta y las de
orientacion. El valor de p global para la velocidad general se refiere a la diferencia entre grupos. Los restantes valores de
p se refieren a la interaccion del analisis.

RT Conflict Score (ms)

120 -

60

Fish Oil

5-MTHF

Placebo

Fish Oil + 5-MTHF

Groups of children depending on their mother's supplementation during pregnancy

Figura 4. Comparacion de las puntuaciones de conflicto en los nifios a los 8.5 afios. Las puntuaciones estan representadas en funcion
de la suplementacion que recibieron sus madres durante la gestacion {Fish oil (FO) (Aceite de Pescado), n=37; 5-metiltetrahidrofolato
(5-MTHF), n=27; Placebo, n=32; FO+5-MTHF, n=34). Los valores estan expresados como medias + error estandar de la media.
*P<0.05 tras la comparacion entre grupos mediante ANOVA y correccidn post-hoc por el test de Bonferroni. RT: tiempo de reaccion.
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4.2.3 Redes de Alerta y Conflicto

La transformacion logaritmica de las medias de las medianas de los tiempos de reaccion para las
respuestas corregidas de redes Alerta y Orientacion (Tabla 19 y Figura 5) se sometieron a un analisis 2
(FO, entre sujetos) x 2 (5-MTHF, entre sujetos) x 4 (condicion de la sefial intersujetos: espacial,
centrada, doble sefal, sin sefal) de medidas repetidas mediante ANCOVA (controlando por la edad,
sexo, status familiar y lateralidad).

Se observaron efectos principales significativos de la Senal de aviso [F(3,378)=77.12, p<0.001].
La interaccion de la condicién FO, 5-MTHF [F(1,122)=49.1, p=0.03], asi como la interaccion entre de
FO, 5-MTHF y la condicion de sefial de aviso fueron significativas [F(3,366)=2.99, p<0.04]. Ademas, las
puntuaciones de Alerta y Orientacidn se sometieron a un analisis 2 (FO) x 2 (5-MTHF) mediante ANCOVA
(controlando por la edad, sexo, familia y lateralidad). No se observaron efectos ni principales ni de
interaccion para las puntuaciones de Orientacion [todos F(1,122)<1]. Sin embargo, la interaccién de FO
y 5-MTHF fue significativa para las puntuaciones de los tiempos de reaccién de Alerta [F(1,122)=5.28,
p<0.03]. El andlisis de efectos simples de ésta interaccion mostrd que las puntuaciones de Alerta en los
nifios de los grupos de FO y 5-MTHF fueron menores respecto a los nifios del grupo de FO+5-MTHF
(ambos p<0.04). El mismo analisis para los errores de respuesta (Tabla 18) no arrojaron efectos

significativos [todos F(3,366)<1].
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Tabla 19. Porcentajes de error segun el grupo de suplementacion, distractores y las
condiciones de la sefial de aviso'.

FO 5-MTHF Placebo FO+5-MTHF P-value

(n=37) (n=27) (n=32) (n=34)

Total Errores | 8.1+£58 | 80+73 7.2+6.2 6.9 +6.1 0.42

Interferencia | 40+53 | 48+64 6.3 £ 10.8 5.8 +£8.0 0.52
Congruente | 6.5%6.5 5.6 +£6.2 45+5.2 43+5.1
Incongruente | 10.5£8.2 | 104 +£9.5 | 10.8 £12.3 10.1 £ 9.2
Neutral | 7.2 £4.8 8.2+8.0 6.2 5.6 6.3 +6.8

Orientacion 03+6.0 | -03+73 | -0.3+57 -0.2 £5.0 0.81
Espacial | 8.1 £ 6.6 8.7+9.0 7.8 £5.7 6.8+ 64
Central | 8.4 £6.7 8.4+ 84 7.5+ 84 6.6 £ 6.3

Alerta 1.2+6.9 1.2+4.1 -0.1£5.5 05+6.1 0.32
Doble | 7.8 +7.7 7.4 +8.3 7.0+6.7 7372
No| 9.0+6.6 | 86+64 6.9+6.8 7.8+7.6

!Los valores son los promedios de las medianas de los tiempos de reaccion + desviacion estandar (SDs). El andlisis
estadistico se realizo mediante ANCOVA en el grupo de recibio FO (Fish oil - Aceite de Pescado) y en el grupo de 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF) como factores inter-sujetos y flancos o sefiales como factores intra-sujetos. Las co-
variables fueron la edad, sexo, estatus socioecondomico y la laterlidad. Los valores de p indican las diferencias entre
grupos para las puntuaciones ejecutivas (interferencia), alertar (alerta) y las puntuaciones de orientacion. Los valores
de p para la velocidad general se refieren a las diferencias entre grupo; los restantes valores de p se refieren a la al
andlisis de interaccion. La ‘“interferencia” indica la diferencia entre los ensayos congruentes e incongruentes. La
"Orientacion” indica las diferencias entre las sefiales centradas y espaciales. La "Alerta” indica la diferencia entre no
senal y doble senal.
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5-MTHF

Figura 5. Tiempo de reaccion de las puntuaciones de Alerta en los nifios participantes en el Proyecto NUHEAL. Las
puntuaciones se presentan como una funcion de los 4 grupos suplementados: FO (Fish oil - Aceite de Pescado,
n=37); 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF, n=27); Placebo, n=32; FO+5-MTHF, n=34). Los valores representan medias
de las medianas + SEM. *Comparacion significancia segiin ANOVA y después de la correccién mediante el test de
Bonferroni, P = 0.04. RT: Tiempo de reaccion.
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4.2.4 Resultados de la Electroencefalografia

Solo 117 (FO, n=30; 5-MTHF, n=23; Placebo, n=30; FO+5-MTHF, n=34), de los 136
participantes, con al menos 25 artifact free epochs por condicion de flanco fueron incluidos en el analisis
restante. La prueba-t de masa univariada mostro diferencias significativas para la comparacién entre el
grupo 5-MTHFy el grupo Placebo solo para las puntuaciones de eficiencia de las redes de conflicto ERP
entre los 270-290 ms post-objetivo en los 3 canales del hemisferio izquierdo: F5, F3, y FC5. Estas
puntuaciones de eficiencia en éste intervalo y para éstos electrodos fueron analizados mediante un test
ANCOVA de medidas repetidas 2 (FO, entre sujetos) x 2 (5-MTHF, entre sujetos) x 3 (canales: F5, F3,
FC5), (controlando para la edad, sexo, status familiar y lateralidad). Se observaron efectos principales
significativos de Canal [F(2,226)=3.82, p<0.03). La interaccion entre FO y 5-MTHF resultdé también
significativa [F(1,113)=9.31, p<0.01). El analisis detallado de ésta interaccion indicd que el grupo de 5-
MTHF supera considerablemente las puntuaciones de los nifios pertenecientes a los grupos Placebo
(p=0.002), y FO+5-MTHF (p<0.02), y existe una tendencia casi significativa con el grupo de FO
(p=0.06) (Figura 6). Los nifios del grupo FO no difieren de los del grupo Placebo (p=0.09) o de los
nifios del grupo FO+5-MTHF (p>0.32). No se observaron diferencias entre los grupos Placebo y FO+5-
MTHF (p>0.59). Es importante mencionar que estos efectos se mantienen incluso cuando se usaron el

indice AA/DHA y el folato en plasma como confusores.

* * *

= - ' ' ' ' Figura 6. Media de las amplitudes
= de Conflicto asociadas al conjunto
. significativo de canales
= electroencefalogréficos en el
= 1 hemisferio izquierdo (canales
E‘ frontales: F5, F3; canales fronto-
© centrales: FC5) en los nifios
g participantes en el proyecto NUHEAL
=) 0 - - que fueron suplementadas con FO
= (Fish oil - Aceite de Pescado), n=37;
8 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF),
“é n=27; Placebo, n=32; o FO+5-
) A - MTHF, n=34. Los valores son medias
g + Error estandar de la media
= (SEMs). *Comparacion significativa
= _ ) basada en la aproximacion de

> | Fish Oil 5-MTHF Placebo Fish Qil+ masas-univariada usando la

B-MTHF estadistica t-max.
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La estimacion de sLORETA de las densidades actuales cerebrales en las ventanas de tiempo de
interés (200-550 ms post-aparicion de objetivo) para cada condicion y grupo fueron también sometidos
a una prueba-t de masas univariadas. Los resultados dieron lugar a dos grupos de voxels que
discriminaron entre los grupos 5-MTHF y Placebo, uno en el Iébulo parietal inferior derecho (BA40, punta
MNI coordenadas: 55, -40, 40) a 313-329 ms post-objetivo, y otro localizado en el giro cingulado
derecho (BA24, pico a MNI coordenadas: 5, -5, 50), a 395-423 ms post-objetivo (Figura 7A). La figura
6 también muestra el tiempo de actividad estimada del clister BA24 para la condicién incongruente
(Tabla 20, Figura 7B) y la condicion congruente (Figura 7C). Un pequefio grupo precuneus posterior (4
voxels, coordenadas MNI: 15, -70, 25, BA31) discriminaron entre 5-MTHF y FO+5-MTHF a 403-419 ms

post comienzo del objetivo.

Tabla 20. Regiones cerebrales relacionadas con las diferencias entre las condiciones Congruente e Incongruente en
relacion a las comparaciones de los grupos 5-MTHF (n=23) vs. Placebo (n=26) y los grupos 5-MTHF vs. FO+5-MTHF
(n=34)%

Lobulo Area Tiempo | k BA X Y z valor- t
(ms)

5-MTHF vs. Placebo Lobulo | Giro 395-423 | 12 24 5 -5 50 4.71*
limbico | Cingulado
LAbulo Parietal 313-329 4 40 55 | -40 40 4.51*
Parietal | Inferiorl

5-MTHF vs. FO+Placebo | Lébulo Precuneus | 403-419 4 31 15 -70 25 5.45%
Parietal

K=numero de voxels significativos; BA= Area de Brodman, x, y and z estan en el espacio del Instituto Neurologico de Montreal. Las
comparaciones se realizaron mediante la distribucion empirica de la estadistica t-max derivada de 5000 muestras aleatorias. *P<0.05.
FO: Fish oil (aceite de pescado), 5-MTHF: 5-Metiltetrahidrofolato.
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Figura 7.- (A) ClUster de la corteza medio-frontal en el que se observa aumento significativo en la activacion
relacionada con el Conflicto (estadistica t-max del estudio univariado de masas) en los nifios del grupo 5-MTHF
(n=27) respecto a los del grupo Placebo (n=32) a los 395-423 ms post aparicion de la ventana de tiempo del objetivo.
Promedio de la fluctuaciones de actividad estimada del cluster frontal-medio, en cada grupo de suplementacion para
las condiciones incongruente (B) y congruente (C). A, anterior; L, izquierda; P, posterior; R, Derecha; 5-MTHF: 5-
metiltetrahidrofolato.
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4.2.5 Resultados Bioquimicos

En las Tablas 21 y 22 se muestran las concentraciones de los acidos grasos poliinsaturados en
los fosfolipidos del plasma, acido folico y homocisteina, a lo largo de la gestacion y durante el parto, y
las diferencias encontradas entre los diferentes grupos de estudio.

Las madres mostraron el mismo nivel de acidos grasos y homocisteina al inicio del estudio
(semana 20, todas p>0.05). Los niveles de acido fdlico en plasma eran mas elevados al inicio del estudio
en el grupo de madres que recibieron la suplementacion con FO (p=0.03). Las madres suplementadas
con FO vy sus hijos recién nacidos mostraron un incremento en los niveles de acidos grasos a la semana
30 de gestacion y durante el parto, especialmente de los acidos grasos n-3, en comparacion con las de
los grupos suplementadas con 5-MTHF y Placebo (Todas p<0.05, excepto para AA, indice n6/n3, y
PUFA>n6, p>0.05). No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de los acidos
grasos en el cordon umbilical entre los 4 grupos de estudio, excepto para la suma de PUFA>n6. Los
grupos suplementados con 5-MTHF mostraron un aumento de los niveles de acido félico total y en
plasma a la semana 30 de gestacién, y también en el momento del parto, tanto en la madre como en

el cordén umbilical (todos p<0.05).

4.2.6 Asodadones entre las puntuadones de desempeiio y los niveles bioquimicos

La Tabla 23 muestra las correlaciones lineales significativas encontradas entre los parémetros
bioquimicos estudiados (acidos grasos, acido fdlico y homocisteina) durante el embarazo y parto con
las medidas conductuales (velocidad total, y redes de conflicto y alerta) y puntuaciones de eficiencia de
desempefio (red atencional de conflicto: errores y puntuaciones de eficiencia del ERP), y Alerta (tiempo
de reaccion).

En general, el indice AA/DHA durante el embarazo (semanas 20 y 30) se correlaciond
negativamente con la velocidad global. Los acidos grasos poliinsaturados medidos en cordén umbilical
(i.e. AA, DHA, n3-PUFA y PUFA>n3) se correlacionaron positivamente con los tiempos de reaccion en
general. Por otro lado, el indice n6/n3 durante la gestacion (semanas 20 y 30) y el parto se
correlacionaron positivamente con la velocidad en general. La homocisteina total al inicio del estudio y
en el momento del parto también se correlaciond positivamente con la velocidad total (tiempo de

reaccion).
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Tabla 21. Acidos grasos en los fosfolipidos del plasma, acido félico y homocisteina durante la
gestacion segun el tipo de suplementacion recibida.

Grupo de suplementacion
FO 5-MTHF Placebo FO+5-MTHF P
(n=37) (n=27) (n=32) (n=34)
Semana 20 de gestacion
AA (C20:4n6) (wt %) 5.98 + 0.25 5.87 £ 0.22 6.07 + 0.15 6.01 + 0.17 0.930
EPA (C20:5n3) (wt %) 0.18 + 0.04 0.20 + 0.04 0.27 + 0.08 0.25 + 0.06 0.650
DHA (C22:6n3) (wt %) 5.63 + 0.29 5.88 + 0.22 6.03 + 0.36 6.03 + 0.31 0.740
AA/DHA 3.74 + 0.35 3.79 + 0.35 3.86 + 0.37 3.22 £ 0.35 0.570
n6-PUFA (wt %) 31.76 + 0.49 31.76 + 0.49 31.85 + 0.57 31.19 + 0.58 0.760
n3-PUFA (wt %) 6.70 + 0.32 7.09 + 0.22 7.10 + 0.45 7.20 + 0.35 0.740
n6/n3 2.17 £ 0.29 1.84 + 0.28 1.95 + 0.33 2.20 £ 0.29 0.810
PUFA>n3 (wt %) 6.66 + 0.32 7.08 + 0.22 7.06 + 0.45 7.15 + 0.34 0.730
PUFA>N6 (wt %) 7.32 £ 0.27 7.19 + 0.21 7.22 £ 0.16 7.30 £ 0.18 0.970
Folato Plasma (nmol/L) 15.61 + 1.44 11.69 + 1.03 11.16 + 1.01 12.29 + 1.01 0.030
Folato total (nmol/L) 270.97+ 17.00 269.77 £ 21.24 | 258.86 + 23.23 | 265.12 + 16.43 0.970
tHcy (umol/L) 5.96 + 0.23 5.97 + 0.44 6.18 + 0.36 5.96 + 0.2 0.940
Semana 30 de gestacion
AA (C20:4n6) (Wt %) 5.25 + 0.13 5.49 + 0.17 5.36 + 0.16 5.22 +0.14 0.570
EPA (C20:5n3) (wt %) 0.57 + 0.04 0.22 + 0.03 0.29 + 0.03 0.56 + 0.04 0.001
DHA (C22:6n3) (wt %) 7.56 + 0.28 5.74 + 0.15 5.57 + 0.23 7.87 £ 0.22 0.001
AA/DHA 2.53 +0.26 3.67 + 0.35 3.83+0.3 2.41 + 0.25 0.001
n6-PUFA (wt %) 28.86 + 0.47 30.58 + 0.39 30.72 + 0.42 30.72 + 0.42 0.005
n3-PUFA (wt %) 9.16 + 0.32 6.86 + 0.16 6.86 + 0.26 9.41 + 0.25 0.001
n6/n3 1.57 + 0.24 1.83 £ 0.3 1.88 + 0.36 1.47 + 0.20 0.670
PUFA>n3 (wt %) 9.07 + 0.32 6.75 + 0.15 6.77 + 0.25 9.34 + 0.25 0.001
PUFA>N6 (wt %) 6.56 + 0.13 6.95 + 0.16 6.71 + 0.18 6.54 + 0.16 0.270
Folato Plasma (nmol/L) 6.94 + 0.59 10.88 + 0.64 6.94 + 0.69 16.79 + 5.44 0.050
Folato total (nmol/L) 196.01+11.12 228.52 + 13.33 | 190.92 + 12.76 | 258.44 + 14.03 | 0.001
tHcy (umol/L) 6.68 + 0.35 5.30 + 0.29 6.30 + 0.33 6.64 + 0.48 0.054
Parto
AA (C20:4n6) (wt %) 5.14 + 0.16 5.35 + 0.20 5.49 + 0.15 5.25 + 0.13 0.430
EPA (C20:5n3) (wt %) 0.43 + 0.03 0.29 + 0.04 0.25 + 0.04 0.25 + 0.04 0.001
DHA (C22:6n3) (wt %) 7.27 £ 0.28 5.73 + 0.33 5.56 + 0.3 7.55 + 0.30 0.001
AA/DHA 2.79 + 0.26 3.66 + 0.33 3.85 + 0.37 2.9 + 0.30 0.040
n6-PUFA (wt %) 29.15 + 0.37 29.77 + 0.46 30.92 + 0.47 28.91 + 0.45 0.006
n3-PUFA (wt %) 8.63 £ 0.32 7.09 + 0.36 6.7 £ 0.34 8.88 + 0.35 0.001
n6/n3 1.27 £ 0.21 1.79 £ 0.36 1.82 + 0.31 1.14 £+ 0.17 0.170
PUFA>nN3 (wt %) 8.54 £ 0.32 6.92 + 0.35 6.66 = 0.35 8.8 £ 0.34 0.001
PUFA>N6 (Wt %) 6.52 £ 0.16 6.90 + 0.19 6.98 + 0.17 6.62 + 0.18 0.178
Folato Plasma (nmol/L) 5.98 + 0.64 12.37 + 1.09 6.33 £ 0.83 13.54 + 1.13 0.001
Folato total (nmol/L) 173.58 + 10.55 238.24 + 16.11 170 + 13.59 273.52 £ 18.98 | 0.001
tHcy (umol/L) 7.46 + 0.47 6.4 + 0.57 6.58 + 0.39 7.35+ 0.6 0.360
Codon Umbilical
AA (C20:4n6) (wt %) 10.31 £+ 0.24 10.86 + 0.21 10.75 £+ 0.22 10.06 + 0.25 0.070
EPA (C20:5n3) (wt %) 0.07 £ 0.03 0£0 0.01 + 0.01 0.1 £ 0.05 0.090
DHA (C22:6n3) (wt %) 9.9 +£ 0.43 8.54 £ 0.4 9.03 £ 0.36 9.39 + 0.46 0.140
AA/DHA 1.99 £ 0.11 2.34 £ 0.16 2.12 £ 0.12 2.03 £ 0.15 0.290
n6-PUFA (wt %) 21.66 + 0.25 21.59 + 0.34 21.75 £ 0.3 21.15 £ 0.32 0.500
n3-PUFA (wt %) 9.99 + 0.44 8.54 £ 0.4 9.05 + 0.36 9.5 + 0.46 0.090
n6/n3 1.44 £ 0.14 1.69 £ 0.18 1.64 £+ 0.18 1.5 + 0.15 0.650
PUFA>nN3 (wt %) 9.99 + 0.44 8.54 £ 0.4 9.05 + 0.36 9.5 + 0.46 0.090
PUFA>N6 (Wt %) 12.6 + 0.24 13.2 £ 0.22 13.05 £ 0.21 12.32 + 0.25 0.040
Folato Plasma (nmol/L) 14.05 + 1.02 14.46 + 0.75 13.1 £ 0.92 16.98 + 1.18 0.050
tHcy (umol/L) 6.77 £ 0.33 6.70 = 0.76 5.68 + 0.27 6.28 + 0.50 0.350

FO: Aceite de Pescado (Fish oil); 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato; AA= Acido araquidonico (20:4n6); EPA=Acido
eicosapentaenoico; DHA= Acido Docosahexaenoico (22:6n3); n6= acidos grasos de la serie omega 6; n3= dcidos grasos de la
serie omega 3; PUFA=4cidos grasos polinsaturados; tHcy=Homocisteina Total. Los acidos grasos estan expresados porcentajes
(Wt%) del total de dcidos grasos detectados en los fosfoljpidos del plasma. El valor de P indica las diferencias entre grupos.
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Tabla 22. Diferencias significativas entre los promedios de acidos grasos, folato y homocisteina
durante la gestacion de los grupos de madres suplementadas.

Semana 20 Semana 30 Parto Materno Cordon
Umbilical
C20:4n6 - - - -
C20:5n3 - (FO=FO+5-MTHF) (FO=FO+5-MTHF) -
> >
(5-MTHF=Placebo) (5-MTHF=Placebo)
C22:6n3 - (FO=FO+5-MTHF) (FO=FO+5-MTHF) -
> >
(5-MTHF=Placebo) (5-MTHF=Placebo)
AA/DHA - (FO=FO+5-MTHF) - -
<
(5-MTHF=Placebo)
n6-PUFA - (FO=FO+5-MTHF) (Placebo) -
< >
(5-MTHF=Placebo) (FO=FO+5-MTHF)
n3-PUFA - (FO=FO+5-MTHF) (FO=FO+5-MTHF) -
> >
(5-MTHF=Placebo) (5-MTHF=Placebo)
Indice n6/n3 - - - -
n3>PUFA - (FO=FO+5-MTHF) (FO=FO+5-MTHF) -
> >
(5-MTHF=Placebo) (5-MTHF=Placebo)
PUFA>Nn6 - FO)>(FO+5-MTHF) - N
Acido fdlico (FO) >(FO+5-MTHF) - (5-MTHF=FO+5-MTHF) -
Plasma (nmol/L)
>
(FO=Placebo)
Acido Fdlico - (FO+5-MTHF)>(FO) | (5-MTHF=FO+5-MTHF) (FO+5-
total (nmol/L) MTHF)>(Placebo)
>
(FO=Placebo)
tHey (umol/L) - - - -

FO=Fish oil (Aceite de Pescado); 5-MTHF=metiltetrahidrofolato; AA=Acido araquiddnico de los fosfolipidos en plasma; DHA=Acido
Docosahexaenoico en los fosfolipidos del plasma; n6=0mega 6 dcidos grasos en los fosfolipidos del plasma; n3=0mega 3 dcidos
grasos en los fosfolipidos del plasma,; PUFA=acidos grasos polinsaturados en los fosfolipidos del plasma,; tHcy=Homocisteina.
Todas las diferencias marcadas son significativas en p<0.05.
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Tabla 23. Coeficientes de correlacion lineal entre las puntuaciones atencionales comportamentales (Velocidad
Total, Confiicto, y las redes de Alerta) (n:130) y eficiencia en el ERP (Red de conflicto) (n:117) con las medidas
de los parametros bioquimicos analizados en sangre y plasma materno durante la gestacion, en el momento

del parto y en corddn umbilical.

Velocidad Total Conflicto Alerta
RT Errores ERP Errores RT

Semana 20 de AA/DHA -0.265%* 0.198*
Gestacion n6/n3 0.320**

tHcy 0.220*
Semana 30 de AA/DHA 0.233** 0.214*
Gestacion n6/n3 0.310%*

Folato total (sangre) -0.181*
Parto EPA -0.201*

AA/DHA 0.198* 0.195*

PUFA>n6 0.205*

n6/n3 0.246**

n6-PUFA 0.242**

tHcy 0.173* 0.177*
Cordén Umbilical AA/DHA -0.226* 0.211*

AA -0.198*

DHA 0.253**

n3-PUFA 0.247**

n6/n3 0.330**

PUFA>n3 0.247**

Folato (plasma) 0.207*

RT= Tiempo de Reaccion; ERP= Potencial Relacionado con un Evento - diferencias en los promedios de amplitudes del cuero
cabelludo; PUFA= Acidos grasos poliinsaturados. Todos los dcidos grasos fueron medidos en los fosfolipidos del plasma; AA:
dcido araquidonico (C20:4n-6); EPA: dcido eicosapentaenoico (C20:5n3); DHA: acido docosahexaenoico (C22:6n3); n-6-PUFAS:
dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-6; n-3 PUFAs: acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3; tHcy=Homocisteina
total; *p<0.05, ** p<0.01.

Se comprobaron asociaciones significativas de los parametros bioquimicos y los tiempos de
reaccion de las puntuaciones de Conflicto. En relacion a los errores, se demostraron correlaciones
negativa del EPA y positiva del indice AA/DHA y de los n6-PUFAs maternos en el momento del parto,
con los errores en la respuesta de la solucién de conflicto. El &cido félico en plasma de cordén umbilical
y el indice AA/DHA en la madre en la semana 20 y 40 de embarazo y en corddén umbilical se
correlacionaron de forma positiva con las puntuaciones de ERP de Conflicto en sus hijos a los 8.5 afios
de edad. Ademas, el folato en plasma del cordédn umbilical se correlaciond significativamente con el
promedio de puntuaciones de Conflicto para el clister BA24 (r=0.25, p<0.01) en las ventana de tiempo
de interés (200-550 post-comienzo del objetivo). EI EPA en los fosfolipidos del plasma materno en el
momento del parto se correlaciond negativamente con la activacion diferencial del clister BA40 (r=-
0.23, p<0.05).

El indice AA/DHA en la madre en la semana 30 de gestacion y los PUFAs>n-6 en el momento

del parto se correlacionaron positivamente con el tiempo de reaccion de las puntuaciones de alerta.
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5. Discusion
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5.1 Estudio 1. Efectos de la suplementacion con aceite de pescado y/o 5-metil-
tetrahidrofolato en madres gestantes sobre la atencion en sus hijosalos 7.5a9

afos.

El objetivo principal de éste estudio fue investigar los efectos de la suplementacion materna con
aceite de pescado {Fish oil (FO): 500 mg de DHA+150 mg de EPA/dia} y/o 5-MTHF desde la semana
20 de gestacion hasta el momento del parto, sobre desarrollo de la atencion en los nifios a los 7.5y 9
afios de vida. El presente estudio es Unico al tratar de evaluar los efectos de la suplementacion de FO
y 5-MTHF prenatal con referencia a la atencidén de los nifios, llevando a cabo un seguimiento tan
detallado a lo largo del tiempo y tan a largo plazo (Campoy et al., 2011; Helland, Smith, Saarem,
Saugstad, & Drevon, 2003; Helland et al., 2008).

Los hallazgos del presente estudio muestran que la suplementaciéon con FO mejora la atencién
de los nifios a los 9 afios en comparacion con los demas grupos en la prueba CCTT 1 y Stroop Color. En
el caso del CCTT1, CCTT2 y Stroop Color, los ninos cuyas madres recibieron suplementos con FO durante
la gestacion mostraron mas posibilidades de obtener una puntuacién por encima del percentil 75,
respecto a los nifios de los otros grupos de estudio. En relacion a la prueba Stroop Palabra-Color, los
grupos suplementados no presentan una mejora con respecto a la atencion, en congruencia con estudios
previos publicados (Muldoon et al., 2010; Ryan & Nelson, 2008b). La suplementacién con 5- MTHF o
FO+5-MTHF no produjeron ningdn cambio significativo en la atencion medida con los tests
mencionados. Se ha comprobado que la suplementacién con FO resulta en un aumento de los valores
plasmaticos de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (DHA y EPA), lo cual puede ser un
tratamiento efectivo para mejorar el desarrollo cognitivo, en especial la atencion (Vaisman et al., 2008).
Otros estudios han asociado Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad en nifios con deficiencia
de acidos grasos esenciales y una reduccion de las concentraciones plasmaticas de LC-PUFAs de las
series n-3 y n-6 (Antalis et al., 2006).

Uno de los aspectos estudiados es la evolucién de la atencién entre los dos momentos temporales
(7.5 vs 9 afos). Tanto en las pruebas CCTT como en las pruebas Stroop se observa una mejoria en el

rendimiento entre los 7.5 y los 9 afios, lo cual es congruente con el proceso natural de desarrollo. En el
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CCTT 2 la resolucion de la tarea no muestra una diferencia significativa entre las diferentes edades,
probablemente debido a la complejidad de la tarea.

Otro aspecto importante relacionado con el rendimiento en las pruebas atencionales es la
influencia del tipo de parto, ya que se observa un efecto negativo en la atencion de los nifios medido
en la prueba del CCTT1, siendo los nifios nacidos por cesarea los que muestran un peor desempefio en
la misma; aunque la bibliografia es escasa con relacion a este tema, existen estudios como el de Ketzer
et al. 2012, donde se ha visto que en los partos con complicaciones perinatales los nifios tienen mayor
riesgo de padecer un déficit de atencion.

En relacion a los niveles plasmaticos de acidos grasos y folato, hay una asociacion positiva entre
el indice AA/DHA en PE de las madres en el momento del parto y la atencion de los nifios tanto para la
prueba CCTT 1 y 2. Con respecto a la prueba Stroop se observa una asociacion similar en el indice
AA/DHA en la semana 30 del embarazo y en los niveles de AA del cordon umbilical. (Colombo et al.,
2004a; Koletzko et al., 2008; Vaisman et al., 2008) encontraron evidencia que sugiere una conexion
entre los niveles de DHA de la madre en el momento del parto y cordén umbilical, y un beneficio en el
desarrollo cognitivo y atencional en la infancia (Bouwstra et al., 2006; Escolano-Margarit et al., 2011).
Recientemente, Lepping et al. (Lepping RJ, et al. 2019) han demostrado en el seguimiento de los nifios
participantes en el estudio DIAMOND que el equilibrio entre DHA y AA determina una mayor conectividad
funcional entre las regiones de las redes de atencién dorsal (IPL) y ventral (DLPFC/Insula). Aunque
estos dos sistemas de atencidn estan implicados en diferentes procesos de atencidn, la coordinacion es
critica para la orientacion y los cambios de flexibilidad en las tareas de atencion (Vossel, Geng, & Fink,
2014). Estos resultados confirman la importancia del equilibrio entre AA y DHA en la vida precoz
obtenidos en el presente estudio y de los efectos sobre la atencién de los nifios a largo plazo.

Sorprendentemente, el consumo de tabaco ha mostrado una relacién positiva con el Stroop.
Estos resultados van en direccion opuesta a resultados previos que han mostrado el consumo de tabaco
afecta de manera negativa en el desarrollo ulterior de la atencion del nifio (Banerjee, Middleton, &
Faraone, 2007); asimismo, otros estudios previos han encontrado asociaciones negativas entre el
consumo de tabaco por parte de la madre en el embarazo y el rendimiento de sus nifios y el desempefio

de los nifos en diversas tareas de atencion a los 6 afios de edad (Fried, Watkinson, & Gray, 1992;
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Leech, Richardson, Goldschmidt, & Day, 1999). Por esto, consideramos que los resultados obtenidos

pueden ser espurios y deberan ser replicados.

5.2 Estudio 2. La suplementacion materna de folato y acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga durante la gestacion y sus efectos en el sistema

atencional de sus hijos a los 8.5 anos. Estudio a doble ciego aleatorizado.

En el presente estudio aleatorizado a doble ciego, intentamos determinar los efectos de la
suplementacion materna durante la gestacion con FO y/o 5-MTHF en el desarrollo a largo plazo del
sistema de atencion de los nifios, respecto a aquellos cuyas madres recibieron placebo. Se obtuvieron
dos resultados importantes; en primer lugar, tal y como se esperaba, dependiendo del tipo de
suplementacién que recibieron las madres desde la semana 20 de gestacién hasta el momento del parto,
se pudo observar un aumento de las concentraciones de acidos grasos en los fosfolipidos del plasma
y/o acido folico tanto en la madre como en el hijo (corddn umbilical) (Tablas 21 y 22). En segundo
lugar, se comprobaron efectos a largo plazo de la intervencién temprana en la madre, sobre el sistema
atencional del nifio a los 8.5 afios. Se pudieron comprobar efectos de la suplementacién materna sobre
la conducta y la actividad cerebral (especialmente del 5-MTHF) sobre la red atencional Ejecutiva, y en
menor grado sobre la red de Alerta. Teniendo en cuenta que la brecha temporal entre la suplementacién
nutricional en la madre y las pruebas de atencidn realizadas en los hijos fue de 8.5 afios, los resultados
obtenidos muestran una relacion causal entre la alimentacion temprana en la madre y el desarrollo a
largo plazo de su hijo. Es interesante destacar que estos efectos se producen en un periodo critico de

maduracion de las funciones ejecutivas (Shaw P, et al., 2008).

5.2.1 Atencion ejecutiva

En relacion a las medidas comportamentales, se observd que el indice de eficiencia de la red
Ejecutiva (Puntuaciones de Conflicto) fue mas bajo (mejor) en nifios nacidos de madres suplementadas
solamente con 5-MTHF; estos nifios mostraron un mejor desempefio de aquellos nacidos de madres
suplementadas con Placebo y FO+5-MTHF. Ademas, los analisis de ERP indicaron que en un conjunto

de canales del hemisferio frontal-izquierdo, la eficiencia de las puntuaciones de ERP eran mas altas a
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los 270-290 ms post-objetivo en nifos nacidos de madres suplementadas con 5-MTHF respecto al resto
de los grupos. Esta ventana de tiempo se piensa habitualmente cuando se realiza una monitorizacion
del conflicto y la supresion de la conducta irrelevante, y se interpreta como un indice neuroldgico de la
funcion ejecutiva en nifios (Abundis-Gutierrez, Checa, Castellanos, & Rosario, 2014; Espinet, Anderson,
& Zelazo, 2013). Las estimaciones actuales de las fuentes de densidad cerebral indican que hay
diferencias en la activacion de un cluster de voxels localizados en la corteza medio-frontal derecha
(incluyendo el cingulo dorsal, area BA24). Se ha sugerido que estas areas estan involucradas en el
control general del comportamiento (Fedorenko, Duncan, & Kanwisher, 2013) y en diferencias en la
monitorizacion del conflicto como funcion de las trayectorias del desarrollo (van Meel, Heslenfeld,
Rommelse, Oosterlaan, & Sergeant, 2012). Ademas, las diferencias de incongruencia-congruencia en la
activacién estimada de esta area cerebral, y los voltajes en el craneo, estan relacionados positivamente
con los niveles de acido félico en plasma de corddn umbilical, pero no con las concentraciones de acidos
de grasos en los fosfolipidos plasmaticos. Ademas, a pesar que no se comprobaron diferencias en las
prevalencias del polimorfismo del MTHFR C677T, esta variacion del MTHFR determina resultados
similares, ya que una baja ingesta de folatos parece ser responsable de la disfuncién del control de la
respuesta por parte del cingulo dorsal (Roffman et al., 2011a), cuya intensidad va a depender de los
alelos de MTFHR que porte la madre (Roffman et al., 2011b). A esto se afiade que se ha comprobado
en Macacus Rhesus que los niveles altos de la homocisteina sérica se asocian a una reduccion del
volumen de materia gris en el cdrtex cingulado anterior y medio, entre otras areas cerebrales (Willette
et al., 2012). Estos resultados sugieren que la suplementacion prenatal con acido félico puede mejorar
la funcion de las areas cerebrales involucradas en el control ejecutivo de la conducta, tal vez previniendo
la deficiencia de dopamina prefrontal cominmente observada en las patologias de las funciones
ejecutivas (Roffman et al., 2008).

Los nifios nacidos de madres suplementadas con aceite de pescado mostraron también una
pequena ventaja en la resolucion del conflicto (el grupo FO presentaron puntuaciones entre el grupo
5-MTHF vy el grupo placebo y FO+5-MTHF). Aunque se esperaba ventajas en la funcion ejecutiva en
este grupo, las recientes revisiones sistematicas y meta-analisis de estudios a doble ciego con grupo
control, indicaron que no hay una evidencia cierta en los efectos a largo plazo de la suplementacion de

LC-PUFA's durante el embarazo sobre el desarrollo cognitivo (Campoy et al., 2012; Gould et al., 2013).
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De igual modo, varios resultados de RCT’s han fracasado en el intento de mostrar ventajas a largo plazo
en las respuestas a tareas de conflicto de sus participantes: a) Nifios nacidos de madres lactantes
suplementados con FO (Cheatham, Nerhammer, Asserhoj, Michaelsen, & Lauritzen, 2011b), o b) nifios
suplementados durante varias semanas antes de las evaluaciones cognitivas (Jackson, Reay, Scholey,
& Kennedy, 2012; Yi, Kable, Evatt, & Singh, 2011). Ademas, parece que el aumento en el consumo de
FO durante el embarazo no debe tener necesariamente un efecto a largo plazo sobre las funciones
ejecutivas. Son necesarios mas estudios para descubrir los efectos reales del FO durante la gestacion
sobre las redes frontales involucradas en las funciones ejecutivas.

También se pudo observar una reduccion de la ventaja en la funcidn ejecutiva de la
suplementacion temprana con 5-MTHF cuando se afiade Aceite de Pescado (la condicion FO+5-MTHF
no difirid del grupo Placebo en ninguna de las medidas, pero fue diferente del grupo 5-MTHF cuando
las madres lo recibieron de forma Unica). Por el momento, no existe un solo estudio con este mismo
disefio, de tal manera que los resultados contradictorios reportados aqui, especialmente los relacionados
con el grupo FO+5-MTHF deben ser tomados con cautela y necesitan de una investigacion futura. Un
posible mecanismo para esta interaccidon puede estar relacionado con alteraciones metabdlicas (Jackson
et al., 2012; Rao, Joshi, Kale, Hegde, & Mahadik, 2006). Se pudo comprobar que el acido félico en
plasma en las semana 30 del embarazo resultd 1.5 veces superior en los grupos FO+5-MTHF y 5-MTHF.
Teniendo en cuenta que el acido félico en plasma estd significativamente relacionado con las
puntuaciones de resolucion de Conflicto, se puede decir que los beneficios del acido félico durante la
gestacion sobre las areas cerebrales que controlan las funciones ejecutivas es dosis dependiente. Esto
concuerda con los resultados de otros estudios que muestran una relacion dosis-respuesta entre las
concentraciones del folato en plasma y el riesgo de padecer problemas emocionales en nifios de 6 afios
nacidos de madres deficientes de acido folico en el embarazo (Jackson et al., 2012; Steenweg-de et al.,
2012; Jackson et al., 2012; Steenweg-de et al., 2012).

Diferentes estudios han demostrado una clara relacion entre el acido folico, la vitamina B12 y los
LC-PUFAs; de hecho, se ha sugerido un mecanismo sinérgico (Jackson et al., 2012; Meher, Joshi, &
Joshi, 2014; Umhau et al., 2006). No obstante, esta posibilidad no explicaria por completo el aumento

similar de las concentraciones de DHA en los fosfolipidos del plasma materno observado en las madres
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que recibieron la suplementacion FO o junto con 5-MTHF, con diferentes efectos a largo plazo sobre los

sistemas de atencion evaluados.

5.2.2. Red de Alerta

Los nifios nacidos de madres suplementadas con FO o 5-MTHF no parecen aprovechar la ventaja
de la informacion provista por la sefial de alerta cercana a la presentacion del objetivo, eso quiere decir,
que su preparacion para responder parece estar disminuida respecto a los nifios nacidos de madres que
recibieron Placebo o FO+5-MTHF. Estos resultados son coherentes con la propuesta relacion inhibitoria
entre las redes de conflicto y de alerta (Abundis-Gutierrez et al., 2014; Callejas, Lupianez, Funes, &
Tudela, 2005; Jackson et al., 2012). Dado que las areas cerebrales involucradas en las redes de alerta,
estructuras subcorticales como el locus coeruleus, ademas de las areas parietales y prefrontales, con la
participacién fundamental de la liberacién de norepinefrina en la fase de alerta, merece la pena sugerir
que el potencial efecto de estos dos nutrientes se basa en la reduccion de las concentraciones de
norepinefrina. Con esta idea, Hamazaki et al., 2005 en un estudio aleatorizado observaron que la
suplementacién aln pequefas dosis de EPA+DHA reducian significativamente las concentraciones
plasmaticas de norepinefrina, respecto al grupo control. Por otro lado, las bajas puntuaciones de Alerta
en los nifios nacidos de madres suplementadas con 5-MTHF pueden estar relacionadas a un aumento
del nivel de norepinefrina. Los efectos de norepinefrina sobre la corteza cerebral son concentracion-
dependientes (Aston-Jones, Chiang, & Alexinsky, 1991), asi que altas tasas de actividad del locus
coeruleus (fuente cerebral de norepinefrina) pueden alterar el desempefio de la memoria (Birnbaum,
Gobeske, Auerbach, Taylor, & Arnsten, 1999; Finlay, Zigmond, & Abercrombie, 1995), y del sistema de
alerta (Rajkowski, Kubiak, & Aston-Jones, 1994; Usher, Cohen, Servan-Schreiber, Rajkowski, & Aston-
Jones, 1999).

A pesar de la alta tasa de abandono en el presente estudio, se ha podido detectar una diferencia
en el tiempo de reaccion para las puntuaciones de conflicto (36 ms) en Atencion Ejecutiva (poder
estadistico de 80%). Ademas, éste es el primer estudio en el mundo en tener éste tipo de analisis en
relacion a la nutricion en 130 nifios. El poder estadistico del estudio resultd lo suficientemente alto para

detectar diferencias electrofisioldgicas relevantes entre los grupos de estudio. Sdlo existe una tendencia
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observada en algunos de los resultados obtenidos mediante EEG, la cual probablemente seria
significativa con una poblacion mas grande; pero, en general, no parece que una poblacion mas grande
hubiera conducido a encontrar diferencias significativas en la mayoria de los sistemas de atencion
estudiados.

En relacion al andlisis de correlacion con los parametros bioquimicos, en el presente estudio se
ha intentado ofrecer los resultados obtenidos con el andlisis exploratorio, con los datos que
consideramos interesantes, y por tanto se decidid no corregir por los problemas de comparacion
multiple. Pero estd claro que los resultados obtenidos requieren ser confirmados con estudios

posteriores y mayor tamafo muestral.
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6. Conclusiones
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CONCLUSIONES:

1)

2)

3)

4)

5)

La suplementacion materna con FO durante la gestacion mejora la atencion en sus hijos a los 8.5

afios medida con el CCTT. Esa mejoria se correlaciona de forma positiva con el indice AA:DHA.

Tras el ajuste por los factores confusores, los nifos cuyas madres fueron suplementados con FO
durante el embarazo, tienen mas probabilidad de puntuar por encima del percentil 75 en los tests

CCTT 1, CCTT 2y Stroop Color.

La suplementacion durante la gestacion con 5-MTHF, y no el FO o FO+5-MTHF, mejora la atencidn
ejecutiva (resolucion del conflicto) en los nifios a los 8.5 afios, medida con la tarea ANT. Esta
ventaja en la resolucién del conflicto parece estar basada en la activacién del cdrtex cingulado,
area del cerebro fundamental en la red ejecutiva, cuya actividad parece ser dependiente de las

concentraciones de acido fdlico en plasma durante la gestacion.

El nivel del indice AA:DHA durante la gestacién y el parto se asocia a la activacion del cortex
cingulado en sus hijos a los 8.5 afios de edad. Se demuestra una vez mas la importancia del
equilibrio entre ambos acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, AA y DHA, y la necesidad
de un estado nutricional adecuado de estos acidos grasos en la vida precoz, por el gran impacto

a largo plazo que muestran sobre el desarrollo cerebral.

Los resultados que se exponen en el presente trabajo coinciden tanto los obtenidos mediante tests
neuropsicolégicos como los obtenidos mediante EEG/ERP que confirman los efectos de la
suplementacién prenatal sobre el desarrollo de la atencién de los nifios a la edad escolar. Los
resultados sugieren la existencia de una programacion precoz del cortex cingulado de los nifios
que se manifiesta a largo plazo en la edad escolar. Estos hallazgos son importantes para la salud
publica, pues indican la posibilidad de disefar estrategias individualizadas de intervencion

nutricional en la vida precoz que permitan mejorar el desarrollo cerebral de la poblacion.
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ABSTRACT

Background: During fetal and perinatal periods, many nutrients, such
as long-chain polyunsaturated fatty acids [contained in fish oil (FO)]
and folate, are important in achieving normal brain development. Sev-
eral siudies have shown the benefits of early nutrition on children’s
neurocognitive development. However, the evidence with regard to the
atiention system is scarce.

Objectives: The aim of this study was to analyze the long-lerm
effects of FO, S-methyltetrahydrofolate (5-MTHF), or FO+5-MTHF
prenatal supplementation on attention networks.

Design: Participants were 136 children born to mothers from the
NUHEAL (Nutraceuticals for a Healthy Life) project (randomly
assigned to receive FO and/or 5-MTHF or placebo prenatal sup-
plementation) who were recalled for a new examination 8.5 v later.
The response conflict-resolution ability (using congruent and in-
congruent conditions)). alerting, and spatial orieating of attention
were evaluated with behavioral measures (Attention Network
Test), electroencephalography/event-related potentials (ERPs), and
standardized low-resolution brain electromagnetic tomography
(sLORETA).

Results: Children born o mothers supplemented with 5-MTHF
alone solved the response conflict more quickly than did the placebo
and the FO+5-MTHF groups (all P < 0.05). Differences between
ERP amplitudes for the conflict conditions were also observed.
sLORETA analysis showed higher activation of the right midcingu-
late cortex for the incongruent condition. In addition, a significant
slowing down of response speed depending on the waming cue in
the 5-MTHF and FO groups was observed.

Conclusions: Folate supplementation during prégnancy. rather than
FO or FO+5-MTHF supplementation, improves children’s ability to
solve response conflicts. This advantage seems to be based on the
higher activation of the midcingulate cortex, indicating that early
nutrition influences the functionality of specific brain areas involved
in executive functions. This trial was registered at clinicalirials gov as
NCTO1180933. Am J Clin Nutr 2016:103:115-27.

Keywords: attention, child development, evoked potentials, poly-
unsaturated fatty acids, folate, prenatal nutrition

Am J Clin Nagr 2016;103:115-27. Printed in USA. @ 2016 American Society for Nutrition

INTRODUCTION

The effect of prenatal nutrition on later brain and cognitive
development is receiving increasing attention (1). During fetal
and neonatal periods, all nutrients are important for achieving
normal development—in particular. B-group vitamins (2), long-
chain PUFAs (LC-PUFAs)"" (3). and folate (4). There is a wealth
of data that indicates that insufficient maternal nutrition leads
to impairments in brain development, encompassing cell pro-
liferation and maturation, and a decrease in growth factors,
which may have long-term effects on cerebral structure and
function (5).

LC-PUEAs, especially docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3)
and arachidonic acid (AA; 20:4n—6). have several influences on
brain development (6-8). They seem to affect membrane structure
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and function of neuron cell membranes, speed of signal trans-
mission (%), gene expression, ion channel regulation (10), and
neurogenesis (11). Some randomized controlled trals (RCTs) that
specifically addressed n-3 LC-PUFA supplementation during
pregnancy andfor lactation persistently showed a direct dose-
response relation between DHA intake and mothers” DHA con-
centrations in plasma or erythrocyte phospholipids and brain
development but have not consistently shown benefits on de-
velopmental outcomes in children (6, 12-17).

The published research about the potential positive effects of
LC-PUFAs on the attention system is scarce. [t has been reported
that DHA supplementation in children is associsted with an
increase in dorsolateral prefrontal contex activation (18). Chil-
dren's looking behavior and distractibility are related to maternal
concentrations of DHA at delivery (19), and fish consumption
during pregnancy has been shown to have a protective effect
against attention-deficivhyperactivity disorder (20). However,
there is no clear evidence that shows a positive effect of DHA
supplementation during pregnancy on the offspring’s attention
system (17).

Folate also plays a crucial role in the prevention of neural tube
defects (21) and in neurogenesis, apoptosis, and the normal
development of the nervous system (22, 23). Low folic acid
intake 15 known o contribute to increased concentrations of
plasma homocysteine, which are related w poor pregnancy
outcomes (24) and to variations in the methylenetetrahy drofolate
reductase (MTHFR) gene (25). Low maternal folate concentra-
tions during pregnancy are associated with behavioral problems
during childhood (26), an increased risk of attention deficits,
reduced problem-solving  ability (27), and lower cognitive
function, such as with reasoning or verbal fluency (28, 29).
However, the use of multivitamin-contuining folic acid supple-
mentation during pregnancy is not associsted with any benefit 1o
mental performance in children (30).

The attention system represents a complex interaction of
neural systems. Different authors (31, 32) have summarized the
well-known attention network theory, which separates the at-
tention system into 3 segregated networks: conflict (executive
control), alerting, and orienting. The conflict network involves
mechanisms for monitoring behavior and for resolving conflict
among stimuli, thoughts, feelings, and responses. This network
includes the basal ganglia, cingulate cortex, and the dorsolateral
prefrontal cortex (33-35). Simultaneous electroencephalography
and fMRI recordings indicate that the activity of midfrontal and
temporoparietal areas (36) underlies the processes involved in
response conflict resolution (37). Therefore, electroencepha-
lography has been considered to be a valuable method for the
assessment of the brain’s functions that are linked 1o nutn-
tion and higher cognitive functions {38—40). “Alerting™ involves
arousal and vigilance; it is related o achieving and maintaining
a state of being very sensitive to incoming stimuli combined with
a readiness to react. The cerebral areas implicated in aleting tasks
are the locus coeruleus, the parietal lobe, and the right frontal
cortex (41). Attentional “orienting” is associated with the pro-
cesses of selecting information from sensory input and shifting
attention between stimuli. The frontal eye fields, the supenor
colliculus, the temporul parietal junction, the superior parietal
cortex. and the thalamus are considered their major nodes (42).

The methodologic procedures to explore the attention sys-
tem related to the effects of early supplementation are under

discussion; most of the research used classical attention tests
that do not provide a whole picture of the attention system state.
Moreover, when the attention system has been the main target
of research, only a subset of the attentive functions has been
explored. In fact, no single study has simultaneously examined
the 3 major attention networks (conflict resolution, orienting,
and alerting), and no one used technigques designed to explore
the specific critical window when early nutrition can affect the
sophisticated brain events that mediate stimulus and response.
The present research aimed at determining the potential effect
of LC-PUFA [contained in fish oil (FO)]. folate [5-methyltetra-
hydrofolate (5-MTHF)], placebo or FO+35-MTHF supplements
during pregnancy on the long-term development of the human
attentional system in the offspring up to 8.5 v by using behavioral
and event-related potential (ERP) measures. Thus, our research
attempts o uncover the effects of maternal early supplementation
on the executive, alerting, and orienting functions of the attention
system by using behavioral and electrophysiologic recondings
while the children performed the Attention Network Test.

METHODS

Study design

This is a follow-up study of the NUHEAL (Nutrucewticals for
a Healthy Life) cobort, a multicenter, modomized, double-blind, 2
2 factonal placebo-controlled tnal aimed at determining the long-
term effects of LC-PUFAs and folate supplementation during the
second half of pregnancy on several health and development out-
comes in the offspring. A total of 312 pregnant women attending
antenatal care clinics were recruited before the 20th week of
pregnancy in 3 European centers (Germany, Spain, and Hungary);
270 women were followed up until they gave birth. Inclusion cri-
teria wene as follows: healthy, pregnant women, aged 1540 v, with
uncomplicated singketon pregnancies and a body weight between
50 and 92 kg at study emtry. The women were not supplemented
with FO from the beginning of their pregnancy or folate andfor
vitamin B-12 supplements after the 16th week of gestation.

Details of the original sample in the NUHEAL study design
have been reported elsewhere (43). In short, pregnant women were
randomly assigned w0 1 of 4 supplememtation groups. From the
20th week of pregnancy until delivery, women were supplemented
with 1 sachet of a milk-based supplement/d (Blemil Plus Matter;
Ordesa Laboratories S.1L.) containing 1 of 4 formulas: /) modified
FO. providing 500 mg DHA + 150 mg EPA (Pronova Biocare);
2) 400 pg 5-MTHF (BASF); 3) FO+5-MTHF; or 4) placebo
together with vitamins and minerals meeting the European rec-
ommendations for pregnant women in the second half of preg-
nancy. Detailed instructions were given on the label of each
sachet, and sufficient supplement was provided at each visit 1o
last until the next one or, in the last visit until delivery. Subjects
were instructed to retum lefiover sachets to the study center.
Compliance was assessed in standardized questionnaires at ges-
tation week 30 and at delivery by asking each subject how many
days of dosing she had missed (e.g.. <6, <5, or none); mothers
returned the sachets that were not consumed.

After delivery, women were encouraged to breastfeed their
infants. Infants who required formula feeding because their
mother did not (fully) breastfeed were provided with 2 dif-
ferent infant formulas: both of the formulas met the European
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legislative standards and were identical in all components with
the exception of fatty acid composition. If the newhorns were
born o FO-supplemented women, they received an infant for-
mula containing 0.5% of total fatty acids as DHA and 0.4% as
AA, whereas children born to mothers in the placebo or 5-MTHF
groups received a formula virtually free of DHA and AA duning
the first 6 mo of postnatal life.

Parents of the NUHEAL children were later reapproached and
asked to participate in a new neurologic assessment when their child
was B.5 v. Several children were not included in the follow-up study
for the following reasons: 4 children were bomn prematurely before
the 35th week of pregnancy, 1 child was bom with a congenital lefi-
side anophthalmus, 1 child developed cramiosynostosis, and another
was reported o have lefi-side deafness. One hundred thirty-six
children (23.5%, n = 32, from Ludwig-Maximilians-University of
Munich, Germany; 70.6%. n = 96, from the University of Granada,
Spain; and 59%, n = 8, from the University of Pécs, Hungary)
accepied (o participate in this follow-up assessment

At 8.5 y we did not observed differences in the drop-out rates
between intervention groups (P = 0.82). The main reasons for
dropping out were relocation (n = 7), loss of contact (n = 75),
and unwillingness to continue (7 = 45). A wotal of 136 children
were therefore included in the present study at 8.5 y. No dif-
ferences were observed in sociodemographic variables (all P >
0.20) (Table 1). Parents of the participants reported similar
family status, which included mother's and father's jobs, em-
ployment, career, cultural, and scademic levels. In addition, the
distribution of the MTHFR CA77T polymorphisms was also
similar between groups.

Data collection

Sociodemographic, clinical, and anthropometric data from
mothers and their offspring were previously collected at the be-
ginning of the study as well as for the children at the present
evaluation time. Maternal blood samples were obtained by veni-
puncture at week 20 and 30 of pregnancy, at delivery, and from the
umbilical cord.

Behavioral attentional scores were obtained from the child
version of the Atention Network Test. Electroencephalography
data were collected while participants performed the attention
task. In the present report, primary outcome measures included
behavioral scores (attention efficiency scores and errors) and ERP
data collected during the performance of the Attention Network
Test. Source localization analysis and neuroimaging were also
performed.

The study protocol was approved by the homan research ethics
committees of all centers participating in the study. Written
informed consent was obtained from all participants at study
entry and at follow-up. The NUHEAL project is registered at
www.clinicaltrials. gov (NCTO1180933),

Biochemical data analysis

For the assessment of fatty acids in plasma phospholipids [A &,
eicosapentaenoic acid (EPA, 20:50-3), DHA, AA:DHA ratio, n—6
PUFAs, n-3 PUFAs, n—6m-3 ratio, PUFAs n-3, PUFAs >n—
6], folate status (plasma and whole-blood folate), and homo-

cysteine, 10 mL maternal venous blood was collected into
EDTA tubes at study entry (week 20) and again at gestation
week 30. At delivery, 12 mL maternal blood was collected into
EDTA tubes in addition to 12 mL venous placental cord blood.

Alfler blood centrifugation (3500 > g for 10 min at room
temperature within 2 h). plasma was obtained and stored at
—80°C until analysis. Lipid extraction followed the Kolarovic
and Fournier method (44). Liquid chromatography with ami-
nopropyl columns (Sep Pak cartridges: Water) were used for
phospholipid isolation {45). The isolated phospholipids were
trans-esterifed by treatment with methanolic hydrochloric acid
(46). Results are expressed as percentages by weight (wif) of
total detected fatty acids.

A microbiologic assay with the use of a chloramphenicol-
resistant strain of Lactobacillus casei was performed for folate
analysis as described previously (47). Intra- and interassay CVs
were << 11%. Resulls are expressed in microgrames per liter. The
analysis of whole-blood folate was obtained by using a method
adapted from the CDC ID-LC-MS/MS method (48, 49). Results
are expressed in nanomoles per liter. Total homocysteine anal-
ysis was performed by using the isotope dilution gas chroma-
tography—mass spectrometry method (50). Results are expressed
in micromoles per liter. The full procedure of fany acids and
folate analysis can be found in Campoy et al. (13).

Genetic analysis: MTHFR Co77T polymorphism

Genomic DMNA was prepared from blood samples from
mothers and their offspring (umbilical cord) obtained at delivery.
The methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677C > T
polymorphism was analyzed by polymerase chuin reaction am-
plification, restriction enzyme digestion, and DNA fragment
separation by electrophoresis. Allelic frequencies and genotype
distributions were established in the mothers and their offspring
(51

The Attention Network Test

Electroencephalography, reaction times, and response acco-
racy were collected while participants performed the child version
(52) of the Atention Network Test (53). The test was designed o
evaluate the 3 atienbon networks: executive, alerting, and ori-
enting. In short, a target horizontal array of either 5 fish (o central
target flanked on each side by 2 distractors) or a single fish
wits displayed above or below a central fixation cross. The target
wis preceded by 1 of 4 warning cues: a single central asterisk;
a double asterisk above and below the fixation point; no asterisk;
or a single spatial asterisk located at the same position as the
incoming target. The child participant had o click a computer
mouse indicating whether the central target fish pointed to the lefi
or to the right. After the wrget display, auditory and visual
performance feedback was provided. After a practice block of 24
trials, exch participant performed 3 blocks of 48 trials each. Each
block consisted of 16 trials for each flanker-target condition:
incongruent (the central target fish pointed 1o the side opposite to
the flanker fish), congruent (all of the fish pointed o the same
side], and neutral (single fish). In each block there were 12 trials
for each warning cue condition. Warning cue and flanker con-
ditions were crossed in a factorial array, so that for each block
there were 4 tnals for each cue-flanker experimental condition.
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TABLE 1
Baseline charactenistacs of the 130 children at the age of 8.5 y and of their mothers during pregnancy in the 4
supplemented groups’

S-MTHF Placebo FO+5-MTHF
FO (n=37) (n=27) (n=32) (n=3) P
Center, n (%) 0.81
Spain 25 (67.57) 20 (70.07) 24 (75) 22 (64.71)
Germany 92432 742993) 6 (18.75) 10 (2941)
Hungary 31D 0©) 2(6.25) 2 (5.88)
Age at EEG, y 849 * 0.18° 851 = 018 8.55 * 0.17 856 020 038
BMI at 8.5 . kg/m’ 1743 = 308 1665 = 2.17 18.16 * 261 17.59 = 285 022
Maternal
Age. y 3109 * 4.86 3265 = 550 3234 423 3125 453 047
BMI (20 wk). kg/m® 2462 * 3.27 2532 = 3.19 24.60 * 3.02 2506 =252 074
BMI (30 wk). kg/m* 26.17 * 5.8 2734 = 331 26.01 * 5.66 2637530 0M
Hematocrit (30 wk), % 3471 = 388 3301 = 5.10 3373 x 255 3429 303 031
Parity, n (%) 0.64
0 21 (56.76) 12 (44.44) 14 (43.75) 15 (44.12)
=1 16 (43.24) 15(55.56) 18 (56.25) 19 (55.88)
Smoking (20 wk), n (%) 6(16.22) 3 2(6.25) S(4Tn 0.62
Gravidity risk at 20 wk, » (%) 085
No nsk factors 1270 0(0) 1(3.13) 0
=1 risk factor 36 (97.30) 27 (100) 31 (9387) 34(100)
Delivery nisk, m (%) 028
No nsk factors 12(31.5) 13 (50) 19 (63.33) 16 (SL.61)
=1 risk factor 20 (62.5) 13 (50) 11 (33.33) 15(48.39)
Gestational age. wk 3908 = 224 3990 = 426 3964 = 171 3882 *224 037
Sex, n (%) 036
Female 15 (40.54) 14 (51.85) 14 (43.75) 20 (58.82)
Male 22 (59.46) 13 (48.15) 18 (56.25) 14 (41.18)
Perinatal mocbadity. n (%) 061
None 26 (81.25) 23 (88.46) 25 (83.33) 26 (R3KT)
Preterm (=35 wk) 4 (12.30) 3(1154) 1(333) 4 (1290)
Others 2(6.25) 040) 4(13.33) 1(323)
Apgar score
At 1 min 8S7T = 126 9.08 = 0.63 872 * 0.92 833> 19 0%
At S min 9.68 = 0.67 9.77 = 065 977 * 0.43 955+ 1.09 080
Birth weight, g 322811 = S6048 335808 = 411,65 3370.09 = 41023 3157.58 * 437.09 020
Birth length, cm 50.57 = 345 5146 = 2.8 5123 * 206 5097 =290 060
Birth head circumference, cm 3439 > 201 3476 = 152 3477 * 1L.39 M50 160 076
Infant feeding, n (%) 078
Breastfed 14 (46.67) 10 (38.46) 13 (52) 16 (59.26)
Mixed 9 (30) 7(2692) 520 5(1852)
Formula 7(23.33) 9 (34.62) 728) 6(2222)
Residence area n (%) 0.62
Urban 15 (40.54) 13 (48.15) 10 (31.25) 14 (41.18)
Rural 22 (59.46) 14 (51.85) 22 (68.75) 20 (58.82)
Education,” n (%)
Mother 17 (45.95) 1 (40.74) 12 (37.5) 16 (48.48) 0.66
Father 20 (54.05) 10 37.4) 11 (34.38) 10 (30.30) 0.40
'For qualitative variables. a chi-square test was used; for quantitative vanables. 1-factor ANOVA was performed.
P values indicate b group diff unless otherwise indicated. EEG. el phal FO, fish oil; S-MTHE,
S-methyltetrahydrofolate.
*Mean = SD (all such values).
*Anained general qualification level for university or iy degree. P values refer to the interaction or
between-group effects.

The angle of the target array subtended ~8.84° (1.67 cach fish,
with a gap of 0.2°) and was displayed 1° above or below the
fixation cross, until the participant response or up to a maximum
of 1700 ms. The warning cue (0.3°) was displayed for 80 ms and
started 400 ms before the target onset. The complete task takes
~25 min. Participants were asked to maintain their fixation on
the cross in the center of the screen throughout the task, to pay

attention to the central fish, and to respond as quickly and ac-
curately as possible. Efficiency scores were computed both for
reaction times and eror percentages for each participant, sub-
tracting congruent from incongruent scores (hereafter. conflict
score), subtracting central cue from spatial cue scores (hereafter,
orienting score), and subtracting no cue from double cue scores
(hereafter, alerting score).
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Electroencephalography acquisition and analysis

The electroencephalography was conducted by using a 64-
channel Active Two BioSemi EEG reconding system (BioSem;
Amsterdam, Holland.) using a sampling rate of 1024 He and
a 100-Hz low-pass filter. Details with regard to the online BinSemi
reference method can be found at hitpafwww biosemi.com/fag/
cms&drl htm. The raw electroencephalographic data were (0.5- 1o
25-Hz band-pass filiered, down-sampled o 256 He, and re-ref-
erenced o avernge. After a visual inspection simed at detecting
bad channels (4.7% on average), spherical splines were used to
correct them. Segments from —200 o +800 ms post-target were
extracted. Epochs for comrect trials with maximum amplitudes
within the —100- 1o +100-uV range were used to compute
Second Order Blind Identification Independent Component
Analysis (SOBI ICA) (54, 55) and then submitted to the AD-
JUST procedure (56) to automatically remove eye arifacts,

ERPs were obtained by averaging epochs for the 3 flanker
conditions—congruent, incongruent, and neutral—and the 4
warning cue conditions: no cue, spatial, double coe, and center
cue. The conflict network efficiency waveforms were computed
by subtracting congruent from incongruent ERPs. Orienting
network scores were obtained by subtracting the spatial condi-
tion from the double warning cue condition. The alerting net-
wirk scores were obtained by subtracting the central cue and no
cue conditions, ERP analysis was performed in a 3-step pro-
cedure. First, we used a mass-univariate approach (5000 mandom
sumples), a procedure that protects against the multiple-comparison
problem (57), combined with classical ANOVA o uncover the
polential effects of early supplementation on brain electrophysio-
logic indexes and to determine the tme windows at which these
effects appear.

Stndardized low-resolution brain electromagnetic tomogra-
phy (sLORETA) (58) was used to estimate the brain areas that are
potentially responsible for the observed scalp event-related
potential effects. This software reports Montreal Neurological
Institute (MNI) coordinates. sLORETA images represent the
electrical activity at each voxel as the squared standardized
magnitude of the estimated current density. We focused on the
200550 ms post-target intervals because differences in ampli-
tudes in this tme window between congruent and incongruent
conditions have been associated with brain attentive functions
{59-64). sLORETA estimation of brain activities in the time
interval of interest were also submitted 1o a mass-univariate £ test
{5000 random samples) to ascertain what brain areas can account
for the observed ERP differences between groups. Note that
mass-univariate analysis controls for the multiple-comparison
problems by wsing the empincal distnibution of the t-max statistic
(57). Statistical analyses (ANOWVA, 1 test, and linear correlations)
of behavioral and biochemical data were conducted by wsing
SPSS for Windows (version 17, 2008; SPSS Inc.).

RESULTS

In all of the stanstical analyses reported here a significance
threshold of P <2 005 was used. We considered as suggestive when
the significance of the tests was 0,10 = P = (L05. The multiple-
comparison problem was controlled for by using Bonferroni
methods (to set up the family-wise P <2 0L.05) or the t-max sta-
tistic (for the ERP and sSLORETA data) with a family-wise
P value of 0.05. The t-max is based on the empirical distribution

119

of the t-scores obtained in a set of comparisons after a number of
random permutations (5000) are performed.

Behavioral resulis

Median reaction times (in ms) for correct responses and error
percentages were obtained for each flanker and waming cue
condition. The efficiency scores for cach attention network were
then computed by subtracting reaction times: congruent from
incongruent trials (conflict score), double cue from no cue
{alerting score ), and spatial from central cue (orienting score). Six
children who had <50% of correct responses on the incongruent
condition were excluded from the analysis. The final numbers of
children (n = 130) for each group were as follows: 37 (FO), 27
{5-MTHF), 32 (placebo), and 34 (FO+5-MTHF). Logarithmic
transformation was used o improve normality fitting.

Conflict network

Log-transformed averages of median reaction times for comrect
responses (Table 2, Figure 1) were submitted o a 2 (FO,
between-subjects) > 2 (5-MTHFE, between-subjects) * 3 (within-
subjects flanker condition: congruent, incongruent, neutral)
repeated-measures ANCOVA (controlled for age in months,
sex, family status, and laterality). The Greenhouse-Geisser cor-
rection was used to control the sphericity assumption.

We observed a significant effect of the interaction of flanker,
FO. and 5-MTHF [F(2.244) = 5.04, P < 0L01]. Simple-effects
analysis of this interaction showed that conflict scores were lower
for the 5-MTHF than for the placebo and the FO4+5-MTHF
groups (all P < 0.05) but similar to those of the FO group
(P = 0.24). There were no other significant differences (data
not shown).

With regard to response error percentages (Table 3), the
analysis showed only main effects of flank [F(2,244) = 32.53,
P < 0.01]. No other effects were significant (all F < 1). After
Bonferrom correction, ermor percentages were larger for the in-
congruent than for the congruent or neatral flankers (P < 0.01;
data not shown) and for the neutral than for the congruent
flanker (& < 0.01; data not shown).

Alerting and orienting networks

Log-transformed averages of median reaction times for comect
responses (Table 2, Figure 2) were submitted to a 2 (FO, between-
subjects) * 2 (5-MTHE between-subjects) * 4 (within-subjects
cue condition: spatial, center, double cue, no cue) repeated-
measures ANCOVA (controlled for age in months, sex, family
status, and laterality).

We ohserved significant main effects of cue [F(3,378)=T77.12,
P < 0.001]. The interaction of FO and 5-MTHF [F(1.122) =
4.91, F=0.03] as well as the interaction of FO, 5-MTHF, and
cue condition [F{3.366) = 299, P < (L04] were significant.
Thus, alerting and orienting scores were submitted o 2 (FO) x
2 (5-MTHF) ANCOVA (controlled for age in months, sex,
family status, and laterality). Meither main nor interaction ef-
fects were observed for the orienting scores [all F{1,122) <1].
However, the interaction of FO and 5-MTHF was significant
for reaction-time alerting score [F{1,122) = 528 P < 0.03].
Simple-effects analysis of this interaction indicated that
alerting scores for FO and 53-MTHF groups were lower than
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TABLE 2
Average of median reaction times for each supplemented group, distractons, and warming cue conditions”
FO 5-MTHF Placebo FO+5-MTHF
in=1T) (m=2T in =13 im=34) P
Gilobal speed, ms BS54 = 135 BT2 = 98 EIf = 132 25 * 111 [iXizy
Interference, ms B3 = &7 o= 75 101 = &3 96 * Bb ool
Congruent i = 142 BH2 = 125 THI = 136 RO = 111
Incongruent 913 = 130 913 =093 By = 139 BT = 1M
Meutral E19 = 145 ®3il = 100 TeT = 132 TR = 118
Orenting, ms 47 = 48 B e 41 = 54 3 ET0 0noes
Spatial B19 = 135 BAT = 104 TES = 130 795 = 137
Center Bobb = 147 BE3 = 103 BX5 = 121 832 = 2
Aleriness, ms 43 = 56 48 =77 T4 = 65 71 * 55 [IEIk]
Double R4S = 140 BAl = 119 TE4 = 134 192 = 106
Mo HER = 133 B = 109 857 = 131 #63 * 111

"Valses are the group average of the parmicipant median reaction tmes = SDs. Statistical analysis was performed
by using ANCOVA with FO and 5-MTHF as berween-subject factors and flankers or cues as within-subgect factors. The
COVAMAles Were age, sex. socioeconcmic status, and laerality. P ovalues indscate differences between groups for the
execulive (interference), alerting (aleriness), and orfenting scores. P valwes for global speed refer 0 berween-group
differences; the remainmg P valoes refer o the interaction analysis. “lnterference” mdicates the difference between
moeongruent and congruent mals. “Onenting” indicates the differences between center and spatial coes. “Alenness™

indicates the difference between no cue and double cue. FO, fish oil; 5-MTHE, S-methylierrahydrofolate.

for the FO+5-MTHF group (both P < 0.04). The sume analysis
for response errors { Table 3) yielded no significant effects [all
Fi3,366) <1].

Electroencephalography results

Only 117 (FO. n = 30; 5-MTHF, n = 23; placebo, n = 30: FO
+5-MTHF, n = 34) of 136 participants with at least 25 artifact-
free epochs per flanker condition were wsed for the remaining
analysis. The mass-univariate ¢ lest yielded significant differ-
ences for the comparison between 5-MTHF and placebo groups
only for the conflict network ERP efficiency scaores in the 270-
290 ms post-target at 3 lefi-hemisphere channels: F5, F3, and
FC5. These efficiency scores at this interval for these electrodes
were then submitted o a 2 (FO, between-subjects) % 2 (5-
MTHF, between-subjects) % 3 (channels: F5, F3, FC5) repeated-
measures ANCOVA (controlled for age in months, sex, family
status, and laterality).

‘We observed significant main effects of channel [F{2,226) =
382 P = 0.03]. The interaction between FO and 5-MTHF was
also significam [F(1,113) = 931, P < 0.01]. The detailed
analysis of this interaction indicated that the 5-MTHF group
significantly outscored the placebo (P = 0.002) and FO+5-
MTHF (f <= 0.02) groups, and there was a trend toward sig-
nificance with the FO group (P = 0.06) (Figure 3). The FO
group did not significantly differ from the placebo (P = 0,09) or
FO+5-MTHF (P = 0.32) groups. No differences were observed
between placebo and FO+5-MTHF groups (P = 0.59). Impor-
tantly, these effects held even when AA:DHA and plasma folate
wene used as confounders.

sLORETA estimations of brain current densities at the time
windows of interest (200-550 ms posi—target onset) for each
condition and group were also submitted to mass-univariate §
test. Results yielded 2 clusters of voxels that discriminated be-
tween 5-MTHF and placebo groups, one in the right inferior
parietal lobe (BA40, peak MNI coordinates: 55, —40, 40) at
313-329 ms post-target and another located in the right cingu-

late gyrus (BA24, peak at MNI coordinates: 5, —5, 50) an 395-
423 ms post-target (Table 4, Figure 4A). Figure 4 also shows
the time course of the BA24 cluster estimated activity for the
incongruent (Figure 4B) and congruent (Figure 4C) conditions.
A small posterior precuneus cluster (4 voxels, MNI coordi-
nates: 15, =70, 25, BA31) disciminated between 5-MTHF
and FO+5-MTHF at 403-419 ms post—target onset.

Biochemical results

Fatty acid, folate, and homocysteine results for the 4 collection
times (20 and 30 wk of pregnancy, delivery, and umbilical cord)
are shown in Supplemental Table 1. Mothers had the same
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RT Conflict Score (ms)

Fish Qil+
5-MTHF

FIGURE 1 Reaction-time conflict scores for the children born o sup-
plemented mothers. Scores are presented as a function of te 4 supplementad
groups (fish oll. n =37 3-MTHF, n = 27 placebo, n = 32: 5-MTHF+fish oil.
n = 34} Valuees are averages of medians = SEMs. *Significant compar-
1s0n based on ANOVA followed by Bonferroni-corrected ¢ 1est. 3-MTHF,
S-methylterrabydrofolate; RT, reaction time.

Fish Oil 5-MTHF Placebo
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TABLE 3
Error percentages according 10 ) d groups, di and ing cue condi ¢
FO 5-MTHF Placebo FO+5-MTHF
(n=37) (n=27) (n=132) (n=34) P
Total erroes 81 x58 80x73 72=62 69 = 6.1 0.42
Interference 4053 48 * 64 63 = 108 58 = 80 0.52
Congruent 65 > 658 5662 45 =52 43 =51
Incongruent 105 =82 104 95 108 = 123 10.1 =92
Neutral 72x438 82 * 80 2 =56 63 = 68
Onenting 03 x60 -03*73 -03 =57 -02 =50 0.81
Spatial g1 *66 87290 18 =82 68 = 64
Center 84 x 67 84 * 84 75 =84 6663
Alertness 1269 1.2x41 -0.1 =55 05 = 61 032
Double 7877 74 =83 70 67 732172
No 9.0 > 66 86 * 64 69 = 68 8= 76
'Values are group ages * SDs. S | was perf d by using ANCOVA with FO and $-
MTHF as between-subject factors and flankers or cues as wuhm -subject factors. The covariates were age, sex,
socioeconomic status, and | lity. P values indi by groups for the executive (interfer-
ence), alerting (alertness), and orienting scores. P valuez for gkxb.sl s.paed m!a 10 between-group differences;
the remaining P values refer 10 me “1 e the diffe b in-
ot and congl trials. ng™ ind: lhe diffe Iy center and spatial cues. “Alert-
ness”™ indicates the difference Mwm no cue and double cue. FO, tish oil: S-MTHF, S-methyltetrahydrofolate.
concentrations of fatty acids and homocysteine at study entry  plasma folate. In additi bilical cord pl folate was

(week 20: all P > 0.05). However, there was an initially higher
concentration of plasma folalc for the m-suwlcrncnlcd group
(P = 0.03). FO-suppl showed increased concen-
trations of fatty acids at 30 wk of pregnancy and at delivery,
especially n-3 fatty acids, in comparison with the S-MTHF-
supplemented and placebo groups from week 30 of pregnancy
(all P < 0.05, except for AA, n—6:n-3 ratio. and PUFAs >n-6;
P > 0.05). We did not observe increased concentrations in chil-
dren’s umbilical cords (P = 0.05). 5-MTHF-supplemented groups
showed increased concentrations of whole-blood folate from week
30 of pregnancy. including the umbilical cord measure (all P <
0.05). Plasma folate was significantly higher for the supplemented
groups only at delivery (P < 0.05) (Supplemental Table 2).

Associations between performance scores and biochemical
values

Table 5 shows the significant linear correlations between bi-
ological measures of fatty acids, folate, and homocysteine with
overall measures of children's processing speed and performance
accuracy for the attentional networks of conflict (errors and ERP
efficiency scores) and alerting (reaction time). Overall speed was
negatively related to AA:DHA during pregnancy (20 and 30 wk).
From umbilical cord measures, several fatty acids measures (i.c.,
AA, DHA, n-3 PUFAs, and PUFAs >n-3) were also positively
related to overall speed. In addition, n-6:n-3 during pregnancy
(20 and 30 wk) and delivery was also positively related to overall
speed. Total homocysteine at study entry and delivery was also
positively related to this performance measure.

We observe significant associations of biochemical measures
with reaction-time conflict scores. With regard to errors, at de-
livery fatty acid were negatively (EPA) and positively
(AA:DHA and n-6 PUFAs) associated with the response errors
measure of conflict solution. The ERP conflict score was posi-
tively associated with a fatty acid measure (AA:DHA) at week
20, at delivery, and in the umbilical cord and with umbilical cord

significantly associated with the averaged conflict scores for
BA24 cluster (r=0.25, P < 0.01) at the time window of interest
(200-550 ms post-target onset). Differential activation of the
BA40 cluster was related to a fatty acid measure (EPA) at de-
livery (r = —0.23, P < 0.05).

Reaction-time alerting score was positively related to fatty acid
measures at 30 wk of pregnancy (AA:DHA) and at delivery
(PUFAs >n-6). We did not observed significant associations of
biochemical measures with errors for the alerting network.

DISCUSSION

In the present RCT, we aimed to identify the potential effects
of prenatal supplementation (fatty acids and/or folate) on the

120

RT Alertness Score (ms)
8

Fish Ol 5 MTHF Placebo
FIGURE 2 Reaction-time alerting scores for the children bom 0 sup-

S are das a fi of the 4 sup
groups (fish oil. n = 37; S-MTHE n =27, placebo, n = 32. 5. \ﬂ‘HF+ﬁd| oil,
n = 3). Values are ges of medians * SEMs. *Signifi
based on ANOVA followed by Bonf d 1 test, P = 0.04. RT.

reaction time; S-MTHF, S-methyltetrahydrofolate.
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-1

Incengruent-Congruent amplitude (V)
(=]

Fish Oil+
5-MTHF

FIGURE 3  Average conflict-related amplitsdes of the significant set of
electroencephalographic channels in the lefi bessphere (frontal channels:
F5, F3; fronto-central ehannel: FCS) for the children bom 1o supplemented
mothers. Incongruent-congruent wave amplitudes are presented as a function
of the 4 supplemented groups (Ash oil, r = 37; $-MTHE r= 27; placebo, n =
32 S-MTHF+ish o, n = 34) Values are medians = SEMs. *Significant
comparison based on the mass-univariate approsch by using the r-max sia-
tistsc. S-MTHE S-methyletrahydrofolate.

-2 1 Fish Oil 5-MTHF Placabo

long-term development of the attention system of the offspring
compared with a placebo control group. We observed 2 important
results: first, as expected. depending on the type of supple-
mentation during pregnancy, increased concentrations of faity
acids or folate were observed in our study sample { Supplemental
Tables 1 and 2): second, we observed long-term effects of this
early maternal intervention on the attention system of the off-
spring. We observed behavioral and brain activity effects of this
supplementation (especially of S-MTHF) on the executive and, to
a lesser degree, alenting attention networks. Taking into account
that the time gap between nutntional supplementation and the
attention test was ~85 v, our results show a causal relation
between early maternal nutrition and offspring’s long-term
brain development. Importantly, these effects take place duning
a critical period for the maturation process of the executive
functions (65).

Executive attention

With regard to behavioral measures, we found that the effi-
ciency index of the executive network (the conflict score) was
lower (better) in children bomn to mothers supplemented with 5-
MTHF alone: these children performed better than those bom to

TABLE 4

muothers from the placebo and FO4+5-MTHF groups. Moreover,
ERP analysis indicated that in a set of left-frontal-hemisphere
channels, ERP efficiency scores were higher at 270-290 ms post-
target in children bom to S-MTHF-supplemented mothers than
in those in the other groups. This time window is commonly
thought to be when conflict monitoring and suppression of ir-
relevant behavior takes place, and is interpreted as a neural in-
dex of executive function in children (66, 67). Brain current
source density estimations indicated that there are differences in
the activation of a cluster of voxels located in the right mid-
fromtal cortex {including the dorsal cingulate, BA24 area). These
areas have been suggested to be involved in the general control
of behavior (68) and in differences in conflict monitoring as
a function of developmental trajectories (69). Furthermore, the
incongruent-congruent differences in the estimated activation of
this brain area, and in scalp volages, are positively related 1o
umbilical cord plasma folate concentrations but not with fatty
acid plasma phospholipid concentrations. In addition, although
we did not find different prevalences of the MTHFR C677T
polymorphism, this MTHFR variation produces similar out-
comes because low folate intake seems 1o be responsible for the
dysfunction of the response-monitoring function of the dorsal
cingulate (70]), the extent of which depends on allele load (71).
Moreover, high serum concentrations of homocystemne have
been linked to reduced gray matter volumes in the anterior
cingulate and midcingulate cortex, among other brain areas, in
rhesus monkeys (72). These results suggest that prenatal folate
supplementation can improve the function of brain areas in-
volved in executive control of behavior, perhaps by preventing
prefrontal dopamine deficiency commonly observed in executive
function pathologies (73).

Children born to mothers supplemented with FO also showed
a small conflict-resolution advantage (FO group had scores be-
tween the 5-MTHF and the placebo and FO+5-MTHF groups).
Although we expected executive function advantages for this
group, recent systematic reviews and a meta-analysis of RCTs
indicated that there is no clear evidence of the long-term effect of
LC-PUFA supplementation during pregnancy on cognitive de-
velopment (6, 74). Similarly, several RCT results failed to show
long-term advantages in response-conflict tasks in ) children
bom to lactating mothers supplemented with FO (75) or 2)
children supplemented for several weeks before cognitive test-
ing (76, 77). Thus, it seems that increasing FO intake during
pregnancy will not necessarily have a long-term effect on ex-
ecutive functions in the offspring. More studies are needed to

Brain regions that account for the differences berween incongruent and congroent conditions with regard 10 the 5-MTHF
compared with placebo and $-MTHF compared with FO+5-MTHF group comparisons'

Laoke Area Time, ms k EA x ¥ z E-value
S-MTHF va. placebo

Limbic Cingulate gyrus 395423 12 24 5 -5 50 471*

Parsetal Inferior parietal 313329 4 El] 55 —d0 Al 451%
5-MTHF wa. FO+5-MTHF

Paretal Precuneus 405419 4 El 15 -10 25 545+

'm= 23, 26, and 34 for tse $-MTHF, placebo, and FO+5-MTHF groups, respectively. x, v, and - are in the Montreal
Meurological Inspiate space. Comparisons were performed by using the empirical distibution of the t-max statiane derived
from 5000 random samples. =P < 005, BA, Brodmann area: FO, fish ol; &, number of significant voxels: 5-MTHF, 5-

methy ltetralydrofolate.
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FIGURE 4 (A) Cluster of the midfrontal cortex in which significant enhanced conflict-related activation (t-max statistic of the mass-univariate approach)
was observed when the S-MTHF group (n = 27) was compared with the placebo group (n = 32) at the 395-423-ms post-target time window. Averaged
detrended estimated activity of the madfrontal cluster for each supplemented group for the incong (B) and congs (C) cond A, ioe; L, left P,
posterior: R, nght; S-MTHF, S-methyhetrahydrofolate.
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TABLE 5

Limear correlation coefficients berween behavioral (overall speed. conflict
and alerting nerworks) and ERP efficency (conflict nepwork) scores and
biochemical measures during pregnancy’

Owerall speed Conflict Alerting
BT Emors  ERP Errors ET
20 wh of pregrancy
AADHA =0.2p5%* 0198
=3 0320
tHey 022"
30 wh of pregrancy
AADHA 0.233%= 0214*
i3 Do
Whole-blood folae  —0.181*
Ar maternal delivery
EPA =0.20*
AADHA 0I98*  0198*
PUFAs >n—f 0205*
n—ficn-3 0.246%
-6 PUFAs 0. 242
tHey 0173 [N i
Umsbilical cord
AADHA =0.226* 0.211*
AN = 198"
DHA 02538
-3 PUFAs 02470
=3 0330
PUFAs >n-3 0247
Plasma folate [0 r

"Only variables showing a least one agnificant sssociaton ane lsted. AA
DHA. EPA. PUPAs, and n—6 and n-3 fary acads were measured i plasma
phospholipids. *F < (008, **F < (101, Behavioral measures, n = 130, ERP
efficiency, n = 117. ERE. event-related potential differences in average scalp
amplitudes; AA arschsdonic acsd; RT. reaction time: tHey, iotal bomocysteine.

disentangle the real effect of FO on the frontal network involved
in executive functions.

We also observed a reduction in executive function advantage
of early 5-MTHF supplementation when supplied together with
FO (our FO+5-MTHF condition did not differ from placebo in
any of the measures but did differ from the 5-MTHF-alone
condition). To the best of our knowledge, there is no single study
that used this same manipulation, so the apparently contradictory
results reported here, especially with regard to the FO+5-MTHF
group, must be interpreted cantiously and need further research.
A possible mechanism for this interaction relies on metabolic
alterations (T8). We observed that plasma folate at 30 wk of
pregnancy was 1.5 times higher in the FO+5-MTHF group than
in the 5-MTHF group. Taking into account that plasma folate is
significantly related to conflict-resolution scores, it is plausible
to suggest that the beneficial effects of folate on executive
function brain areas might be dose dependent. This agrees with
the results from other recent studies that showed a dose-response
relation between plasma folate concentration and the risk of
emotional problems at age 6 v in the children of folate-deficient
mothers {T9).

Differemt studies have shown a clear relation between folic
acid, vitamin B-12, and LC-PUFAs; in fact, a synergistic mech-
anism has been suggested (80, 81). However, this possibility does
not fully explain the similar increase in maternal DHA con-
centrations observed in our mothers supplemented with FO or

with FO together with 5-MTHF or the different long-term at-
tention effects. The imeraction between FO and 5-MTHF sup-
plementation may therefore have had a different effect with
regard to the attention system evaluated here.

Alerting network

Children born to mothers supplemented with FO or 5-MTHF
did not seem to take advantage of the information provided by the
warning cue about when the target would be displayed—that is,
their readiness to respond seems 1o be lower than that of the
placebo and the FO+5-MTHF groups. These results are in
agreement with the proposed inhibitory relation between the
conflict and the alerting networks (66, 82). Given the brain areas
involved in the alerting network {subcortical structures such as
the locus coerulens plus the parietal and prefrontal areas and the
crucial involvement of norepinephrine release in phasic alen-
ness), it is worth suggesting that a potential effect of these 2
supplements might rely on the reduction in norepinephrine
concentration. Similarly, Hamueaki et al. (83) in an RCT study
observed that even small doses of EPA plus DHA supplemen-
tation significantly reduced plasma concentrations of norepi-
nephrine compared with the control group. On the other hand,
the reduced alerting scares for the 5S-MTHF-supplemented group
might be related to an enhanced concentration of norepinephrine.
The effects of norepinephrine on the cerebral cortex are
concentration-dependent (84), so that high firing rates of the
locus coeruleus (the brain source of norepinephrine) impairs
memory performance (85, 86) and the alenting system (87, 88).

Deespite the high attrition in our study, we were able to detect
a difference in the reaction-tume conflict score (36 ms) in ex-
eculive attention (statistical power of 8095 ). Moreover, this is the
first study to our knowledge that used this type of analysis in
relation to nutrition in 130 children. We consider the power of the
study to be high enough to detect electrophysiologically relevant
differences between groups. There was only one trend observed
in some of the resulis obtained by the electroencephalography,
which probably would be signficant with a larger sample size;
however, in general, we do not think that a larger sumple size
would have led to significant differences in the majority of the
attention systemns studied.

With regard to the correlation analysis with the biochemical
variables, in the present article we attempted to address the data
found with this “exploratory™ analysis, which data we consid-
ered to be interesting, and so we decided not 1o comrect for the
multiple-comparisons problem. Of course these resalts should
be confirmed with further studies and a larger sample size.

Conclusions

In summuary, our study showed that 5-MTHF supplementation
during pregnancy, rather than FO alone or the combination of FO
and 5-MTHF, improves children’s ability to solve conflicts—that
15, their executive function—but tenda o reduce their readiness
to respond W an incoming target. This conflict-resolution ad-
vantage seems to be based on the activation of the cingulate
cortex. a core area in the executive network, whose activity
appears to be dependent on plasma folate concentrations during
pregnancy. Further research should be conducted o improve the
knowledge on this matter as well as the direct influence of carly
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folic acid and FO supplementation on cingulate cortex function
and the optimal doses at different stages.
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