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Introduccién

INTRODUCCION

1. DIABETES MELLITUS GESTACIONAL. DEFINICION,
EPIDEMIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA

Se define diabetes mellitus gestaciona (GDM) como todos aquellos casos de
diabetes mellitus que se detectan por primera vez durante el embarazo, debido a una
insuficiente adaptacion a la insulin-resistencia que se produce en e embarazo,
independientemente de la necesidad de tratamiento insulinico, grado del trastorno
metabdlico o su persistencia una vez finalizado el mismo (American Diabetes Association,
2011; Grupo Espariol de Diabetes y Embarazo, 2006). En los paises occidentales, la GDM
es la ateracion metabdlica mas frecuentemente asociada a la gestacion, |legando a alcanzar
una prevalencia superior a 12% entre las gestantes de nuestro medio (Kuti et al., 2011;
Zhang et al., 2011). El aumento en laincidencia de esta patologia ocurre de manera paraela
al aumento en lastasas de obesidad (Min et al., 2004; Zhang et al., 2011).

La GDM reflgja un ambiente fetal alterado, debido a un aporte materno aumentado
de carbohidratos, que da lugar a un hiperinsulinismo fetal (Schaefer-Graf et al., 2005). Se
caracteriza por un descenso pronunciado de la sensibilidad del organismo a la insulina 'y
una secrecion insuficiente de la misma (figura 1), provocando una anormal tolerancia a la
glucosa durante el embarazo, |o que da lugar a una hiperglucemia, tanto en la madre como
en e feto (Gonzalez-Quintero et al., 2007). Diversos estudios sugieren que la GDM es un
importante factor de riesgo para el feto ya que, la estimulacion de tejidos sensibles a la
insulina, se ha relacionado con importantes complicaciones en €l recién nacido a distintos
niveles. Se ha reportado un mayor riesgo de macrosomia y obesidad, tanto infantil como en
la edad adulta (Garcia Carrapato, 2003). Este aumento en el riesgo de macrosomia conlleva
un aumento en e numero de partos distécicos y cesareas, fracturas, pardisis braquial,
distocia de hombros, distrés respiratorio neonatal, ictericia o hipoglucemia y, con menor
frecuencia, malformaciones congénitas mayores, todo ello relacionado con un control
subdptimo de la glucemia en la madre (Gonzélez-Quintero et al., 2007; Rizzo et al., 1995
& 1994; Schaefer-Graf et al., 2005; Sells et al., 1994; Yang et al., 2006). Aunque
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habitualmente la GDM desaparece con la finalizacion de la gestacion, las mujeres con
historia de GDM y su descendencia tienen un mayor riesgo de desarrollar hipertension
arterial, obesidad, resistencia insulinica y, por tanto, sindrome metabdlico y diabetes
mellitus tipo 2 en la edad adulta (Min et al., 2005 & 2004; Rizzo et al., 1995; Schaefer-
Graf et al., 2005; Sobngwi et al., 2003; Tobias et al., 2011, Verier-Mine, 2010).

GDM

¥ sensibilidad Secrecion insulinica
a insulina insuficiente

I J
v

Hiperglucemia fetal y materna

k4 k 4

Complicaciones metabdlicas Macrosomia

y

Malformaciones

L 4

Figura 1. Fisiopatologia de las

Complicaciones

complicaciones dela GDM.

2. DIABETES MELLITUS GESTACIONAL. SU RELACION CON LOS
ACIDOS GRASOS

En los hijos de madre con GDM se ha encontrado una reduccion de los niveles de
acido docosahexanoico (DHA, 22:6w-3) (figura 2) y ®-3 4cidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (LC-PUFA) en plasma y de fosfolipidos en eritrocitos, a pesar de niveles
normales o bajos de acido araquiddnico (AA, 20:4m-6) (figura 2) y DHA en plasma de la
madre (Min et al., 2005 & 2004; Wijendran et al., 2000). Conviene recordar que los LC-
PUFA se han correlacionado con € neurodesarrollo infantil (Auestad et al., 2003; Larqué et
al., 2002; Voight et al., 2002). La causa de los bagos porcentges de LC-PUFA en estos
nifios todavia no es bien conocida (Cheruku et al., 2002; Larqué et al., 2002). Existen

diversas teorias que explicarian el porqué, en los embarazos complicados con GDM, los
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porcentajes de LC-PUFA en sangre de cordon estén disminuidos; por la ata sintesis de
&cidos grasos no esenciales en € feto por la via de novo (principalmente se sintetizarian
&cidos grasos saturados y monoinsaturados en e feto a partir de glucosa, los cuales no
podrian originar posteriormente acidos grasos poliinsaturados, dado que la actividad
desaturasa es muy bgja, tanto en e feto como en la placenta) (Dutta-Roy, 2000), o bien
debido a una alteracion directa en la transferencia placentaria de LC-PUFA desde |la madre,

por un anormal funcionamiento de lamisma (Larqué et al., 2011).

frido linaleice {18:-2n-6) |

VAV AN A AVAVAVAN
— — £O0H

| Acido o-linglenioo [18:3n-3)

CH COOH

Acido aragquigdnice (20n4n-E|

CH,

COaH

[ Acido docosshenanalco [22:60-3) | Figura 2. Esquema
representativo de los LC-

- \v/:\/ o \./ _\\/_ \/_ \\-f"(_ \/\T'UUH PUFA y sus precursores.

El desarrollo intradtero del feto depende de una correcta alimentacion maternay una
adecuada transferencia de nutrientes a través de la placenta. Este proceso no se realiza por
un proceso de difusion simple, sino que la placenta regula la metabolizacion de parte de los
sustratos y la expresion de proteinas transportadores, para adaptarse a las demandas fetales
(Schneider, 1991). Tanto los acidos grasos esenciales (acidos linoleico, 18:2w-6, y acido a-
linolénico, 18:3w-3) (figura 2), como sus metabolitos (LC-PUFAs), obtenidos a través de
sucesivas desaturaciones enziméticas y elongaciones (figura 3) y que no pueden ser
sintetizados en suficiente cantidad por € feto, han de ser transferidos por la madre a través
de la placenta (Dutta-Roy, 2000; Koletzko et al., 2007; Larqué et al., 2002; Un & Carlson,

2003). Esto se debe a que los humanos no son capaces de sintetizar &cidos grasos con
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dobles enlaces en posicion 3 0 6 de carbonos terminalesy el déficit de actividad desaturasa
en la placenta (Un & Carlson, 2003). Después de haber atravesado la placenta, los LC-
PUFAs se compartimentan en fracciones lipidicas que quedan atrapadas en la circulacion
fetal y, por tanto, estan disponibles para los tejidos fetales en desarrollo. Este acamulo fetal
depende del estado materno de LC-PUFASs (Coleman, 1989).

Acido linoleico Acido a-linolénico
(18:2n-6) (18:3n-3)

J,*_ A 6-desaturasa _'l

Acido y-linolénico (18:4n-3)
(18:3n-6)
L Elongasa —— l

Acido dihomo y-linolénico
(20:3n-6) (20:4n-3)

li— A 5-desaturasa —'l

Acido araquidénico Acido eicosapentanoico
(20:4n-6) (20:5n-3)

| — [donms] — |

(22:4n-6) (22:5n-3)

L [eongesa| — |

(24:4n-6) (24:5n-3)

l‘— A 6-desaturasa —'l

(24:5n-6) (24:6n-3)

|« [eordacion] — |

Acido docosapentanoico Acido docosahexanoico
Figura 3. Metabolismo de los &cidos (22:5n-6) (22:6n-3)

grasos esencialesa LC-PUFA.

La transferencia placentaria de acidos grasos es un proceso complejo, en € cua se
ven involucradas un gran numero de proteinas transportadoras, tales como plasma
membrane fatty acid binding protein (FABP,/GOT2), fatty acid traslocase (FAT/CD36),
fatty acid transport protein (FATP), compuesta por 6 proteinas diferentes (FATP-1 a 6), o
fatty acid binding protein (FABP) (Dutta-Roy, 2008 & 2000; Haggarty et al., 1999).
También se ha descrito la presencia de la placental plasma membrane fatty acid binding

protein (p-FABP,y) en la cara materna de las membranas placentarias, aunque ain no ha
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sido secuenciada, por 1o que se precisa mas informacion sobre la misma (Hanebuitt et al.,
2008; Koletzko et al., 2007). Lamejoraen & conocimiento de los mecanismos placentarios
subyacentes a la transferencia de acidos grasos podria mejorar la recomendacion dietética
sobre los mismos para las madres con GDM durante e embarazo, ya que un aumento en el
status materno de n-3 LC-PUFA en la gestacion podria mejorar la disponibilidad de éstos
en el nifio (Larquéet al., 2011).

3. ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE CADENA LARGA.
FUNCIONES EN EL SISTEMA NERVIOSO EN DESARROLLO.
IMPORTANCIA PARA EL FETO

Las etapas mas criticas en la formacion de la estructura del encéfalo humano,
ocurren durante el Ultimo trimestre de gestacion y contintan hasta los dos afios después del
nacimiento (Van Houwenlingen et al., 1992). Esta morfogénesis esta intimamente asociada
a la funcion del cerebro y requiere de un extraordinario aporte de LC-PUFA,
particularmente de AA y DHA.. El feto es capaz de sintetizar, en parte, LC-PUFAS, aunque
la mayoria se obtienen a través de la circulacion materna. En consecuencia, los efectos
adversos de una inadecuada transferencia de LC-PUFA al feto, desde la madre, en este
periodo del desarrollo, podrian resultar més dificiles de superar que los ocurridos por una
inadecuada ingesta en etapas posteriores (Innis, 2007).

El cerebro humano es un tejido compuesto principalmente por lipidos (hasta en un
60% de su peso seco); de ellos, un 40% son LC-PUFA, y de estos un 15% es DHA y un
10% AA (Dutta-Roy, 2000; Larqué et al., 2002; Lauritzen et al., 2001; Min et al., 2005;
Sastry, 1985; Un & Carlson, 2003). Es, ademas, un 6rgano con gran nimero de estructuras
con membranas. EI AA y  DHA en gran medida gercen sus funciones metabdlicas,
formando parte de la estructura de los fosfolipidos de las membranas celulares. Por su alto
grado de instauracion, los fosfolipidos ricos en LC-PUFA, aportan gran fluidez a las
membranas en las que son incorporados. La fluidez de las membranas parece
particularmente importante en la formacion del tejido nervioso y cerebro (Clandinin et al.,

1994; Larqué et al., 2002; Sellmayer et al., 1999), ya que es esencial para que las proteinas
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de membrana puedan tener la movilidad que requieren sus funciones, ya seaen la superficie
de las membranas o en € interior de la bicapa lipidica

El DHA presenta, en comparacion con otros acidos grasos esenciales, una
distribucion tisular mas especifica en e sistema nervioso centra, lo que apoya su
importante papel en € desarrollo neuronal y visua de los recién nacido (Hoffman et al.,
2000; Lauritzen et al., 2001; Neuringer et al., 2000). Como mencionabamos, el DHA esun
componente principal de los fosfolipidos de las membranas celulares, y en el cerebro
constituye el 7.2 % de su composicion y en retina el 19.7 % (Martinez, 1992; Martinez et
al., 1988); dentro de estos, e DHA es particularmente abundante en los bastones de la
retina (Anderson, 1970; Van Kuijk et al., 1992) y en la sustancia gris, especialmente en la
membrana singptica (Kishimoto et al., 1969; Neuringer et al., 1988; Soderberg et al.,
1991).

La cantidad total de DHA en € cerebro aumenta de forma dramética durante la fase
de desarrollo cerebral rdpido, desde el principio del tercer trimestre hasta los 18 meses de
vida, con un pico arededor del momento del nacimiento (Dobbing & Sands, 1979; Un &
Carlson, 2003), no sblo por el aumento de tamafio cerebral, sino también por un aumento en
su concentracion relativa (entre las semanas 24 y 40 de gestacion se duplica € ratio
DHA/AA en la retind). Clandinin et al. (1981 & 1980) estimaron que la acumulacion
prenatal de DHA en el cerebro humano es de aproximadamente 15-22 mg/semana durante
el tercer trimestre, lo que sefidlalaimportancia de este &cido graso en el desarrollo fetal.

La concentracion de DHA en plasma fetal resulta 8-20 veces mas efectivo como
sustrato para la acumulacion de DHA en e cerebro de fetos de babuino que la de su
precursor, el acido a-linolénico (figura 3) (Su et al., 2001). Algunos estudios describen que
los recién nacidos prematuros, presentan niveles mas bajos de DHA en sangre debido ala
interrupcion precoz de su transferencia placentaria, que se correlaciona con un
funcionamiento anormal de la retina y de las funciones corticales (evaluado mediante
electroretinograma, potenciales visuales corticales evocados y test de agudeza visual
(Helland et al., 2003; Koletzko et al., 2001; Uauy et al., 2001). Los nifios prematuros
presentan un deficiente acimulo de LC-PUFA, habiéndose descrito una mayor relacion
entre edad gestacional y -3 LC-PUFA que con -6 LC-PUFA (Helland et al., 2001; Rump

et al., 2001). La concentracion de AA en prematuros también se ha asociado al peso a



Introduccién

nacimiento y a crecimiento durante el primer afio de vida (Koletzko & Braun, 1991; Rump
et al., 2001).

Los estudios realizados por diferentes grupos muestran, ademas, gque existe una
relacion directa entre los niveles de LC-PUFA en eritrocitos (como estimacion del estatus
nutricional de estos acidos grasos) y en plasma, con la agudeza visua y la respuesta a
potenciales evocados en los lactantes (Birch et al., 1998; Uauy et al., 1999). Algunos
investigadores han propuesto que un aporte adecuado de LC-PUFA durante el periodo
perinatal puede tener repercusiones en la inteligencia y € desarrollo intelectua del
individuo en la edad adulta, asi como una disminucién de su morbilidad (Crawford, 2000).
También se ha descrito correlacion entre los niveles de DHA alos 120 dias de vida y las
puntuaciones en las distintas escalas de desarrollo psicomotor & afio (Voight et al., 2002).

Helland et al. (2001) desarrollaron en Noruega un estudio randomizado, doble
ciego, controlado con placebo, en mujeres gestantes que recibian desde la semana 17-19 de
gestacion hasta 3 meses después ddl parto, 10 ml de aceite de bacalao, que proporcionaba
lg/dia de DHA. Los neonatos que presentaban un test electroencefalogréfico (EEG)
maduro al segundo dia de vida, presentaban mayores concentraciones de DHA en los
fosfolipidos del plasma umbilical que aguellos neonatos con un EEG inmaduro, a favor de
una asociacion entre la concentracion de DHA y la madurez cerebral del recién nacido
(Helland et al., 2001). No obstante, no se observaron diferencias en el resultado EEG alos
tres meses, ni en € test de Fagan alos 6 y 9 meses de edad (como indicador de la funcién
cognitiva infantil) (Helland et al., 2001). Sin embargo, a la edad de cuatro afos, los nifios
de las madres que habian recibido aceite de bacalao (w-3 LC-PUFA) durante el embarazo y
la lactancia, presentaban coeficientes de inteligencia superiores, evaluados mediante e test
K-ABC (Kaufman Assessment Battery for Children) a los 7 afios (Helland et al., 2003).
Colombo et al. describieron también en un estudio longitudinal, que |os nifios cuyas madres
presentaban a nacimiento niveles superiores de DHA en sus eritrocitos, mostraban durante
los dos primeros afios de vida mas madurez en su perfil de desarrollo y un funcionamiento
mas Optimo, evaluado por su grado de atencion y distraibilidad (Colombo et al., 2004). El
efecto de la suplementacion con w-3 LC-PUFA durante el embarazo ha sido recientemente
tratado en una revision sistematica de Larqué et al. (2012), concluyendo la existencia de

una mejoria en € neurodesarrollo de los hijos y unarelacién positiva entre los niveles de
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DHA maternos y en sangre de corddn y las habilidades cognitivas de los nifios. Estos
efectos son mas evidentes en nifios con proporciones bagjas de DHA; de ahi la mayor
importancia a la identificacion de aquellas madres con peores niveles de DHA, ya que se
podrian beneficiar de dicha suplementacion.

Respecto a estudios epidemiolégicos, en € gran estudio de cohortes ALSPAC se
registro la frecuencia de consumo de pescado durante el embarazo en 11875 mujeres,
relacionada con la ingesta de ®-3 LC-PUFA (Hibbeln et al., 2007). La frecuencia de
consumo de pescado se categorizd en tres grupos: ho consumo de pescado, consumo de 1-
340 g de pescado por semanay consumo de mas de 340 g de pescado semanal. El andlisis
de los resultados revel6, de forma significativa, que los nifios cuyas madres habian
consumido menos de 340 g de pescado semanal estaban en e cuartil mas bgo de
inteligencia verbal a la edad de ocho afios. También se asocio |a baja ingesta de pescado
durante e embarazo con resultados subdptimos en habilidades motoras finas y en la
puntuacion de desarrollo social.

Por ultimo, mencionar que el contenido de DHA en el cerebro del feto y del nifio, se
ve relativamente mas afectado por la dieta materna que €l contenido AA, 1o que sugiere que
la regulacion metabolica endégena del contenido de AA es mas efectiva (Makrides et al.,
1994). Por tanto, aguellos nifios nacidos de madre con una dieta deficiente en é&cido o-
linolénico se encuentran en riesgo de presentar un peor desarrollo neuroldgico, debido a un
depdsito subdptimo de DHA.

En resumen, parece gque existe una asociacion entre € status de DHA en plasma
materno o su ingesta durante el embarazo, y €l desarrollo de las funciones cognitivas en €
neonato y posteriormente en e nifio. Debido a las implicaciones del DHA sobre los
resultados perinatales, la Comision Europea elabord en el 2007 un documento de consenso
gue recogia, entre otras, las siguientes recomendaciones. durante la gestacion y lalactancia,
las mujeres deben a canzar una ingesta minima de DHA de 200 mg/dia; ingestas de hasta 1
g/dia de DHA o de hasta 2.7 g/dia de -3 LCPUFA, han sido usadas en ensayos clinicos
randomizados sin efectos adversos significativos, las mujeres en edad feértil deberian
consumir una o dos raciones de pescado ala semana, incluyendo pescado azul (Koletzko et
al., 2007).
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4. DIABETESMELLITUS GESTACIONAL Y NEURODESARROLLO

Distintos trabajos en los Ultimos afios informan de afectacion de distintas areas del
desarrollo psicomotor en hijos de madre con GDM (Georgieff, 2006), asociando una mayor
incidencia de discapacidad intelectual (Nomura et al., 2012) y de ateracion del
comportamiento, con un mayor riesgo de autismo (Krakowiak et al., 2012). De hecho, la
existencia de cetoacidosis materna y los niveles de acidos grasos libres se correlacionan de
manera inversa con el cociente intelectua de los nifios a los 2 afos de edad, medido por
distintos tests, como e de Stanford-Binet, Bruininks-Oseretsky o Bayley Scale of Infant
Development (Rizzo et al., 1995 & 1991; Sells et al., 1994). En otros trabg os, tests como
el de Bayley no fue de utilidad para discriminar entre hijos de madre con GDM vy controles,
aunque si encontraron patrones electroencefaogréficos de actividad cerebral distintos
(Nelson, 2000; Deregnier et al., 2000). La diabetes pregestaciona y gestacional parecen
tener un efecto adverso en la capacidad de atencion y en la funcién motora de los nifios en
edad escolar, sin afectar a las habilidades cognitivas (Ornoy et al., 2001). Todos estos
efectos se correlacionan de manera inversa con e grado de control de la glucemia materna
(Gonzdlez-Quintero et al., 2007; Rizzo et al., 1994; Yang et al., 2006), aungue no se haya
estudiado la asociacion entre este deterioro neurologico y el perfil lipidico de los nifios a
pesar del gran papel que los LC-PUFA tienen en lafuncion cognitivay visual.

La situacion de deficiencia de -3 LC-PUFA descrita y la alteracion en el perfil de
&cidos grasos podria ser, en parte, responsable del retraso de maduracion cerebral de los
hijos de madre con GDM comparados con controles (Rizzo et al., 1991; Sells et al., 1994),
por lo que serian candidatos a un seguimiento estricto a este nivel (Koletzko et al., 2007)
pudiendo ser necesaria en estos nifios una evaluacion completa desde € punto de vista
psicomotor y visua (Brinciotti et al., 2007; Deregnier et al., 2000). Un reto a tener en
cuenta en la evaluacion de los mismos es la necesidad de desarrollar metodologias méas
precisas que permitan evaluar € desarrollo neurolégico durante e primer afio de vida
Existen diferentes tests, como €l de Brunet-Lézine o € de Bayley, que miden e desarrollo
neurol6gico global de los nifios, proporcionandonos indices de habilidades motoras y

mental es, respecto a grupos controles. No obstante, hasta el momento actual es incierto qué
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tests son los més sensibles para detectar diferencias en los efectos potenciales de los LC-

PUFA sobre el desarrollo del sistema nervioso de los nifios (Carlson, 2000).

5. RITMOS CIRCADIANOS Y NEURODESARROLLO

Se conoce como ritmos circadiano o ritmos biologicos a la recurrencia de
fendbmenos dentro de un sistema bioldgico a intervalos regulares (Mora & Sanguinetti,
2004), son ritmos controlados endogenamente con un periodo de aproximadamente 24
horas (entre 22 y 26 horas). Notables gjemplos de ritmos circadianos estan presentes en la
mayoria de fendmenos fisioldgicos, como los ciclos de suefio/vigilia, los ciclos de
temperatura corporal 0 de secrecion hormonal (Huang et al., 2002; Lack et al., 2008;
Mirmiran et al., 2003; Rivkees, 2003; Sarabia et al., 2008; Serén-Ferré et al., 2002). La
mayoria de los ritmos circadianos en mamiferos estdn bgjo control de un marcapasos
principal, localizado en el nucleo supraquiasmético en € hipotdlamo anterior (figura 4),
sobre el quiasma Optico en la base del tercer ventriculo (Cermakian & Boivin, 2009;
Kennaway, 2002; Peirano et al., 2003; Rivkees, 2003).

Figura4. Localizacion del nacleo supragquiasmatico en el hipotdlamo anterior.
Las sefidles exdgenas que sincronizan los ritmos circadianos a un periodo

determinado se conocen como zeitgebers o sincronizadores. La informacion ambiental,

principalmente el ciclo luz/oscuridad que se recibe a través de laretina 'y € tracto retino-
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hipotalamico (figura 5), actiia como zeitgeber, gjustando tanto el periodo y como lafase del
ritmo de actividad neurona del nlcleo supraquiasmético a 24 horas (Cermakian & Boivin,
2009; McMillen et al., 1991; Peirano et al., 2003; Seron-Ferré et al., 2002). Las vias
aferentes a nacleo supraguiasmético, sus células especidizadas y vias eferentes se
desarrollan en e feto y contintan su maduracién en € periodo neonatal precoz, por lo que
son muy vulnerables a agresiones ambientales via materna (Kennaway, 2002). Existen
también varias regiones cerebrales (nucleos hipotaldmicos, prosencéfalo, bulbo olfatorio y
glandula pineal) y tejidos no nerviosos (higado, rifion, masculo, tejido adiposo y células
sanguineas) con osciladores circadianos periféricos, modificables por los ritmos de
alimentacion, temperatura corporal, suefio y actividad fisica (Cermakian & Boivin, 2009;
Haffen, 2009; Mortola, 2007).

Figura5. Diagramagenera de la organizacion del sistema circadiano en mamiferos (Garaulet et al., 2010).

Lamayoria de estudios previos en lainfancia ha mostrado poca 0 ninguna evidencia

de ritmo circadiano a nacimiento, predominando en esta etapa ritmos ultradianos, es decir,
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con una periodicidad inferior a 24 horas (Heraghty et al., 2008; Kennaway, 2002; Peirano
et al., 2003). La ausencia de ritmicidad es evidente por la falta de suefio consolidado y la
ausencia de ritmo en las secreciones hormonales y |la temperatura corporal (Kennaway,
2002). El desarrollo de los ritmos de suefio/vigilia o temperatura corporal central (CBT) es
uno de los principales cambios fisioldgicos que ocurren, de manera gradual, durante el
primer afio de vida, fundamentalmente entre el primer y tercer mes de vida. Esta evolucion
coincide con la maduracion del sistema nervioso central, por 1o que se postula que € suefio
y €l resto de ritmos circadianos de los nifios podrian ser considerados como una ventana a
desarrollo neurolégico (Kohyama, 1998; Peirano et al., 2003; Rivkees, 2003; Zornoza
Moreno et al., 2011). De hecho, Freudigman y Thoman (1993) describieron que las
caracteristicas del suefio del neonato en € primer dia postnatal podian predecir la
puntuacion de la escala de Bayley alos 6 meses. Diferentes publicaciones alo largo de los
ultimos afios han mostrado que la organizacion del ciclo suefio/vigilia en prematuros y
nifios nacidos a término es un predictor del posterior desarrollo cognitivo (Beckwith &
Parmelee, 1986; Borghese et al., 1995; Gertner et al., 2002; Whitney & Thoman, 1993).
Otros trabajos correlacionan la media de la actividad motora con indices motores de tests de
desarrollo psicomotor como €l Bayleys Scale of Infant Development 11 (BSID I1) (Zornoza
Moreno et al.,, 2011). También existen estudios en adultos que demuestran que la
fragmentacion del ritmo es el parametro més sensible para detectar los cambios en el ritmo
relacionados con la edad (Huang et al., 2002); o que e suefio y su organizacion circadiana
se relaciona de manera significativa con la existencia de deterioro cognitivo, con una fuerte

asociacion entre la velocidad mental y lafragmentacion del ritmo (Oosterman et al., 2009).
6. EVALUACION DE LOSRITMOS BIOLOGICOS
6. 1. RITMO DE ACTIVIDAD Y SUENO-VIGILIA

Respecto a ritmo de suefio/vigilia, hasta ahora habia sido estudiado mediante
diarios de suefio y estudios polisomnogréficos hospitalarios, habiéndose documentado que

el suefio nocturno se consolida entre las semanas sexta y decimocuarta de vida (Huang et
al., 2002; McMillen et al., 1991). La evidencia de un ritmo circadiano de 24 horas
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comienza en la semana 5-6 de vida, cuando € suefio se concentra durante las horas
nocturnas y aumentan las horas en que e nifio se encuentra despierto durante e dia. La
consolidacion del patrén diurno de suefio-vigilia no se establece claramente hastala semana
12-14, con un patrén de suefio diurno afianzado en siestas bien definidas (Peirano et al.,
2003). McMillen et al. (1991), mediante & estudio de diarios de suefio, encontraron que el
ritmo circadiano de adaptacion al suefio, en un grupo de nifios en domicilio, ocurria después
de 6-10 semanas del ata, independientemente de que fuesen término o pretérmino.

Las técnicas de actigrafia suponen una nueva metodologia para una evaluacion
sencilla de los ritmos de suefio/vigilia que, ademas, muestran una ventgja adicional sobre
otros métodos de deteccion de ritmos circadianos, ya que es una técnica no invasiva, que
permite el registro continuo en domicilio durante periodos de tiempo prolongados. Esta
técnica ha sido validada con métodos de estudio de suefio, como la polisomnografia o los
diarios de suefio (So et al., 2007; So et al., 2005). El actimetro (figura 6) es un sensor en
miniatura, basado en un acelerémetro bi- o tridireccional, que registra continuamente €l
movimiento de los miembros superiores en el adulto o los inferiores en el nifio, sumando €l
nimero e intensidad de dicho movimiento por minuto (Deboer, 2007; Haffen, 2009; Sadeh
& Acebo, 2002; So et al., 2007). Las mediciones de actividad se acumulan en una memoria
interna, que se descarga posteriormente en un ordenador y, a través del uso de algoritmos
matematicos especiales, se pueden computar los niveles de motilidad y clasificarlos en
estados de suefio o vigilia (Deboer, 2007; Sadeh et al., 1995; So et al., 2007). En adultos se
describe su uso colocandol os en la mufieca de la mano no dominante, mientras que en nifios
se coloca en € pie (Deboer, 2007; Haffen, 2009; Sadeh & Acebo, 2002; So et al., 2007,
Zornoza-Moreno et al., 2011). Una desventaja de esta técnica es que os nifios se mueven
también pasivamente, por 10 que no siempre es posible excluir estos artefactos de manera
fiable (Deboer, 2007).
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A. B.

Figura 6. Diferentes model os comerciales de actimetros. A. Actiwatch. B. HOBO® Pendant G.

El ritmo suefio/vigilia es adtamente no sinusoidal, por lo que distintos autores
advierten sobre la idoneidad del uso de variables no paramétricas para caracterizar estos
ritmos por medio de la actigrafia, en lugar o junto con e andlisis convencional del cosinor
(Huang et al, 2002).

6. 2. RITMO DE TEMPERATURA CORPORAL

Por otra parte, durante los primeros meses de vida, también tiene lugar la aparicion
del ritmo de latemperatura central del nifio, que evoluciona en paralelo ala maduracion del
sistema nervioso. Un nifio necesita ir mas abrigado durante los primeros dias de vida, ya
gue, cuando nace, no termorregula correctamente. En condiciones experimentales de
laboratorio, €l ciclo suefio/vigilia guarda una estrecha relacion con los cambios en los
ritmos circadianos de temperatura. La temperatura central y periférica guardan una estrecha
relacion inversa entre si. La temperatura periférica muestra un patrén reciproco de ascenso
y descenso que precede, y probablemente induce, el ascenso y descenso respectivo de la
temperatura corporal durante el suefio (Brown et al., 1992; Heraghty et al., 2008; Sarabia et
al., 2008). La regulacion de la temperatura central ocurre como una combinacion de

produccién y pérdida de calor. Los vasos més efectivos para la pérdida rgpida de
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temperatura son las anastomosis arterio-venosas, que Se concentran en las regiones mas
distales de la pidl, es por este motivo que la transferencia aumentada de sangre a regiones
cutaneas distales puede ser medida, de manera indirecta, mediante e registro de
temperatura cutdnea periférica (Lack et al., 2008; Sarabia et al., 2008).

En adultos, e suefio se inicia tipicamente con una caida caracteristica de 0.5-0.6°C
en latemperatura centra entre laprimeray la cuartahorastras el inicio del suefio nocturno,
con un minimo aproximadamente a las 5-6 horas (coincidente con la méxima probabilidad
de que el individuo se encuentre dormido), que se sigue de un lento ascenso durante e resto
de la noche hasta el momento del despertar (Lack et al., 2008; Lodemore et al., 1992). Este
ritmo circadiano de la temperatura central corpora se puede apreciar pronto tras e
nacimiento (Brown et al., 1992; Heraghty et al., 2008; Lodemore et al., 1992; Mirmiran et
al., 2003; Pringuey et al., 2009; Rivkees, 2003), apareciendo ya a las 6-12 semanas, en
nifios a término, una caida nocturna de temperatura corporal, la cua es un buen marcador
de ritmo circadiano. Lodemore et al. (1992) describieron la existencia de un ritmo
circadiano de temperatura a las 8 semanas en nifios sanos, mientras que otros (como los
recién nacidos de bajo peso, 1os pretérmino o los aimentados con lactancia artificial) no lo
desarrollaron hasta las 16 semanas de vida, sin encontrar influencia significativa de factores
externos, como latemperatura de la habitacidn, el aislamiento térmico de laropao el hecho
de estar arropados.

Desde antes de 1900 ya se llevaron a cabo estudios, como € de Pembrey (1898),
sobre la ontogenia del sistema circadiano humano usando la temperatura rectal como
medida de la temperatura central, considerada uno de los mejores marcadores del sistema
circadiano. Sin embargo, la medicion de temperatura rectal no es un método adecuado para
largos periodos de tiempo. Otros métodos de medida menos cruentos, como la temperatura
timpanica u oral, a veces requieren que €l sujeto esté despierto en las tomas (Brown et al.,
1992; Lodemore et al., 1992; Sarabia et al., 2008), por o que tampoco son idoneos para
registros de larga duraciénn. Recientemente, la medicidn de temperatura cuténea periférica
alolargo del dia, mediante & uso de sensores especificos (figura 7) col ocados en mufieca o
tobillo, se ha propuesto como un método fiable de medicion en adultos y nifios (Areas et
al., 2006; Rol et al., 2006; Sarabia et al., 2008; Van Marken Lichtenbelt et al., 2006;

Zornoza-Moreno et al., 2011). Estos sensores miden temperatura cutanea y almacenan la
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informacion, que posteriormente se puede descargar, en una memoria interna (Deboer,
2007). Estos dispositivos comienzan a ser de gran interés, ya permiten estudiar los ritmos
de temperatura cuténea periférica en nifio de manera domiciliariay la caracterizacion de los

pardmetros que mejor |os definen.

Figura 7. Sensor de medicion de temperatura periférica Termochron
iButton®.

7. ALIMENTACION INFANTIL Y DESARROLLO PSICOMOTOR

La influencia de la aimentacion infantil en los primeros meses de vida sobre €l
desarrollo psicomotor ha sido muy estudiada durante los Ultimos afios, pero con resultados
muy controvertidos. Existen estudios que describen que nifios, tanto fruto de gestaciones
normales (Eickmann et al., 2007; Helland et al., 2001, Temboury et al., 1994), a contrario
de aquellos fruto de gestaciones con GDM (Plagemann et al., 2005; Rodekamp et al.,
2006), dimentados con lactancia materna tienen un mejor desarrollo psicomotor en los
primeros afnos de vida, en comparacion con aquellos alimentados con leche de formula. La
presencia de los distintos niveles de DHA en la leche materna ha sido sugerida como una
explicacion a estas diferencias. Otros estudios (Jain et al., 2002; Keim et al., 2012), en
cambio, concluyen que no existe suficiente evidencia en este aspecto, 10 que atribuyen a
limitaciones metodologicas. Debido a esta teoria, hace afios se propuso € inicio de la
suplementacion de las férmulas infantiles de alimentacién con DHA, ya que se comprobd
que la suplementacién con su precursor, el acido a-linolénico, de manera exclusiva, sin
DHA, no previene € déficit postnatal de DHA (Carlson et al., 1991). Los primeros trabajos
se plantearon con nifios nacidos de manera prematura, ya que se consideraban grupo de

riesgo, por € menor depdsito de DHA en e Ultimo trimestre de la gestacion. Inicialmente
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algunos trabagjos (Bouwstra et al., 2003; Larqué et al., 2002; Voight et al., 2002)
demostraron, en prematuros alimentados con formulas suplementadas, una mejora en la
agudeza visua y en tests de desarrollo psicomotor a afio de vida, mientras que en nifios a
término los beneficios fueron algo menores. Los beneficios de la suplementacion de
formulas infantiles con LC-PUFA de manera rutinaria en nifios a término, tanto en los
resultados fisicos, visuales y de neurodesarrollo, han sido muy discutidos en estudios de
intervencion (Auestad et al., 2003), metandlisis (Beyerlein et al., 2010) y revisiones
sisteméticas posteriores (Simmer et al., 2008), dado que se postula la existencia de otra
serie de factores psicosociales 0 ambientaes implicados, como € nivel socioeconémico y
la educacion paterna (Plagemann et al., 2005; Temboury et al., 1994), y que estas
diferencias, a no mantenerse en edades superiores, se traten efecto transitorio sin
importancia

Recientemente se ha publicado un meta-andlisis que ha analizado €l efecto de los
LC-PUFA en las férmulas infantiles sobre la agudeza visual en 1949, encontrando un
efecto beneficioso de éstos cuando la agudeza visual se midié mediante potenciales
evocados durante el primer afio de vida (Qawasmi et al., 2013). Sin embargo, estos mismos
autores en otro meta-analisis con 1802 nifios, incluyendo nifios a término y prematuros, no
encontraron efectos beneficiosos de los LC-PUFA en formulas infantiles sobre la esfera
cognitiva, evaluada mediante la escala de Bayley hasta los 16 meses (Qawasmi et al.,
2012). No obstante, un estudio de meta-andisis de la Cochrane anaizé € efecto de la
suplementacion con DHA en féormulas infantiles sobre tests cognitivos solo en nifios
prematuros, a pesar de no encontrar diferencias significativas en e indice menta de la
escalade Bayley alos 18 meses, casi acanzo la significacion estadistica (2.40 [-0.33,5.12))
(Schulzke et al., 2011).
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Objetivos

OBJETIVOS

El objetivo genera de estatesis doctoral se ha centrado en conocer si e desarrollo
cognitivo y psicomotor, asi como la regulacion de los ritmos circadianos de los nifios
pueden estar influidos por la presencia de diabetes gestacional materna.

Como objetivos especificos de esta tesis doctoral se han propuesto:

1. Evauar s los sensores utilizados en adultos para la medicion ambulatoria de
temperatura y actividad, son Gtiles como método de registro de la temperatura

periféricay actividad motora en nifios menores de un afio.

2. Describir el perfil de evolucién de los ritmos circadianos de temperatura periféricay
actividad motora durante el primer afio de vida.

3. Evauar lainfluencia de la diabetes gestacional materna, tanto tratada con insulina

como con dieta, en el neurodesarrollo de sus hijos durante € primer afio de vida.

4. Evauar lainfluencia de la diabetes gestacional materna, tanto tratada con insulina
como con dieta, en la regulacién de los ritmos circadianos de sus hijos durante €l
primer afio de vida.

5. Determinar s existe relacion entre la maduracion de los ritmos circadianos de
temperatura periférica y actividad motora con € desarrollo neurolégico y
psicomotor, evaluado mediante el Bayley Scale of Infant Development Il alos 6y
12 meses de vida del nifio.
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Materia y métodos

MATERIAL Y METODOS

1. GESTANTES PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

1. 1. CRITERIOS DE INCLUSION Y RECLUTAMIENTO

Se reclutaron 63 mujeres embarazadas en € Servicio de Ginecologia y Obstetricia
del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia, entre las semanas 28 y
32 de gestacion. Del total de gestantes, 23 fueron controles sanas, 21 fueron mujeres
diagnosticadas de diabetes gestaciona que fueron tratadas solo con dieta y 19 mujeres
diagnosticadas de diabetes gestacional que precisaron insulina para su control. Las
pacientes debian cumplir los siguientes criterios de inclusion:

- Gestacion Unica

- Edad entre 18 y 40 afos.

- Indice de masa corporal normal (IMC), entre 18.5 y 25%.

- No ser consumidores de suplementos de &cidos grasos -3 durante €l tercer

trimestre de embarazo.

En @ momento del reclutamiento, las gestantes firmaron un consentimiento
informado, en e cua accedian voluntariamente a que sus hijos fuesen incluidos en €
estudio y cumplimentaron un cuestionario dietético para evaluar € consumo de aceite de
pescado. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen
de la Arrixaca, Murcia, Espafiay siguio los principios de la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundia (Williams, 2008).

1. 2. DIAGNOSTICO DE LA DIABETES GESTACIONAL
La GDM se diagnosticd entre la semana 24 y 28 de gestacion mediante el cribado
universa realizado atodas las mujeres gestantes con el test de O’ Sulllivan. Este consiste en

la determinacion de la glucosa plasmética a la hora de una sobrecarga oral con 50 g de

glucosa (O’ Sullivan et al., 1973). Se considera un resultado normal un vaor de glucosa
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menor de 140 mg/dl ala hora de la sobrecarga, por |o que la gestante es clasificada como
control. En el caso de que & vaor de glucosa ala hora de la sobrecarga fuera mayor de 140
mg/dl, e test es considerado como patologico, por 1o que seria necesario redizar una
determinacion de glucosa venosa durante las 3 h posteriores a una sobrecarga con 100 g de
glucosa oral para € diagnostico definitivo de diabetes gestacional (Shuman et al., 1981).
Para diagnosticar a una paciente de diabetes gestacional es necesario que ésta presente dos
valores por encima de los puntos de corte establecidos (Basal >105 mg/dl, a la hora de la
sobrecarga >190 mg/dl, alas 2 h >165 mg/dl y alas 3 h >145 mg/dl) (figura 8). En €l caso
de que sdlo uno de los valores resultara patol 6gico, habria que repetir la sobrecarga oral de

glucosa alas 3-4 semanas.

O’Sullivan
semana 24-28

! !

Glucemia <140 mg/d| Glucemia 2140 mg/d|

! !

Sobrecarga oral con
100 g de glucosa

l l

0 h <105 mg/dl 2 o mas valores
1 h <190 mg/dl patologicos
2 h <165 mg/dl
3 h <145 mg/d l
l Diabetes Figura 8. Algoritmo
' gestacional diagnéstico de la diabetes
| Normal

gestacional.
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1. 3. SEGUIMIENTO DE LA GESTACION

Durante e embarazo se monitorizd a las gestantes por medio de controles
glucémicos y ecograficos, usando la circunferencia abdominal en el momento del
reclutamiento (inicio del tercer trimestre) y en e parto como marcador de macrosomia fetal,
dado que una velocidad de crecimiento acelerada de este pardmetro durante el tercer
trimestre de gestacion es predictor de un peso a nacimiento mayor que €l correspondiente
paralaedad gestacional (Schaefer-Graf et al., 2011; Tantanasis et al., 2010).

1. 4. TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE DE CORDON Y ANALISIS

En e momento del parto, se tomaron 2 ml de sangre venosa de cordén en un tubo
con EDTA, siendo los tubos centrifugados durante 3 min a 1200 x g para separar €l plasma,
gue fue congelado a -80°C.

L os &cidos grasos se extrgjeron de 250 pL de plasma, de acuerdo a método descrito
previamente por Folch et al. (1957), tras afiadir 100 pL de un esténdar interno (é&cido
pentadecanoico (15:0) 2.5 mg/ml). Los metil ésteres de acidos grasos (FAME) se
prepararon con HCI metandlico (3 mol/L) (Supelco, Bellefonte, PA) a 85°C durante 1 h'y
se disolvieron en hexano. Los FAME se andlizaron en un cromatografo de gas HP-6890
(Agilent Technologies, Inc. Palo Alto, CA), usando una columna SP-2560 de 60 m x 0.25
mm id x 0.15 pm (Supelco, SGIMA-Aldrich, St. Louis, MO). La temperatura del horno se
programo inicialmente a 175°C durante 39 min, incrementédndose posteriormente en 3°C
por minuto hasta 230°C, temperatura que se mantuvo durante 14 min. El inyector y €
detector se programaron a 250°C. Se utilizo helio como gas de trasporte a una presion de
kPa. Los picos se identificaron por comparacion con sus tiempos de retencion los
estandares apropiados de FAME adquiridos de Sigma Chemical (SIGMA-Aldrich, St
Louis, MO) (Larqué et al., 2003).
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2. NINOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO. PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

Los hijos de las gestantes fueron clasificados, de acuerdo a grupo materno durante
su estancia en la maternidad del hospital en las primeras 48 h de vida (controles, GDM +
dietay GDM + insulind). La edad gestacional, puntuacion del test de Apgar y las medidas
antropométricas (peso, longitud e IMC) fueron tomadas en los recién nacidos durante las
primeras 48 h de vida. Todos los nifios, 34 varones y 29 mujeres, nacieron a término,
tuvieron una puntuacion norma en el test de Apgar y sus pardmetros antropometricos
fueron acordes a los de nifios sanos espafnoles nacidos entre las 26 y 42 semanas de
gestacion (Carrascosa et al., 2008). Para poder realizar la comparacion entre los datos de
los diferentes grupos, los datos antropomeétricos se estandarizaron calculando el z-score
parael sexoy laedad gestacional.

Se practicd un estudio longitudina prospectivo, monitorizando la temperatura
cutanea a nivel del tobillo y la actividad en los nifios durante los 6 primeros meses de vida.
Las medidas longitudinales se tomaron a los 15 dias, 1, 3 y 6 meses de edad. Para la
evaluacion de los ritmos circadianos de temperatura y actividad se les proporcioné a los
padres un par de calcetines para bebé, los cuales incluian ambos sensores. Cada nifio llevo
estos calcetines durante 3 dias consecutivos en cada ocasion, dado que los estudios
publicados previamente abogan por que las mediciones se redlicen durante periodos
mayores de 48 h (Haffen, 2009; Huang et al., 2002), en su domicilio mientras los padres
mantenian su rutina normal de periodos de suefio-vigilia. Para la evaluacion del desarrollo
psicomotor de los nifios, experimentados psicologos del Hospital Universitario Virgen dela

Arrixacalos evaluaron alos 6y 12 meses (+ 15 dias) con laEscalaBSID Il.

3. MEDICION DE RITMOS CIRCADIANOS

3. 1. MATERIAL DE MEDICION

El sensor Termochron iButton® DS1922L (Dallas, Maxim), previamente validado

para la medicion de temperatura cutanea en humanos (Ortiz-Tudela et al., 2010; Sarabia et
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al., 2008), registro la temperatura cutanea de los nifios cada 10 min durante 3 dias
consecutivos a los 15 dias, 1, 3 y 6 meses de edad. El Termochron iButton® esta
compuesto por un sensor semiconductor de temperatura, a tiempo real, con memoria y
bateria de litio. Dentro de sus especificaciones técnicas incluye: rango de temperatura de -
40 a 85°C, asi como una precision de 0.0625°C. La memoria permite grabar 2048 valores
tomados con un intervalo regular de 1 a 255 minutos. La informacion almacenada se
transfirid mediante un adaptador (DS1402D) a ordenador, usando € iButton Viewer
software v. 3.22© 1992-2005 Dallas Semiconductor Maxim. En cuanto alalocalizacion de
los sensores para la realizacion del registro, existen estudios previos que han descrito la
utilizacion de los mismos en mufieca para los adultos y en tobillo para bebés (Deboer,
2007; Haffen, 2009; Sadeh & Acebo, 2002; So et al., 2007). En nuestro trabajo se
colocaron ambos sensores en unos calcetines especialmente disefiados, que pudiesen ser
[levados de manera continua 'y de una manera seguray comoda. El sensor de temperatura se
situd en un anillo de pléastico cosido al calcetin de los bebés, para asegurar € contacto con
la cara interna del tobillo izquierdo de los nifios sobre |a arteria tibial posterior (figura 9).
Se selecciond esta localizacion ya que los vasos sanguineos mas implicados en la
termorregulacion son las anastomosis arteriovenosas, que se concentran en las regiones
cutaneas distales (Lack et al., 2008).

La actividad motora se determind, segun descripcion previa de Ortiz-Tudela et al.
(2010), a través del sensor HOBO® Pendant G (Massachusetts, Onset), programado para
recoger e integrar, cada 2 min, e desplazamiento del sensor. El sensor de actividad se situd
dentro del mufieco que e calcetin tiene en lazona del dorso del pie (Zornoza-Moreno et al.,
2011) (figura 9), para prevenir que los nifios pudieran acceder a los dispositivos. Esta
localizacion ha sido también previamente considerada como idénea en nifios por Deboer
(2007). La informacion admacenada se trasfirid, tras 3 dias consecutivos de medicion,
mediante una estacion base USB U1 y una acoplador Pendant (Massachusetss, Onset) a un
ordenador usando el software HOBOware™ para Windows®. La medicién se redizd

durante 3 dias consecutivos, alavez que € registro de temperatura.
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Figura 9. Colocacién de los sensores de temperaturay actividad motora en los calcetines de |os nifios.

3.2. EVALUACION DE LOSRITMOS CIRCADIANOS REGISTRADOS
3. 2. 1. Tests paramétricos
A. Método de cosinor
Cuando se trata de analizar un ritmo circadiano del que se desconoce su natural eza,
Unicamente se puede aceptar que las fluctuaciones de la variabl e estudiada se repiten con un

periodo de 24 horas, por lo que e modelo matematico més sencillo capaz de explicar

proceso es una funcion sinusoidal. EI método de cosinor (figura 10) es un método de gjuste
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de curva por minimos cuadrados que consiste en gjustar los valores de una variable a una
funcidn sinusoidal (coseno) para poder cuantificar las caracteristicas del ritmo y hacer una
representacion grafica del mismo. Este método nos permite calcular una serie de
pardmetros que definen la funcion (Diez-Noguera, 2006; Haffen, 2009; McMillen et al.,
1991; Portaluppi et al., 2008; So et al., 2007; Zornoza-Moreno et al., 2011) (figura 10):
- Mesor (mean estimated over rhythm). Vaor medio arededor del cua oscila la
funcion sinusoidal.
- Acrofase. Hora a la cua se produce e valor maximo gustado a la curva del
coseno.

- Amplitud. Diferencia entre el mesor y e pico maximo o minimo de la onda de los
datos gjustados.

Amplitud

Acrofase
O
@)
O
O
O

Figura 10. Representacion gréfica del

método de cosinor.

B. Test de Rayleigh

Se trata de un método para verificar la existencia de alguna tendenciatempora en el
conjunto de datos. Este test proporciona un vector (r), cuyo origen se encuentraen el centro
de una circunferencia de radio 1. La longitud del vector r (figura 11), entre O y 1, es
proporcional al grado de homogeneidad de la fase durante el periodo analizado y puede ser
considerado como una medida de la estabilidad del ritmo durante dias sucesivos (Zornoza-
Moreno et al., 2011).
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Figura 11. Representacién gréfica del test de Rayleigh. En laimagen de laizquierda, a estar los datos mas
agrupados, €l vector r es mayor; mientras que, en la imagen de la derecha, € vector r es menor, ya que los
datos se encuentran mas dispersos. Los triangulos indican la acrofase de cada uno de los dias andizados y la

media de |os mismos.

C. Andlisisde Fourier

Es un procedimiento matematico para la determinacién de la periodicidad en series
temporales con puntos a igua distancia, que se propuso ya que, en muchas series
temporales, es frecuente que el cosinor no explique més de un 40% de la variacion total; en
estos casos € andlisis de Fourier lograria un mejor guste de los datos. Se basa en la
factorizacion de una serie de datos en componentes periddicos descritos por una funcién
cosenoidal (Diez-Noguera, 2006). Cada componente del coseno se denomina armonico
(figura 12). En € estudio de ritmos circadianos en humanos se ha postulado € uso de 12
armonicos, con periodos entre 24 y 2 horas. Esto Ultimo es debido a que € ritmo de los
recién nacidos y | actantes pequefios es ultradiano, con unos ritmos de alimentacion de hasta

aproximadamente cada 2 horas (Zornoza-Moreno et al., 2011).
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30 -
20 E Figura 12. Representacion
] gréfica de un andisis de
10 E Fourier con ocho arménicos
] (representados en € gje “x"),
; mientras que en € ge“y” se
0 - muestra la potencia de cada

0 5 uno de los arménicos.

3. 2. 2. Andlisis ho paramétricos

Dado que muchos ritmos circadianos en humanos no son estrictamente sinusoidal es,
se han propuesto otros procedimientos, basados en técnicas no paramétricas (Carvaho- Bos
et al., 2007; Portaluppi et al., 2008; Van Someren et al., 1999; Zornoza-Moreno et al.,
2011), demostrandose una mayor sensibilidad de éstos con respecto a los andlisis
paramétricos para definir los ritmos circadianos en nifios (Zornoza Moreno et al., 2011). De
este tipo de andlisis se obtienen |os siguientes parametros:

- Estabilidad interdiaria del ritmo (1S). Cuantifica la similitud entre los diferentes
ciclos de 24 horas, es decir, la regularidad del patron circadiano dia a dia. Es €
valor del Chi cuadrado del periodograma de 24 horas normaizado segun el
nimero de datos, que puede ser facilmente calculado como la proporcion entre la
varianza de la media de un patrén de 24 horas y la varianza global (Van Someren
etal., 1999).

- Variabilidad intradiaria (IV). Cuantifica la fragmentacidn del ritmo, es decir, la
frecuenciay la extension de las transiciones entre periodos de valores atos y bajos
de la variable dentro de cada dia. Se calcula como €l ratio entre los cuadrados

medios de la diferencia entre las sucesivas horas (primera derivada) y los
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cuadrados medios de la media globa (varianza global) (Van Someren et al.,
1999).

El valor de Ms es e vaor medio de las cinco horas consecutivas en la que se
producen los val ores maximos de temperatura, es el equivalente no paramétrico de
la acrofase. En cuanto ala actividad y € suefio, el calculo del pardmetro cambiay
se determina el valor de M, que es @ valor medio de las diez horas consecutivas
en las que se producen los valores méximos del parametro (Van Someren et al.,
1999). También es posible calcular € tiempo de Ms y de M1, que eslahoraala
gue se producen esos valores.

El vdor de Lio es € valor medio de las diez horas consecutivas en la que se
producen los valores minimos de temperatura. En cuanto ala actividad y e suefio,
el clculo del parametro cambia y se determina el valor de Ls, que es & valor
medio de las cinco horas consecutivas en las que se producen los valores minimos
del parametro (Van Someren et al., 1999). Al igua gue en €l punto anterior, es
posible calcular el tiempo de L1 y de Ls, que es la hora ala que se producen esos
valores (Van Someren et al., 1999).

Amplitud relativa (RA). Se conoce como la diferencia entre Ms y Lip en la
temperatura, asi como My ¥ Ls en la actividad y € suefio (Van Someren et al.,
1999).

indice dicotémico 1<O. Se utiliza para determinar la concordancia del periodo de
suefio nocturno de los nifios con el periodo estandar de suefio. El valor de este
indice puede variar desde 0% a 100%, considerandose el 100% cuando el periodo
de suefio nocturno del nifio coincide de manera completa con € periodo estandar
de suefio, definido entrelas 23.00 y las 07.00 horas (Minors et al., 1996).

Variable integrada TA (temperatura-actividad). Se calcula para minimizar los
artefactos asociados a las mediciones de temperatura y actividad. Para su
obtencion se normalizan las medidas de temperatura y actividad. Considerando
gue la méxima temperatura periférica ocurre de noche, cuando € sujeto se
encuentra dormido, y los valores minimos durante € dia, cuando € individuo est4
despierto (Sarabia et al., 2008), y que en la actividad motora ocurre a contrario, se
invierten los valores de temperatura. Finalmente se calcula la media de las dos
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variables normalizadas (Ortiz-Tudela et al., 2010). Los parametros de suefio se
estiman através de laintegracion de lavariable TA.

- Indice de funcion circadiana (CFl). Este indice se utiliza para poder clasificar alos
individuos de acuerdo a su estado de funcién circadiana, segun describieron Ortiz-
Tudelaet al. (2010). Este indice incorpora los parametros IV, ISy RA, calculados
de la variable TA. Sus valores oscilan entre 0, que indica ausencia de ritmo
circadiano, y 1, un ritmo circadiano robusto (Ortiz-Tudela et al., 2010).

4. MEDICION CLASICA DEL NEURODESARROLLO. ESCALA DE
BAYLEY DE DESARROLLO INFANTIL 11

La Escala de Bayley de Desarrollo Infantil 22 edicion es un instrumento de
administracion individual que evalla e curso del desarrollo psicomotor en lactantes y
nifios, desde 1 a 42 meses de edad. Diagnostica retraso en € desarrollo y orienta en la
planificacion de una posible intervencion. Esta escala se compone de dos subescalas, una
parte de evaluacion mental, de la que deriva € indice de desarrollo mental (MDI), y otrade
evaluacion motora, de la que deriva € indice de desarrollo psicomotor (PDI). Ambas
subescalas se consideran complementarias. Para cada nivel de edad estén designados unos
25 elementos aproximadamente, con un considerable solapamiento entre edades.
Dependiendo de laedad y €l nivel de desarrollo del nifio, se utiliza un conjunto adecuado a
la edad (figura 13), con unos items de inicio y finalizacién establecidos. La mayoria de los
items consisten en la realizacion de tareas, que se puntUan de manera dicotomica. Cada una
de las subescalas tiene una puntuacién media de 100 con una desviaciéon estéandar de 15.
Nifios con una puntuacién <70, es decir, 2 desviaciones estdndar por debajo de lamedia, se
clasifican como un retraso significativo.

La escala mental consta de 178 items de dificultad creciente y evalUa distintos tipos
de habilidades, tales como habilidades sensoriales y perceptivas, discriminacion y
respuesta, adquisicion de constancia de objetos, memoria de aprendizaje y resolucién de
problemas, vocalizacion e inicio de comunicacion verbal, habituacion, clasificacion,
habilidades sociales, lenguae complego y formacién de conceptos matematicos o
precal culo.
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La escala motora consta de 111 items de dificultad creciente y evalla el grado de
control corporal, coordinacion muscular gruesa, a través de pruebas como rodar, gatear,
trepar, sentarse, ponerse de pie, caminar, correr y saltar, y habilidades de manipulacién
fina, como coordinaciéon mano-0j0 0 uso adaptativo a implementos de escritura,
movimiento dindmico, imitacién postural y la habilidad de reconocimiento de objetos por €l
tacto (Bayley, 1993).

Figura 13. Materia necesario

paralaredizacion de BSID II.

5. ANALISISESTADISTICO

Los datos de temperatura fueron filtrados inicialmente usando un procedimiento
automético de eliminacion de datos para la eliminacion de artefactos, tales como aquellos
producidos por la retirada de los sensores en e momento del bafio (Ortiz-Tudela et al.,
2010). Todas aguellas caidas o elevaciones de datos de mas de 3 veces la desviacion
estandar de la media fueron eliminados, esto es debido a que media + 3 desviaciones
estandar corresponden al 99.7% de los datos de una distribucion normal. Para analizar €l
grado de concordancia entre el periodo nocturno de descanso de los padres y de los nifios se
considerd como periodo esténdar de suefio desde las 23:00 h hastalas 07:00 h. Se aplicaron

tanto tests paramétricos como no paramétricos para caracterizar 10s ritmos de temperatura y
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actividad motora. Para calcular los test no paramétricos de ambos ritmos se utilizo el
software “ Circadianware™” v7.1.1 (Campos et al., 2010).

Los resultados se expresaron como la media = error estandar de la media (SEM).
Para redizar € andlisis estadistico de los pardmetros antropométricos en las distintas
medidas temporales (15 dias, 1, 3 y 6 meses) se realizé un modelo general lined para
medidas repetidas, seguido de un test t multiple post hoc de Bonferroni. Se realizd también
ANOVA de doble via, para la comparacion entre grupos con respecto a las distintas
medidas temporaes, proporcionando niveles de significacion para la condicion diabetes,
tiempo y e efecto de interaccion entre diabetes y tiempo. Para agquellas variables que no
seguian una distribucion normal, como las derivadas del BSID 11, se utilizaron los test de
Kruska-Wallisy e test de la U de Mann-Whitney. Todos los andlisis se realizaron usando
el paquete estadistico SPSS 16.0 (SPSS, Chicago, Illinois).

El tamafio minimo de muestra para detectar un efecto en el perfil de &cidos grasos
de sangre de corddn (error tipo | o = 0.05 y error tipo 11 B = 0.2, potencia 80%) se estimo
en 20 nifos por grupo, basado en una diferencia >20% entre los grupos en los valores
medios de las principales variables resultado (principales écidos grasos en plasma, acidos
oleico y linoleico) y en las variables previamente obtenidas en € andlisis de acidos grasos

en plasma en nifios medidos por cromatografia gas-liquido.
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CAPITULOSEXPERIMENTALES

1. ASSESSMENT OF CIRCADIAN RHYTHMS OF BOTH SKIN
TEMPERATURE AND MOTOR ACTIVITY IN INFANTS DURING
THE FIRST 6 MONTHSOF LIFE

CHRONOBIOLOGY INTERNATIONAL

http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/07420528.2011.565895

The authors developed a method useful for home measurement of temperature,
activity, and sleep rhythms in infants under normal-living conditions during their first 6
mos of life. In addition, parametric and nonparametric tests for assessing circadian system
maturation in these infants were compared. Anthropometric parameters plus ankle skin
temperature and activity were evaluated in 10 infants by means of two data loggers,
Termochron iButton (DS1291H, Maxim Integrated Products, Sunnyvale, CA) for
temperature and HOBO Pendant G (Hobo Pendant G Acceleration, UA-004-64, Onset
Computer Corporation, Bourne, MA) for motor activity, located in special baby socks
specifically designed for the study. Skin temperature and motor activity were recorded over
3 consecutive days at 15 days, 1, 3, and 6 mos of age. Circadian rhythms of skin
temperature and motor activity appeared at 3 mos in most babies. Mean skin temperature
decreased significantly by 3 mos of life relative to previous measurements (p = .0001),
whereas mean activity continued to increase during the first 6 mos. For most of the
parameters analyzed, statistically significant changes occurred at 3-6 mos relative to 0.5-1
mo of age. Mgjor differences were found using nonparametric tests. Intradaily variability in
motor activity decreased significantly at 6 mos of age relative to previous measurements,
and followed a similar trend for temperature; interdaily stability increased significantly at 6
mos of age relative to previous measurements for both variables, relative amplitude
increased significantly at 6 mos for temperature and at 3 mos for activity, both with respect

to previous measurements. A high degree of correlation was found between
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chronobiological parametric and nonparametric tests for mean and mesor and aso for
relative amplitude versus the cosinor-derived amplitude. However, the correlation between
parametric and nonparametric equivalent indices (acrophase and midpoint of Ms, interdaily
stability and Rayleigh test, or intradaily variability and Pi/Pyyadian) despite being
significant, was lower for both temperature and activity. The circadian function index (CFl

index), based on the integrated variable temperature-activity, increased gradually with age
and was statistically significant at 6 mos of age. At 6 mos, 90% of the infants’ rest period
coincided with the standard sleep period of their parents, defined from 23:00 to 07:00 h
(dichotomic index | < O; when | < O = 100%, there is a complete coincidence between
infant nocturnal rest period and the standard rest period), whereas at 15 days of life the
coincidence was only 75%. The combination of thermometry and actimetry using data
loggers placed in infants’ socks is a reliable method for assessing both variables and also
sleep rhythms in infants under ambulatory conditions, with minimal disturbance. Using this
methodological approach, circadian rhythms of skin temperature and motor activity
appeared by 3 mos in most babies. Nonparametric tests provided more reliable information

than cosinor analysis for circadian rhythm assessment in infants.

2. INFLUENCE OF GESTATIONAL DIABETES ON CIRCADIAN
RHYTHMS OF CHILDREN AND THEIR ASSOCIATION WITH
FETAL ADIPOSITY

DIABETES'METABOLISM RESEARCH AND REVIEWS

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/dmrr.2417/abstract;j sessionid=64B7DA4D9EE3
A5934CABI9B7F2E5BA9F8.f01t01

Objective: To analyze the circadian rhythm maturation of temperature, activity and
sleep during the first year of life in offspring of diabetic mothers (ODM) and its
relationship with obesity markers.

Methods: A prospective analysis of the children of 63 pregnant women (23 controls,
21 gestational diabetes mellitus (GDM) controlled with diet and 19 GDM with insulin).
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Fetal abdominal circumference was evauated ecographically during gestation. Skin
temperature and rest-activity rhythms were monitored for 3 consecutive days in children at
15 days and 1, 3 and 6 months. Anthropometrical parameters of the children were evaluated
during the first year of life.

Results: Children from the GDM groups tended to higher fetal abdominal
circumference z-score than controls at the beginning of the last trimester (p=0.077) and at
delivery (p=0.078). Mean skin temperature or activity was not different among the groups.
The 1<O dleep index pointed to increasing concordance with parental sleeping at 3 and 6
months but no significant GDM-dependent differences. However, some of the parameters
that define temperature maturation and also the circadian function index from the
temperature-activity variable were significantly lower at 6 months in the GDM-+insulin
group. Fetal abdomina circumference z-score, as a predictor of fetal adiposity, correlated
negatively with parameters related to circadian rhythm maturation as the circadian/ultradian
rhythm (Py/Py; ratio).

Conclusions: Fetal adiposity correlated with a worse circadian rhythm regulation in
ODM. In addition, ODM insulin-trested showed a disturbed pattern of the circadian

function index of temperature activity at 6 months of age.

3. IS LOW DOCOSAHEXAENOIC ACID ASSOCIATED WITH
DISTURBED RHYTHMS AND NEURODEVELOPMENT IN
OFFSPRING OF DIABETIC MOTHERS?

EUROPEAN JOURNAL OF CLINICAL NUTRITION

[Epub, ahead of print]

Background/objective: to evaluate the relation between docosahexaenoic acid
(DHA) status and neurodevelopment in the offspring of gestational diabetic mothers
(ODM).

Subjects/methods: A prospective cohort study was performed. The offspring of 63
pregnant women (23 controls, 21 diet-controlled GDM and 19 insulin-treated GDM) were
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recruited. Maternal and venous cord plasma DHA percentages were analyzed. Skin
temperature and activity in children were recorded for 72 h a 3 and 6 months of life.
Neurodevel opment was assessed using the Bayley Scale of infant Development 11 (BSID 1)
at 6 and 12 months of age.

Results: Cord plasma DHA percentage was significantly lower in the ODM than on
the controls (Control 6.43 [5.04-7.82]% GDM-+diet 5.65 [4.44-6.86]®; GDM+insulin 5.53
[4.45-6.61]°). Both mental (Control 102.71 [97.61-107.81]% GDM-+diet 100.39 [91.43-
109.35]% GDM-+insulin 93.94 [88.31-99.57]°) and psychomotor (Control 91.52 [81.82-
101.22)% GDM-+diet 81.67 [73.95-89.39]%, GDM+insulin 81.89 [71.96-91.85]") scores
evaluated by the BSID Il were significantly lower at 6 months in ODM, even after
adjusting for confounding factors such as breastfeeding, maternal educational level and
gender. Cord plasma DHA percentage correlated with the psychomotor score from BSID |1
(r = 0.27; P = 0.049) and with the intradaily variability (IV) in activity (r = -0.24; P =
0.043) at 6 months. Maternal DHA was correlated with several sleep rhythm maturation
parameters at 6 months.

Conclusions: Lower DHA levels in cord plasma of ODM could affect their
neurodevelopment. Maternal DHA status was also associated with higher values in the

sleep rhythm maturation parameters of children.
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DISCUSION GENERAL

El objetivo genera de estatesis doctoral se ha centrado en conocer si e desarrollo
psicomotor y la maduracion de los ritmos circadianos de los nifios pueden estar influidos
por la presencia de diabetes gestacional materna. Ademés se plantearon una serie de

objetivos especificos cuyos resultados pasamos a discutir.

1. MADURACION DE LOSRITMOS CIRCADIANOS

La primera cuestion planteada para esta tesis era comprobar cOmo ocurre la
maduracion de ritmos circadianos de temperatura periférica y actividad durante los
primeros 6 meses de vida en una muestra piloto de nifios en condiciones ambulatorias, con
métodos de medicion inaldmbrica. Este estudio piloto se expone dentro del articulo
publicado en larevista Chronobiology International como capitulo experimental 1.

Ta y como pudimos comprobar en dicho estudio, la temperatura periférica y la
actividad alos 15 dias y 1 mes de edad sigue un patrén ultradiano para ambas variables, sin
diferencias significativas entre el dia y la noche, produciéndose un cambio a un patrén
circadiano alos 3-6 meses de edad (Figuras 2 del capitulo experimental 1y 1 del capitulo
experimental 2). A partir de este momento, la temperatura periférica muestra valores mas
elevados durante la noche, coincidiendo con la menor actividad motora, con un pico
secundario en latarde, a igua que se ha descrito para adultos (Sarabia et al., 2008). Estos
hallazgos concuerdan con lo publicado en trabajos previos, los cuales indican una ausencia
de patron circadiano d nacimiento y en los primeros meses de vida; Lodemore et al. (1992)
describieron la maduracion del ritmo de temperatura corpora centra entre las 72 y 162
semanas de vida, con una media a las 11 semanas, mientras que Brown et al. (1992)
apreciaban esta maduracion desde la 122 semana de vida, o Pringuey et al. (2009), la
situaron en torno a 3* mes de vida. Estos datos son similares a los de la maduracion del
ritmo suefio-vigilia indicado por agunos autores alrededor de los 3 meses de edad
(McMillen et al., 1991; Mirmiran et al., 2003). En nuestro estudio € ritmo circadiano de la
temperatura parece madurar algo antes que € ritmo de suefio. En nifios prematuros, la

ritmicidad del suefio al nacimiento parece tratarse de una respuesta a estrés que sufren
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durante las primeras semanas de vida, mientras que €l ritmo presente alos 6 meses de vida
reflgga de manera directa la competencia del sistema nervioso central (Borghese et al.,
1995).

La evaluacion de la madurez de los ritmos se establecio teniendo en cuenta
diferentes parametros cronobiol 6gicos, como son la variabilidad intradiaria, la cua indica
la fragmentacion ddl ritmo, la estabilidad interdiaria del ritmo entre los distintos dias del
registro y laamplitud relativa, o la diferencia entre los valores maximos y minimos. A los 6
meses la mayor madurez del ritmo, tanto de temperatura como de actividad motora, se
reflejé por una menor variabilidad intradiaria, es decir, un menor grado de fragmentacion.
Un aumento del grado de fragmentacién también se observa en adultos con €
envejecimiento y € desarrollo de trastornos neurolégicos, tales como la enfermedad de
Alzheimer y otros déficits cognitivos (Oosterman et al., 2008). Ademas, la amplitud del
ritmo sufrié un aumento significativo alos 6 meses paralatemperaturay alos 3 meses para
la actividad motora, respecto a edades previas. Con respecto a la estabilidad del ritmo alo
largo de los 3 dias en que se realizd 1a medicion, también hubo un incremento significativo
de la misma a los 6 meses respecto a las mediciones previas. Todos estos halazgos
confirman que la maduracion de los ritmos desde un patrén ultradiano a uno circadiano se
completa entre los 3 y 6 meses de edad en |os nifios. La mayoria de estos parametros de los
ritmos circadianos presentan cambios significativos que se pueden detectar a partir de los 3
meses, aungue es a los 6 meses cuando éstos alcanzan un patron circadiano més robusto,
similar a de adultos jovenes (Ortiz-Tudela et al., 2010).

La temperatura periférica muestra oscilaciones diarias, con un aumento de la misma
por la noche y una disminucion de ésta cuando € nifio se despierta (Figuras 2 del capitulo
experimental 1y 1 del capitulo experimental 2). De noche se produce una vasodilatacion
periférica que incrementa la temperatura periférica, induciendo una caida en la temperatura
central por la pérdida de calor por las extremidades (Baddock et al., 2004; Sarabia et al.,
2008). Asi pues, la temperatura periférica esta correlacionada con la temperatura central,
pero siguiendo un patréon inverso de ascenso y descenso, aunque es la temperatura
periférica la que precede y, probablemente, induce los cambios en la temperatura central
durante el periodo nocturno de suefio (Heraghty et al., 2008; Lack et al., 2008; Sarabia et

al., 2008). Todos estos cambios, descritos en estudios previos para € ritmo de temperatura
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periférica, concuerdan con lo mostrado en la graficade lafigura 2 del capitulo experimental
1. Los cambios en la temperatura periférica muestran pues una estrecha relacién con €
ciclo de suefio-vigilia en condiciones experimentaes de laboratorio; un sujeto
habitual mente cae dormido cuando la temperatura central esté disminuyendo, y € final del
periodo de suefio coincide con la fase de ascenso de la curva circadiana de temperatura
(Sarabia et al., 2008). Diversos estudios sugieren que la probabilidad de que e sujeto se
encuentre dormido guarda una relacion més estrecha con € pico de temperatura cutanea
dista que con la minima temperatura central (Cajochen et al., 2000; Raymann et al., 2007;
Sarabia et al., 2008; Van Someren, 2004; Weinert & Waterhouse, 2007). Sin embargo, €l
papel de la temperatura cutanea distal o proximal en la induccién de suefio es todavia
materia de discusion.

Algunos autores han descrito que €l ritmo de temperatura periférica puede
encontrarse enmascarado por la temperatura ambiental, la actividad, la ingesta alimentaria,
el colecho o lasiesta. Sarabia et al. (2008) informaron que atas temperaturas ambientales,
tales como las registradas en Espafia en Agosto (superiores a 35°C), solo enmascaran la
temperatura periférica diurna, sin afectar a la nocturna. En nuestro estudio se contemplé
esta posibilidad, por lo que estos periodos calurosos fueron excluidos para minimizar los
efectos de la temperatura ambiental. Baddock et al. (2004) informaron de diferencias
significativas en la temperatura media rectal y cutédnea en nifios que comparten cama con
sus padres con respecto a nifios que comparten cama con otros nifios. En este trabgo se
valoré este dato como un posible factor de confusion, por |o que se advirtio alos padres que
todos los nifios durmieran en una cuna separada aunque fuese dentro del dormitorio
paterno, sin compartir ninguno cama con sus padres, excluyendo asi la posible influencia
del colecho. Los ritmos circadianos podrian estar también influenciados por patologias tales
como € reflujo gastroesofagico del lactante, por lo que, a fin de evitar estos posibles

factores de confusion, se tomaron Unicamente nifios sanos sin ningun tipo de patologia.
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2. UTILIDAD DE LOS SENSORES DE TEMPERATURA PERIFERICA Y
ACTIVIDAD MOTORA EN NINOS MENORES DE UN ANO

Otro de los objetivos planteados iniciadmente para esta tesis era conocer si los
sensores inalambricos de medicion ambulatoria de temperatura y actividad existentes en el
mercado para adultos podrian ser Utiles como método de registro en nifios menores de un
ano, cuestion también planteada en e estudio piloto publicado en Chronobiology
International y reflgjado dentro del capitulo experimental nimero 1.

En adultos existen estudios, en condiciones de laboratorio de suefio, sobre e uso de
actigrafia sola (Oosterman et al., 2009) o combinada con medicion de temperatura
(Raymann et al., 2007), cuya utilidad y fiabilidad ha sido comprobada previamente
mediante comparacion con registros de suefio y polisomnografia. El uso de estos sensores
de temperatura y actividad habia sido validado posteriormente en adultos sanos jovenes en
condiciones ambulatorias, mediante comparacion con registros de suefio (Ortiz-Tudela et
al., 2010; Sarabia et al., 2008), siendo propuesto como un método fiable parala evaluacion
de ritmos circadianos en adultos, asi como para definir y seguir los efectos de la
cronoterapia en sujetos dentro de una situacion de normalidad (Ortiz-Tudela et al., 2010;
Sarabiaet al., 2008).

La informacion disponible sobre medicion de ritmos circadianos en poblacion
pediétrica, sobre todo en e primer afio de vida, es mucho menor y con metodologia muy
diversa. Los primeros trabgjos publicados sobre el tema estudian la regulacion del ciclo
suefio-vigilia con polisomnografia (Peirano et al., 2003), considerada la técnica gold
standard en la deteccion de suefio (Acebo et al., 2005; McMillen et al., 1991). Sin
embargo, esta metodologia requiere € ingreso hospitalario del nifio, con las incomodidades
asociadas para la familia. Ya en trabgos posteriores aparecen publicados resultados con
metodol ogia utilizada en adultos, como la actimetria, cuya utilidad en € primer afio de vida
se compara con la polisomnografia. El primer trabajo encontrado sobre el uso de actigrafia
en nifios es de Sadeh et al. (1996), en & que realizan mediciones en hijos de madre con
GDM durante 24 horas en los primeros 3 dias posteriores a nacimiento para valorar €l
patrén suefio-vigilia. So et al. (2005), en un trabagjo con mediciones mensuaes durante 3

dias consecutivos en 26 nifios alo largo del primer afio de vida, postulan que con su uso se
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puede inferir €l ciclo suefio-vigilia en nifios, a pesar de las limitaciones de la actimetria en
la deteccion de periodos de vigila. Jenni et al. (2006) publicaron un estudio en € que se
registro la actimetria durante 10 dias consecutivos en 7 nifios y sus respectivas madres alos
4, 6 y 12 meses de vida. En cuanto a la medicion del ritmo de temperatura en nifios, €
nuestro es e primer trabajo que describe su utilizacion en poblacion infantil. Hasta el
momento e ritmo de temperatura habia ssdo ampliamente registrado para evauar €
funcionamiento del sistema circadiano, utilizando registros continuos de temperatura rectal
0 cutanea (Brown et al., 1992; Lodemore et al., 1992), pero hasta ahora no se habian
utilizado métodos inaldmbricos.

En € trabgo publicado en Chronobiology International, dentro del capitulo
experimental 1, se comprobd que la combinacion de ambos sensores inaldmbricos de
medicion de temperatura y actividad fue Util y més completa que cada uno por separado
pararealizar el registro de los ritmos circadianos en nifios menores de 6 meses. En cuanto a
las posibles pérdidas de datos, se comprobd que |os cal cetines que contenian |0s sensores se
adaptaron correctamente a los pies de los nifios, fatando Unicamente los datos
correspondientes a periodo del bafio en € que se retiraban los sensores; esto se detectaba
f&cilmente por la comprobacion de una caida significativa de la actividad motora y
temperatura registradas. Esta fiabilidad permite realizar estudios en domicilio, manteniendo
sus condiciones habituales de vida, y fuera del &ambito hospitalario. Después de una extensa
revision bibliogréfica no se han encontrado estudios que hayan usado esta metodologia
inal&mbrica combinada de temperatura y actividad en nifios de tan corta edad.

3. PARA EL ESTUDIO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS, ;SON MAS
UTILESLOS TEST PARAMETRICOS O LOS NO PARAMETRICOS?

La utilizacién de los sensores de medicién durante 3 dias, con registros cada 10
minutos de temperatura 'y cada 2 minutos de actividad, proporciona unaingente cantidad de
datos que han de ser procesados mediante complg os al goritmos matematicos. Dentro de los
métodos habituales para valorar estos ritmos tenemos dos opciones: |os tests paramétricos,
gue son aquellos que se gustan a una onda sinusoidal, y los no paramétricos, que son
aquellos que no cumplen esta premisa. Cuando se estudio la maduracion de los ritmos
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circadianos en nifios mediante tests no paramétricos se detectaron mayores diferencias que
con los paramétricos, especiamente en la determinacion de la estabilidad interdiaria y
fragmentacion del ritmo o variabilidad intradiaria. S se comparan |os tests no paramétricos
con su equivalente paramétrico (media y mesor, amplitud relativa y amplitud, Ms y
acrofase, variabilidad intradiaria y Pi/Puragiano O estabilidad interdiaria y vector de
Rayleigh), aparecen mas diferencias significativas para | os tests no paramétricos a pesar del
pequefio tamafio muestral del estudio piloto expuesto en € capitulo experimental 1. Estos
resultados son acordes a los aportados por Ortiz-Tudela et al. (2010), Portaluppi et al.
(2008) y Van Someren et al. (1999) que también han postulado que los tests no
paramétricos son més adecuados para € estudio de los ritmos circadianos, tanto en nifios
como adultos. Por esta razon la evaluacion de la maduracién de ritmos circadianos en los
trabajos posteriores a estudio piloto siempre se reaiz6 usando 0s tests no paramétricos,
como son la media, variabilidad intradiaria, estabilidad interdiaria y amplitud relativa
Ademés, en este trabgo también se propone la evaluacion de ritmos de suefio en nifios
mediante indices de integracion como son los indices 1<O e indice de funcion circadiana
(CFI), gue combinan las variables de temperatura y actividad motora, tal y como proponen
Ortiz-Tudela et al. (2010) para adultos, aportando una informacion més completa de la
maduracion del mismo.

El Unico test paramétrico que se mantiene dentro de los resultados son los datos
correspondientes a P1/Pyiradiano, qUE NO €S Més que el cociente entre la potencia del ritmo
circadiano (24 horas) y la potencia acumulada de los 12 primeros armonicos, a pesar de
tener la estabilidad interdiaria (IS) como su correspondiente paramétrico. El motivo es que
se trata de un cociente que explica de una manera bastante grafica y comprensible la
maduracion del ritmo debido al aumento de la relacion entre el la potencia de un ritmo

circadiano respecto alos componentes ultradianos.

4. EFECTOS DE LA DIABETES GESTACIONAL EN LA
ANTROPOMETRIA DEL NINO

Los efectos de la GDM en el neonato son multiples y a distintos niveles. Tal y como

era de esperar, la edad gestaciona de los neonatos del grupo control fue significativamente
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mayor (p < 0.0001) que la de los grupos de diabetes, debido a protocolo ginecolgico
aplicado en nuestro hospital con mayor nimero de inducciones para evitar la macrosomia
en hijos de madre diabética. Datos similares en cuanto a la edad gestacional se obtienen en
el trabgjo de Sells et al. (1994), aunque en este trabajo se compararon 109 hijos de madres
con diabetes gestaciona insulina-dependiente con 90 hijos de madre control, sin tener un
grupo de diabetes gestacional tratada con dieta, como es nuestro caso. Otros trabajos como
el de Yang et al. (2006) apuntan a una tasa significativamente mayor de partos prematuros
en mujeres con diabetes gestacional que en poblacion general (p < 0.001).

La GDM se ha asociado clasicamente con un mayor riesgo de macrosomia al
nacimiento y en los Ultimos afios se ha vinculado ademés con una mayor incidencia de
obesidad, tanto en la época infantil como en la edad adulta (Garcia Carrapato, 2003). En un
andlisis retrospectivo de las complicaciones de la diabetes gestacional y pregestacional en
los 10 ultimos afios, Nagy et al. (2013) describieron un porcentaje del 25% de macrosomia
entre hijos de madre diabética, a pesar de un correcto mangjo de la misma. Bowers et al.
(2013) describieron una mayor incidencia de macrosomia en hijos de madre con diabetes
gestacional, excepto para la raza blanca no hispanica. Todas las pacientes de nuestro
estudio son de raza blanca hispanica, salvo dos de ellas que son de raza negra hispana, una
dentro del grupo control y otra dentro del grupo de diabéticas tratadas con dieta. A
diferencia de los resultados aportados por los trabajos mencionados con anterioridad, en
nuestro trabgo no se detectaron diferencias entre los distintos grupos en pardmetros
somatométricos postnatales, tales como el peso, longitud, IMC o indice cintura/cadera
medidos alo largo del primer afio de vida. La explicacion a este fendbmeno puede ser doble,
tanto debido a protocolo ginecolégico de nuestro hospital, que precisamente pretende
evitar esta complicacion, como por € escaso tamafio muestral del estudio.

A pesar de no hallarse diferencias estadisticamente significativas en los parametros
somatométricos postnatales (Tabla 2 del capitulo experimental 2 y tabla 2 del capitulo
experimental 3), si se aprecio una clara tendencia a una mayor circunferencia abdominal
fetal, medido ecograficamente, tanto en e momento de reclutamiento de las madres a
comienzo del ultimo trimestre (p = 0.077), como en el momento del parto (p = 0.078) en los
hijos de los grupos de madres con GDM. La circunferencia abdominal fetal se considera un

buen predictor de macrosomia y un marcador de aumento de depdsitos grasos en estos
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nifios (Schaefer-Graf et al., 2005 & 2011). Aunque € IMC se ha establecido como €l
marcador de eleccion en la definicion de obesidad en adultos, su potencial para evaluar y
predecir obesidad en nifios durante € primer afio de vida no esta claro (Wells et al., 2007).
Asi pues, los nifios de madres con GDM en nuestro estudio tendieron a presentar mayores
valores de circunferencia abdominal fetal y, por tanto, mayores depdsitos grasos, 10 que
podria potenciar la programacion de la obesidad en estos nifios en |a etapa adulta.

Dentro de influencia de la GDM en la maduracion de ritmos circadianos se ha
guerido estudiar la posible relacion existente entre la circunferencia abdominal como
marcador de macrosomia de hijos de madre con GDM, y los pardmetros que definen estos
ritmos circadianos, como queda explicado dentro del articulo del capitulo experimental 2
publicado en Diabetes/Metabolism Research and Reviews. En nuestro estudio, un mayor z-
score de circunferencia abdominal a inicio del tercer trimestre de gestacion (en el momento
del reclutamiento materno) se correlaciond con agquellos parametros que mostraron una
peor maduracion de ritmo circadiano del nifio, como son un menor Pi/Pytagiano de
temperatura y de actividad o una menor media de suefio estimada a partir de laintegracion
de temperatura-actividad alos 3 meses (Tabla 3 del capitulo experimental 2). El z-score de
circunferencia abdominal medido nuevamente previo a parto presentd correlaciones
negativas con la media de temperatura a los 3 meses, el cociente P1/Pyragiano Y 12 @amplitud
relativa (RA) de actividad alos 6 meses y con lavariabilidad intradiariay RA de suefioy e
CFl alos 6 meses (Tabla 3 del capitulo experimental 2), todos ellos pardmetros que indican
la presencia de un ritmo circadiano més maduro. Todas estas correlaciones reforzarian la
teoria de una peor maduracion de los ritmos circadianos en los hijos de madre con GDM.
Nuestros resultados van en la misma linea que los de Sadeh et al. (1996) que comunicaron
correlaciones positivas entre mayores mediciones de pliegues abdominal y suprailiaco en
recién nacidos de madres con GDM y menores porcentajes de suefio tranquilo.

Estén surgiendo numerosas lineas de evidencia que unen defectos en la maduracion
circadiana con eventos negativos para la salud, por lo que creimos que podia resultar
interesante investigar la relacion entre la maduracion de los ritmos circadianos en hijos de
madre con GDM con otros marcadores de neurodesarrollo, desarrollado dentro del capitulo
experimental 3. Para trabajos posteriores seria también interesante determinar s mejores

marcadores antropométricos de obesidad, como puede ser la medicion de pliegues
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cutaneos, que permitieran un diagndstico precoz y més preciso en poblacion pediatrica, se
relacionan con una peor maduracion circadiana en este tipo de nifios. Por lo tanto, es
plausible que exista una programacién de ritmos circadianos asociada ala obesidad en hijos
de madre con GDM.

5. EFECTOS DE LA DIABETES GESTACIONAL EN LA MADURACION
DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Existe muy poca informacion disponible sobre el efecto de la GDM en la
maduracion de ritmos circadianos de temperatura y actividad motora en nifios durante €
primer afio de vida. Durante el embarazo, Robertson y colaboradores, describieron una
alteracion de la actividad motora ciclica fetal a comienzos del tercer trimestre en los
embarazos complicados con GDM, pero estos efectos desaparecieron a final de la
gestacion (Robertson, 1988; Robertson & Dierker, 1986). Robertson & Dierker (2003)
postularon que los cambios en la actividad motora ciclica fetal probablemente reflgarian
una sensibilidad a corto plazo de las fluctuaciones del ambiente metabdlico en la GDM,
mas que un desarrollo aterado, pero sugirieron valorar otros aspectos del desarrollo
psicomotor a largo plazo. Sadeh et al. (1996) no encontraron diferencias relacionadas con
laGDM en los patrones de suefio-vigilia de neonatos con registros de actigrafia de 24 horas
durante las primeras 72 horas de vida. Sin embargo, se sabe que tras e nacimiento la
mayoria de las funciones no presentan todavia un ritmo circadiano (Heraghty et al., 2008),
por lo que son necesarios estudios sobre la maduracion de estos ritmos en edades
posteriores.

En € capitulo experimental 2, se describe como el ritmo de temperatura mostré una
mayor variabilidad intradiaria, o fragmentacion del ritmo, y menor amplitud relativa (RA) a
los 6 meses en & grupo de hijos de madre con GDM tratada con insulina (Tabla 2 del citado
trabaj0). Estos cambios indican una méas rapida maduracion de los ritmos circadianos en los
controles respecto a grupo de GDM tratada con insulina, debido a una menor
fragmentacion del ritmo de temperatura, 10 que se explica por esos menores valores de
variabilidad intradiaria (1) en los controles, y una mayor diferenciaentre el diay la noche,

gue se reflgja en una mayor amplitud relativa (RA) de los mismos. Ademas, los sujetos
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controles también presentaron un mayor cociente circadiano/ultradiano (cociente
P1/Puitragiano) de temperatura a los 6 meses, 10 que indica un ritmo mas proximo a ritmo
circadiano de 24 horas tipico de adultos. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las medias de temperatura periférica y actividad motora
asociadas a hecho de que la madre haya sufrido GDM (Figuras 2A y 2B de capitulo
experimental 2 y 2 del capitulo experimental 3). Los valores medios de una onda podrian
verse compensados por puntuaciones contrapuestas durante el dia 'y la noche, como parece
ocurrir paralatemperatura periférica o la actividad motora.

Lamaduracion del ritmo de suefio se estimé utilizando conjuntamente temperatura y
actividad (variable TA), y también se encontré un aumento estadisticamente significativo
paralavariabilidad interdiaria (1V) alos 6 meses en € grupo de GDM tratada con insulina
(Tabla 2 del capitulo experimental 2), lo que indicaria asimismo una mayor fragmentacion
del suefio en e grupo de hijos de madre con GDM tratada con insulina, sin que se
apreciasen diferencias estadisticamente significativas para € resto de parametros de
actividad y suefio estimado a partir de temperatura-actividad entre los distintos grupos.
Cuando los pardmetros que definen la maduracién del ritmo se integraron ademas en €l
indice de funcion circadiana (CFl) de la variable temperatura-actividad, se detectdé un
retraso estadisticamente significativo en la funcion circadiana alos 6 meses en € grupo de
GDM tratada con insulina respecto a los otros dos grupos (Figura 2 del capitulo
experimental 2), incluso con un tamafio muestral tan limitado como el del estudio. Esta
ateracion del indice CFl de la variable temperatura-actividad a los 6 meses en e hijo de
madre con GDM tratada con insulina estaria indicando una peor maduracion de los ritmos
circadianos en este grupo de nifios, la cua se puede apreciar ya como una tendencia desde
los 3 meses de edad (Figura 2 del capitulo experimenta 2).

El indice 1<O determina la concordancia del suefio nocturno de los nifios con el
periodo estandar de suefio de los adultos (desde las 23:00 h a las 07:00 h) y, como era de
esperar, mostré un aumento en la concordancia segun aumentaba la edad de los nifios. En el
estudio preliminar descrito en e capitulo experimental 1 se aprecia un aumento
estadisticamente significativo del indice 1<O alos 6 meses con respecto a determinaciones
previas (Figura 4 del citado capitulo); a aumentar € tamafio muestral en los siguientes

trabajos la aparicion de estas diferencias estadisticamente significativas se adelantd a los 3
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meses de edad. Aunque Sadeh et al. (1996) no encontraron efectos de la GDM sobre los
ritmos de suefio-vigilia en neonatos durante sus primeras 72 horas de vida, si que
detectaron correlaciones entre unos vaores aumentados de glucosa materna y una
disminucién del porcentgje de suefio para los controles y menores transiciones de suefio, asi
como unos segmentos de suefio més largos para € grupo de GDM. Estos resultados y
nuestras investi gaciones apoyan un efecto adverso de la GDM en los ritmos de temperatura
y actividad del nifio, aungue las consecuencias de éstos en el desarrollo posterior del nifio

estan aln por determinar.

6. EFECTOS DE LA DIABETES GESTACIONAL EN EL DESARROLLO
NEUROLOGICO

En los dltimos anos, distintos trabgos han evaluado € efecto de la GDM en €
neurodesarrollo infantil, describiéndose de manera llamativa un retraso en algunas éreas del
desarrollo intelectual y del comportamiento. Georgieff (2006) realizd un seguimiento a
hijos de GDM durante los 3 primeros afios de vida, hallando peores datos en la memoria de
reconocimiento en hijos de madre con GDM que en nifios controles. Krakowiak et al.
(2012) describieron ademas un mayor riesgo de autismo (OR = 1.52 [95% IC = 0.82-2.83])
y de trastornos del desarrollo (OR = 2.33 [95% IC = 1.08-5.05]) en nifios de entre 2 y 4
anos hijos de madre con diabetes gestacional o diabetes mellitus tipo 1l. Ademés, en
aquellos nifios sin autismo, Nomura et al. (2012) describieron un riesgo de presentar
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad dos veces mayor en hijos de madre con
GDM vy bajo nivel socioecondémico que en poblacién general ala edad de 6 afios, asi como
un menor cociente intelectual, peor lenguge y funcionamiento emociona y un
comportamiento mas empobrecido. Otros trabajos, como el de Garcia Carrapato (2003)
también describen un desarrollo neurol6gico y un comportamiento alterados en este tipo de
pacientes, sin [legar arealizar mediciones con escalas de desarrollo psicomotor.

En nuestro trabgjo se valoro la relacion entre la GDM materna y el desarrollo
psicomotor en sus hijos, medido a través de la 22 versién de la Escala de Bayley de
Desarrollo Infantil (BSID I1). Como muestra la figura 1 del capitulo experimenta 3,

teniendo en cuenta las puntuaciones del BSID 1l gustadas por factores de confusion como
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son edad gestacional, sexo, nivel educacional materno, semanas de lactancia materna
exclusiva, hemoglobina glicosilada (HbA1c) materna o IMC materno en el momento del
parto, € grupo de hijos de madre con GDM tratada con insulina presentaron un indice
mental de desarrollo (MDI) significativamente menor a los 6 meses con respecto a los otros
dos grupos (p = 0.001), diferencia que no se mantuvo a los 12 meses de edad (p = 0.301),
aunque mostro la misma tendencia de peor evolucion de los resultados del BSID Il con la
GDM. Con respecto a indice motor de desarrollo (PDI) a los 6 meses, ambos grupos de
hijos de madre con GDM presentaron una puntuacion significativamente menor a los
controles (p = 0.002), aunque estas diferencias entre |0s grupos tampoco se mantuvieron a
los 12 meses de edad (p = 0.640). A pesar de no llegar a tener significacion estadistica,
encontramos una tendencia a mayores MDI y PDI en el grupo de controles con respecto a
los grupos de hijos de madre con GDM a los 12 meses, edad a la que €l BSID Il es més
fiable. Estudios previos que utilizaron también el BSID para la evaluacion del desarrollo
psicomotor, como los trabajos de Nelson et al. (2000), con 34 controles y 26 hijos de madre
diabética, y Deregnier et al. (2000), que compararon 32 controles con 25 hijos de madre
diabética, no detectaron diferencias estadisticamente significativas entre grupo control e
hijos de madre con GDM ni en PDI ni MDI alos 12 meses de vida. Rizzo et al. (1995)
tampoco llegaron a encontrar diferencias entre los distintos grupos utilizando el BSID alos
2 afos, aunque si alos 4 afios utilizando la escala de inteligencia de Stanford-Binet.

La evaluacion del desarrollo psicomotor durante € primer afio de vida es
complicada, ya que nos encontramos con una serie de limitaciones en los tests existentes
actualmente, tanto en e BSID Il como en otras escalas de neurodesarrollo, ya que fueron
disefiados para identificar nifios con un desarrollo psicomotor por debagjo de la normalidad,
demostrando mayores dificultades a la hora de valorar nifios normales (Un & Carlson,
2003). A esto hay que sumar e que, a pesar de que € uso del BSID 1l esté validado desde
el primer afio de vida (Bayley, 1993), se conoce su bgja fiabilidad y reproducibilidad a
edades tan tempranas, dada la gran cantidad de factores externos gque pueden influir, como
el suefio o el hambre, mejorando su rendimiento a partir del segundo afio de vida. Esta
problemética es aln mayor para la evaluacion de la esfera cognitiva, o que hemos
detectado en una ausencia de correlacion estadisticamente significativa entre los valores del

MDI de 6 y 12 meses (R= 0.26, p = 0.06); sin embargo, si que se detectaron correlaciones
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entre los valores de PDI en las distintas edades (R = 0.621, p < 0.001). Esto es debido
probablemente a que el desarrollo durante € primer afio de vida es mucho mas evidente
desde el punto de vista motor y, por tanto, més facil de valorar que e aspecto mental. A
pesar de esto, ambos indices (PDI y MDI) se correlacionaron entre ellos tanto alos 6 (R =
0.390, p = 0.003) como alos 12 meses (R = 0.409, p = 0.002). La mayoria de trabajos que
utilizan e BSID 11, lo hacen a partir del primer afio de vida (Deregnier et al., 2000; Voight
et al., 2002) o, incluso, a partir del segundo (Rizzo et al., 1995, 1994 & 1991), aunque si
gue existen estudios como e nuestro que lo utilizan ya desde edades tempranas como son
los 5y 6 meses (Agostini et al., 2003; Fang et al., 2005). El motivo de realizar una
evaluacion tan temprana del desarrollo psicomotor se debe a un intento hacer coincidir en el
tiempo esta primera medicion clasica de neurodesarrollo con la Ultima de ritmos
circadianos de los 6 meses.

Estas limitaciones en los tests clasicos de desarrollo neurolégico ponen de
manifiesto que es de maximo interés encontrar nuevos marcadores de neurodesarrollo en
nifios menores de un afo, que nos permitan clasificarlos dentro de la normalidad de la
manera més fiable y precoz posible. Dado que los ritmos circadianos se controlan a través
de estructuras del sistema nervioso y la regulacion de los mismos se produce durante los
primeros meses de vida, como ya se ha postulado anteriormente, la maduracion del sistema
circadiano podria constituir un parametro Util para la valoracién del desarrollo neurol6gico
en nifios durante el primer afio de vida.

En nuestro trabajo, la medicion clésica de desarrollo psicomotor se realizé mediante
el BSID Il alos 6 y 12 meses de edad, para que estuviese relativamente proxima a la
valoracion de los ritmos circadianos. Dentro de |os indices obtenidos, se detecté una mejor
correlacion entre el PDI y ritmos circadianos, sobre todo en cuanto a parametros de
actividad se refiere. Existe una correlacion positiva entre €l PDI alos 6 mesesy la media de
actividad alos 1 (R =0.287, p=0.045), 3(R=0.512, p< 0.001) y 6 meses (R = 0.286, p =
0.038), correlacion que se mantiene ademas entre € PDI de los 12 meses y la media de
actividad alos 1 (R =0.284, p = 0.045) y 3 meses (R = 0.369, p = 0.005), aunque no con la
media de los 6 meses. Por |o tanto, nifios con mejores puntuaciones motoras en € BSID I
son nifios con un mejor ritmo de actividad motora, lo cud seria l6gico de pensar, ya que

ambas son mediciones de la actividad motora dal nifio. Se detectd una correlacién entre el
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PDI delos 12 meses y € CFl (o indice integrado de funcién circadiana) de los 3 meses de
edad (R = 0.264, p = 0.049), y similar tendencia con el CFl delos 6 meses (R =0.234, p=
0.096), aunque sin significacion estadistica probablemente debido a escaso tamafio
muestral. La conclusion que podemos extraer de todo esto es que aquellos nifios con
mejores puntuaciones motoras son nifios que también presentan una mejor funcion
circadiana.

El MDI, en cambio, tuvo peores correlaciones con los ritmos circadianos, tanto alos
6 como a los 12 meses, con correlaciones débiles con la media de suefio y actividad a
edades muy tempranas (Correlacion de MDI alos 6 meses con la media de actividad al mes
R =0.319, p = 0.025 y con la media de suefio a mes R = 0.313, p = 0.029; correlacion de
MDI alos 12 meses con la media de actividad alos 3 meses R = 0.325, p = 0.015 y la
media de suefio alos 15 dias R = 0.294, p = 0.040 y a mes R = 0.489, p < 0.001), pero que
no se mantienen en mediciones posteriores de los ritmos circadianos. Esto se podria
explicar, como ya se ha comentado previamente, por la dificultad en la evaluacion de la
esfera cognitiva en nifios de tan corta edad y de ahi su peor correlacion con los ritmos
circadianos. No existe en la literatura estudios publicados previamente que correlacionen la
maduracion de ritmos circadianos con escalas clasicas de neurodesarrollo con los cuales

poder comparar |os resultados obtenidos en este trabgjo.

7. EL TIPO DE ALIMENTACION DEL NINO COMO FACTOR DE
CONFUSION EN EL NEURODESARROLLO

La lactancia materna es un factor que debe ser tenido en cuenta dentro del andlisis
estadistico de los datos, ya que podria ser considerada como un factor de confusién dentro
la valoracion del neurodesarrollo en estos nifios; por este motivo, el andlisis estadistico de
los datos se gjustd, entre otras variables referidas previamente, por las semanas de duracion
de lactancia materna exclusiva. De hecho, la duracion de la lactancia materna en los
distintos grupos de nuestro trabgjo fue desigual, los nifios del grupo control recibieron
lactancia materna durante un periodo significativamente mayor que los hijos de madre con
GDM, tanto de manera exclusiva (p = 0.014) como de manera combinada con lactancia
artificial (p = 0.021).
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Los estudios existentes sobre lactancia materna muestran efectos positivos sobre €l
desarrollo neurologico y la inteligencia en nifios alimentados de esta manera (Jain et al.,
2002; Temboury et al., 1994). Por €l contrario, estudios restringidos a nifios alimentados
con lactancia materna de madres con GDM muestran que la ingesta de leche materna de
estas mujeres (con un contenido disminuido en LC-PUFA y aumentado en glucosa e
insulina) durante la primera semana del periodo neonatal presenta un impacto negativo en
el comienzo del lenguaje, un importante predictor del desarrollo cognitivo, sin comprobar
ningun efecto a tomar mayor cantidad de la misma sobre €l desarrollo psicomotor en €l
periodo neonatal tardio, evaluado mediante la Escala de Desarrollo de Denver (Plagemman
et al., 2005; Rodekamp et al., 2006). No obstante, sdlo pudimos encontrar en nuestro
estudio una escasa correlacion entre la duracion de la lactancia materna y la puntuacion
obtenida en e BSID I, como test clasico de neurodesarrollo; Unicamente aparecié una
correlacion débil (R = 0.280, p = 0.035) entre las semanas de lactancia materna exclusivay
la puntuacion del PDI alos 6 meses, o que no se mantiene en las mediciones realizadas a
los 12 meses de edad, tampoco para el MDI ni para la duracion de lactancia materna
combinada con lactancia artificial. No se detect6 ninguna correlacién entre laduracion de la
lactancia materna y los distintos parametros evaluados de maduracion de los ritmos

circadianos.

8. EFECTOS DE LA GDM EN EL PERFIL DE ACIDOS GRASOS Y SU
RELACION CON EL NEURODESARROLLO

Como ya se ha comentado en la introduccion, €l mecanismo Ultimo que ocasiona
una afectacion del desarrollo psicomotor en hijos de madre con GDM no esta claro (Garcia
Carrapato, 2003; Georgieff, 2006; Larqué et al., 2002). Entre |os mecanismos af ectados por
la GDM podria encontrase una inadecuada transferencia transplacentaria de &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA). En estudios realizados previamente sobre el
perfil de &cidos grasos en mujeres con GDM vy sus hijos, se comprobé una disminucién de
nivelesde DHA y LC-PUFA en hijos de madre con GDM, apesar de porcentajes en plasma
materno normales (Min et al., 2005; Wijendran et al., 2000). Ya que los LC-PUFA se

acumulan en cantidades importantes en la retina y e sistema nervioso central, un aporte
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prenatal inadecuado podria afectar al desarrollo neurol6gico de los nifios. No obstante, no
estaclaro si los niveles de DHA permanecen bajos durante el primer afio de vida o son solo
bajos en las determinaciones perinatales. Winkler et al. (2008) encontraron que el
contenido de DHA en lamembrana celular del eritrocito de los hijos nacidos de madres con
diabetes tipo | fue similar alos 3 meses con respecto al nacimiento, pero alos 12 meses los
niveles de DHA observados fueron algo menores.

En latabla 1 del capitulo experimental 3, publicado en la revista European Journal
of Clinical Nutrition, mostramos que e grupo de nifios de madres con GDM tenia
concentraciones de DHA en sangre de corddn significativamente méas bajos que € grupo
control (p = 0.029), apesar de que las madres con GDM tratadas con dieta tenian niveles de
DHA en el suero materno significativamente mayores en e reclutamiento (p = 0.025) y €
parto (p = 0.020) que los controles. La ingesta de pescado, tanto de manera global como de
pescado azul, fue similar entre los tres grupos, por lo que no explicarialos bajos niveles de
DHA en hijos de madre con GDM. Ademas, los nifios que se encontraban en el cuartil
inferior de DHA en sangre de corddn presentaron un PDI significativamente menor alos 6
meses que aquellos que se encontraban en el cuartil superior (83.44 + 2.64 frente a91.57 +
2.95, p = 0.049).

En lafigura 3 del capitulo experimental 3 se muestra ademés como se correlacionan
el DHA de sangre de cordon con la puntuacion del PDI alos 6 meses de edad (R = 0.270, p
= 0.049), incluso gjustando por edad gestacional, sexo, nivel educacional materno, semanas
de lactancia materna exclusiva, HbA1lc materna o IMC materno en e momento del parto.
El hecho de que no se encontraron méas correlaciones podria ser debido al escaso tamafio
muestral 0, quizas, a que estas escalas clésicas de valoracion de neurodesarrollo no son las
idoneas para la deteccion de alteraciones en € desarrollo psicomotor a edades tan
tempranas. El calculo del tamafio muestral en esta tesis se realizd en base a intentar
encontrar diferencias en los niveles de DHA de sangre de corddn entre los tres grupos.
Ademés, no existen estudios previos que hayan utilizado esta metodologia de medicion de
ritmos circadianos a edades tan tempranas, para poder redlizar un clculo del tamafio
muestral en base a los mismos. En cualquier caso, la potencia estadistica alcanzada en
nuestro estudio fue del 61% alos 6 meses para € indice de funcion circadiana (CFl) y para
el BSID Il del 85% alos 6 mesesy del 35% alos 12 meses. La asociacion del DHA con la
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actividad motora (PDI del BSID Il también se confirmo por la correlacion inversa entre el
porcentaje de DHA en sangre de corddn con los valores de variabilidad intradiaria de la
actividad a los 6 meses (R = -0.239, p = 0.043), ta como se muestra en la figura 3 del
capitulo experimental 3. Esta variable también evalla la faceta motriz del desarrollo del
nifio y confirma la asociacion entre mayores niveles de DHA y un ritmo circadiano de
actividad més maduro, refutando las teorias previas que asocian LC-PUFAs vy
neurodesarrollo. Asi pues nuestros resultados parecen confirmar la hipétesis inicial de una
posible relacion entre unos niveles menores de DHA en los hijos de madre con GDM y un
peor desarrollo psicomotor de los mismos. Seria interesante como objetivo a largo plazo
valorar nuevamente a estos nifios a edades posteriores en los que los tests psicol 6gicos
serian més fiables y reproducibles, para comprobar si se mantienen las relaciones del DHA
con estas funciones neurol dgicas del nifio.

El presente trabgjo de investigacion es muy novedoso, ya que, tras una extensa
busqueda bibliografica, no se encontro literatura sobre la relacion entre € perfil de LC-
PUFA en sangre de cordon y los ritmos circadianos. Existe algun estudio, como € de
Faglioli et al. (1989), que relaciona € aporte de &cidos grasos esenciaes en nifios
sometidos a nutricion parenteral durante periodos de 2-6 meses con la modulacion del
suefio en estos nifios. Cheruku et al. (2002) describieron mayores niveles de DHA en
plasma materno durante € embarazo asociado con patrones neonatales de suefio més
maduros en los hijos de estas gestantes. En el presente estudio evaluamos también la
relacion entre los niveles DHA en sangre materna, tanto en el momento del reclutamiento
como en € del parto, con la maduracion de los ritmos circadianos del nifio (Tabla 3 del
capitulo experimental 3). EIl DHA materno también se correlaciond con un mejor ritmo de
suefio del nifio alos 6 meses (debido a una menor variabilidad interdiariay mayores valores
de estabilidad intradiaria y CFl), asi como una correlacién positiva con una estabilidad
interdiaria de temperatura alos 6 meses, valores todos ellos gjustados por edad gestaciond,
sexo, nivel educacional materno, semanas de lactancia materna exclusiva, HbA1lc materna
o IMC materno en el momento del parto, tomados como posibles factores de confusion.
Estos datos sefialan, como los de Cheruku et al. (2002), que mayores concentraciones en
plasma materno de DHA se asocian a la existencia de una megor maduracion de los
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patrones circadianos, aunque |los datos de tal estudio se refieren a mediciones muy precoces

de suefio infantil, en el segundo dia de vida.
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CONCLUSIONES

1. Los sensores utilizados para el registro de latemperatura 'y actividad son Utiles para
lamedicion de los ritmos circadianos de temperatura periférica y actividad motora en nifios
menores de un afio de manera domiciliaria. Los tests mas adecuados para evauar la

maduracion de los ritmos circadianos en nifios son |os test no paramétricos.

2. La aparicién de los ritmos circadianos de temperatura periféricay actividad motora,
asi como de suefio estimado a partir la integracion de ambas variables, se produce en los

nifios a partir de los 3 meses de edad, con una mayor madurez alos 6 meses de edad.

3. La diabetes gestacional materna afecta a la evolucion de los ritmos circadianos de
sus hijos durante los primeros 6 meses de vida. El ritmo de temperatura y suefio en los hijos
de madres con diabetes gestacional tratadas con insulina mostré una mayor variabilidad
intradiaria, o fragmentacion del ritmo, asi como una peor maduracion de sus ritmos
circadianos, evaluada mediante el indice de funcion circadiana (CFl). Esto apoya un efecto

adverso de la diabetes gestacional sobre e desarrollo de los ritmos circadianos del nifio.

4. La adiposidad fetal, estimada ecogréficamente durante el embarazo como medida de
los depdsitos grasos fetales, se correlaciond con una peor regulacion de los ritmos
circadianos durante los 6 primeros meses de vida. La programacion de la obesidad en los
nifios podria pues afectar ademés a la maduracion de los ritmos circadianos tras el

nacimiento.

5. Los hijos de madre con diabetes gestaciona presentaban a los 6 meses menores
puntuaciones, tanto de capacidad motora como mental, en el test de Bayley, pero estas
diferencias no se mantuvieron a los 12 meses, probablemente por e reducido nimero de
sujetos de esta muestra. Estos resultados estarian en concordancia con un peor

neurodesarrollo en hijos de madres descrito por numerosos autores.
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6. Los nifios con mejores puntuaciones motoras en el test de Bayley son nifios que
también presentaron una mejor funcion circadiana, tal como muestran las asociaciones
repetitivas del indice psicomotor del Bayley con lamedia de actividad y €l indice integrado
de funcion circadiana de temperatura y actividad durante los primeros 6 meses de vida. Asi
pues, la actividad motora evaluada mediante actimetria podria ser un buen marcador precoz
del desarrollo psicomotor aunque esto necesitaria ser corroborado en estudios con mas

sujetos.

7. Los menores valores de DHA en sangre de cordén en los hijos de madres con
diabetes gestacional, tanto tratadas con dieta como con insuling, podrian explicar en parte el
peor neurodesarrollo observado en los hijos de madre con diabetes gestacional. El
porcentaje de DHA en sangre de corddn se asocié de forma directa tanto con la puntuacion
motora del test de Bayley, como con pardmetros de fragmentacion del ritmo de actividad a
los 6 meses de vida del nifio, por lo que seria interesante mejorar los niveles de DHA en
estos nifios.

CONSIDERACIONES GENERALES

Los sensores de temperatura y las técnicas de actimetria para la medicion
inaldmbrica de ritmos circadianos son una herramienta de gran utilidad para la evaluacion
precoz de neurodesarrollo en nifios. Seria interesante realizar estudios futuros para
comprobar su utilidad en la deteccion precoz de ateraciones neuroldgicas en poblacion
infantil.

La relacion entre los bagjos niveles de DHA en hijos de madre con diabetes
gestacional y € neurodesarrollo, medido a través de escalas clasicas o de ritmos
circadianos, son hallazgos interesantes para continuar investigando sobre la posible
implicacion de la nutricion materna durante el embarazo en la programacion del desarrollo
neurol6gico de sus hijos. La aimentacion del nifio durante el primer afio de vida también
podria contribuir a la megjora de la funcién neurologica de los nifios por lo que se
necesitarian nuevos estudios para valorar posibles estrategias nutricionales a seguir en hijos
de madres con diabetes gestacional .
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