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RESUMEN

Antecedentes y objetivos

Los telémeros son estructuras de nucleoproteinas especializadas que se ubican en el extremo de
los cromosomas promoviendo la estabilidad gendmica. La longitud del telomero (LT) disminuye
con la edad de manera progresiva debido al proceso de division mitdtica y se conoce como un
biomarcador de envejecimiento celular. Numerosas investigaciones han asociado el acortamiento
de la LT con un mayor riesgo de mortalidad y con enfermedades relacionadas con la edad. La
investigacion sobre el papel de la LT como potencial psicobiomarcador del envejecimiento
cerebral ha descubierto que una LT mads larga podria ser beneficiosa para la estructura y funciones
cerebrales en poblacion adulta. Sin embargo, la evidencia sobre su posible impacto en el
desarrollo neuropsicologico infantil es todavia bastante escasa e inconsistente. Algunos de los
estudios realizados encuentran una posible asociacion entre la LT y el desarrollo motor y
socioemocional los/as nifios/as, pero no con el desarrollo cognitivo. De manera similar, la
asociacion entre la LT y los sintomas de trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH)
presentan resultados inconsistentes, ya que algunas investigaciones han relacionado el
acortamiento de LT con una mayor sintomatologia de TDAH, mientras que un estudio con

mediciones longitudinales no encontrd una asociacion directa.

En base a lo anterior, el objetivo general de la presente tesis es explorar la asociacion entre la
longitud del telémero de los leucocitos (LTL) y el desarrollo neuropsicoldgico en la infancia. Para
dar respuesta a este objetivo, se abordaron tres objetivos especificos: (1) analizar la asociacion
transversal entre la LTL y las funciones cognitiva y psicomotora a los 4 afios; (2) estudiar la
asociacion entre la LTL a los 4 o 8 afios y los problemas socioemocionales a los 8 afios, asi como
el impacto de los cambios en la LTL entre los 4 y los 8 afios sobre dichos problemas a los 8 afios;

y (3) evaluar la asociacion entre la LTL y los sintomas de TDAH entre los 6 y los 12 afios.

Metodologia

Se utilizaron datos procedentes del proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA). Ademas, con
el fin de aumentar el tamafio muestral al objetivo 3, se incorporaron también datos de varias

cohortes de nacimiento incluidas en el proyecto Human Early-Life Exposome (HELIX).

Para dar respuesta al primer objetivo de la tesis, se incluyeron datos de 686 nifios/as de las
cohortes de Asturias, Guipuzcoa y Sabadell, con informaciéon completa sobre las variables

principales de estudio y potenciales covariables correspondientes a la visita a los 4 afios.

En relacion al segundo objetivo, se analizaron datos de tres grupos muestrales parcialmente

solapados: (1) 647 nifios/as de las cohortes de Asturias, Guipuzcoa y Sabadell, con informacion



sobre LTL a los 4 afios y problemas socioemocionales a los 8 afios; (2) 673 nifios/as de las
cohortes de Asturias, Guiplizcoa y Valencia con datos sobre LTL a los 8 afios y
problemas socioemocionales a la misma edad; y (3) 315 participantes de las cohortes de

Asturias y Guiptizcoa con mediciones de LTL tanto a los 4 como a los 8 afios.

Por ultimo, para abordar el tercer objetivo, se incluyé una muestra de 1759 nifios/as con
informacion sobre LTL, sintomas TDAH y covariables entre los 6 y los 12 afios: 673 procedentes
de las cohortes INMA (Asturias, Guipuzcoa y Valencia) y 1086 de las cohortes pertenecientes al
proyecto HELIX.

La LTL se estimo a partir de la fraccion leucocitaria de muestras de sangre recolectadas durante
las visitas de seguimiento. Para su determinacion se emple6 un protocolo modificado de reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) basada en fluorocromos. En los analisis de
asociacion del primer objetivo de la tesis se utilizaron las mediciones directas obtenidas de la LTL
(expresadas en la razon T/S), mientras que para los objetivos segundo y tercero dichas mediciones

fueron transformadas en puntuaciones Z.

El desarrollo neuropsicolégico se evalud a los 4 afos mediante la version estandarizada y
adaptada a la poblacion espafiola de la McCarthy Scales of Children's Abilities (MCSA), que
valoran el desarrollo cognitivo y psicomotor infantil. En la visita a los 8 afios, se recogio
informacion sobre el desarrollo socioemocional de los nifios/as mediante el cuestionario Strengths
and Difficulties Questionnaire (SDQ). Los sintomas del TDAH se evaluaron entre los 6 y los 12
afios, en funcioén del momento de recogida de datos de cada cohorte, mediante la version adaptada
de la Conners' Parent Rating Scale-Revised: Short Form (CPRS-R:S), cumplimentada por los
progenitores. Asimismo, se recopild informacion sobre posibles covariables sobre caracteristicas

sociodemograficas y estilos de vida de las madres y sus hijos/as.

Para estimar las asociaciones entre la LTL y los diferentes resultados de desarrollo
neuropsicolégico infantil, se combinaron los datos de cada cohorte utilizando técnicas
metaanaliticas de analisis conjunto. Para responder al primer objetivo, se aplicaron modelos de
regresion lineal multiple ajustados por potenciales confusores. Posteriormente, para confirmar la
robustez de los hallazgos, se llevaron diferentes analisis de sensibilidad. En el segundo objetivo,
se utilizaron modelos de regresion binomial negativa inflada por ceros o binomial negativa, segiin
la distribucion de la variable de resultado. Porultimo, para el tercer objetivo se realizaron modelos

de regresion binomial negativa multiple.



Resultados

En el andlisis de la asociacion entre la LTL y los resultados de las areas cognitivas y psicomotoras,
se observd que una mayor LTL se asocié con un aumento en la puntuaciéon media del indice
cuantitativo global, aunque la asociacién fue marginalmente significativa (f = 3,85; 1C95% =
-0,19; 7,89; p = 0,062; 1> = 0,0%). Asimismo, se encontré que una asociacién positiva y
estadisticamente significativa entre una mayor LTL y un mejor rendimiento en memoria de

trabajo (B = 4,55;1C95% = 0,39; 8,71; p = 0,032; I*= 0,0%).

En cuanto a la relacion entre la LTL y el area socioemocional, no se observaron asociaciones
estadisticamente significativas entre la LTL a los 4 o 8 afios, ni entre el cambio en el rango de

LTL entre los 4 y los 8 afios, y los resultados psicoemocionales a los 8 afios.

Respecto a los sintomas de TDAH, las estimaciones globales no mostraron asociaciones
significativas con la LTL. Sin embargo, al analizar los resultados por separado las dos muestras,
se identificaron diferencias relevantes. En las cohortes del proyecto HELIX (n= 1086), una mayor
LTL se asocié con un menor riesgo de sintomatologia de hiperactividad (IRR = 0,93; 1C95% =
0,87; 0,99; p = 0,022). En contraste, en las cohortes del proyecto INMA (n= 673) no se

encontraron asociaciones significativas.
Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten concluir que una mayor LTL se asocia significativamente con
una puntuacioén mas alta en la memoria de trabajo, y marginalmente con el indice cuantitativo, en
nifios/as de 4 afos. No se observaron asociaciones significativas entre una mayor LTL y los
problemas socioemocionales, ni a los 4 ni a los 8 afios, ni tampoco en relaciéon con los cambios
en la LTL entre ambos momentos. Tampoco se identificaron asociaciones significativas entre una
mayor LTL y los sintomas de TDAH en la muestra global de nifios/as europeos de entre 6 y 12
afios. No obstante, en el estudio europeo HELIX se observo una asociacion significativa entre una
mayor LTL y un menor riesgo de sintomas de hiperactividad, asociacion que no se corrobor6 en

la cohorte INMA ni en el andlisis conjunto.



SUMMARY

Background and Objectives

Telomeres are specialised nucleoprotein structures located at the ends of chromosomes, which
contribute to genomic stability. Telomere length (TL) progressively shortens with age due to
mitotic division and is widely regarded as a biomarker of cellular ageing. Numerous studies have
linked TL shortening to an increased risk of mortality and age-related diseases. In adults, longer
TL has been associated with better brain structure and function, suggesting its potential as a
psychobiomarker of brain ageing. However, evidence regarding its impact on neuropsychological
development during childhood remains limited and inconsistent. Some studies suggest a potential
association between TL and motor or socioemotional development in children, but not with
cognitive development. Similarly, research exploring the relationship between TL and symptoms
of Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) has produced mixed findings, with some
studies reporting an association between shorter TL and more severe ADHD symptoms, while

one longitudinal study found no direct association.

In this context, the overall aim of the present thesis was to explore the association between
leukocyte telomere length (LTL) and neuropsychological development in childhood. Specifically,
the thesis sought to: (1) analyse the cross-sectional association between LTL and cognitive and
psychomotor function at the age of four years; (2) examine the association between LTL at ages
four and eight, as well as changes in LTL over this period, and socioemotional problems at age
eight; and (3) assess the relationship between LTL and ADHD symptoms between the ages of six

and twelve.

Methodology

Data were drawn from the Infancia y Medio Ambiente (INMA) Project. To increase statistical
power for the third objective, additional data were included from several European birth cohorts

participating in the Human Early-Life Exposome (HELIX) Project.

For the first objective, data were analysed from a subsample of 686 children from the Asturias,
Gipuzkoa, and Sabadell cohorts who had complete information on LTL, cognitive and
psychomotor outcomes, and relevant covariates at the four-year visit. For the second objective,
three partially overlapping subsamples were considered: the first included 647 children from
Asturias, Gipuzkoa, and Sabadell with LTL data at age four and socioemotional outcomes at age
eight; the second comprised 673 children from Asturias, Gipuzkoa, and Valencia with both LTL

and socioemotional data at age eight; and the third consisted of 315 children from Asturias and



Gipuzkoa with LTL measurements at both time points (ages four and eight). For the third
objective, a total sample of 1,759 children aged between six and twelve years was included,
comprising 673 children from INMA cohorts (Asturias, Gipuzkoa, and Valencia) and 1,086 from
HELIX cohorts.

LTL was determined from the leucocyte fraction of peripheral blood samples collected during
follow-up visits, using a modified quantitative polymerase chain reaction (QPCR) protocol based
on fluorochrome technology. For the first objective, LTL was expressed as the T/S ratio. For the

second and third objectives, values were standardised into Z-scores.

Neuropsychological development at age four was assessed using the standardised Spanish
adaptation of the McCarthy Scales of Children's Abilities (MCSA), which evaluates cognitive
and psychomotor functioning. At age eight, socioemotional development was measured using the
Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ). ADHD symptoms were assessed between the
ages of six and twelve, depending on each cohort’s data collection schedule, using the parent-
reported Conners’ Parent Rating Scale-Revised: Short Form (CPRS-R:S). Information on relevant
covariates, including sociodemographic characteristics and lifestyle factors of both mothers and

children, was also collected.

To estimate the associations between LTL and the various neuropsychological outcomes, pooled
analyses were performed using meta-analytic techniques. For the first objective, multiple linear
regression models adjusted for potential confounders were applied. For the second objective,
depending on the distribution of the outcome variable, zero-inflated negative binomial or negative
binomial regression models were used. For the third objective, multiple negative binomial
regression models were employed. Sensitivity analyses were conducted to assess the robustness

of the results.

Results

In the analysis of the association between LTL and cognitive and psychomotor outcomes, a longer
LTL was associated with higher mean scores in the general quantitative index, although the
association was marginally significant (B = 3.85; 95%CI = -0.19; 7.89; p = 0.062; I> = 0.0%). A
statistically significant positive association was also found between longer LTL and better

performance in working memory (B =4.55; 95%CI = 0.39; 8.71; p = 0.032; I* = 0.0%).

Regarding the relationship between LTL and socioemotional outcomes, no statistically significant
associations were observed between LTL at ages four or eight, nor between the change in LTL

from age four to eight, and socioemotional outcomes at age eight.



With respect to ADHD symptoms, the overall estimates did not show significant associations with
LTL. However, when analysing the two samples separately, relevant differences were identified.
In the HELIX cohorts (n = 1,086), a longer LTL was associated with a lower risk of hyperactivity
symptoms (IRR = 0.93; 95%CI = 0.87; 0.99; p = 0.022). In contrast, no significant associations
were found in the INMA cohorts (n = 673).

Conclusions

The findings allow us to conclude that a longer LTL is significantly associated with higher
working memory scores, and marginally associated with the quantitative index, in four-year-old
children. No significant associations were observed between longer LTL and socioemotional
problems, either at age four or eight, nor in relation to changes in LTL between these two time
points. Likewise, no significant associations were identified between longer LTL and ADHD
symptoms in the overall sample of European children aged between six and twelve years.
However, in the European HELIX study, a significant association was found between longer LTL
and a lower risk of hyperactivity symptoms, although this association was not confirmed in the

INMA cohort or in the pooled analysis.



INTRODUCCION

1. El TELOMERO COMO BIOMARCADOR DEL ENVEJECIMIENTO Y EL
DESARROLLO CEREBRAL

1.1.  Biologia estructural y funcional de los telémeros

Los telomeros son estructuras de nucleoproteinas especializadas, formadas por multiples
kilobases (kb) de repeticiones TTAGGG (aproximadamente 4-15 kb), compuestas por una cadena
lider rica en guanina y una cadena rezagada rica en citosina (1). La citosina y la guanina forman
parte de las cuatro bases nitrogenadas de las que se compone el acido desoxirribonucleico (ADN)
junto a la adenina y la timina. La uniéon de estos nucleotidos permite la formacion del codigo
genético (2). Estos componentes no codificantes se ubican en el extremo de los cromosomas,
protegiendo asi la posible degradacion de las secuencias codificantes de ADN y promoviendo la

estabilidad genomica (3) (Figura 1).

Figura 1. Representacion simplificada de un cromosoma y sefalizacion de la region telomérica

(Elaboracion propia).
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Durante el proceso de division celular, los teldémeros se acortan progresivamente debido a una
limitacion inherente de la enzima ADN polimerasa, que impide la replicaciéon completa de los
extremos cromosomicos, conocida como el “problema de replicacion final” (4). Este fendmeno
se ve contrarrestado por la accion de la telomerasa, una transcriptasa inversa, que tiene la
capacidad de alargar los telomeros mediante la adicion de secuencias repetidas de ADN (5). Sin
embargo, esta enzima no se encuentra activa en la mayoria de las células somaticas adultas. Su
actividad se restringe a células germinales, embrionarias, algunas células madre adultas y ciertos
tipos de células inmunitarias (6). En las células en las que se encuentra activa, el acortamiento
telomérico puede compensarse, ya que utiliza el extremo 3'-OH del saliente G del ADN
telomérico como punto de anclaje para sintetizar nuevas repeticiones (5,7), compensando asi el

acortamiento.



Ademas de la longitud telomérica, el correcto funcionamiento de los teldémeros depende de un
complejo proteico especializado llamado shelterina, compuesto por seis proteinas. Este complejo
protege los extremos cromosdmicos de ser reconocidos como roturas de ADN y evita respuestas
celulares de reparacion inadecuadas (8). La shelterina, ademas de actuar como “cobertura” de los
telomeros, también regula su longitud y participa en el control de cascadas de sefalizacion

relacionadas con el dafio al ADN (8,9).

Cuando los telémeros disminuyen a una longitud criticamente corta, las células entran en un
estado de senescencia celular, en el que pierden su capacidad de dividirse y renovarse. La
acumulacion de estas células senescentes contribuye directamente al envejecimiento de los tejidos
y del organismo en general (10). Por ello, tanto el acortamiento de los telomeros como las
alteraciones en el complejo shelterina pueden inducir senescencia celular, procesos ambos
implicados en el envejecimiento celular y en la pérdida de la capacidad regenerativa de los tejidos
(3,8,11).

Aunque el acortamiento de la LT ocurre a lo largo de la vida de un individuo, es importante
senalar que la tasa de pérdida de su longitud no esta determinada Gnicamente por la tasa de
replicacion mitdtica (12). Individuos con edad cronoldgica similar pueden presentar una mayor o
menor edad biologica segin la LT (11). Este hecho se debe a que ciertas condiciones genéticas
(como los polimorfismos de un solo nucleotido) y otros determinantes ambientales, conductuales
y estilos de vida pueden influenciar el acortamiento de los telomeros (13,14). En este sentido, se
reconocen diferentes factores que se asocian con un mayor acortamiento de la LT, como son, una
mayor edad cronoldgica y el sexo masculino, la obesidad, el consumo de alcohol y/o tabaco,
mantener una dieta poco saludable, el contacto con contaminantes ambientales, el estrés
psicoldgico prolongado y un nivel socioecondmico bajo (13,15-17). Estos factores se asocian con
un aumento del estrés oxidativo y la inflamacidon, mecanismos vinculados con un mayor
acortamiento de la longitud telomérica (9,18). Por el contrario, se ha observado que individuos
que realizan actividad fisica moderada, presentan menores comportamientos sedentarios o
mantienen una mayor adherencia a la dieta mediterranea, muestran un enlentecimiento del
acortamiento telomérico, probablemente debido a una menor exposicion al estrés oxidativo y a la
inflamacién cronica (19-21). En conjunto, estos hallazgos respaldan la hipdtesis de que la

adopcion de habitos de vida saludables se asocia con un envejecimiento celular mas lento (22,23).

A pesar de que la LT disminuye con la edad de manera progresiva, siendo mas evidente su
acortamiento en el envejecimiento (24), investigaciones recientes han mostrado que este desgaste
telomérico es mas pronunciado durante los primeros 20 afios de vida (Figura 2). A partir de la edad
adulta, la pérdida de LT continuia, pero de forma mas lineal y estable (25,26). Este patron podria

explicarse por el elevado numero de divisiones celulares durante las ctapas de embarazo e



infancia, considerados periodos especialmente criticos y vulnerables a la exposicion a factores

ambientales y de estilos de vida que influyen en la LT (27-30).

Figura 2. Grafica del acortamiento de la longitud del telémero con el paso del tiempo, de los 0 a los 100

afios (Grafica extraida del articulo original de Aubert G, 2012).
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Diversos estudios han mostrado que la disminucion de la LT se asocia con un mayor riesgo de

mortalidad por cualquier causa en la poblacion general, asi como con diversas enfermedades

asociadas al envejecimiento (31,32). Las investigaciones observan una relacion entre telomeros

mas cortos y la presencia de afecciones como enfermedades cardiovasculares (33), artritis

y osteoporosis (34), diabetes mellitus (35), cancer (36), enfermedad de Alzheimer y demencias

(37), asi como patologias psiquiatricas (38), entre otras condiciones clinicas (Figura 3).

Figura 3. Relacion entre el acortamiento de la longitud del teldmero y el riesgo de enfermedades
relacionadas con la edad y la mortalidad general (Figura basada en las incluidas en los articulos Blackburn

2015 y Smith 2019)
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1.2. Longitud del telomero y funcionamiento cerebral

En los ultimos afios, la investigacion sobre LT ha cobrado gran importancia, especialmente por
su potencial como psicobiomarcador en enfermedades neurologicas y psiquiatricas. Ademas de
vincular el acortamiento de la LT con estas patologias, los estudios también han comenzado a

explorar su relacion con el funcionamiento cognitivo y emocional (39—41).

Se ha descrito que diversos factores relacionados con el acortamiento de la LT, como son los
niveles elevados de cortisol, la disminucién del nimero de mitocondrias, la activacion
inmunoinflamatoria y el estrés oxidativo, pueden afectar negativamente a la funcion neuronal

(9,18,42).

En este contexto, un metaanalisis reciente recopild 27 estudios publicados entre 2005 y 2020 que
exploraban la relacion entre la LT y la estructura y funcionamiento cerebral. La mayoria de los
estudios incluidos fueron de tipo transversal y se realizaron con adultos mayores de 60 afios de la
poblacion general sin demencia. En todos ellos la LT se midi¢ a partir de muestras de sangre
mediante reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR, por sus siglas en inglés,
quantitative polymerase chain reaction), a excepcion del estudio realizado por Zang y colegas
(2018) que utiliz6 una muestra de saliva (43). Los resultados de este metaanalisis muestran que
una LT mas larga se asocia con un mayor volumen cerebral global (f = 0,428; 1C95%= 0,357,
0,498; p = 0,008) y de la region del hipocampo. Ademas, una LT mas larga también estuvo
asociada con un mejor desempeno cognitivo global (f = 0,009; IC95%= 0,002; 0,016; p =0,029),
y de las funciones ejecutivas, atencion y velocidad de procesamiento. Estos efectos beneficiosos
estructurales y funcionales fueron mas pronunciados en mujeres y personas mas mayores. Una
investigacion posterior reafirma esta relacion entre la LT y la estructura cerebral utilizando los
datos de un estudio de cohorte poblacional prospectivo de participantes inscritos en el Biobanco
del Reino Unido (44). Para la realizacion de este analisis el estudio conté con una muestra de
38740 individuos con una media de edad de 56,5 afios que poseian la determinacioén de la LT e
imagenes cerebrales. Los resultados obtenidos encuentran que una LT maés corta estaba asociada
con un volumen cerebral total mas pequeno (= —0,012; p=0,003), volumen de materia blanca
(B= -0,022; p<0,001) y diversas estructuras subcorticales como el hipocampo (f= -0,017;
p<0,001), talamo (B= -0,023; p<0,001), accumbens (p= -0,015; p=0,001), putamen (= -0,009;
p=0,033) y palido (= -0,011; p=0,020) (44).

Por otro lado, diversos metaanalisis realizados con adultos y adolescentes identificado una
asociacion entre la LT y sintomas psicologicos internalizantes, incluyendo la depresion y la
ansiedad (45,46). El metanalisis de Malouff'y colaboradores (2017) incluyo6 a 19424 participantes
pertenecientes a muestras obtenidas de la comunidad y otros grupos especificos (soldados,

veteranos de guerra, mujeres con fibromialgia y personas con virus de inmunodeficiencia



humana), hall6 una correlacion negativa entre los niveles de ansiedad y la LT (r = -0,06; 1C95%
= -0,08; 0,03; p <0,001) (45). Del mismo modo, otro metaanalisis, que incluyé estudios
observacionales prospectivos y retrospectivos con individuos con trastorno de depresion mayor y
controles sin patologia, encontr6 una asociacion negativa entre la depresion y LT (d de Cohen =
-0,20; 1C95% = -0,28; -0,122; p < 0,001), asi como entre la gravedad de la sintomatologia de la
depresion y una menor LT (f =-1,00; IC95% = -1,90; 0,10; p = 0,030) (46).

No obstante, la direccionalidad de estas asociaciones aun no esta claramente establecida. Existen
diferentes hipotesis al respecto: mientras algunos estudios prospectivos sugieren que los
trastornos cognitivos y psiquiatricos podrian acelerar el desgaste telomérico (41,47,48), otros
trabajos apuntan a que una LT mas corta podria constituir un factor predisponente para el

desarrollo de alteraciones neurologicas y psicoldgicas (49,50).

1.3. Determinacion de la longitud del telémero

La LT puede determinarse a partir de muestras de tejido humano mediante técnicas especificas
de analisis molecular. Entre los tejidos mayormente utilizados para la extraccion de la muestra se
encuentra la sangre periférica, las células bucales y la saliva, la piel, células musculares, el cerebro
(principalmente post mortem), espermatozoides, cordon umbilical y tejidos tumorales, segtn el
objetivo del estudio. Sin embargo, la mayor parte de la investigacion epidemioldgica emplea las
muestras en sangre periférica, debido a que constituye la forma mas sencilla y menos invasiva de
determinacion de la LT en individuos vivos. A partir de esta muestra de sangre, se aislan los
leucocitos (principalmente linfocitos y monocitos), de los cuales se extrac el ADN gendmico para
la determinacion de la LT. Por este motivo, este tipo de medida se conoce como LT de los
leucocitos (LTL). Debido a que la LTL es la forma de determinacion mas empleada, un estudio
comprobo que actuaba como un buen indicador de la LT en otras partes del cuerpo, ya que se
correlaciond de forma positiva con las mediciones de LT especificas de diversos tejidos (cerebral,
nervio tibial, arterial, estdmago, muscular, aértico, pancreas, entre otros) con correlaciones de

Pearson que oscilaron entre 0,15y 0,37 (51).

Una vez extraido el ADN genomico, existen diferentes tipos de metodologias para la
determinacion de la LT segln el procedimiento de laboratorio empleado. Entre los métodos mas
utilizados para estimar la LT se encuentran el Telomere Restriction Fragment, la Quantitative
Polymerase Chain Reaction, Fluorescence in situ Hybridization y el Single Telomere Length

Analysis (52,53) (Tabla 1).



Southern blot (Telomere Restriction Fragment — TRF)

El método TRF, considerado como el "estandar de oro" para la medicion de LT, consiste en la
extraccion del ADN gendmico, que posteriormente se digiere mediante enzimas de restriccion.
Mediante electroforesis, los fragmentos de ADN se separan y luego se trasladan a una membrana
para su andlisis. Posteriormente, se usa una sonda para detectar las secuencias teloméricas
mediante la cuantificacion de la intensidad de las manchas de ADN. Para este proceso, se
requieren grandes cantidades iniciales de ADN (aproximadamente 3 microgramos). Permite
identificar la LT promedio de la muestra (en kb), sin embargo, no es capaz de detectar telémeros
muy cortos. Este tipo de ensayo requiere de gran cantidad de tiempo y este hecho limita su uso
generalizado en estudios poblacionales con tamafios de muestra grandes. Ademas, es importante
tener en cuenta que el TRF es realmente susceptible al tipo de enzimas de restriccion utilizados

entre diferentes laboratorios, por lo que precisa de un protocolo muy especifico (54).

Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)

Este tipo de metodologia es relativamente sencilla y no requiere de una gran cantidad de ADN
inicial para la determinacion (aprox. 50 nanogramos). A la muestra de ADN genomico se le
realiza una PCR cuantitativa para medir la cantidad relativa de ADN telomérico en comparacion
con un gen de referencia tinico. Al medir la sefal del telomero (T) a una sefial de gen de copia
unica de referencia (S), este método permite calcular las razones T/S. Esta cuantificacion supone
una LT relativa de la muestra. Este método es el mas ampliamente utilizado en estudios de
poblacion grandes. Sin embargo, hay que tener en cuenta que se trata de LT relativa y que existe
variabilidad en la determinacion intraensayo y entre muestras (los coeficientes de variacion
pueden ser superiores al 10,0%). Ademas, la qPCR no proporciona informacién sobre los

telomeros mas cortos (55).

Fluorescence in situ Hybridization (Q-FISH o Flow FISH)

La FISH cuantitativa o Q-FISH utiliza una sonda de repeticion telomérica fluorescente mediante
microscopio para determinar la intensidad de fluorescencia de los telomeros en cromosomas en
metafase (en células cultivadas). En este caso, las sefiales mas fuertes se relacionan con extremos
de cromosomas con telomeros mas largos y sefiales mas débiles con telomeros mas cortos. Esta

técnica es de alta precision y permite medir telomeros en cada cromosoma individual.

Los extremos de los cromosomas que no muestran sefiales de fluorescencia se informan como
extremos libres de sefal (no se informa su LT) cuando en realidad aun tienen repeticiones
teloméricas pero que no son lo suficientemente largas como para ser detectadas. Su variante Flow
FISH o FISH por citometria de flujo, permite medir la LT en células especificas, mediante

citometria de flujo, midiendo la fluorescencia telomérica en cualquier tipo de cromosoma (56,57).



Single Telomere Length Analysis (STELA)

La técnica STELA o analisis de longitud de un solo telomero se disefié para medir los telomeros
en cromosomas individuales. Utiliza una qPCR para amplificar los telomeros en ciertos
cromosomas especificos y usa analisis Southern blot para medir los telomeros mas cortos. Es una
metodologia de alta sensibilidad y especificidad, muy indicada para casos de gran acortamiento
o inestabilidad de los telomeros. A pesar de sus ventajas, es una técnica muy compleja de realizar,
no esta indicada en estudios epidemioldgicos grandes y tiene una capacidad limitada para detectar

telomeros largos (58).

Tabla 1. Caracteristicas principales de los métodos de determinacion de la longitud de los telomeros

(Elaboracion propia).

Tipo de medida Aplicabilidad en
Metodologia P 5 estudios Ventajas Inconvenientes
que cuantifica . TV
epidemiolégicos
Necesidad de alto
volumen de ADN inicial
Ensayo intensivo y
South;arFblot B Promedio (kb) Media Alta precision costoso (aprox. 100 - 275
euros por muestra)
No detecta telomeros
muy cortos
RaI,nd?, Pgelay Variabilidad entre
econdmica (aprox.18-
45 euros por muestra) ensayos
qPCR Relativo (T/S) Alta . . No detecta telomeros
Necesidad de bajo
volumen de ADN muy cortos
o Medida de LT relativa
inicial
5 . . Equipamiento costoso
Q-FISH o Flow Fluoresc':enma Media-Baja Permite medir todos (aprox. 150 — 550 euros
FISH relativa los cromosomas
por muestra)
Absoluta Alta precision en Ensayo intensivo
STELA (telomeros Baja detectar telomeros No detecta telomeros
individuales) mas cortos muy largos

2. DESARROLLO NEUROPSICOLOGICO EN LA INFANCIA

2.1. Definicion de desarrollo neuropsicolégico

El desarrollo neuropsicolégico constituye un proceso continuo, dindmico y de alta complejidad,
mediante el cual el sistema nervioso central experimenta una progresiva maduracion estructural
y funcional (59). El proceso se inicia en la tercera semana de gestacion con la diferenciacion de
las células progenitoras neuronales y se extiende hasta finales de la adolescencia o adultez
temprana (60). Este desarrollo inicia con un periodo de intenso crecimiento neuronal y
maduracion sinaptica, caracterizado por procesos como la sinaptogénesis, la migracion celular y

la mielinizacion. Este periodo finaliza con la maduracion funcional de las regiones corticales



anteriores, especificamente de las areas prefrontales, las cuales estan implicadas en funciones
ejecutivas superiores (60,61). Dentro de este continuo, durante los primeros afios de vida, los
individuos atraviesan una etapa vulnerable y critica, dado que durante este periodo se configuran
las bases neurobioldgicas que sustentan el establecimiento de funciones perceptivas, motoras,
cognitivas, lingiiisticas y afectivas, esenciales para la adaptacion y la interaccion del/de la nifio/a

con su entorno fisico y social (62).

La maduracion del sistema nervioso central va a estar vinculada a factores ambientales (tanto
intrauterinos como extrauterinos) que, en interaccion con los factores genéticos, van a modular la
plasticidad neural y condicionar el curso del desarrollo neuropsicolégico (63-66). En
consecuencia, el desarrollo neuropsicologico debe entenderse como un constructo amplio, que

engloba multiples procesos y dominios funcionales interrelacionados.

Con el objetivo de estructurar y operacionalizar este concepto, Forns y colaboradores (2012)
propusieron un marco conceptual de desarrollo neuropsicologico basado en la literatura existente,
incluyendo la informacién y terminologia empleada en estudios de cohortes epidemiologicos y
manuales de neuropsicologia infantil (67). En el marco conceptual distingue dos niveles

principales del desarrollo neuropsicoldgico: funcional y clinico (Figura 4).

Figura 4. Marco conceptual propuesto por Forns y Colegas sobre la definicion del desarrollo

neuropsicologico infantil (Figura basada en la incluida en el articulo original de Forns, 2012).
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2.2. Dominios funcionales y fenotipos clinicos

El nivel funcional hace referencia al conjunto de capacidades, destrezas y habilidades que se
desarrollan durante la maduracion del cerebro y su interaccion con el entorno. Estas capacidades
van aumentando su complejidad con el paso del tiempo a través del desarrollo de redes neuronales
en el cortex, que permiten al individuo adaptarse a las crecientes exigencias del entorno. Este
nivel funcional estd compuesto por tres areas o funciones de desarrollo: cognitiva, psicomotora y
socioemocional. El desarrollo de cada una de estas areas se encuentra condicionado por las demas,
por lo tanto, un desarrollo patolégico de una de ellas puede tener un impacto en el resto de las

areas (67).

Dentro de cada dominio funcional, se desarrollan diferentes subdominios o funciones especificas
concretas. De forma concreta, para el correcto desarrollo de la funcion cognitiva deben
desarrollarse diferentes subdominios cognitivos especificos como la atencion, las funciones
gjecutivas, el lenguaje, la memoria, el aprendizaje y las habilidades visoespaciales. La funcion
psicomotora se compone de habilidades desarrolladas para llevar a cabo actividades motoras
gruesas (como caminar, correr o montar en bicicleta) y motoras finas (como escribir, coser o
abotonarse una camisa). Por ultimo, la funcion socioemocional estd compuesta por la adquisicion
y desarrollo de habilidades de competencia social y emocional y la adaptacion al entorno (67)

(Figura 4).

Aunque muchos niflos/as no presentan un diagnoéstico clinico especifico, pueden manifestar
dificultades en cualquiera de estos dominios funcionales del desarrollo neuropsicolégico de
manera aislada. Se ha descrito que aproximadamente entre el 5,0 al 10,0% de los/as nifios/as
presenta dificultades en un solo dominio, siendo el lenguaje el drea mas afectada, seguida por la
motricidad fina y gruesa (68,69). Por otro lado, entre el 1,0 y el 3,0% de los/as nifios/as en edad
preescolar presentan dificultades en dos o mas areas neuropsicologicas, lo que se clasifica como
retraso generalizado del desarrollo (70,71). Esta condicion implica dificultades en areas como el
lenguaje, la cognicion, la motricidad y la adaptacion social que pueden afectar al rendimiento

escolar, la integracion social y el bienestar emocional del/de la nifio/a (72,73).

En el caso de las alteraciones emocionales, conductuales y/ sociales en los/as nifios/as, la literatura
distingue dos tipos de sintomatologia, sintomas internalizantes y externalizantes, dependiendo de
su forma de expresion. Los problemas internalizantes hacen referencia a manifestaciones dirigidas
hacia el interior que causan principalmente malestar al propio nifio/a, como son la ansiedad,
depresion, las quejas somadticas y el retraimiento (74). Por el contrario, los problemas
externalizantes engloban sintomas dirigidos hacia el exterior que no sé6lo afectan al nifio/a, sino
que también crean malestar en el entorno en el que se desarrolla, incluyendo en este caso

conductas agresivas y de oposicion, falta de atencidon/hiperactividad y desregulacion de las



emociones (74,75). Tanto los problemas internalizantes como externalizantes durante la infancia
se han identificado como posibles predictores de resultados negativos en el comportamiento, la
salud emocional, cognitiva y fisica en la adolescencia y la edad adulta. Ademas, estos problemas
pueden alterar los procesos de aprendizaje y estan relacionados con un bajo rendimiento
académico (75). Recientes metadnalisis determinan una prevalencia del 13,0 al 20,0% de
presentar un problema de salud mental en nifios/as de todo el mundo, teniendo un aumento de

casos en los ultimos afios (13,4% en 2015 vs 20,1% en 2020) (76,77).

Los fenotipos clinicos hacen referencia a diversos trastornos del neurodesarrollo, asi como a la
presencia de sintomatologia asociada a estos en la poblacion general, incluso cuando se presenta
de forma subclinica. El término trastorno del neurodesarrollo comprende tanto aquellas patologias
con una etiologia genética identificada (como el sindrome X fragil), como aquellas condiciones
relacionadas con etiologias multifactoriales, en las cuales se observan alteraciones especificas
en determinados dominios funcionales del desarrollo neuropsicolégico. Los trastornos
del neurodesarrollo mas comunes en la infancia incluyen el trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad (TDAH), caracterizado por problemas de atencion e hiperactividad;
el trastorno del espectro autista, que afecta al 1,0-2,0% y se manifiesta en dificultades en la
comunicacion e interaccion social y comportamientos repetitivos; y los trastornos del lenguaje,
que afectan entre el 7,0 y el 10,0% de los/as nifios/as. También son frecuentes los
trastornos especificos del aprendizaje, presentes en un 5,0-15,0%, que afectan habilidades
académicas como la lectura y las matematicas, y el trastorno del desarrollo de la coordinacion,
con una prevalencia del 5,0-6,0%, que genera dificultades de planificaciéon y ejecucion
motora. Por ultimo, la discapacidad intelectual afecta aproximadamente al 1,0-3,0% de los/
as niflos/as y se caracteriza por limitaciones en el funcionamiento intelectual y adaptativo

(67,78,79).

Entre todos ellos, el TDAH es actualmente uno de los fenotipos clinicos que mas esta
siendo estudiado, ya que esta considerado como el trastorno del neurodesarrollo
mas prevalente, afectando aproximadamente al 7,6% de los/as nifios/as en todo el
mundo (80). El TDAH se caracteriza por sintomas de falta de atencion, impulsividad e
hiperactividad que persisten en el tiempo y repercuten negativamente en el funcionamiento
social, académico y ocupacional de los/as nifios/as (81). Estos sintomas tienen un impacto
directo en la calidad de vida tanto de los/as nifios/as como de sus familias (82). Asimismo, se
ha observado que los/as nifios/as que presentan TDAH, tienen una mayor prevalencia de
comorbilidades psiquiatricas en la edad adulta, como trastornos de ansiedad y de animo,

comportamientos antisociales, abuso de sustancias, entre otros (83).
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2.3. Evaluacion del desarrollo neuropsicoldgico

Las tres areas o dominios funcionales —cognitiva, psicomotora y socioemocional— pueden
evaluarse de forma directa mediante la administracion de pruebas o baterias de evaluacion
neuropsicoldgica o de forma indirecta a través de cuestionarios cumplimentados por los
progenitores o profesores, que proporcionan informacién sobre diversas caracteristicas del

comportamiento infantil.

Existen pruebas de evaluacion especificas para cada subdominio funcional (atencién, memoria,
funciones ejecutivas, motricidad fina, etc.), pero también encontramos baterias de evaluacién
del desarrollo que son mas generales y recogen informacion sobre el desarrollo de varios
dominios funcionales (7zhla 2). Entre las baterias de desarrollo mas utilizadas en estudios
epidemiologicos y en la practica clinica se encuentran: Bayley Scales Of Infant and Toddler
Development, Merrill- Palmer- Revised Scales of Development, McCarthy Scales of Children’s
Abilities (MCSA) Neuropsychological Assessment, Cambridge Neuropsychological Test
Automated Battery (CANTAB), entre otras (84).

Escala Bayley de desarrollo infantil (Bayley Scales Of Infant and Toddler Development)

Esta escala ha sido disefiada para bebés y nifios/as pequefios de 1 a 42 meses y evalua funciones
cognitivas, lenguaje, motoras, socioemocionales y de adaptacion al entorno. El tiempo medio de
administracion de la prueba oscila entre los 30 a 90 minutos, dependiendo de la edad. Actualmente
se comercializa su tercera version (Bayley-III). La escala cognitiva evaltia aspectos de preferencia
visual, memoria, atencidn, procesamiento sensoriomotor, explicacion, manipulacion y formacion
de conceptos. La escala motora mide las habilidades de motricidad fina y gruesa y por su parte,
la escala de lenguaje recoge aspectos del lenguaje receptivo y expresivo. La version

comercializada en espafol permite incluir un software on-line de correccion de la prueba (85).

Merrill-Palmer

La escala revisada de Merrill-Palmer otorga puntuaciones para los mismos dominios funcionales
que la escala Bayley, pero puede emplearse en nifios/as de 0 a 6 anos y medio. En cuanto al tiempo
de administracion, es similar a la anterior, oscilando entre los 30 y 60 minutos aproximadamente.
Esta bateria combina diferentes fuentes de informacion como son la ejecucion directa de tareas
por parte de los/as nifios/as, como por ejemplo manipulando juguetes, laminas o haciendo

imitacion, con la informacion reportada por los progenitores o profesores (86).

McCarthy Scales of Children’s Abilities
Las escalas McCarthy de aptitudes y psicomotricidad para nifios evaliian los dominios cognitivo
y psicomotor desde los 2 afios y medio hasta los 8 afios y medio en un tiempo de 45 a 60 minutos.

Uno de sus principales objetivos es detectar posibles problemas de aprendizaje que puedan
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interferir en el funcionamiento escolar de los/as nifios/as. La bateria de evaluacion consta de 18
pruebas que se agrupan en 6 subescalas de areas neuropsicoldgicas (area verbal, perceptivo-

manipulativa, numérica-cuantitativa, memoria, indice cognitivo general y motora) (87).

Neuropsychological Assessment

La bateria Neuropsychological Assessment o NEPSY valora de forma exhaustiva el
funcionamiento neuropsicoldgico de nifios/as y adolescentes de entre 3 a 17 afios a través de 36
pruebas agrupadas en 6 subdominios cognitivos (atencion, funcion ejecutiva, lenguaje, memoria
y aprendizaje, percepcion social, procesamiento visoespacial y sensoriomotor). Esta herramienta
permite elegir el nivel de aplicacion (general, diagnostica o exhaustiva) segun el objetivo que se
persiga conseguir. Se puede realizar una evaluacion general a través de la ejecucion de unas
pruebas concretas (45 a 60 minutos), utilizar las pruebas especificas segiin diagnéstico (tiempo

variable) o incluir todas las pruebas disponibles para su edad (90 minutos a 3 horas) (88).

Cambridge Neuropsychological Test Automated Battery

La CANTAB es una herramienta de evaluacion desarrollada en la Universidad de Cambridge para
evaluar diversas funciones cognitivas, como memoria, atencidon, planificacion y control
inhibitorio, mediante pruebas automatizadas y objetivas. Se utiliza ampliamente en investigacion
y clinica para estudiar poblaciones desde nifios/as desde los 4 afios hasta adultos mayores de 80
aflos o mas. Entre sus aplicaciones mas frecuentes destacan el diagnostico y seguimiento de
trastornos como el trastorno del espectro autista, TDAH y demencia, asi como la evaluacion

cognitiva en estudios epidemiolédgicos (89).

Como se puede observar, todas las baterias anteriormente mencionadas incluyen la valoracion de
las areas cognitiva y psicomotora. Adicionalmente, algunas de ellas incorporan la evaluacion del
area socioemocional, que suele recogerse mediante cuestionarios y/o entrevistas que se realizan
a los progenitores y/o profesores. Debido a que esta area de desarrollo habitualmente es reportada
por el entorno del/de la nifio/a, es frecuente el uso de cuestionarios de evaluacion especificos,
como pueden ser la California Preschool Social Competence Scale (CPSCS), el cuestionario

SDQ, la Child Behavior Checklist (CBCL) o el MacArthur Health and Behavior Questionnaire
(HBQ).

California Preschool Social Competence Scale

La CPSCS evalua la competencia social y emocional en relacion con el comportamiento
interpersonal y el grado de responsabilidad social de los/as nifios/as de preescolar de los 2 a los 6
afos. Se disefi6 para su uso por profesores en el contexto escolar y consta de 30 preguntas con

opcion multiple para calificar el comportamiento social. Se evaluan aspectos de consideracion
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(comportamientos amables y no hostiles), orientacion a la tarea (atencidon), extraversion
(implicacién en el entorno y con los/as compafieros/as), facilidad verbal (habilidades de
comunicacién) y respuesta a lo desconocido (capacidad de adaptarse a nuevas situaciones

sociales) (90).

Strengths and Difficulties Questionnaire

El SDQ es un cuestionario consta de cinco subescalas separadas, cada una de las cuales incluye 5
preguntas (25 preguntas en total) que recogen diferentes aspectos del comportamiento, como son
los problemas emocionales y conductuales, sintomas de hiperactividad e inatencion, problemas

de relacion con los compafieros y el comportamiento prosocial (91).

Child Behavior Checklist

El CBCL es un cuestionario reportado por los progenitores de nifios/as de entre 6 y 18 afios,
compuesto por 113 items que miden la presencia de problemas emocionales y conductuales. Los
items se refieren a problemas que podrian haber ocurrido en los seis meses anteriores y se valoran
aspectos relacionados con sintomas depresivos, ansiosos y/o retraimiento, quejas somaticas,
dificultades en las relaciones sociales, alteraciones en el pensamiento, problemas de atencion,
conductas de incumplimiento de normas, comportamientos agresivos, entre otros. También existe
una version para profesores de nifos/as de 6 a 18 afos, una de autorreporte de adolescentes de 11
a 18 afios y una para padres de nifios pequefios de 1 afio y medio a 5 afios (92). Tanto los
cuestionarios SDQ como el CBCL combinan diferentes items para poder proporcionar
informaciéon sobre la presencia de sintomas emocionales (internalizantes) y conductuales

(externalizantes) en los/as nifios/as.

MacArthur Health and Behavior Questionnaire

El HBQ original fue disefiado para recopilar datos reportados por los progenitores o profesores
sobre nifios/as de 4 y 8 afios. E1 HBQ comprende multiples escalas que miden los sintomas de
salud mental de los/as nifios/as (p. €j., sintomas internalizantes y externalizantes y sus subescalas),
la salud fisica (p. €j., condiciones médicas cronicas, salud fisica global), el funcionamiento social
(p. €j., aceptacion y rechazo de pares, conductas prosociales) y el funcionamiento escolar (p. €j.,
competencia académica, participacion escolar). El HBQ también incluye medidas de la utilizacion
de la atencion médica de los nifios en los dominios mental, fisico y escolar. También se encuentra
disponible su version para nifios/as de adolescentes de 9 a 18 afios para ser cumplimentada por

los progenitores, profesores o por ellos mismos (93).
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En cuanto a la evaluacion del fenotipo clinico TDAH, actualmente se encuentra reconocido como
trastorno del neurodesarrollo en el manual de diagnostico de trastornos mentales Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders-5 (DSM-5) con criterios definidos para su diagnostico o
en la Clasificacion Internacional de Enfermedades/CIE-11 (Organizacion Mundial de la Salud,
2019). Sin embargo, en estudios epidemioldgicos realizados con nifios/as de la poblacion general,
se emplean ademas de los criterios diagndsticos, cuestionarios de evaluacion de sintomas
relacionados con el trastorno (como son la inatencion, hiperactividad y/o impulsividad). La mayor
parte de estos cuestionarios son cumplimentados por los progenitores y/o profesores, y algunos
de los mas utilizados son la CBCL o el Conners’ Parent Rating Scale (CPRS). La CBCL ha sido
anteriormente mencionada para evaluar los problemas emocionales y sociales de los/as nifios/as,
sin embargo, en multiples estudios de investigacion se han combinado sus items para proporcionar

indices de sintomas de TDAH (94,95).

Conners’ Parent Rating Scale

El CPRS es un cuestionario disefiado para identificar casos probables de problemas conductuales
y de salud mental en nifios/as de 4 a 16 afios. Existen diferentes versiones de la escala, incluyendo
la version abreviada, la version revisada, y la version para niflos pequefios (Conners Early
Childhood). Esta escala permite evaluar, desde la perspectiva de los progenitores, la presencia y
gravedad de la sintomatologia presente en el TDAH, tales como los problemas de atencion,

impulsividad e hiperactividad (96).
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Tabla 2. Caracteristicas de las baterias y cuestionarios mas utilizados para evaluar el desarrollo neuropsicologico (Elaboracién propia).

Nombre de la evaluacion

Autor/a original (Afio)

Areas de desarrollo
evaluadas

Edad de aplicaciéon

Tipo de evaluacion

Editorial que comercializa su
version espafiola

Bayley Scales Of Infant and

Cognitiva, psicomotora y

Bateria de pruebas y

(CPRS)

o profesores

Toddler Development Bayle (2006) socioemocional I'a 42 meses cuestionarios Pearson
Merrill- Palmer- Revised Scales Roid y Sampers (2004) Cogmtl\{a, pswqmotora y 0a 6 afios y medio Bateria dg pru.ebas y TEA Ediciones
of Development socioemocional cuestionarios
McCarthy Scales of Children’s . . . . .
Abilities (MCSA) McCarthy (1972) Cognitiva y psicomotora 2 y medio hasta 8 y medio Bateria de pruebas Pearson
NEPSY and NEPSY- II: A .
Korkman, Kirk y Kemp e, = =
Developmental Cognitiva 3 a 16 afios Bateria de pruebas Pearson
. (1998 y 2007)
Neuropsychological Assessment
Cambridge Neuropsychological . X
Test Automated Battery RObgl‘I;i’nSal;agk (;;m, Y Cognitiva 4 a 80 afos Bateria de pruebas Cambridge Cognition
(CANTAB)
California Preschool Social - ) . S . . .
Competence Scale (CPSCS) Levin (1969) Socioemocional 2 a 6 afios Cuestionario para profesores Gratuito
Strengths and'leﬁcultles Goodman (1997) Socioemocional 4218 afios Cuestionario para progenitores Gratuito
Questionnaire (SDQ) o profesores
Child Behavior Checklist Socioemocional ~ Cuestionario para progenitores | ASEBA (Achenbach System of
(CBCL) Achenbach (2001) Sintomas de TDAH 6a 18 afios o profesores Empirically Based Assessment)
MacArthur Health and Behavior MeArthur Foundation Somo,emocml 4 a8 afios Cuestionario para progepltores, . 3 N
. . Fisico ~ profesores y autoadmnistrado Gratuito (version 4 a 8 afios)
Questionnaire (HBQ) (2002) 9 a 18 aflos - ~
Escolar (version 9 a 18 afios)
Conners’ Parent Rating Scale Conners (1997) Sintomas de TDAH 4 a 16 afios Cuestionario para progenitores Pearson
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3. LONGITUD DEL TELOMERO Y DESARROLLO NEUROPSICOLOGICO

Hasta la fecha, la mayoria de la evidencia disponible se ha centrado en explorar el posible impacto
de la LT en el envejecimiento cerebral y desarrollo de patologias neuroldgicas y psiquiatricas en
poblacion adulta y mayor, como se ha descrito anteriormente. No obstante, la LT también podria
considerarse un indicador indirecto de la exposicion a factores como el estrés oxidativo y la
inflamacion, y por tanto, comportarse como un biomarcador de neurotoxicidad también en etapas
infantiles (18,97,98) (Figura 5). Sin embargo, la investigacion en este ambito en poblacion

pediatrica sigue siendo bastante limitada.

Figura 5. Posible relacion entre estrés oxidativo y neuroinflamacion, acortamiento de la longitud del

telomero y su impacto en el desarrollo neuropsicolégico (Elaboracion propia).
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Hasta el momento, se han identificado 6 estudios que exploran el impacto de la LT en diferentes
resultados neuropsicoldgicos funcionales en la infancia (99-104). De estos, 2 investigaciones
examinan su relacion con las areas psicomotora-cognitiva (99,100). Mientras que las 4 restantes
se centran en aspectos del desarrollo socioemocional infantil (101-104). Por otro lado,
actualmente se encuentran publicados 3 articulos que relacionan la LT con la presencia de
sintomas relacionados con el fenotipo clinico de TDAH (94,95,105). La mayoria de estas
investigaciones analizan datos pertenecientes a estudios de cohorte de nacimiento que permiten
realizar andlisis transversales y, en algunos casos, examinar multiples mediciones de las variables

de interés a lo largo del seguimiento del desarrollo infantil.

3.1.Longitud del telomero y drea psicomotora/cognitiva

En las investigaciones que abordan resultados vinculados al ambito psicomotor y cognitivo,
destaca el estudio realizado por Feiler y colegas (2018), cuyo objetivo fue explorar la asociacion
entre la LT y el desarrollo cognitivo y motor en los/as nifios/as, incluyendo pruebas de lenguaje,
memoria, resolucion de problemas y habilidades motoras. Para ello, contaron con los datos del

Seychelles Child Development Study, una cohorte de embarazadas compuesta por 300 mujeres
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que se inicid en el afo 2001. La LT se midi6 al nacer a partir de una muestra sanguinea del cordon
umbilical (n= 184) y, de sangre extraida a los 5 afios (n= 209), y en ambos casos se empled el

protocolo qPCR para su determinacion.

Los resultados cognitivos y motores se evaluaron mediante la Escala Bayley de Desarrollo
Infantil-IT a los 9 y 30 meses, y mediante las pruebas Preeschool Language Scale, Woodcock-
Johnson Scholastic Achievement Test, Kaufman Brief Intelligence Test, el CBCL y finger tapping
a los 5 afios. Los analisis mostraron que la LT en sangre del cordon umbilical se asocid con
puntuaciones mas altas en el indice de desarrollo psicomotor a los 30 meses (f =4,01; IC95% =
0,17; 7,85) y en la subprueba de lectura de letras y palabras de la prueba Woodcock Johnson a los
5 afios (B = 2,88; 1C95% = 1,21; 4,56). Sin embargo, no encontraron asociaciones significativas
con el resto de los resultados a los 5 afios. Ademas, las personas autoras sefialan que los resultados
interpretarse con cautela, ya que los analisis categoricos dosis-respuesta realizados
posteriormente no mostraron asociaciones consistentes. Asimismo, al excluir los valores atipicos
en las pruebas neuropsicologicas, la asociacion observada con el indice de desarrollo motor dejo

de ser significativa (99).

En esta misma linea, un estudio de la cohorte de nacimiento Belga ENVIRONAGE analiz6 la
asociacion entre la LTL y funciones neurocognitivas a los 4-6 afios con una muestra de 283
nifios/as. La LTL se determind mediante qPCR a través de una muestra sanguinea y para evaluar
el funcionamiento neurocognitivo (atencion, memoria, funciones ejecutivas y psicomotor) se
utilizo la bateria CANTAB. Los resultados mostraron una asociacion inversa entre la LTL y la
subprueba de errores espaciales pertenecientes a la tarea de cribado motor (B= -0,57; IC95%= -
1,04; -0,10; p = 0,017), lo que supone que los/as nifios/as con LTL mads larga presentaban una
mayor precision motora. Sin embargo, la LTL no se asoci6 con ningun otro resultado cognitivo

evaluado (100).

3.2.Longitud del telomero y area socioemocional

El estudio de Kroenke y colaboradores (2012) incluyo a 78 nifios/as de preescolar de la Bahia de
San Francisco, seleccionados a partir de un estudio longitudinal Peers and Wellness Study —
PAWS, centrado en el dominio social, las respuestas biologicas a la adversidad y la salud mental
y fisica. La LT se determind mediante una muestra de células bucales extraida de las mejillas, y
posteriormente, se utilizé el protocolo qPCR para su determinacidon. La evaluacion del area
socioemocional (problemas internalizantes y externalizantes) se realiz6 mediante el cuestionario
HBQ, que fue completado por los progenitores y profesores. Los resultados obtenidos en este

estudio mostraron que los sintomas internalizantes se asociaron inversamente (p estandarizado =
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-0,33; p= 0,004) con la LT bucal, pero no con los sintomas externalizantes (B estandarizado =

-0,11; p= 0,380) (101).

Con resultados similares, la investigacion de Wade y colaboradores (2021) encontr6 que la LT
mas corta a los 8-10 afios (infancia tardia) se asocid significativamente con mayores problemas
internalizantes, pero no se relacion6 con la psicopatologia general o sintomas externalizantes. Por
otro lado, la LT mas corta a los 12-14 afos (adolescencia temprana) se asocié con mayor
psicopatologia general, pero no con los sintomas internalizantes y externalizantes a esta edad. En
este caso, los/as participantes (n= 195) provenian de un estudio con nifios/as institucionalizados
en Bucarest y utiliz6 los mismos procedimientos e instrumentos de evaluacion para las variables

principales que el estudio de Kroenke anteriormente mencionado (102).

En contraposicion a los hallazgos encontrados en los dos estudios anteriores, otras investigaciones
posteriores encontraron asociaciones entre la LT y los sintomas externalizantes en la infancia. En
concreto, el estudio de Wojcicki y colaboradores (2015) analizé la asociacion entre LT y el
comportamiento infantil en una cohorte de 200 nifios/as latinos de 3 a 5 afios. La LT se estimo6 a
través de qPCR utilizando ADN gendmico de muestras de sangre seca, expresando los resultados
como medida relativa de los telomeros (T/S) como pares de bases. El comportamiento infantil fue
evaluado mediante el cuestionario CBCL. Los resultados de este estudio mostraron que los/as
nifios/as con conductas negativistas desafiantes a los 3, 4 o 5 afios presentaron una TL
significativamente mas corta (f = -359,25; IC95%= -633,84; 84,66; p = 0,010) que aquello/as sin
este patron conductual (104). De forma consistente, una investigacion posterior del consorcio
europeo Human Early Life Exposome — HELIX, que incluy6 a 1173 nifios/as de 5 a 12 afios de
seis paises (Reino Unido, Francia, Espafia, Noruega, Lituania y Grecia), encontré que una menor
LTL se asocio con peores conductas de externalizacion (p = 0,030), mientras que no observo

asociacion con los sintomas de internalizacion (103).

3.3.Longitud del telémero y trastorno por déficit de atencion e hiperactividad

Respecto al fenotipico clinico del TDAH, se han publicado hasta la fecha 3 estudios que muestran
resultados inconsistentes. Especificamente, Costa y colaboradores (2015) encontraron una
correlacion negativa entre los sintomas de hiperactividad e impulsividad y la LT en una muestra
de 61 ninos/as brasilefios de 6 a 16 afos con diagndstico de TDAH. Los sintomas de TDAH
fueron reportados por los progenitores mediante una entrevista semiestructurada utilizando la
version brasilea de la Kiddie-Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia (sintomas de
hiperactividad/impulsividad y de inatencion) y el diagndstico de TDAH se establecio de acuerdo
con los criterios DSM-IV. La LT se recogié mediante muestras de sangre periférica usando qPCR.

Se observd que los niveles mas altos de hiperactividad e impulsividad se asociaron con una LT
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relativa mas corta en nifios/as con TDAH (r = -0,340; p = 0,008). Sin embargo, los sintomas de

inatencion no se relacionaron con la LT en este estudio (r =0,268; p > 0,050) (105).

Asimismo, el Barwon Infant Study, un estudio australiano de cohorte prospectiva, mostrd una
asociacion significativa entre telomeros més cortos a los 12 meses y un aumento de los sintomas
de TDAH alos 2 afios (n=477). La LT se midi6 tanto en sangre del cordén umbilical al nacimiento
como en sangre periférica venosa a los 12 meses. Los sintomas conductuales se evaluaron
mediante el CBCL. Los resultados mostraron que la LT a los 12 meses (n=477), pero no al nacer
(n=518), se asocid inversamente con problemas de atencion (B = -0,56; IC95%=-1,13; 0,01; p=

0,050) y TDAH (B = -0,66; IC95% = -1,11; -0,21; p = 0,004) (94).

En contraste, el estudio longitudinal realizado por Howell y colaboradores (2022) reportd
resultados contrarios. Este estudio pretendia examinar la relacion entre el consumo de tabaco
materno prenatal, la LT infantil y el reporte materno de sintomas de TDAH en la primera infancia.
En este estudio se evaluo a 133 nifios/as con el objetivo de analizar el papel mediador del
acortamiento telomérica en la relacion entre el consumo de tabaco materno prenatal y los sintomas
de TDAH a los 18 meses. Aunque no se encontr6 una relacion directa entre el acortamiento de la
LT (de los 4 a los 18 meses) y los sintomas de TDAH, los/as autores/as observaron que los/as
nifios/as cuyas madres reportaron tabaquismo durante el embarazo presentaban mayores
puntuaciones en sintomas de TDAH y menor reduccion en la LT durante el periodo estudiado (3
= -5,797; IC95% = -10,207; -1,386; p= 0,010) (95). En linea con esta direccion inversa, otro
estudio en adultos jovenes con diagnostico de TDAH encontré una relacion entre los sintomas

hiperactivos-impulsivos y telomeros mas largos (106).

En conjunto, la revision de la literatura existente revela una falta de consistencia en los hallazgos
sobre la relacion entre la LT y el desarrollo neuropsicoldgico infantil. Los escasos estudios
realizados, encuentran una posible asociacion entre la LT y el desarrollo motor (99,100) y
socioemocional (101-104), pero no con el desarrollo cognitivo. Sin embargo, en el area
socioemocional, algunos estudios vinculan la LT mas corta con sintomas internalizantes
(101,102), mientras que otros la asocian con sintomas externalizantes exclusivamente (103,104).
De manera similar, la evidencia sobre la asociacion entre la LT y los sintomas de TDAH presenta
resultados inconsistentes: mientras que algunos estudios relacionaron el acortamiento de LT con
mayor sintomatologia de TDAH (94,105), otros estudios no encuentran una asociacion directa,

sino un efecto mediador o incluso en direcciones opuestas de asociacion (95, 106).

Esta escasez e inconsistencia en la evidencia actual subraya la necesidad de realizar mas estudios
longitudinales y con muestras amplias y diversas, que permitan dilucidar el papel potencial de la

LT como biomarcador en el desarrollo neuropsicologico infantil (7abla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas y resultados principales de los estudios que exploran la asociacion entre la longitud de los telomeros y el desarrollo neuropsicolégico (Elaboracion

propia).

Participantes Determinacion de la LT Evaluacion neuropsicologica Resultados principales

Dominio cognitivo y psicomotor
. . 9 y 30 meses Bayley 11 La LT de la sangre del cordon umbilical se asocid con
_ . Muestra sanguinea del cordon . . > .o
n = 184 al nacimiento y bl partmen veress (G0 5 afios: Preeschool Language Scale, mejores puntuaciones en el indice de desarrollo
Feiler 2018 n =209 alos 5 afios. con PCRy P Woodcock-Johnson Scholastic psicomotor a los 30 meses de edad y con la subprueba
Seychelles q Achievement Test, Kaufman Brief de logro Woodcock Johnson de letras y palabras a los 5
Intelligence Test, Child Behavior afios.
Checklist y finger tapping.
=283 2 los 4-6 afios Dominio cognitivo y psicomotor Asociacion inversa entre la LTL y la subprueba de
Croons 2024 Béleica Muestra sanguinea con gPCR Cambridge Neuropsychological Test errores espaciales pertenecientes a la tarea de cribado
& Automated Battery motor.
_ E i Dominio socioemocional , . . . .
Kroenke 2011 n=78 de :5—6 afios Muestra de células bucales con MacArthur Health and Behavior Los sintomas internalizantes se asociaron inversamente
San Francisco qPCR ) ; con la LT bucal.
Questionnaire
L n =200de4y5 anos , Dominio socioemocional Los/as ninos/as que presentaron conducta negativista
Wojeicki 2015 Latinos Muestra sagguinea con gPCR Child Behavior Checklist desafiante a los 3, 4 0 5 afos tuvieron una LT maés corta
n =195 con seguimiento a | Muestra de células bucales con Dominio socioemocional ;an;lf?;ii(ifr;?nirlli f(;;or;;wsrzz aigf)ll(;mas
Wade 2020 los 8-10y 12-14 afios qPCR MacArthur Health and Behavior signitica YOIes prob e
. . internalizantes. Por otro lado, la LT maés corta a los 12-
Bucarest Questionnaire ~ - . .
14 afos se asoci6 con mayor psicopatologia general.
n=1173 de 5 a 12 afios
. Reino Unido, Francia, . Dominio socioemocional Menor LT se asocié con peores conductas de
Robinson 2023 Espaiia, Noruega, Lituania Muestra sggfifiica con gPCR Child Behavior Checklist externalizacion
y Grecia.
n=61de 6 al6 afios , Sintomas de TDAH Mayores sintomas de hiperactividad e impulsividad se
SRR Brasil WSO CHNGIHCIS Kiddie-Schedule y criterios DSM-IV asociaron con una LT mas corta en niflos/as con TDAH
Pham 2022 leo :112 ?rll;?ser yn=477 Muestra sanguinea del cordén y Sintomas de TDAH La LT alos 12 meses se asoci6 inversamente con AP y
Australia periférica venosa con qPCR Child Behavior Checklist TDAH a los 2 afios.
Los bebés cuyas de madres reportaron tabaquismo
Howell 2022 n=133de4 v 18 meses Muestra de células bucales con Sintomas de TDAH prenatal tenian puntuaciones mas altas de TDAH a los
y qPCR Child Behavior Checklist 18 meses y una menor erosion de la LT de los 4 a los
18 meses
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JUSTIFICACION

El desarrollo neuropsicologico infantil comprende un conjunto de procesos interrelacionados que
abarcan las areas cognitiva, psicomotora y socioemocional, y que son fundamentales para el
funcionamiento diario de los/as nifios/as en su entorno familiar, escolar y social. Sin embargo,
diversos factores bioldgicos, ambientales y psicosociales pueden interferir en este desarrollo,

dando lugar a dificultades en estas areas o a trastornos del neurodesarrollo.

Como se ha expuesto previamente, estudios recientes sugieren que la LT podria desempeinar un
papel relevante en etapas tempranas de la vida, cuando el cerebro es particularmente vulnerable
y se encuentra en pleno proceso de maduracion. En este contexto, la LT se plantea como un
posible biomarcador de exposicion acumulada a factores como la neuroinflamacion y el estrés
oxidativo, que podrian influir en el neurodesarrollo. Sin embargo, la evidencia cientifica
disponible sobre la relacion entre la LT y el desarrollo neuropsicolégico en poblacion infantil es

todavia bastante limitada y presenta resultados inconsistentes.

Por tanto, la presente tesis doctoral tiene como objetivo avanzar en el conocimiento en esta area
de estudio emergente, superando las limitaciones de investigaciones previas mediante un disefio
de mayor tamafio muestral, que permita analizar la asociacion entre la LT, y un conjunto amplio
de indicadores de desarrollo neuropsicoldgico, medidos en distintos momentos del desarrollo

infantil.

En caso de confirmarse una asociacion significativa entre la LT y el desarrollo neuropsicologico,
los resultados podrian tener implicaciones relevantes para el disefio de estrategias de prevencion
y promocion de la salud infantil, tanto a nivel poblacional como en el ambito clinico. Asimismo,
esta linea de investigacion contribuiria al desarrollo de una medicina mas personalizada,
incorporando la LT como posible biomarcador en la evaluacion del desarrollo neuropsicologico,
lo que permitiria una deteccion precoz de alteraciones y una intervencion mas eficaz en edades

tempranas.

21



HIPOTESIS

En base a lo expuesto anteriormente y considerando el potencial de la longitud de los telémeros
como biomarcador del envejecimiento celular y de la exposicion acumulada a factores adversos

durante el desarrollo, se plantean las siguientes hipotesis especificas para esta tesis doctoral:

- Hipétesis 1: Una mayor longitud del teldbmero en leucocitos se asocia con un mejor
rendimiento en las funciones cognitivas y psicomotoras en nifios/as a los 4 afios

(Publicacion I).

- Hipétesis 2: Una mayor longitud del telémero en leucocitos, medida a los 4 y 8 afos, se
asocia con una menor sintomatologia de problemas socioemocionales en nifios/as a los 8

afnos (Publicacion 1I).

- Hipétesis 3: Una mayor longitud del telomero en leucocitos se asocia con una menor
sintomatologia de déficit de atencion e hiperactividad en nifios/as de 6 a 12 afios

(Publicacion Ill).

Estas hipotesis se enmarcan en un enfoque multidimensional del desarrollo neuropsicologico
infantil, y cada una de ellas se ha abordado mediante estudios observacionales con disefios

prospectivos o transversales, seglin los objetivos especificos de cada publicacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Explorar la asociacion entre la longitud del telomero en leucocitos y el desarrollo

neuropsicoldgico en la infancia.

Objetivos especificos

1. Analizar la asociacion transversal entre la longitud del telémero en leucocitos y las
funciones cognitiva y psicomotora a los 4 afios, ajustando por potenciales factores de
confusion (Publicacion ).

2. Examinar la asociacion entre la longitud del telomero en leucocitos a los 4 y 8 afios y los
problemas socioemocionales a los 8 aflos, asi como el efecto de los cambios en dicha
longitud entre los 4 a los 8 afios, ajustando por potenciales factores de confusion
(Publicacion II).

3. Explorar la asociacion transversal entre la longitud del telomero en leucocitos y los
sintomas de trastorno por déficit de atencion e hiperactividad entre los 6 y los 12 afios,

ajustando por potenciales factores de confusion (Publicacion 111).
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METODOLOGIA

1. DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

Para dar respuesta a los objetivos planteados en esta tesis doctoral, se utilizaron datos procedentes

del proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA, https://www.proyectoinma.org/). Ademas, con

el fin de aumentar el tamafio muestral al objetivo 3, se incorporaron también datos de varias
cohortes de nacimiento incluidas en el proyecto Human Early-Life Exposome (HELIX,

https://athleteproject.eu/helix-cohort/).

El proyecto INMA es un estudio prospectivo de cohortes de nacimiento multicéntrico espafiol.
Su poblacion de estudio la constituyen mujeres embarazadas pertenecientes a siete zonas
geograficas del pais (Ribera d’Ebre, Menorca, Granada, Asturias, Guipuzcoa, Sabadell y
Valencia), asi como sus hijos/as (Figura 6). Este estudio se origin6 uniendo la experiencia y el
trabajo realizado en tres cohortes independientes (Ribera d’Ebre, 1997-1999; Menorca, 1997 y
Granada, 2000-2002). Derivado de este aprendizaje, se crearon cuatro cohortes nuevas (Asturias,
Guipuzcoa, Sabadell y Valencia) con el objetivo de investigar el papel de los contaminantes
ambientales mas importantes en el aire, agua y en la dieta durante el embarazo e inicio de la vida,
y sus efectos en el crecimiento y desarrollo infantil. Las participantes fueron incluidas en cada
cohorte desde el afio 2004 al 2008 (Valencia, 2004-2005; Sabadell, 2004-2007; Asturias, 2004-
2007 y Guiptzcoa, 2006-2008).

Figura 6. Localizacion geografica de las cohortes pertenecientes al proyecto INMA (Fuente:

https://www.proyectoinma.org/).

n | INMA"‘ Asturias Guipuzkoa

Las participantes de las cuatro cohortes nuevas fueron reclutadas durante la primera visita
prenatal, que tuvo lugar entre las semanas 10 y 13 de embarazo, a través del centro de salud o
hospital publico de referencia de la region donde residian. Las madres podian ser incluidas en el
estudio si cumplian los siguientes criterios: residir en una de las areas de estudio, ser mayor de 16

aflos, estar cursando con un embarazo Unico, no estar recibiendo ningun tratamiento de
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reproduccion asistida, expresar su deseo de dar a luz en el hospital de referencia y no tener
problemas de comunicacion. Tras el reclutamiento, se llevaron a cabo visitas de seguimiento
durante el embarazo (primer, segundo y tercer trimestre) y parto, a los 6 meses (solamente

Sabadell y Asturias), a los 12-18 meses y a los 2, 4 y 8 afios (107).

Por su parte, el proyecto HELIX, es un proyecto de colaboracién entre estudios de cohorte de
nacimiento longitudinales de seis paises europeos: BiB (Born in Bradford, Reino Unido); EDEN
(Etude des Déterminants pré et postnatals du développement et de la santé de I'Enfant, Francia);
KANC (Kaunas cohort, Lituania); MoBa (The Norwegian Mother, Father, and Child Cohort
study, Noruega); Rhea (The Mother-Child Cohorte de Creta, Grecia) y la cohorte INMA-Sabadell
(Proyecto Infancia y Medio Ambiente, Espafia) (7igura 7). Las participantes del proyecto HELIX
se seleccionaron de sus cohortes de origen, lo cual garantiz6 una muestra representativa de
aproximadamente 200 parejas madre-hijo de cada una de las seis cohortes incluidas. El proyecto
HELIX cuenta con la informacion de 1663 parejas madres-hijos/as que se reclutaron durante el
embarazo, y un total de 1301 nifios/as con datos comunes sobre biomarcadores, exposiciones y

cuestionarios sobre desarrollo y salud infantil entre los 6 y los 12 afios (108).

Figura 7. Localizacion geografica de las cohortes pertenecientes al proyecto HELIX (Fuente:

https://athleteproject.eu/helix-cohort/).

Para poder dar respuesta al primer objetivo de la tesis doctoral, se incluyeron datos de 686 nifios/as
con informacién completa sobre las variables principales de estudio (LTL y desarrollo cognitivo
y psicomotor) y potenciales covariables de las cohortes de Asturias, Guipuzcoa y Sabadell de la
visita a los 4 afios. Para el segundo objetivo, se incluyeron un total de 647 nifios/as de las cohortes
de Asturias, Guiptzcoa y Sabadell, con datos sobre LTL a los 4 afios y problemas
socioemocionales a los 8 afios. Asimismo, se incorporaron 673 nifio/as de las cohortes de Asturias,

Guipuzcoa y Valencia, con datos sobre LTL y problemas socioemocionales a los 8 afios. En
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paralelo, también se incorporaron 315 individuos de las cohortes de Asturias y Guipuzcoa con

ambas medidas de LTL a los 4 y 8 afios.

En relacién con el tercer objetivo, la muestra final incluida fue de 1759 nifios/as con informacion
sobre LTL, sintomas de TDAH y covariables entre los 6 y los 12 afios, de los cuales 673
pertenecian a las cohortes de Asturias, Guiptizcoa y Valencia, y 1086 a las cohortes europeas del

proyecto HELIX. (Figura 8).

Figura 8. Parejas madre-hijo/a incluidas para responder a cada uno de los objetivos propuestos (Elaboracion

propia).

Objetivo general: Explorar la asociacion entre la longitud del telomero (LT) y el desarrollo
neuropsicolégico en la infancia

!

v

!

OBJ 1) LTy areas
cognitiva y psicomotora

OBJ 2) LTy érea
socioemocional

OBJ 3) LT y sintomas
de TDAH

n =686
Asturias n= 285
Gipuzkoa n= 133
Sabadell n= 268

2. ASPECTOS ETICOS

n = 647 (LT a los 4 afios)
Asturias n=239
Gipuzkoa n= 131
Sabadell n=277
n=673 (LT alos 8 afios)
Asturias n=233
Gipuzkoa n= 221
Valencia n=219
n =315 (LTalos4y 8 afios)
Asturias n= 193
Gipuzkoa n= 122

n=1759
Proyecto INMA n= 673
Asturias n=234
Gipuzkoa n= 220
Valencia n=219
Proyecto HELIX n= 1086
BiB n= 152
EDEN n= 140
KANC n= 195
MoBa n= 200
Rhea n= 189
Sabadell n=210

Los proyectos INMA y HELIX cuentan con la aprobacion del Comité Etico de los hospitales
referentes en cada una de las cohortes involucradas. Al inicio del estudio, las mujeres
embarazadas recibieron la informacion del estudio y dieron su consentimiento para poder
participar. Ademas, se les pidi6 que firmasen de nuevo el consentimiento para la realizacion de

cada visita de seguimiento a sus hijos/as.
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Esta tesis doctoral ha sido aprobada por el Comité de Etica e Integridad en la Investigacion de la
Universidad Miguel Hernandez (c6digo ADH.SPU.ENM.ICS.23). El proyecto “Dieta y actividad
fisica en el embarazo y al nacimiento y la longitud del telomero en la nifiez y la adolescencia”
(PI18/00825), que permiti6 la determinacion de la longitud telomérica en las cohortes del
proyecto INMA, cuenta con la aprobacién del Organo Evaluador de Proyectos de esta misma
universidad (codigo DSP.ENM.01.18), asi como del Comité de Etica para la Investigacion con

Medicamentos del Departamento de Salud de Alicante (c6digo P12019/072).

Ademés, el proyecto que ha financiado esta investigacion, titulado “Longitud del telomero y
desarrollo neuropsicologico entre los 4 y los 8 afios: Proyecto TeloNeuro” (GVA/2021/191), fue
aprobado por el 6rgano de investigacion responsable de la UMH (c6digo DPC.ENM.01.20).

El tratamiento de los datos para la realizacion de la presente tesis doctoral se ha llevado a cabo
siguiendo las normas reconocidas en la Declaracion de Helsinki (52° Asamblea General
Edimburgo, Escocia, octubre 2000), las Normas de Buena Practica Clinica y cumplimento de la
normativa legal vigente espafiola que regula la investigacion clinica en humanos (Real Decreto

561/1993) y la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos.

3. VARIABLES DEL ESTUDIO

3.1. Longitud del telomero de los leucocitos

Determinacion de la LTL a los 4 y 8 aiios en la muestra del Proyecto INMA

Los datos de LTL a los 4 afios estuvieron disponibles para las regiones de Asturias, Gipuzkoa y
Sabadell, mientras que los datos a los 8 afios se encontraban disponibles para las zonas de
Asturias, Gipuzkoa y Valencia. La LTL se estimo utilizando la fraccion leucocitaria de muestras

de sangre recolectadas durante las visitas de seguimiento.

La determinacion de la LTL se llevo a cabo mediante un protocolo gPCR basado en fluorocromos
(55). La extraccion del ADN se realiz6 a partir de la capa leucocitaria ("buffy coat") utilizando el
kit QIAamp DNA Mini (Qiagen) en Asturias, el kit Flexigen AGKT-WB-640 (Qiagen) en
Gipuzkoa, y el kit Chemagen (Perkin Elmer) en Sabadell. Las mediciones se realizaron por
triplicado en un sistema de PCR en tiempo real 7900HT (Applied Biosystems), en formato de 384
pocillos. En cada ciclo, se llevo a cabo una dilucion en serie de 6 puntos de un ADN combinado
(n=12 muestras de ADN) para evaluar la eficiencia de la qPCR en las series de telomero (T) y
de genes de copia tnica (S). La eficiencia fue del 107,0% para las series T (R? entre 0.994 y 0.999)
y del 97,0% para las series S (R? entre 0.995 y 0.999). La LT se analizo6 utilizando el software
gqBase (Biogazelle, Zwijnarde, Bélgica) y se expres6 como la proporcion entre el numero de

copias de telomeros y el nimero de genes de copia tnica (T/S), en relacidon con el valor T/S
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promedio del conjunto total de muestras. Para estas determinaciones se utiliz6 el gen de copia
unica que contenia 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix, 400 nM del cebador HBG1
(GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC) 'y 400 nM  del cebador HBG2
(CACCAACTTCATCCACGTTCACC) (109).

Para garantizar la fiabilidad y precision del protocolo aplicado, se calcularon los coeficientes de
correlacion intraclase (ICC) para las mediciones triplicadas de los valores T (0.957; IC95% =
0.954; 0.96; P <0.0001), valores S (0.968; 1C95%= 0.965; 0.97; P <0.0001) y de la razoén T/S
(0.925; 1C95%= 0.918; 0.93; P <0.0001), utilizando el codigo ICC en R proporcionado por la
Telomere Research Network (110).

Determinacion de la LTL para la muestra del proyecto HELIX

La LT se determino a partir de una muestra de sangre recolectada en nifios de entre 6 y 12 afios.
Para su analisis se utilizd un protocolo gPCR basada en fluorocromo y siguiendo el mismo
protocolo. En este caso el gen de copia Unica utilizado fue amplificado con una mezcla de qPCR
que contenia 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix, 300 nM del cebador 36B4u
(CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC) y 500 nM del cebador 36B4d
(CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA) (109).

Para los analisis de asociacion del primer objetivo de la tesis doctoral se utilizaron las medidas
directas obtenidas de la determinacion de la LTL (expresadas en T/S) (Figura 9),y en el caso del
segundo y tercer objetivo estas mediciones fueron transformadas en puntuaciones Z. Esta
transformacion consistio en convertir las mediciones de telomeros a una distribucion con media
igual a cero y una desviacion estandar de uno, expresando los coeficientes de regresion en
desviaciones estandar. Esta estrategia metodologica garantiz6 la comparacion de las

determinaciones realizas entre diferentes estudios y momentos temporales (111).

Figura 9. Ejemplo de determinacion de la longitud del telomero de los leucocitos mediante qPCR con

medida de resultado expresada en T/S (Extraida del articulo original de Lai TP, 2018).

single copy gene long telomere
———
qPCR qPCR
S value=0.6 Tvalue=24 T/S=4
single copy gene short telomere
I R E—— |
—_ — —_ — ——
qPCR qPCR
S vului =0.6 Tvalue=1.2 T/5=2
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3.2. Desarrollo neuropsicologico

Las diferentes areas del desarrollo neuropsicologico funcional (cognitiva, psicomotora y
socioemocional) fueron evaluadas por profesionales especializados/as en psicologia mediante la

prueba MSCA en la visita a los 4 afios y el cuestionario SDQ en la visita a los 8 afios.

3.2.1.  Area cognitiva y psicomotora

Durante la visita a los 4 afios, se utilizd la bateria de evaluacion MCSA, en su version
estandarizada y adaptada a la poblacion espafiola (#igura 10), disefiada para evaluar el desarrollo
cognitivo y psicomotor de los/as nifios/as (87). En el caso de los/as nifios/as de la cohorte de
Guipuzcoa, se empleo la version en euskera del instrumento para facilitar su administracion en
esta region concreta (MSCA-E) (112). Esta herramienta, distribuida en Espafia por la editorial
Pearson, incluye un maletin con materiales especificos para la administracion de las pruebas y un

manual detallado con las instrucciones de aplicacion.

La evaluacion tiene una duracidon aproximada de 45 a 60 minutos y consta de 17 pruebas
independientes, agrupadas en 5 escalas: Verbal, Perceptivo-Manipulativa, Numérica, Memoria y
Motora. Las 3 primeras escalas conforman el Indice Cognitivo General. A continuacién, se

describen brevemente las escalas:

- Escala verbal: mide la habilidad para procesar y comprender los estimulos verbales, asi

como para expresar los pensamientos de forma oral.

- Escala perceptiva-manipulativa: evalia la coordinacion visual-motora y el

razonamiento no verbal mediante la manipulacion de objetos concretos.

- Escala numérica-cuantitativa: evalta la capacidad para la comprension de los nimeros

en términos cuantitativos.

- Indice cognitivo general: se calcula teniendo en cuenta las puntuaciones de las tres
escalas anteriores, y representa una medida global del razonamiento y la capacidad para

formar conceptos, tanto verbales como manipulativos.

- Escala de memoria: evalia la memoria inmediata mediante estimulos visuales y

auditivos.

- Escala motora: evalia la coordinacién motora en tareas motoras tanto gruesas como

finas.
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Figura 10. Bateria de evaluacion McCarthy (Fotografia extraida de la editorial Pearson que la

comercializa).

Ademas, en la presente tesis también se utilizaron las puntuaciones creadas por Julvez y
colaboradores (113) para 11 funciones neuropsicologicas derivadas de los items originales de la
MSCA. Estas nuevas subescalas permiten una aproximacion mas especifica al funcionamiento
neuropsicoldgico infantil y son las siguientes: 1) funciones ejecutivas, 2) funciones ejecutivas
visuales, 3) funciones ejecutivas verbales, 4) retencion visual y verbal, 5) memoria de trabajo, 6)
memoria verbal, 7) funciéon motora gruesa, 8) funcion motora fina, 9) funciones cognitivas del
cortex cerebral posterior, 10) funciones verbales (cortex izquierdo) y 11) funciones visuales

(cortex derecho) (7ubla 4).

Tabla 4. Subescalas incluidas en la prueba de evaluacion McCarthy (Elaboracion propia basada en los

resultados originales de la bateria de evaluacion y los propuestos por Julvez y colaboradores).

Areas (Escala Original) Funciones (Julvez y colegas)
Verbal Ejecutivas
Perceptiva-Manipulativa Ejecutivas Visuales
Numérica-Cuantitativa Ejecutivas Verbales

Indice Cognitivo General Retencion Visual y Verbal
Memoria Memoria de Trabajo

Motora Memoria Verbal

Motora Gruesa

Motora Fina

Cognitivas del cortex cerebral posterior
Verbales del cortex cerebral posterior izquierdo

Visuales del cortex cerebral posterior derecho
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Para garantizar la fiabilidad de las pruebas, se estimo la fiabilidad entre los evaluadores aplicando
la correlacion intraclase. Las escalas globales del MSCA, que incluyen funciones cognitivas
generales, verbales, perceptivo-manipulativas, cuantitativas, de memoria y motoras, obtuvieron

coeficientes de 0,97, 0,98, 0,78, 0,98, 0,96 y 0,92, respectivamente.

Asimismo, se evalud la consistencia interna de las escalas globales mediante el coeficiente alfa
de Cronbach, obteniéndose valores de 0,90 (cognitivas generales), 0,79 (verbales), 0,81
(perceptivo-manipulativas), 0,77 (cuantitativas), 0,74 (memoria) y 0,64 (motoras). En general, las
nuevas subescalas derivadas de la MSCA mostraron una consistencia interna moderadamente
buena (0>0,70) (114). Con el fin de homogeneizar las puntuaciones de la prueba, se
estandarizaron los resultados crudos del MSCA a una media de 100 puntos y una desviacion
estandar de 15. En todas las escalas y subescalas, una mayor puntuaciéon indica un mejor

rendimiento neuropsicolégico en la funcion correspondiente.

3.2.2.  Area socioemocional

En la visita a los 8 afos se recogid informacion relativa al desarrollo socioemocional de los
nifios/as mediante el cuestionario SDQ, disponible de forma gratuita en espafiol
(http://www.sdqinfo.com). Este cuestionario estandarizado, disefiado para nifios/as de 4 a 16 afios,
fue cumplimentado por los progenitores y se compone de 25 items valorados en una escala Likert
de tres puntos: 0 = no es cierto; 1= algo cierto y 2= muy cierto. No obstante, cinco items (7, 11,
14, 21 y 25) se puntian de forma inversa, de modo que 2 = no es cierto, 1 =un tanto cierto y 0 =

absolutamente cierto.

El SDQ permite obtener puntuaciones en cinco subescalas: problemas emocionales, dificultades
de relacion con los/as compafieros/as, problemas conductuales, sintomas de hiperactividad y
comportamiento prosocial. A partir de estas subescalas se calcularon tres puntuaciones
compuestas: la puntuacion de problemas internalizantes, obtenida sumando las subescalas de
sintomas emocionales y problemas con los compaifieros (rango: 0-20); la puntuacion de problemas
externalizantes, derivada de la suma de las subescalas de problemas de conducta e
hiperactividad/inatencion (rango: 0-20); y la puntuacion total de dificultades psicoemocionales,
que se obtuvo sumando todas las subescalas excepto la de conducta prosocial (rango: 0-40) (7ubla
5). En todos los casos, puntuaciones mas elevadas indican una mayor presencia de problemas
emocionales y conductuales. Ademas, el cuestionario ha mostrado adecuadas propiedades

psicométricas en la poblacion espaiola (115).
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Tabla 5. ftems incluidos en cada subescala evaluada en el cuestionario Strengths and Difficulties

Questionnaire (Elaboracion propia basada en el cuestionario disponible en http://www.sdqinfo.com).

Subescala items (formulacién original)
Se queja con frecuencia de dolor de cabeza, de estdbmago o de nauseas 3
Tiene muchas preocupaciones, a menudo parece inquieto/a o preocupado/a 8
Sintomas Se siente a menudo infeliz, desanimado o lloroso 13

emocionales  poovinso/a o dependiente ante nuevas situaciones, facilmente pierde la confianza

A 16
en si mismo/a
Tiene muchos miedos, se asusta facilmente 24
Frecuentemente tiene rabietas o mal genio
Por lo general es obediente, suele hacer lo que le piden los adultos (inverso) 7
Problemas de . o
Pelea con frecuencia con otros nifios/as o se mete con ellos/ellas 12
conducta
A menudo miente o engafia 18
Roba cosas en casa, en la escuela o en otros sitios 22
Es inquieto/a, hiperactivo/a, no puede permanecer quieto/a por mucho tiempo 2
Esta continuamente moviéndose y es revoltoso 10
Hiperactividad/ . .. e .
l.) .y Se distrae con facilidad, su concentracion tiende a dispersarse 15
inatencion
Piensa las cosas antes de hacerlas (inverso) 21
Termina lo que empieza, tiene buena concentracion (inverso) 25
Es mas bien solitario/a y tiende a jugar solo/a 6
Tiene por lo menos un/a buen/a amigo/a (inverso) 11
Problemas con . T !
~ Por lo general cae bien a los otros nifios/as (inverso) 14
compaiieros
Los otros nifios se meten con ¢él/ella o se burlan de él/ella 19
Se lleva mejor con adultos que con otros nifios/as 23
Tiene en cuenta los sentimientos de otras personas
Comparte frecuentemente con otros nifios/as chucherias, juguetes, lapices, etc 4
onducta ) . .
¢ X Ofrece ayuda cuando alguien resulta herido, disgustado, o enfermo
prosocial
Trata bien a los nifios/as mas pequefios/as 17
A menudo se ofrece para ayudar (a padres, maestros, otros nifios) 20
3.2.3. TDAH

Los sintomas del TDAH fueron evaluados en distintos momentos del desarrollo infantil,
dependiendo de la cohorte, en un rango de edad comprendido entre los 6 y los 12 afios. La mayoria
de los nifios/as presentaban una edad media de entre 7 y 9 afos, aunque en las cohortes de KANC

y RHEA la edad media era de 6 afios, mientras que en la cohorte EDEN alcanzaba los 11 afios.

Para valorar la sintomatologia de TDAH, los progenitores cumplimentaron la version adaptada
de la Conners' Parent Rating Scale-Revised: Short Form (CPRS-R:S, Conners, 1997) (96), un
cuestionario estandarizado disefiado para evaluar sintomas conductuales en poblacion infantil y
adolescente de 4 a 16 afios. Este instrumento consta de 27 sintomas items que deben ser valorados
por los progenitores en funcion de la frecuencia con la que han observado cada comportamiento

durante el ultimo mes, utilizando una escala Likert de 4 puntos (O=nunca o rara vez, 1=algunas
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veces, 2=frecuentemente, y 3=muy a menudo). El CPRS-R:S proporciona puntuaciones para tres
subescalas especificas: Conductas de oposicion, Problemas cognitivos/Inatencion e
Hiperactividad. Cada de estas escalas esta compuesta por seis items y con un rango de puntuacion
de 0 a 18, siendo las puntuaciones mas altas indicativas de mayor gravedad sintomatica. Ademas,
se calcula un indice global de sintomas TDAH, que agrupa 12 items pertenecientes a las
subescalas de inatencion e hiperactividad, con un rango de 0 a 36, ofreciendo una estimacion de
la severidad general del cuadro (7ahla 6). La version espafiola del cuestionario ha demostrado

validez para la deteccion de sintomas de TDAH en poblacion infantil no clinica (116).

Tabla 6. Ejemplos de los items que se incluyen en las diferentes subescalas de la Conners' Parent Rating

Scale-Revised: Short Form (Elaboracion propia basado en el cuestionario adaptado de Keith Conners).

Desafia a los adultos, discute o se niega a obedecer.
Conductas de Oposicién
Tiene accesos de rabia o se enfada facilmente.

Tiene dificultades para concentrarse o prestar atencion.
Problemas cognitivos/Inatencion ) ) ) )
No termina lo que empieza, facilmente se distrae.

No puede estarse quieto, se mueve constantemente.

Hiperactividad

Habla en exceso o interrumpe con frecuencia.

3.3. Covariables

Los posibles factores de confusion considerados en esta tesis doctoral fueron seleccionados a
partir de la literatura cientifica disponible y comprenden un amplio rango de caracteristicas
sociodemograficas, exposiciones ambientales y variables de estilo de vida materna e infantil que
podrian influir tanto en la LTL como en el desarrollo neuropsicologico infantil (64,117-119), tal

como se detalla en la rahla 7.

Los modelos de regresion que se llevaron a cabo para responder al primer objetivo de la tesis
(LTL y éreas cognitiva y psicomotora) se ajustaron por variables medidas durante el embarazo,
como el nivel educativo materno (categorizado como primario, secundario o universitario),
paridad (0 o >1 partos), y las concentraciones ambientales de dioxido de nitrogeno (NO?)
(expresadas en pg/m?). También se incluyeron variables recogidas en el momento de seguimiento
a los 4 afios, como la edad del nifio en el momento de la evaluacion neuropsicoldgica (en afios),
la puntuacion relativa dieta mediterranea continta), la ingesta energética diaria (en kilocalorias)
y la fecha de extraccion de la muestra de sangre para la determinacion de los telomeros
(DD/MM/AA) categorizada en las estaciones del afo (primavera, verano, otoflo o invierno).
Ademas, se tuvo en cuenta la zona geografica de estudio (cohortes de Asturias, Guipuzcoa o

Sabadell).
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Para el segundo objetivo (LTL y area socioemocional), se incluy6 la informacion adicional sobre
el nivel educativo de la madre, la edad (en afios), el habito de fumar durante el embarazo (si 0 no)
y IMC (kg/m?) previo a la concepcion. En lo que respecta a las variables relacionadas con los
hijos/as, se consideraron el sexo (masculino o femenino), la edad (afios) y el IMC (kg/m?), que se

recogieron durante las visitas de seguimiento a los 4 y 8 afios.

Finalmente, en los modelos de asociacion para la LTL y los sintomas de TDAH (tercer objetivo),
se tuvo en cuenta covariables maternas como la cohorte de origen, la edad (afios), el nivel
educativo (bajo, medio o alto), el IMC (kg/m?) y el tabaquismo activo durante el embarazo (si o
no) de las madres. Sobre los/as nifios/as, se incluyeron datos sobre su edad en el momento del
examen clinico (afos), la fecha de la extraccion de la muestra de sangre categorizada por estacion
del afio, el sexo (masculino o mujer) e IMC (kg/m?) en la visita de seguimiento correspondiente

en cada cohorte.

Tabla 7. Covariables incluidas en los diferentes objetivos del estudio (Elaboracion propia).
OBJETIVO1 OBJETIVO2 OBJETIVO 3
Nivel educativo X X X

Numero de partos X
Edad X

~

Dioxido de nitrogeno en el embarazo X

701
=
~
a
<
=

Tabaco en el embarazo

Indice de masa corporal preconcepcional

Edad

Tl
HAl A A

Sexo
Dieta mediterranea

Ingesta energética diaria

NINOS/AS
SIS

~

Fecha extraccion de sangre

Indice de masa corporal X X

4. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa R (https://www.r-project.org/). Se

establecidé un nivel de significancia estadistica de 0,05 y se comprobd la distribucion de la
normalidad de las variables continuas mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov con la

correccion de Lilliefors.

Para cada uno de los estudios realizados en esta tesis doctoral se realizaron analisis descriptivos
univariantes y bivariantes para resumir las caracteristicas de las madres y los/as nifios/as de las

cohortes participantes. Las variables categoricas se presentaron como frecuencias y porcentajes
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(%) y las variables continuas, se presentaron como mediana y rango intercuartilico (RI), ya que
no seguian una distribucién normal. En el caso de las descripciones bivariantes, se emplearon test
de comparaciéon de grupos dependiendo del tipo de variable, usando pruebas como la Chi-
cuadrado o la prueba exacta de Fisher para las variables categdricas y las pruebas U de Mann-

Whitney o de Kruskal-Wallis para las variables continuas.

Para estimar las asociaciones entre la LTL y los diferentes resultados de desarrollo
neuropsicoldgico infantil se combinaron los datos pertenecientes a cada cohorte utilizando
técnicas metaanaliticas de analisis de datos. La heterogeneidad entre las cohortes se cuantificd
mediante el estadistico I? y se aplicaron modelos de efectos fijos cuando no existio heterogeneidad
notable (I? <50,0%) o modelos de efectos aleatorios cuando se detectd heterogeneidad (I%)
>50,0%). Para determinar las covariables a incluir en los modelos, se consideraron aquellas que
presentaron una significacion estadistica (p < 0,2) en los analisis bivariantes y que, ademas,
alteraron la estimacion del efecto principal en un 10,0% o mas al ser introducidas o retiradas del

modelo.

Para explorar la asociacion entre la LTL y el desarrollo neuropsicoldgico se utilizaron modelos
de regresion multiple, controlando el efecto potencial de los factores de confusion. En concreto,
para dar respuesta al primer objetivo (asociacion entre la LTL y las funciones cognitivas y
psicomotoras) se utilizaron modelos de regresion lineal multiple ajustados por potenciales
confusores, ya que en este caso las puntuaciones derivadas de la prueba MSCA fueron
cuantitativas continuas. Posteriormente, para confirmar la robustez de los hallazgos se llevaron
diferentes analisis de sensibilidad, incluyendo variables adicionales como un indicador indirecto
del coeficiente intelectual de la madre (medido mediante la prueba de similitudes de la Escala de
Inteligencia para Adultos III de Wechsler) y diferentes estilos de vida de los/as nifios/as, como el
consumo de pescado azul (en gramos), visionado de television y la duracion del suefio (ambas en
horas a la semana). Asimismo, el modelo se ejecutd excluyendo a los nifios con puntuaciones
bajas en la prueba MCSA (n = 35). Ademas, los modelos se estratificaron por sexo (nifios o nifias)
y por el nivel de inflamacion (por debajo o por encima de la mediana), determinado por la proteina
c reactiva (en cuantiles), la circunferencia abdominal (en centimetros) y el IMC de los nifios a los

4 afios (en kg/m?).

Para responder al segundo objetivo, en este caso, explorar la asociacion entre la LTL y los
problemas socioemocionales en diferentes puntos temporales (a los 4 y 8 afos), se utilizaron
modelos de regresion binomial negativa inflada por cero (zero-inflated negative binomial, ZINB)
o modelos de regresion binomial negativa (negative binomial, NB), dependiendo de la
distribucién de la variable de resultado. La puntuacion de los problemas internalizantes (medida

con el cuestionario SDQ), al tratarse de una variable de recuento con un exceso de ceros, se
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analizé mediante un modelo ZINB para estimar las odds ratio (OR) ajustadas y el incidence rate
ratio (IRR) o tasa de incidencia. Para la puntuacion de problemas externalizantes y la puntuacion
total de problemas, al no haber excesos de cero, se emplearon modelos NB para calcular las IRR.
No se realizaron andlisis de sensibilidad puesto que no se encontraron asociaciones

estadisticamente significativas.

Finalmente, para estudiar la asociacion entre la LTL y los sintomas de TDAH (tercer objetivo),
se utilizaron modelos de regresion NB multiple que proporcionaron IRR como medida de efecto.
Se llevaron a cabo andlisis incluyendo a todas las cohortes participantes y, adicionalmente,
analisis separados para las cohortes de HELIX y las de INMA (Asturias, Guipuzcoa y Valencia).
Se presentaron dos modelos de analisis: 1) un modelo basico ajustado por la edad de los/as
nifios/as y el sexo; y 2) un modelo completo que, ademas de las variables anteriores, incluyo la
edad, el nivel educativo, el tabaquismo activo durante la gestacion, el IMC materno

preconcepcional, y el IMC de los/as nifios/as.
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RESULTADOS

1. PUBLICACION 1.

Campos-Sanchez I, Navarrete-Muiioz EM, Hurtado-Pomares M, Julvez J, Lertxundi N, Martens
DS, Fernandez-Somoano A, Riano-Galan I, Guxens M, Ibarluzea JM, Nawrot T, Valera-Gran D.
Association between telomere length and neuropsychological function at 4-5 years in
children from the INMA project: a cross-sectional study. Eur Child Adolesc Psychiatry.
2024;33(8):2803-2812. doi: 10.1007/s00787-023-02361-y.

1.1. Resumen

La investigacion hasta la fecha ha encontrado que una LT mads corta se asocia con diversas
patologias neuroldgicas en adultos, asi como con un menor rendimiento cognitivo y ciertos
trastornos del neurodesarrollo en poblacion pedidtrica. Sin embargo, la evidencia sobre la
asociacion entre la LT y el desarrollo neuropsicologico en nifios/as de la poblacion general es
todavia muy escasa. Por tanto, el objetivo fue explorar la asociacion entre la LTL y la funcion

neuropsicolédgica (cognitiva y motora) en nifos/as de 4-5 afios.

Se analizaron datos de 686 nifos/as pertenecientes a las cohortes de Asturias, Guiptizcoa y
Sabadell del Proyecto INMA, un estudio de cohortes de nacimiento espafiol. La LTL se determind
mediante el método PCR cuantitativo, y los resultados neuropsicologicos se midieron utilizando
la escala MCSA. Para estimar las asociaciones se utilizaron modelos de regresion lineal multiple

ajustadas por posibles variables de confusion.

Los principales hallazgos mostraron que una LTL mas larga se asocié con una puntuacion media
mas alta en memoria de trabajo (p = 4,55; [C95% = 0,39; 8,71). Ademas, una LTL mas larga se
asocié con una puntuacion cuantitativa global media mas alta (B = 3,85; 1C95% = -0,19; 7,89),

aunque la asociacion fue marginalmente significativa.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que muestra una asociacion positiva entre la LTL
y mejores resultados neuropsicoldgicos cognitivos en nifios/as de la poblacion general. Aunque
se requieren mas investigaciones para confirmar estos resultados, los hallazgos de este estudio
respaldan la hipotesis de que la LT podria desempefiar un papel protector en la salud

neurocognitiva infantil, particularmente en funciones cognitivas como la memoria de trabajo.
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1.2. Resultados

Caracteristicas sociodemogrdficas y estilos de vida de las madres y sus hijos/as

La 7abla & muestra las caracteristicas sociodemograficas, factores de exposicion ambiental y
estilos de vida de las madres y nifios/as incluidos en el estudio. De las 686 madres, el 41,5%
pertenecian a la region de Asturias, el 39,1% y el 19,4% residian en Sabadell y Guipuzcoa,
respectivamente. En general, se observo que las madres de la region de Guiptizcoa tenian un nivel
educativo superior al de las mujeres de las otras cohortes del estudio. Ademads, tenian de media
una menor exposicion al contaminante ambiental NO? durante el embarazo (mediana = 15,1
pug/m3; RI=13,9 — 16,9) en comparacion con las madres de Asturias (mediana = 27,6; RI = 16,8
—37,6) y Sabadell (mediana = 39,0; RI = 30,3 — 44,0), que tuvieron una mayor exposicion.

En lo que respecta a los/as nifios/as, aquello/as pertenecientes a la cohorte de Guiplizcoa
presentaban una menor ingesta energética diaria (mediana = 1464,5 kcal/dia; RI = 1277,6 —
1695,5) y una LTL media mas larga (mediana = 1,2; RI = 1,0 — 1,4) que los/as de Asturias y
Sabadell. Por otro lado, la puntuacion relativa de la dieta mediterranea fue mayor en los/as
nifios/as de Asturias (mediana = 9,0; RI = 8,0 —11,0) frente a los/las de Guipuzcoa y Sabadell
(mediana = 8,0; Rl = 6,0 — 10,0).

También se observaron diferencias en la distribucion estacional de la determinacion de la longitud
telomérica seglin la fecha de extraccion de las muestras sanguineas. En Guipuzcoa, la extraccion
de sangre se realizo principalmente en verano (62,4%); en Asturias, se realizo aproximadamente
en la misma proporcién en primavera, otofio e invierno y, en menor medida, en verano; y en
Sabadell, la recogida se repartié de forma relativamente uniforme entre las cuatro estaciones del

ano.
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Tabla 8. Caracteristicas sociodemograficas y estilos de vida de las madres y los/as nifios/as del proyecto INMA a los 4-5

aflos (n= 686).

Todas las Asturias Guipuzcoa Sabadell po
cohortes (n=686) (n=285) (n=133) (n=268)
Caracteristicas de las madres
Nivel educativo, n (%)
Primarios o inferiores 134 (19,5) 46 (16,1) 21 (15,8) 67 (25,0) 0,001
Secundarios 285 (41,6) 128 (44,9) 44 (33,1) 113 (42,2)
Universitarios 267 (38,9) 111 (39,0) 68 (51,1) 88 (32,8)
Paridad > 1, n (%) 293 (42,7) 110 (38,6) 64 (48,1) 119 (44,4) 0,144

NO2 (ug/m3) durante el embarazo,

) 28,7 (16,7-40,5) 27,6 (16,8-37,6) 15,1 (13,9-16,9) 39,0 (30,3-44,0) <0,001
mediana, RI
Caracteristicas de los/as nifos/as

Edad en afios en la administracion de la

4,4 (4,3-4,5) 4,4 (4,3-4,5) 4,4 (4,4-4)5) 4,4 (4,4-4,5) 0,102
prueba MCSA, mediana (RI)
Consumo diario de energia en 1579,6 (1390,0- 1618,5 (1428,5-  1464,5 (1277,6- 1598,5 (1430,7- 0.001
< b
kilocalorias/dia, mediana (RI) 1822,6) 1868,3) 1695,5) 1819,3)

Puntuacién relativa de dieta

) ) 9,0 (7,0-10,0) 9,0 (8,0-11,0) 8,0 (6,0-10,0) 8,0 (6,0-10,0) <0,001
mediterranea, mediana (RI)
Longitud del telémero, mediana (RI) 1,0 (0,9-1,2) 1,0 (0,9-1,1) 1,2 (1,0-1,4) 1,0 (0,9-1,1) <0,001
Estacion de extraccion de muestra

sanguinea, n (%)

Primavera 185 (27,0) 84 (29,5) 16 (12,0) 85(31,7) <0,001
Verano 174 (25.4) 31(10,9) 83 (62.4) 60 (22,4)
Otofio 154 (22.,4) 74 (25.,9) 18 (13,6) 62 (23,1)
Invierno 173 (25,2) 96 (33,7) 16 (12,0) 61(22,8)

RI, Rango Intercuartilico; MCSA, McCarthy Scales of Children’s Abilities; INMA, Infancia y Medio Ambiente.

Se utilizo la prueba chi-cuadrado para las variables categoricas y la prueba Kruskall-Wallis para las variables continuas no paramétricas.

Descripcion de las variables principales

La mediana de LTL, expresada como cociente T/S, fue de 1,0 (0,9 — 1,2) en los/as nifios/as
evaluados a los 4 afios. En cuanto a las puntuaciones para la escala de desarrollo neuropsicolégico
MCSA, los valores se situaron en torno a los 100 puntos, dado que las puntuaciones se
estandarizaron a una media de 100 y una desviacion estandar de 15 para toda la muestra. Cabe
destacar que la puntuacién mediana més alta se observé en el indice Cognitivo General (mediana=
100,7 puntos; RI=90,3 — 109,6), mientras que la mas baja correspondio a la subescala de memoria

de trabajo (mediana= 96,9 puntos; RI= 89,8 — 109,4) (Tabla 9).
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Tabla 9. Descripcion de la longitud del telémero de los leucocitos y el desarrollo cognitivo y psicomotor a

los 4 afios.

Variables principales Mediana (Rango Intercuartilico)

LTL (T/S Ratio) 1,0 (0,9-1,2)
Puntuaciones de la escala MCSA

Areas neuropsicologicas

Indice cognitivo general 100,7 (90,3 — 109,6)
Verbal 99,9 (89,4 —109,5)
Perceptiva/manipulativa 100,1 (91,2 -110,4)
Numérico/cuantitativo 99,6 (89,8 — 109,4)
Memoria 100,5 (89,4 — 110,0)
Habilidades motoras 99,6 (89,8 — 109,1)
Funciones neuropsicoldgicas
Ejecutivas 99,9 (91,0 — 108,9)
Ejecutivas visuales 98,9 (90,2 —110,9)
Ejecutivas verbales 99,1 (90,6 — 109,4)
Retencion visual-verbal 99,3 (90,1 — 109,9)
Memoria de trabajo 96,9 (89,8 — 109,4)
Memoria verbal 101,5 (86,7 —111,8)
Motricidad gruesa 98,7 (90,3 — 109,8)
Motricidad fina 99,9 (89,0 —110,2)
Cortex cerebral posterior 100,4 (91,2 - 109,3)

Asociacion entre LTL y desarrollo neuropsicologico cognitivo y motor

La 7abla 10 presenta los resultados de los modelos de analisis de regresion lineal multiple que
exploran la asociacion entre la LTL y el desarrollo neuropsicoldgico cognitivo y motor de los

nifios/as a los 4-5 afios, ajustados por variables potenciales de confusion.

Al analizar la asociacion entre la LTL y los resultados de las areas del MCSA (indice cognitivo
general, verbal, perceptivo-manipulativo, cuantitativo, memoria y habilidades motoras) se
observd que el aumento en la LTL se asocié con una mayor puntuacion media del indice
cuantitativo global. No obstante, esta asociacion fue marginalmente significativa (= 3,85; IC95%

=-0,19; 7,89; p = 0,062; I*= 0,0%).

Por otro lado, al considerar las funciones neuropsicologicas propuestas por Julvez y colaboradores
a partir del MCSA, se encontrd una asociacion positiva y estadisticamente significativa entre una
mayor LTL y un aumento en la puntuacion media en memoria de trabajo ( = 4,55; 1C95% =
0,39; 8,71; p = 0,032; I>= 0,0%). No se obtuvieron asociaciones significativas entre la LTL y el

resto de funciones neuropsicoldgicas evaluadas esta edad.
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Tabla 10. Asociacion entre la longitud del telomero de los leucocitos y el desarrollo neuropsicologico en

los/as nifios/as del proyecto INMA a los 4-5 afios (n=686).

LTL (n=686)
Desarrollo neuropsicolégico B (IC 95%) P I (%)°
Areas del MCSA®
indice Cognitivo General -0,54 (-4,37; 3.30) 0,783 19,3
Verbal Global -2,79 (-6,70; 1.41) 0,193 0,0
Perceptivo-Manipulativo Global 1,98 (-1,92; 5,89) 0,319 49,8
indice Cuantitativo Global 3,85 (-0,19; 7,89) 0,062 0,0
Memoria Global -0,44 (-4.63; 3,73) 0,833 38,1
Habilidades Motoras Globales 0,43 (-3,84; 4,71) 0,843 0,0
Funciones MCSA*
Ejecutiva 0,56 (-3,36; 4,48) 0,779 0,0
Ejecutiva Visual 0,05 (-4,10; 4,21) 0,979 27,2
Ejecutiva Verbal 0,75 (-3,21; 4,17) 0,710 0,0
Alcance Visual y Verbal -0,81 (-7,19; 5,56) 0,803 53,1
Memoria de trabajo 4,55 (0,39; 8,71) 0,032 0,0
Memoria Verbal -2,40 (-6,89; 2,08) 0,294 0,0
Motora Gruesa -2,35 (-6,67; 1,96) 0,285 0,0
Motora Fina 3,03 (-1,28; 7,34) 0,168 0,0
Funcién Cognitiva de la Corteza 40,0
Posterior -0,01 (-4,00; 3,99) 0,997
Funcion Cognitiva de la Corteza 0,0
Posterior Izquierda (Verbal) 259 (692, 1,73) 0,240
Funcion Cognitiva de la Corteza 27,7
2,91 (-1,27; 7,10) 0,173

Posterior Derecha (Visual)

LTL, Longitud del Telomero de los Leucocitos, MCSA, McCarthy Scales of Children’s Abilities; IC, Intervalo de
Confianza; INMA, Infancia y Medio Ambiente.

*Todos los modelos de regresion lineal se ajustaron por el nivel educativo de la madre (primario o inferior, secundario o
universitario), paridad (0 o > 1), exposicion a NO2 en el embarazo (ng/m3), edad del nifio en la prueba MCSA (en afios),
puntuacion relativa de la dieta mediterranea del nifio (continua), ingesta energética (en kilocalorias/dia) y estacion de
extraccion de muestra sanguinea (primavera, verano, otofio o invierno) a los 4-5 afios.

®Se utilizaron los resultados del modelo de metandlisis de efectos fijos cuando <50,0% y del modelo de metanalisis de

efectos aleatorios cuando >50,0%.
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Los resultados del analisis de sensibilidad para la asociacion entre la LTL y la funcién de memoria
de trabajo se presentan en la Figura /7. Tras ajustar el modelo principal por el coeficiente de
inteligencia proxy de la madre, mediante los resultados de la prueba de razonamiento verbal (f =
4,83; 1C95% = 0,50; 9,15; p = 0,028) y estilos de vida de los/as nifios/as, como el consumo de
pescado (B = 4,46; IC95% = 0,28; 8,64; p = 0,036), horas por semana de television (p = 4,76;
1C95% = 0,58; 8,94; p = 0,026) y duracion del suefio ( = 4,64; 1C95% = 0,43; 8,85; p=0,031),
la asociacion positiva y significativa obtenida en el modelo principal (B = 4,55; 1C95% = 0,39;

8,71; p = 0,032) se mantenia practicamente sin cambios.

Cuando se excluyeron del analisis los/as niflos/as con puntuaciones bajas en la prueba MCSA, la
asociacion se mantuvo en la misma direccion, aunque paso6 a ser marginalmente significativa (3
=4,12; 1C95% = -0,10; 8,34; p = 0,055). Sin embargo, al estratificar los analisis por sexo, se
observd que la asociacion positiva persistia en las nifias (p = 4,81; 1C95% = -0,85; 10,47; p =
0,096), mientras que en los nifios la magnitud de la asociacion fue menor y no significativa (f =

2,16; IC95% = -4,34; 8,67, p = 0,515).

Por ultimo, los analisis estratificados por marcadores de inflamacién mostraron asociaciones mas
fuertes entre LTL y memoria de trabajo en el subgrupo de nifios/as con niveles de inflamacion
por debajo de la mediana, segun proteina C-reactiva (cuartiles 1 — 2) (B = 4,68; 1C95% = -2,75;
12,11; p =0,217), perimetro abdominal (40,8 — 52,5) (B = 4,08; 1C95% = -2,50; 10,67; p = 0,224)
e indice de masa corporal (11,5 —16,0) (= 8,37; 1C95% = 1,32; 15,91; p = 0,020). En contraste,
en lo/as nifios/as con un mayor nivel de inflamacion por encima de la mediana, la asociacion fue

positiva, pero de menor magnitud y no significativa.

Figura 11. Andlisis de sensibilidad de la asociacion entre la longitud del telémero de los leucocitos y la

funcion de memoria de trabajo en nifios/as de 4-5 afios.

Modelo principal (n=686)- | ——
Solo nifias (n=334)+ F : - - i
Solo nifios (n=352)- ' ; L
Ajustado por la prueba de razonamiento verbal de la madre (n=647)- : ——
Excluyendo nifios/as con puntuaciones bajas en MCSA (n=651)- ;—l—i
Ajustado por el consumo de pescado de los/as nifios/as (n=686)- :I—.—l
Ajustado por el visionado de tv de los/as nifios/as (n=674) : —a—
Ajustado por la duracién del suefio de los/as nifios/as (n=676) - : —_— .
Solo nifios/as con valores por debajo de la mediana de proteina C-Reactiva (n=219)- k I L
Solo nifios/as con valores por encima de la mediana de proteina C-Reactiva (n=187)- L I L
Solo nifios/as con valores por debajo de la mediana de circunferencia abdominal (n=278)- k ; L
Solo nifios/as con valores por encima de la mediana de circunferencia abdominal (n=274)+ k I L
Solo nifios/as con valores por debajo de la mediana de indice de masa corporal (n=343)- : I -
|
Solo nifios/as con valores por encima de la mediana de indice de masa corporal (n=341)~ L —Jk 1
’ 0 ; 10 s
Beta
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2. PUBLICACION I1

Campos-Sanchez [, Navarrete-Muiioz E.M, Barber-Valles J.X, Martens D.S, Riano-Galan I, Irizar
A, Llop S, Guxens M, Rodriguez-Dehli C, Babarro, I, Lozano M, Vrijheid M, Nawrot T, Valera-
Gran D. Telomere Length and Emotional and Behavioral Problems in Children from the
Prospective Birth Cohort INfancia y Medio Ambiente (INMA) Study. Children
2025;(12):875. doi: https://doi.org/ 10.3390/children12070875.

2.1. Resumen

El objetivo fue examinar la asociacion entre la LTL a los 4 y 8 afios de edad y los problemas
psicoemocionales a los 8 afios, asi como evaluar si los cambios en la LTL entre los 4 y los 8 afios
influyen en los resultados psicoemocionales. Se utilizaron datos pertenecientes al proyecto
INMA, incluyendo a 647 nifios/as con medicion de LTL a los 4 afios y evaluacion de problemas
psicoemocionales a los 8 afios, 673 con LTL y resultados psicoemocionales a los 8 afios, y 315
con LTL medida en ambas edades. La LTL se determiné mediante PCR cuantitativa en muestras
de sangre y se estandariz6 como puntuaciones Z para el andlisis principal. Los problemas
psicoemocionales —incluyendo los problemas internalizantes, externalizantes y dificultades
totales— se evaluaron mediante cuestionario SDQ. Las asociaciones se estimaron mediante
modelos de ZINB o NB, ajustados por potenciales covariables. En los analisis principales no se
observaron asociaciones estadisticamente significativas entre la LTL a los 4 o 8 afos, ni entre los
cambios en la LTL durante ese periodo, y los problemas psicoemocionales a los 8 afios. A pesar
de que no se encontraron asociaciones significativas, estos resultados subrayan la necesidad de
continuar investigando mediante estudios longitudinales el posible papel de la LTL como

psicobiomarcador de trastornos emocionales y conductuales en la infancia.

2.2. Resultados

Caracteristicas sociodemogrdficas y estilos de vida de las madres y sus hijos/as

La 7abla 11 resume las caracteristicas sociodemograficas, comportamientos y estilos de vida de
las madres y los/as niflos/as en las tres muestras analizadas, correspondientes a los distintos
momentos del desarrollo. La distribucion de las parejas madre-hijo fue relativamente equilibrada
entre las cohortes, con excepcion de la muestra con mediciones completas a los 4 y 8 afios, en la

que los participantes de Guipuzcoa representaron aproximadamente dos tercios (61,3%).

La edad materna se situ6 en una mediana de entre los 31 y 32 afios, y mas del 80,0% de las madres
habia alcanzado un nivel educativo secundario o universitario. E1 IMC materno antes del
embarazo present6 una mediana de entre 22,7 y 22,9 kg/m?. En cuanto al tabaquismo durante el

embarazo, aproximadamente tres cuartas partes de las madres declararon no haber fumado. En las
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tres muestras analizadas, algo mas de la mitad de los nifios eran varones, con una mediana de

IMC de 15,9 kg/m? (RI=15,2 — 16,9) a los 4 afios y de 17,0 kg/m? (RI=15,7 — 18,9) a los 8 afios.

Respecto a las variables principales, la mediana de LTL a los 4 y 8 afios (proporcion T/S) fue de

1LO(RI=0,9-1,2)y 1,0 (RI=0,8 — 1,1), respectivamente. La diferencia en la LTL entre los 4 y

los 8 afos mostré una mediana de 0,03 (RI = -0,07 — 0,15). A los 8 afos, los problemas

psicoemocionales evaluados mediante el cuestionario SDQ mostraron una mediana de 3,0 (RI =

1,0 — 5,0) para los problemas internalizantes, y de 5,0 (RI = 3,0 — 8,0) para los problemas

externalizantes. La puntuacion total de dificultades psicoemocionales tuvo una mediana de 8,0

(RI=5,0-12,0), con una puntuacién maxima posible de 40.

Tabla 11. Caracteristicas sociodemograficas y estilos de vida de las madres y los/as nifios/as pertenecientes

al proyecto INMA (Espaiia) a los 4 y 8 afios.

Mediciones LTL a
los 4 afos (n= 647)

Mediciones LTL a los

8 afios (n=673)

Mediciones LTL a los

4y 8 afios (n=315)

Cohorte, n (%)
Asturias
Gipuzcoa
Sabadell
Valencia
Caracteristicas de las madres
Edad, mediana (RI)
Nivel educativo, n (%)
Primarios o inferiores
Secundarios
Universitarios
IMC Preconcepcional, mediana (RI)
Fumadora durante el embarazo, n (%)
Si
No
Caracteristicas de los/as nifios/as
Sexo, n (%)
Masculino
Femenino
IMC a los 4 afnos, mediana (RI)
IMC a los 8 afios, mediana (RI)

240 (37,1)
131 (20,2)
277 (42,7)

31,0 (29,0-34,0)

120 (18,5)
274 (42,3)
254 (39,2)

22,9 (20,8-25,6)

166 (25,6)
482 (74.,4)

331 (51,1)
317 (48,9)
15,9 (15,2-16,9)
16,7 (15,4-18,5)

234 (34,8)
220 (32,7)

219 (32,5)

31,0 (29,0-34,0)

122 (18,1)
273 (40,6)
278 (41,3)

22,7 (20,7-25,6)

200 (29,7)
473 (70,3)

347 (51,6)
326 (48.4)

17,0 (15,7-18,8)

193 (61,3)
122 (38,7)

32,0 (30,0-35,0)

47 (14,9)
125 (39,7)
143 (45.4)

22,8 (20,6-25,3)

81(25,7)
234 (74,3)

163 (51,7)
152 (48.3)
16,1 (15,3-17,2)
17,0 (15,7-18,9)

LTL, Longitud del Telomero de los Leucocitos; RI, Rango Intercuarticilo; IMC, Indice de Masa Corporal; a, afios.

44



Descripcion de las variables principales

La mediana de LTL, expresada como T/S ratio, fue de 1,0 (RI= 0,9 — 1,2) a los 4 afios y de 1,0
(RI=0,8 —1,1) alos 8 afios. En relacion a las puntuaciones del cuestionario SDQ, la mediana para
los sintomas internalizantes fue de 3,0 puntos (RI= 1,0 — 5,0), mientras que para los sintomas
externalizantes fue de 5,0 puntos (RI= 3,0 — 8,0); ambas subescalas presentan un rango posible
de 0 a 20 puntos. La mediana de la puntuacion total de dificultades fue de 8,0 (RI=4,0 — 13,0),

con un rango de puntuacién que podria oscilar de 0 a 40 puntos (7abla 12).

Tabla 12. Descripeion de la longitud del telémero de los leucocitos y el desarrollo socioemocional.

Variables principales Mediana (Rango Intercuartilico)

LTL (T/S Ratio) a los 4 aiios 1,0 (0,9-1,2)
LTL (T/S Ratio) a los 8 afios 1,0 (0,8 —-1,1)

Puntuaciones del cuestionario SDQ

Sintomas internalizantes (0 a 20) 3,0(1,0-5,0)
Sintomas externalizantes (0 a 20) 5,0 (3,0-28,0)
Dificultades totales (0 a 40) 8,0 (4,0-13,0)

Resultados de asociacion entre LTL y el drea socioemocional

Los resultados de la asociacion entre las puntuaciones Z de la LTL y los problemas
psicoemocionales —es decir, problemas internalizantes, externalizantes y dificultades totales—

en nifios/as del estudio INMA se muestran en la 7ubla /3.

En general, no se encontraron asociaciones significativas entre la LTL medida a los 4 o 8 afios,
ni entre el cambio en el rango de LTL entre ambos momentos, y los resultados psicoemocionales
a los 8 afios. Asimismo, los modelos estratificados por sexo tampoco mostraron asociaciones
significativas ni en nifias ni en nifios, y no se identificaron patrones o tendencias claras especificas
por sexo (Tublas 14y 15). Estos hallazgos sugieren que no existe una asociacion consistente entre
la LTL y los problemas psicoemocionales en la infancia, independientemente del momento de la

medicion o del sexo del menor.
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Tabla 13. Asociacion entre la longitud del telomero de los leucocitos y los problemas psicoemocionales (internalizantes, externalizantes y totales) en nifios/as del

proyecto INMA (Espaiia).

Longitud del telémero de los leucocitos

Problemas psicoemocionales

a los 8 aios

4 aios (n= 647)*

8 afios (n= 673)"

Cambio 4-8 aiios (n=315)¢

Problemas internalizantes

OR
IRR

Problemas externalizantes (IRR)

Total dificultades (IRR)

Estimacion (1C95%)

0,92 (0,54; 1,55)
1,02 (0,95; 1,09)

0,97 (0,92; 1,03)

0,99 (0,94; 1,03)

p-valor

0,753
0,635

0,317

0,582

P (%)

34,1
30,3

37,4

48,2

Estimacion (1C95%)

0,72 (0,29; 1,82)
1,01 (0,95; 1,08)

1,03 (0,99; 1,09)

1,03 (0,98; 1,08)

p-valor

0,418
0,663

0,146

0,232

P (%)

0,0
0,0

4,0

30,3

Estimacion (1C95%)

0,34 (0,06; 2,10)
1,06 (0,94; 1,19)

0,98 (0,87; 1,11)

0,98 (0,87; 1,11)

p-valor

0,263
0,315

0,784

0,818

P (%)

0,0
38,6

49,1

48,2

OR, Odds Ratio; IRR, Incidence Rate Ratio o Tasas de incidencia.

* Modelos ajustados por edad de la madre (continuo), nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), tabaquismo durante el embarazo (si o no), indice de masa corporal preconcepcional

(continuo) y los valores de cambio en el indice de masa corporal y la edad entre 4 y 8 afios (continuo).

®Modelos ajustados por edad de la madre (continua), nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), tabaquismo durante el embarazo (si 0 no), indice de masa corporal preconcepcional
(continuo), edad del nifio (continuo) e indice de masa corporal a los 8 afios (continuo).

€Modelos ajustados por la edad de la madre (continua), el nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), el tabaquismo durante el embarazo (si o no), el indice de masa corporal

preconcepcional (continuo) y los valores de cambio en el indice de masa corporal y la edad entre los 4 y los 8 afios (continuo) y la longitud de los telomeros a los 4 afios (puntuacion z basal).
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Tabla 14. Asociacion entre la longitud del telomero de los leucocitos y los problemas psicoemocionales (internalizantes, externalizantes y totales) en nifias del

proyecto INMA (Espaiia).

Longitud del telémero de los leucocitos

Problemas psicoemocionales
4 aiios (n=317)*
a los 8 afios

8 afios (n=326)"

Cambio 4-8 afios (n= 152)¢

Problemas internalizantes Estimacion (IC95%)  p-valor
OR 0.88 (0.47; 1.63) 0.679
IRR 0.90 (0.70; 1.16) 0.414

Problemas externalizantes

0.93 (0.86; 1.01) 0.093
(IRR)

Total dificultades (IRR) 0.91 (0.78; 1.07) 0.261

P (%)

45.8
82.0

38.0

78.3

Estimacion (1C95%)  p-valor P (%)

1.64 (0.60; 4.45) 0.330 33.1
1.08 (0.98; 1.19) 0.113 32.6

1.05 (0.94; 1.20) 0.324 63.5

1.07 (0.95; 1.21) 0.289 67.5

Estimacion (1C95%)

0.87 (0.25; 3.00)
0.98 (0.84; 1.16)

0.96 (0.84; 1.10)

0.97 (0.80; 1.16)

p-valor

0.826
0.880

0.565

0.720

P (%)

0.0
47.0

43.4

63.7

OR, Odds Ratio; IRR, Incidence Rate Ratio o Tasas de incidencia.

* Modelos ajustados por edad de la madre (continuo), nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), tabaquismo durante el embarazo (si o0 no), indice de masa corporal preconcepcional

(continuo), sexo (masculino o femenino) y los valores de cambio en el indice de masa corporal y la edad entre 4 y 8 afios (continuo).

®Modelos ajustados por edad de la madre (continua), nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), tabaquismo durante el embarazo (si 0 no), indice de masa corporal preconcepcional

(continuo), sexo (masculino o femenino), edad del nifio (continuo) e indice de masa corporal a los 8 afios (continuo).

€ Modelos ajustados por la edad de la madre (continua), el nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), el tabaquismo durante el embarazo (si o no), el indice de masa corporal

preconcepcional (continuo), sexo (masculino o femenino) y los valores de cambio en el indice de masa corporal y la edad entre los 4 y los 8 afios (continuo) y la longitud de los telomeros a los 4 afios

(puntuacion z basal).
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Tabla 15. Asociacion entre la longitud del telomero de los leucocitos y los problemas psicoemocionales (internalizantes, externalizantes y totales) en nifios del

proyecto INMA (Espaiia).

Longitud del telémero de los leucocitos

Problemas psicoemocionales

4 aios (n=330)* 8 afios (n=347)" Cambio 4-8 afos (n=163)°
a los 8 afios
Problemas internalizantes Estimacién (IC95%)  p-valor P (%) Estimacion (IC95%)  p-valor P (%) Estimacion (1C95%) p-valor P (%)
OR 1.15(0.73; 1.78) 0.541 0.0 0.85(0.47; 1.52) 0.586 0.0 1.00 (0.48; 2.10) 0.999 0.0
IRR 1.01 (0.98; 1.20) 0.100 0.0 0.96 (0.88; 1.05) 0.416 0.0 1.10(0.94; 1.31) 0.230 0.0
Problemas externalizantes
(RR) 1.04 (0.97; 1.11) 0.258 0.0 1.02 (0.96; 1.09) 0.444 0.0 1.01 (0.90; 1.14) 0.817 0.0
Total dificultades (IRR) 1.06 (0.99;1.13)  0.079 0.0 1.00 (0.94; 1.06) 0.936 0.0 1.05 (0.93; 1.17) 0.428 0.0

OR, Odds Ratio; IRR, Incidence Rate Ratio o Tasas de incidencia.

* Modelos ajustados por edad de la madre (continuo), nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), tabaquismo durante el embarazo (si o0 no), indice de masa corporal preconcepcional
(continuo) y los valores de cambio en el indice de masa corporal y la edad entre 4 y 8 afios (continuo).

®Modelos ajustados por edad de la madre (continua), nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), tabaquismo durante el embarazo (si 0 no), indice de masa corporal preconcepcional
(continuo), edad del nifio (continuo) e indice de masa corporal a los 8 afios (continuo).

€Modelos ajustados por la edad de la madre (continua), el nivel educativo (primario o inferior, secundario o universitario), el tabaquismo durante el embarazo (si o no), el indice de masa corporal

preconcepcional (continuo) y los valores de cambio en el indice de masa corporal y la edad entre los 4 y los 8 afios (continuo) y la longitud de los telomeros a los 4 afios (puntuacion z basal).

48




3.  PUBLICACION III

Campos-Sanchez I, Navarrete-Mufioz EM, Martens DS, Riafio-Galan I, Lertxundi A, Llop
S, Guxens M, Rodriguez-Dehli C, Lertxundi N, Soler-Blasco R, Vrijheid M, Nawrot TS,
Wright J, Yang TC, McEachan R, Giitzkow KB, Chatzi VL, Vafeiadi M, Kampouri M,
Grazuleviciene R, Andrusaityte S, Lepeule J, Valera-Gran D. Telomere Length and
Symptoms of Attention Deficit and Hyperactivity Disorder in Children at 6-12 Years. J
Atten Disord. 2025;29(6):474-485. doi: 10.1177/10870547251314923.

3.1. Resumen

El objetivo de este estudio fue explorar la asociacion entre la LTL y los sintomas de TDAH en
nifios/as de 6 a 12 afios. Para ello, se analizaron datos de 1759 nifios/as pertenecientes a las
cohortes del proyecto HELIX, asi como de las cohortes de Asturias, Guipuzcoa y Valencia del
proyecto INMA. La LTL se determind a partir de muestras sanguineas mediante PCR cuantitativa.
Los sintomas del TDAH fueron evaluados mediante la escala CPRS-R:S, completada por los
progenitores. Se utilizaron modelos de regresion binomial negativa multiple ajustados por

posibles factores de confusion para estimar las asociaciones.

En el analisis global no se observaron asociaciones entre la LTL y los sintomas de TDAH. Sin
embargo, en la cohorte HELIX se identifico una asociacion protectora significativa entre una LTL
mas larga y un menor riesgo de presentar sintomas de hiperactividad (IRR = 0,93; IC95% = 0,87,
0,99; p = 0,022). Aunque el estudio no encontr6 una asociacion consistente entre la LTL y los
sintomas de TDAH en el conjunto de las cohortes, la asociacion significativa encontrada en la
cohorte HELIX sugiere que una mayor LTL podria estar relacionada con un menor riesgo de
sintomas de hiperactividad. Por tanto, se requieren estudios adicionales para confirmar y

profundizar en esta posible asociacion.

3.2. Resultados

Caracteristicas sociodemogrdficas y estilos de vida de las madres y sus hijos/as

Las caracteristicas sociodemograficas y de estilo de vida de los participantes incluidos se
presentan en la 7ahla 16. Entre los 1759 participantes, las madres tenian una edad media de 31,0
afios (RI= 28,0 — 34,0). Mas del 80,0% de estas madres tenian un nivel educativo medio o alto.
Su IMC medio antes de la concepcion fue de 23,4 kg/m? (RI= 21,1 — 26,6), y el 20,9% de ellas

informo haber fumado durante el embarazo.

Se observaron diferencias en estas caracteristicas entre los participantes del proyecto HELIX y
las cohortes de INMA (Asturias, Guiptzcoa y Valencia). En particular, un mayor porcentaje de

madres del proyecto HELIX tenia un nivel educativo alto en comparacion con las madres de la
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muestra INMA (50,3% vs. 41,3%). Ademas, las madres del proyecto HELIX presentaban un IMC
medio preconcepcional superior (23,9 vs. 22,6 kg/m?). Por el contrario, la prevalencia de consumo

de tabaco durante el embarazo fue mayor entre las madres de INMA (29,7% vs. 15,0%).

Respecto a los nifios, algo més de la mitad eran varones de 7,8 afios de media (RI= 7,0 — 8,4). Su
IMC promedio fue de 16,5 kg/m? (RI= 15,3 — 18,3), y aproximadamente el 53,2% de las muestras
de sangre se recogieron durante los meses de otofio e invierno. Los/as nifios/as de la muestra
HELIX tenian una edad media ligeramente mayor (8,0 vs. 7,7 afios) y un IMC inferior (16,3 vs.

17,0 kg/m?) en comparacion con los nifio/as de la muestra INMA.

Tabla 16. Caracteristicas sociodemograficas y estilos de vida de las madres y niflos/as pertenecientes a

los proyectos HELIX e INMA (n= 1759).

Total Participantes de Participantes
(n=1759) HELIX: de INMA® p- valor¢
(n=1086) (n=673)
Caracteristicas de las madres
Edad (afios), mediana (RI) 31’3(,) 4%?’0_ 31,0 (27,2-34,0) 31,0 (29,0-34,0) 0,040
Nivel educativo, n (%) <0,001
Bajo 275 (15,6) 153 (14,1) 122 (18,1)
Medio 660 (37,5) 387 (35,6) 273 (40,6)
Alto 824 (46,8) 546 (50,3) 278 (41,3)
IMC preconcepcional (kg/m’), 23,4 (21,1-
mediana (RI) 26.6) 23,9 (21,3-27,1) 22,6 (20,7-25,6) <0,001
Fumadoras activas durante el
embarazo, n (%) <0,001
No 1396 (79,4) 923 (85,.0) 473 (70,3)
Yes 363 (20,6) 163 (15,0) 200 (29,7)
Caracteristicas de los/as nifios/as
Sexo, n (%) 0,169
Femenino 815 (46,3) 489 (45,0) 326 (48,4)
Masculino 944 (53,7) 597 (55,0) 347 (51,6)
Edad en el examen clinico (afios),
mediana (RI) 7,8 (7,0-8,4) 8,0 (6,0-9,0) 7,7 (7,6-8,1) 0,006
. 16,5 (15,3-
IMC (kg/m?), mediana (RI) 18.3) 16,3 (15,1-17,9) 17,0 (15,7-18,8) <0,001
](E;)t)acmn de extraccion de sangre, n 0215
Invierno 494 (28,1) 323 (29,7) 171 (25,4)
Primavera 440 (25,0) 259 (23,8) 181 (26,9)
Verano 381 (21,7) 233 (21,4) 148 (22,0)
Otoflo 444 (25,2) 271 (24,9) 173 (25,7)

RI, Rango Intercuartilico; IMC, indice de Masa Corporal.

a Cohortes de HELIX: BiB (Reino Unido), EDEN (Francia), KANC (Lituania), MoBa (Noruega), Rhea (Grecia)
and Sabadell (Espaiia).

b Cohortes de INMA: Asturias, Guipuzcoa y Valencia (Espafia).

¢ Se utiliz6 la prueba Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher para las variables categéricas y la prueba U de
Mann-Whitney para las variables continuas no paramétricas.
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Descripcion de las variables principales

La mediana de LTL a los 6 — 12 afios fue de 1,0 (RI= 0,9 — 1,1) para el total de la muestra del
estudio. Los/as nifios/as incluidos en el estudio presentaban una puntuacion mediana para el indice
de TDAH de 6,0 (RI= 3,0 — 11,0). En el caso de las subescalas, los padres reportaron unas
puntuaciones de 3,0 (RI= 1,0 — 5,0) para las conductas de oposicion y de 2,0 (0,0 — 5,0) para los

problemas cognitivos/inatencion y los sintomas de hiperactividad (7abla 17).

Tabla 17. Descripcion de la longitud del telémero de los leucocitos y los sintomas de TDAH.

Variables principales Mediana (Rango Intercuartilico)

LTL (T/S Ratio) a los 6 — 12 aiios 1,0 (0,9-1,1)
Puntuaciones del cuestionario Conners
Conductas de oposicion (0 a 18) 3,0 (1,0-5,0)
Problemas cognitivos/Inatencion (0 a 18) 2,0 (0,0 -5,0)
Hiperactividad (0 a 18) 2,0 (0,0 -5,0)
Indice TDAH (0 a 36) 6,0 (3,0-11,0)

Asociacion entre LTL y sintomas de TDAH

La 7abla 18 muestra los resultados sobre la asociacion entre las puntuaciones Z de LTL y los
sintomas de TDAH en nifios/as de 6 a 12 afios. Las estimaciones generales (n=1759) no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas. Sin embargo, al analizar los resultados por separado
las cohortes del proyecto HELIX y cohortes de INMA (Asturias, Guiptizcoa y Valencia), se

identificaron diferencias en las estimaciones.

En concreto, los resultados de los modelos principales mostraron una asociacion significativa
entre una mayor LTL y un menor riesgo de sintomatologia de hiperactividad (IRR = 0,93; 1C95%
=0,87; 0,99; p = 0,022) en los/as nifios/as de las cohortes del proyecto HELIX (n = 1086). En

cambio, no se observaron asociaciones significativas en la muestra del proyecto INMA (n = 673).
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Tabla 18. Asociacion entre la longitud del telomero de los leucocitos y sintomas de trastorno de déficit de atencion e hiperactividad en nifios/as a los 6-12

afios pertenecientes a los proyectos HELIX e INMA (n= 1759).

Todos los participantes Participantes de HELIX* Participantes de INMAP
(n=1759) (n=1086) (n=673)
IRR (IC 95%)° p-valor  I* (%) IRR (CI 95%) p-valor  I* (%) IRR (CI 95%) p-valor  I? (%)
Conners

Oposiciéon

Modelo basico 0,99 (0,96; 1,04) 0,839 0,6 0,97 (0,93; 1,02) 0,293 0,0 1,04 (0,97; 1,12) 0,241 0,0

Modelo completo 1,00 (0,96; 1,04) 0,847 1,8 0,98 (0,93; 1,03) 0,490 0,0 1,05 (0,97; 1,13) 0,177 0,0
Problemas
cognitivos/inatencion

Modelo basico 0,99 (0,94; 1,04) 0,710 10,3 0,98 (0,92; 1,04) 0,521 21,3 1,00 (0,93; 1,10) 0,820 10,8

Modelo completo 1,00 (0,95; 1,05) 0,939 6,8 0,99 (0,93; 1,06) 0,867 17,0 1,01 (0,92; 1,11) 0,774 17,2
Hiperactividad

Modelo basico 0,97 (0,90; 1,06) 0,540 60,6 0,91 (0,85; 0,97) 0,005 0,0 1,08 (0,95; 1,22) 0,247 58,0

Modelo completo 0,98 (0,91; 1,06) 0,667 55,3 0,93 (0,87; 0,99) 0,022 0,0 1,07 (0,93; 1,22) 0,332 61,9
indice TDAH

Modelo basico 0,99 (0,93; 1,06) 0,826 55,2 0,96 (0,89; 1,04) 0,355 54,8 1,05 (0,98; 1,12) 0,137 0,0

Modelo completo 1,00 (0,95; 1,07) 0,749 50,7 0,98 (0,91; 1,06) 0,695 51,4 1,06 (0,98; 1,14) 0,144 19,3

LTL, Longitud del Telomero de los Leucocitos; TDAH, Trastorno de Déficit de Atencion e Hiperactividad; IRR, Incidence Rate Ratio o Tasas de Incidencia; IC, Intervalo de Confianza.

* Cohortes de HELIX: BiB Reino Unido), EDEN (Francia), KANC (Lituania), MoBa (Noruega), Rhea (Grecia) y Sabadell (Espaiia).

b Cohortes INMA: Asturias, Guiptizcoa y Valencia (Espafia).

°La razon de incidencia (RI) se expresa por cada incremento de una unidad en la puntuacion z de la longitud telomérica (LTL).

Los modelos basicos fueron ajustados por la edad del nifio/a en el momento del examen (en afos) y el sexo (masculino o femenino).

Los modelos completos fueron ajustados por la edad materna (en afios), el nivel educativo de la madre (bajo, medio o alto), el tabaquismo activo materno durante el embarazo (si o no), el indice de masa corporal (IMC)
materno previo al embarazo (continuo), la edad del niflo/a en el momento del examen (en afos), el sexo (masculino o femenino) y el IMC del niflo/a (continuo).
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Los resultados de la asociacion entre LTL y los sintomas de hiperactividad para cada cohorte se
representan graficamente en la /igura /2. Con la excepcion de la cohorte MoBa, las cohortes del
proyecto HELIX mostraron una asociacion consistente entre una mayor LTL y un menor riesgo
de sintomas de hiperactividad. Esta asociacioén fue mas pronunciada, aunque no estadisticamente
significativa, en las cohortes KANC-Lituania (IRR = 0,58; IC95% = 0,29; 1,14; p=0,117), Rhea-
Grecia (IRR = 0,57; 1C95% = 0,28; 1,17; p = 0,129) e INMA Sabadell-Espafia (IRR = 0,47;
1C95% = 0,18; 1,18; p=0,109), donde las estimaciones fueron mas precisas.

En contraste, los resultados de INMA-Guipuzcoa y Valencia, asi como los de la muestra INMA
en conjunto, mostraron una asociacion inversa, es decir, una mayor LTL se asocié con un mayor
riesgo de hiperactividad, aunque estas asociaciones no alcanzaron significacion estadistica. En
conjunto, las estimaciones globales de todas las cohortes no evidenciaron una asociacion

concluyente.

Figura 12. Asociacion entre la longitud del telémero de los leucocitos y los sintomas de hiperactividad para

cada cohorte.

BiB, Reino Unido (n= 152)- I * i
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DISCUSION

La presente tesis doctoral explora la asociacion entre un biomarcador de envejecimiento celular,
como es la LTL y diferentes resultados de desarrollo neuropsicologico infantil, incluyendo las
areas cognitiva, psicomotora, socioemocional y sintomas de TDAH, en el contexto del Proyecto
INMA, una cohorte de nacimiento espafiola. Ademas, para uno de los objetivos planteados se

utilizaron datos complementarios del estudio europeo de cohortes HELIX.

En relacion con el primer objetivo de la tesis, centrado en explorar la asociacion entre la LTL y
el desarrollo cognitivo y psicomotor, los resultados sugieren que una mayor LTL en la infancia
podria estar asociada con un mejor desempefio en la memoria de trabajo, asi como con mayores
puntuaciones en el indice cuantitativo de las escalas MCSA. Este hallazgo representa, hasta donde
se conoce, la primera evidencia de una relacion positiva entre la LTL y el rendimiento
neurocognitivo en nifios de 4 a 5 afios. No obstante, estos resultados deben interpretarse con

cautela y considerarse como una base para futuras investigaciones.

Respecto al segundo objetivo, que consistia en explorar la posible relacion entre la LTL y los
sintomas psicoemocionales a lo largo de la infancia, no encontramos asociaciones significativas
entre la LTL y los problemas internalizantes ni externalizantes en los/as nifios/as ni a los 4 ni a

los 8 afios.

En cuanto al tercer objetivo, centrado en analizar la asociacion entre la LTL y los sintomas de
TDAH con nifos/as europeos de entre 6 y 12 afios, no se hallaron asociaciones significativas en
el analisis global. Sin embargo, el andlisis estratificado por cohorte revel6 una posible relacion
entre una mayor LTL y una menor sintomatologia de hiperactividad en los participantes del
proyecto HELIX, una asociacién impulsada principalmente por las cohortes KANC (Lituania),

Rhea (Grecia) e INMA-Sabadell (Espaiia).

Asociacion entre la LTL y el darea cognitiva y psicomotora

En nuestro estudio, observamos que una mayor LTL se asocié con una puntuacion media mas alta
en memoria de trabajo (f = 4,55; 1C95% = 0,39; 8,71). Asimismo, se identifico una asociacion
marginalmente significativa entre una mayor LTL y una puntuacién cuantitativa global mas
elevada (B = 3,85; 1C95% = -0,19; 7,89). No se hallaron asociaciones significativas para otras

areas del desarrollo.

Estos resultados no son directamente comparables con los de estudios previos. Por ejemplo, en
una cohorte de nacimiento de Seychelles que incluia nifios/as de 5 afios sin patologias (99), se
utilizd un disefio epidemioldgico similar, pero con pruebas distintas para la evaluacion

neuropsicoldgica. A diferencia de nuestro estudio, Feiler et al. (2018) no incluyeron la evaluacion
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de la funcion de la memoria de trabajo ni de las habilidades cuantitativas, las cuales mostraron un
efecto positivo de una mayor LTL en nuestra investigacion. En contraposicion, obtuvimos
asociaciones no significativas para las funciones motoras, el lenguaje y la resolucién de problemas
matematicos. Otro aspecto que debe considerarse es que la longitud media de los telomeros de
los/as nifios/as diferia entre los estudios, aunque la LTL fue estimada mediante el mismo método
(gPCR) y a edades casi idénticas. Los/as nifios/as de nuestro estudio presentaron una LTL
promedio ligeramente superiores que los/as nifios/as del Seychelles Child Development Study
(99) (1,0 frente a 0,71, respectivamente). De manera similar, el estudio de Croons (2024) tampoco
evalu6 de forma especifica la memoria de trabajo y, al igual que el estudio de Seychelles, encontrd
asociaciones entre LT y el desarrollo motor, pero no para las pruebas de desarrollo cognitivo

(100).

Hasta donde sabemos, los mecanismos subyacentes que podrian explicar una posible relacién
entre una mayor LT y un mejor desempefio en la memoria de trabajo o en tareas numéricas a la
edad de 4-5 afios no estan del todo esclarecidos, lo que requiere una investigacion mas profunda.
No obstante, algunos estudios realizados en adultos ofrecen hallazgos en la misma direccion. Por
ejemplo, un estudio con 382 mujeres sanas (120) mostr6 una correlacion positiva entre la LTL y
el rendimiento en una prueba funcional de memoria, aunque no se alcanzd significacion
estadistica. Otro estudio mas reciente, realizado en una muestra de 325 adultos afroamericanos y
blancos, encontrd una asociacion entre una LTL mads corta y un peor rendimiento en una prueba
de memoria de trabajo. Sin embargo, esta asociacion solo fue estadisticamente significativa en

los participantes blancos (121).

Ante la falta de evidencia concluyente, nuestros hallazgos podrian interpretarse en el marco del
papel potencial de la LTL en el mantenimiento de la estabilidad celular, incluyendo la estabilidad
celular del cerebro al proteger a las neuronas de la apoptosis celular (1,43). En esta linea, un
metaanalisis reciente de 27 estudios sobre el impacto de la LT en el envejecimiento cerebral (43)
sugiere que los telomeros pueden tener una influencia positiva en la morfologia cerebral y la
cognicion, lo que podria traducirse en un mayor volumen cerebral y una mejor conectividad

funcional.

Aunque no se alcanz6 significacion estadistica en nifias ni en nifios, probablemente debido a una
limitada potencia estadistica, nuestros hallazgos sobre diferencias segin el sexo son coherentes
con estudios previos que sugieren que una mayor longitud telomérica podria tener un efecto
beneficioso mas marcado en mujeres que en hombres (122). Perspectivas recientes sobre las
posibles bases mecanicistas de las diferencias sexuales en la neurobiologia han sugerido que las
hormonas, particularmente el estradiol, podrian ser en parte responsables de los cambios en las

funciones cerebrales, la salud del cerebro y el funcionamiento molecular de las células cerebrales
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(123). Aunque estas hipotesis derivan principalmente de estudios experimentales con modelos
animales, proponen que el estradiol podria desempefiar una funcidén neuroprotectora crucial en el
cerebro, especialmente en la memoria, sugiriendo que este estrogeno puede activar distintas vias

de sefializacion celular en hombres y mujeres.

Paralelamente, una explicacidon complementaria para la asociacion positiva entre la LT y la
memoria de trabajo podria deberse a que las funciones cognitivas basicas, como la memoria de
trabajo o la atencion, parecen ser mas vulnerables al proceso de envejecimiento y/o al dafio
molecular y celular que las funciones cognitivas mas complejas como la memoria a largo plazo,
la funcion ejecutiva o la cognicion global (124,125). Por tanto, es plausible que el efecto protector
de una LTL mas larga sea mas evidente precisamente en aquellas funciones mas sensibles a

alteraciones celulares precoces.

Un aspecto interesante que podria contribuir a explicar nuestros resultados es la hipdtesis de que
los déficits en memoria de trabajo reflejan un deterioro en la integridad estructural del cerebro,
por lo que esta funcién cognitiva podria constituir un marcador precoz del deterioro cognitivo
asociado a la edad (126). En este sentido, la asociacion observada entre la LTL y el area numérica
global, aunque no alcanz6 niveles convencionales de significacion estadistica, aporta un respaldo
valioso a la asociacion encontrada en la memoria de trabajo. Esta conexion es especialmente
pertinente porque las habilidades numéricas evaluadas por la escala cuantitativa del MSCA exigen
considerablemente recursos de memoria de trabajo. Investigaciones previas han sefialado que los
nifios con dificultades en operaciones matematicas a menudo presentan déficits en esta funcion

cognitiva (126).

Por otro lado, nuestros hallazgos también sugieren que el nivel de inflamacion podria influir en
el efecto de la LTL sobre la memoria de trabajo a los 4-5 afios. Este resultado es coherente con
investigaciones anteriores que mostraron que un nivel elevado de citocinas proinflamatorias,
como la proteina C reactiva, se asoci6 con un peor rendimiento en la memoria de trabajo en nifios
y jovenes (127,128). Desde un enfoque neurobiolédgico, esta asociacion se apoya en el hecho de
que los procesos inflamatorios causan cambios en los circuitos neuronales, la actividad de los
neurotransmisores, el sistema neuroendocrino y la neurogénesis, afectando la funcion cerebral y,
por ende, las funciones cognitivas (126,129—131). Ademas, debe senalarse que la pérdida de LT
también se ha asociado con procesos inflamatorios, como un mayor indice de masa corporal o
biomarcadores como la proteina C reactiva (127), lo que sugiere que los eventos inflamatorios
podrian implicar una interaccion entre la disfuncion telomérica y un mal funcionamiento
cognitivo. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la hipotesis de que la LTL podria ser un
biomarcador Util para comprender las trayectorias del desarrollo cognitivo temprano en relacion

con factores bioldgicos subyacentes.
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Asociacion entre la LTL y el drea socioemocional

La ausencia de asociaciones significativas entre la LTL y el area socioemocional en los/as
niflos/as participantes en nuestro estudio contrasta con los resultados preliminares de otros
estudios que si han encontrado asociaciones significativas, aunque de forma generalizada
inconsistente. La posible asociacion entre una menor LTL y un mayor riesgo de dificultades
emocionales y conductuales en la infancia ha sido examinada en otros estudios de cohorte, como
el realizado por Robinson y colaboradores (2023) (103). Utilizando datos de la cohorte europea
HELIX —que incluye a participantes de la cohorte INMA-Sabadell—, dicho estudio inform6 una
asociacion significativa entre una LTL mas corta y un mayor grado de comportamientos

externalizantes entre 6 y 11 afios.

Las discrepancias entre los hallazgos de nuestro estudio y los del estudio HELIX pueden
explicarse parcialmente por diferencias metodologicas. En primer lugar, HELIX incluyé una
muestra de mayor tamafio (1159 nifios/as frente a 673 en nuestro estudio), lo que probablemente
proporciond mayor poder estadistico para detectar asociaciones entre la LTL y los problemas
psicoemocionales. En segundo lugar, los dos estudios utilizaron herramientas distintas para medir
los problemas psicoemocionales: el estudio HELIX utiliz6 el CBCL, mientras que el presente
estudio utiliz6 el SDQ. Estas herramientas evaltian diferentes dimensiones del comportamiento
psicoemocional, lo que podria explicar en parte las discrepancias en los resultados.
Adicionalmente, mientras que el estudio HELIX examind la asociacion entre LT y problemas
psicoemocionales de forma transversal en un tnico momento (6—11 afios), el presente estudio
adoptd un enfoque longitudinal, incluyendo evaluaciones en multiples momentos (4 y 8 afios) y
analizando los cambios en la LT a lo largo del tiempo. Aunque este enfoque ofrece una
perspectiva mas amplia, también introduce mayor complejidad analitica, lo que podria dificultar

la deteccion de asociaciones significativas.

De forma similar, un estudio longitudinal realizado con una cohorte de Bucarest (n=195) informé
asociaciones significativas entre una LT mas corta y puntuaciones mas altas en problemas
internalizantes a los 810 afios, asi como entre una LT mas corta y una mayor puntuacion en
psicopatologia general a los 10—12 afios (102). Este estudio utiliz6 métodos distintos para
recolectar las variables clave: la LT fue medida a partir de ADN bucal, en contraste con el ADN
sanguineo utilizado en el presente estudio, y el riesgo de psicopatologia en los/as nifios/as fue
informado por profesores a los 8—10 afios y tanto por profesores como cuidadores a los 1012
afos, utilizando el Cuestionario de Salud y Comportamiento de MacArthur. Ademas, este estudio
empled un analisis longitudinal de trayectoria para examinar la direccionalidad de la asociacion
entre la LTL y el riesgo de psicopatologia infantil, encontrando evidencia de una relacion

bidireccional. Especificamente, una LT mas corta se asoci6 con una mayor notificacion de
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sintomas psicologicos, mientras que los problemas internalizantes a los 8—10 afios predijeron una
LTL mas corta a los 12—14 afios. En contraste, esta investigacion se enfoco exclusivamente en la
LTL como variable de exposicién, examinando su posible impacto sobre los problemas
psicoemocionales a lo largo del tiempo, sin evaluar la relacion inversa. Estos hallazgos sugieren
que, si bien una LT mas corta podria actuar como biomarcador de sintomas psicopatoldgicos,
dichos sintomas también podrian contribuir al acortamiento acelerado de la LT a lo largo del

tiempo, reflejando potencialmente el estrés o la adversidad acumulada durante la infancia.

Ampliando esta perspectiva bidireccional, dos estudios adicionales respaldan el posible impacto
de la psicopatologia en el acortamiento de la LT en la infancia. Kroenke y colaboradores
encontraron una asociacion inversa entre los problemas internalizantes y la LT bucal en nifios/as
de la poblacion general de 67 afios, en una cohorte de San Francisco (101). A diferencia del
presente estudio, esta investigacion examiné la asociacion de forma inversa y contd con una
muestra de menor tamafio (n=78). También se utiliz6 una herramienta diferente (el Cuestionario
HBQ) para evaluar los sintomas psicopatologicos. De forma similar, otro estudio mostrd que
los/as nifios/as con trastorno negativista desafiante a las edades de 3, 4 y 5 afios tenian telomeros
mas cortos a los 4 y 5 aflos en comparacion con nifios sin esta condicion (104). En conjunto, estos
hallazgos sugieren una relacion entre la psicopatologia y el acortamiento de la LT. Una hipdtesis
propuesta es que los procesos biologicos asociados con la psicopatologia, como la inflamacion,
el estrés oxidativo y la disfuncion neuroendocrina, pueden contribuir a la erosion telomérica

(132).

La evidencia en poblaciones adultas ha mostrado de forma consistente una asociacion entre la
psicopatologia y una LT mas corta en estudios transversales, especialmente con trastornos
internalizantes como la depresion (45,133). No obstante, la direccionalidad de esta asociacion
sigue siendo incierta. Existe evidencia mixta, con algunas investigaciones prospectivas que
muestran que los trastornos psiquiatricos pueden predecir el acortamiento telomérico, mientras
que otros estudios indican que telomeros cortos podrian predisponer a la psicopatologia en adultos
(133,134). En el presente estudio no fue posible investigar la asociacion inversa, ya que no se

disponia de datos sobre psicopatologia previos a las mediciones de LT.

Otra posible explicacion para la falta de asociaciones significativas observadas en nuestro estudio
podria estar relacionada con las caracteristicas de la muestra y limitaciones en el poder estadistico.
En particular, la baja prevalencia de problemas internalizantes y externalizantes a los 8 afios limito
el nimero de casos disponibles para el analisis, reduciendo asi la capacidad de detectar
asociaciones significativas. Ademas, las mediciones de LT a los 4 y 8 aflos mostraron una
variabilidad minima, lo que podria haber restringido aun mas la posibilidad de detectar

asociaciones significativas, incluso si estas existieran.
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Asociacion entre la LTL y sintomas de TDAH

La evidencia existente sobre la asociacion entre la LT y los sintomas de TDAH en la infancia ha
mostrado resultados inconsistentes. En el caso de presente tesis doctoral, el analisis combinado
de los datos de los proyectos INMA y HELIX no evidencio una asociacion significativa. Dos
estudios previos informaron asociaciones significativas entre teldmeros mas cortos y una mayor
presencia de sintomas de TDAH, en linea con nuestra hipdtesis inicial. Sin embargo, no es posible
realizar comparaciones directas entre estos estudios y el nuestro debido a diferencias
metodoldgicas. Por ejemplo, el estudio de Costa et al. (2015) se centr6 en nifios/as diagnosticados
con TDAH, mientras que nuestra muestra procede de la poblacién general. Ademads, su analisis
se baso en correlaciones simples entre la dimension hiperactiva-impulsiva del TDAH con la LT
(r=-0,339; p = 0,008) en nifios brasilefios de entre 6 y 16 afios, sin utilizar modelos multiples
ajustados por posibles variables de confusion (105). Por su parte, un estudio de cohorte de
nacimiento en Australia (n = 676) observo que la LT a los 12 meses se asociaba inversamente con
problemas de atencion (= -0,56; p = 0,050) y problemas de déficit de atencion/hiperactividad (
=-0,66; p=0,004) a los 2 afios (94). Sin embargo, ese estudio examino la asociacion entre la LT
en lactantes de 1 afio y el desarrollo posterior de sintomas de TDAH a los 2 afios, mientras que

en nuestro estudio ambas variables se midieron simultaneamente.

Otros estudios han reportado resultados opuestos, mostrando una asociacion entre teldmeros mas
largos y sintomas de TDAH en nifios/as pequefios (95) y adultos jovenes (106). Sin embargo,
estos estudios difieren significativamente del nuestro, ya que la LT fue medida en muestras de

saliva bucal en lugar de sangre.

Una posible explicacion para la ausencia de una asociacion significativa global en nuestro estudio
podria estar relacionada con las caracteristicas de la muestra, compuesta principalmente por
nifios/as sanos, con una variabilidad reducida en los sintomas de TDAH. De hecho, so6lo
aproximadamente el 10,0% de los/as nifios/as en nuestra muestra presentaron puntuaciones
problematicas indicativas de sintomas compatibles con TDAH (por encima del percentil 80).
Observamos los porcentajes mas altos de sintomatologia problematica de TDAH en los/as
nifios/as de las cohortes KANC (15,4%) e INMA-Sabadell (13,8%), lo que coincide con las
asociaciones estadisticamente significativas observadas en los analisis estratificados. Esta
limitada variabilidad en la presentacion de sintomas de TDAH en toda la muestra podria haber

reducido la potencia estadistica para detectar asociaciones significativas.

La mayoria de los estudios que exploran resultados neurocognitivos y LT se han centrado en
poblacion adulta, donde se ha documentado diferencias en el envejecimiento cerebral entre
individuos sanos de la misma edad. Algunos individuos pueden experimentar un deterioro mas

pronunciado de las funciones cognitivas y el volumen cerebral con la edad (135). Por ello, las
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asociaciones entre telomeros mas cortos y este deterioro de las funciones y estructuras cerebrales
son mas probables en adultos, dado que existe mayor variabilidad interindividual a edades
avanzadas (43,44). Esta linea de investigacion resalta la variabilidad en el deterioro cognitivo y
el volumen cerebral entre adultos sanos, lo que subraya la importancia de comprender como la
dindmica de los telomeros podria contribuir a las diferencias individuales en el envejecimiento

neurocognitivo.

Por su parte, diversos estudios de neuroimagen han identificado alteraciones estructurales, como
una reduccion global del volumen cerebral del 2,5%, ademas de diferencias funcionales y
neuroquimicas en individuos diagnosticados con TDAH (81,119,136). Estos cambios
estructurales y funcionales podrian reflejar procesos neurobioldgicos subyacentes influenciados
por la neuroinflamacién, una caracteristica clave de varios trastornos del neurodesarrollo. La
neuroinflamacion desempeia un papel importante en el desarrollo de trastornos como el TDAH,
implicando distintos mecanismos como la activacion de células gliales, aumento del estrés

oxidativo, pérdida de funcion neuronal y cambios en el neurodesarrollo (137,138).

Teniendo en cuenta estos factores, nuestra hipdtesis inicial se formuld sobre la base de la idea de
que la activacion de procesos neuroinflamatorios podria desencadenar la proliferacion activa de
leucocitos y causar un acortamiento de los telomeros (9,139). Sin embargo, como se ha discutido
anteriormente, no encontramos evidencia consistente de esta asociacion en nuestra muestra de
nifios/as, en la que la mayoria de los padres no reportaron sintomas de inatencién e hiperactividad.
Ademas, es importante sefialar que la LT mostré muy poca variabilidad en nuestro estudio, y solo
se contd con una medicion, lo cual restringe la capacidad de detectar asociaciones longitudinales.
Seria por tanto recomendable, en futuros estudios, contar con mediciones repetidas de LT y

sintomas de TDAH a lo largo del tiempo para explorar posibles trayectorias de cambio.

Al analizar las asociaciones por separado para cada proyecto, encontramos una asociacion
significativa entre la LT y los sintomas de hiperactividad en los/as nifios/as del proyecto HELIX.
Sin embargo, esta asociacion no se observo en los/as nifios/as del proyecto INMA. Esta diferencia
entre cohortes podria explicarse por factores especificos o caracteristicas del estilo de vida dentro
del contexto socioeconomico y cultural en el que se desarrollan los/as nifios/as (140). A pesar de
haber tenido en cuenta multiples variables como factores de confusion, nuestros resultados
mostraron una alta heterogeneidad en las asociaciones observadas entre cohortes. Es posible que

otros aspectos no detectados estén influyendo en dicha asociacion.

La literatura cientifica actual apoya una etiologia multifactorial del TDAH, que incluye la
interaccion entre condicionantes genéticos y ambientales. Se han identificado genes candidatos

asociados con el TDAH, como los genes dopaminérgicos, asi como eventos peri-, pre- y
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postnatales implicados en el desarrollo del TDAH, incluyendo el estrés materno durante el
embarazo, la ingesta de vitamina D, la exposiciéon a contaminantes ambientales, el tabaquismo,

entre otros (119).

Ademas, por ultimo, aunque en nuestro estudio la LT se midié6 mediante el mismo protocolo de
PCR en ambas cohortes, se utilizaron normalizaciones diferentes para las cohortes HELIX e
INMA. No obstante, para reducir el impacto de esta diferencia, las asociaciones se estimaron
empleando puntuaciones Z especificas por cohorte, lo que permitié su comparacion estandarizada

en los modelos conjuntos.

Limitaciones y fortalezas del estudio
La investigacion desarrollada en esta tesis doctoral presenta tanto limitaciones como fortalezas

que deben tenerse en cuenta para la correcta interpretacion de los resultados obtenidos.

Entre las principales limitaciones, destaca el método empleado para la medicion de la longitud
telomérica. El proceso de determinacion de la TL, mediante un protocolo de qPCR en muestras
sanguineas, a pesar de ser el método mas ampliamente utilizado en estudios epidemiologicos
debido a su rentabilidad y rapidez, esta técnica ofrece una estimacion promedio de la LT en todas
las células nucleadas presentes en sangre periférica, sin discriminar tipos celulares especificos.
Ademas, puede estar sujeta a variabilidad inter-ensayo y errores sistematicos de medicion, incluso

cuando se aplican protocolos estandarizados.

Por otro lado, tanto los problemas emocionales y conductuales (evaluados mediante SDQ) como
los sintomas de TDAH (evaluados mediante el cuestionario de Conners) fueron reportados por
los progenitores. Aunque estos instrumentos estan validados y ampliamente utilizados, su uso
conlleva el riesgo de sesgos de informacion, especialmente en sintomas menos observables como
la inatencion. No obstante, es probable que tales inexactitudes sean no diferenciales respecto a la
LT, lo que implicaria un sesgo hacia la nulidad. Sumado a ello, pese a que los modelos de
regresion se ajustaron por variables potencialmente confusoras, es posible que existan factores de
no identificados o confusion residual, especialmente en un contexto multifactorial como el
desarrollo neuropsicolégico. Asimismo, algunas asociaciones fueron evaluadas en contextos
transversales, lo que limita la posibilidad de establecer relaciones de causalidad o direccionalidad.
Aunque se incluy6 un enfoque longitudinal para uno de los objetivos, los datos disponibles no

permitieron evaluar asociaciones bidireccionales de manera completa.

Respecto a las fortalezas del estudio, cabe destacar el uso de datos procedentes de estudios de
cohorte de nacimiento longitudinales (proyectos INMA y HELIX) que recogieron informacion
detallada desde el periodo prenatal hasta la infancia. Esta amplia caracterizacion de la muestra,

que incluye factores sociodemograficos, ambientales, conductuales y clinicos, permite un ajuste
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riguroso por potenciales factores de confusion y reduce la probabilidad de sesgos de recuerdo o

seleccion, lo que refuerza la solidez de nuestros hallazgos.

En cuanto a la evaluacion neuropsicoldgica, se utilizaron instrumentos estandarizados y validados
para la poblaciéon de estudio, administrados por profesionales entrenados, lo que garantiza la

validez de las pruebas y la calidad de la informacién.

Ademas, en el caso del segundo objetivo (LT y area socioemocional), otra fortaleza destacable es
la disponibilidad de mediciones de LT en dos momentos (a los 4 y 8 afios), lo que permitid
establecer un enfoque longitudinal, ofreciendo una comprension mas realista de la posible
relacion entre la LT y los sintomas psicoemocionales en nifios/as, aportando una perspectiva mas

matizada sobre posibles procesos acumulativos o dindmicos.

Asimismo, para responder al tercer objetivo de la tesis (LT y TDAH), se amplid
considerablemente el tamafio muestral mediante la inclusion de datos del estudio HELIX,
integrando participantes de varias cohortes europeas. Esta estrategia aumentd la potencia
estadistica y permiti6 explorar la asociacion en un contexto multicéntrico, con mayor variabilidad
geografica y sociocultural. No obstante, cabe destacar que la diversidad de la muestra se limito
principalmente al ambito geografico, ya que no se recogieron datos especificos sobre etnicidad o
raza. Dado el origen europeo de las cohortes participantes, es probable que la poblacion del
estudio sea predominantemente de ascendencia europea/caucasica, lo que limita la generalizacion
de los hallazgos a poblaciones con otros antecedentes étnicos o raciales. En este sentido, futuras
investigaciones deberian replicar estos hallazgos en cohortes mas diversas étnicamente para

asegurar una aplicabilidad mas amplia.

Por ultimo, esta tesis representa uno de los estudios con mayor tamafio muestral en el campo de
la investigacion sobre LT y desarrollo neuropsicologico infantil, lo que le confiere mayor

precision estadistica respecto a estudios previos, generalmente limitados por muestras reducidas.
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CONCLUSIONES

En relacion con los objetivos planteados en la presente tesis doctoral, los resultados obtenidos

permiten establecer las siguientes conclusiones:

1. Una mayor LTL se asocia significativamente con una puntuaciéon mads alta en la

memoria de trabajo en niflos/as de 4 afios.

2. Una mayor LTL se asocia marginalmente con una mayor puntuacion en el indice

cuantitativo en nifios/as de 4 anos.

3. No se observaron otras asociaciones significativas entre una mayor LTL y el resto de

los dominios cognitivos y psicomotores en nifios/as de 4 afios.

4. No se observaron asociaciones significativas entre una mayor LTL y los problemas

socioemocionales a los 4 y 8 afos, ni en los cambios entre ambos momentos.

5. No se observaron asociaciones significativas entre una mayor LTL y los sintomas de

TDAH en nifios/as europeos de entre 6 y 12 afos.

6. Enelestudio europeo HELIX se observo una asociacion significativa entre una mayor
LTL y un menor riesgo de sintomas de hiperactividad, asociacion que no se corrobor6

en los datos de la cohorte INMA ni en el andlisis conjunto.
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CONCLUSIONS

In relation to the objectives proposed in this doctoral thesis, the results obtained lead to the

following conclusions:

1. A higher LTL is significantly associated with higher working memory scores in 4-

year-old children.

2. A higher LTL is marginally associated with higher scores in the quantitative index in

4-year-old children.

3. No other significant associations were observed between higher LTL and the

remaining cognitive and psychomotor domains in 4-year-olds.

4. No significant associations were observed between higher LTL and socioemotional

problems at ages 4 or 8, nor with changes between these ages.

5. No significant associations were observed between higher LTL and ADHD symptoms

in European children aged 6 to 12.

6. A significant association was observed in the European HELIX study between higher
LTL and a lower risk of hyperactivity symptoms, although this was not corroborated

in the INMA cohort data or in the overall analysis.
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IMPLICACIONES PARA LA SALUD PUBLICA

Los hallazgos de la presente tesis doctoral se suman al creciente cuerpo de conocimiento que
estudia la longitud telomérica como un posible biomarcador del estado de salud de la poblacion,
y especificamente del desarrollo neuropsicologico infantil. Esta investigacion contribuye al
avance en la investigacion en salud publica al explorar una dimension biologica que podria ofrecer

nuevas vias para la vigilancia y la intervencion en salud infantil.

Las investigaciones que componen esta tesis ponen el foco en la infancia, una etapa critica para
el desarrollo cerebral y emocional, asi como para la consolidacion de trayectorias de salud a lo
largo de la vida. En este sentido, la infancia representa una ventana de oportunidad clave para la
prevencion y promocioén de futuras enfermedades. Aunque nuestros resultados han identificado
asociaciones limitadas —como el posible efecto beneficioso de una mayor LTL sobre el
rendimiento en las tareas de memoria de trabajo —, estos hallazgos abren nuevas preguntas sobre
los mecanismos psicobioldgicos subyacentes que vinculan el envejecimiento celular temprano

con el neurodesarrollo.

Para que la LTL pueda considerarse un psicobiomarcador valido y util en salud publica, sera
necesario desarrollar estudios longitudinales con multiples puntos de seguimiento durante la
infancia y adolescencia, que evaluen no solo el nivel basal de LT, sino también su evolucion a lo
largo del tiempo. Esta aproximacion permitiria detectar trayectorias atipicas de acortamiento
telomérico que podrian reflejar procesos biologicos adversos como la exposicion cronica al estrés,
la inflamacion o ambientes desfavorables, contribuyendo asi a identificar precozmente

poblaciones en riesgo.

Ademas, la posibilidad de utilizar la LTL como herramienta de cribado o monitorizacion en
entornos clinicos o poblacionales debe valorarse cuidadosamente, considerando su viabilidad
técnica, sensibilidad, especificidad y coste-beneficio. A largo plazo, la inclusion de
biomarcadores como la LT en sistemas de vigilancia epidemiologica podria fortalecer las
estrategias de medicina preventiva y personalizada, anticipando la aparicion de alteraciones en el

neurodesarrollo y facilitando una intervencion mas temprana y eficaz.

Desde una perspectiva de equidad, también es relevante seguir explorando como factores sociales,
ambientales y conductuales —como la exposicion a contaminantes, el nivel socioecondémico, el
estrés psicosocial o los habitos de vida durante el embarazo y la infancia— influyen en la dindmica
telomérica. Comprender estas interacciones permitira disefiar politicas publicas mas integrales y
sensibles al contexto, capaces de actuar sobre los determinantes sociales de la salud desde las

etapas mas tempranas del ciclo vital.
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En resumen, esta tesis ofrece una contribucion inicial al conocimiento sobre el papel potencial de
la LTL como indicador temprano de salud infantil. Aunque los resultados son ain preliminares y
deben interpretarse con cautela, abren nuevas lineas de investigacion para el desarrollo de
biomarcadores aplicables en salud publica y subrayan la necesidad de enfoques preventivos e
intersectoriales centrados en los primeros afios de vida como base para una salud colectiva mas

sostenible y equitativa.
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Abstract

Shortened telomere length (TL) has been associated with lower cognitive performance, different neurological diseases in
adults, and certain neurodevelopmental disorders in children. However, the evidence about the association between TL and
neuropsychological developmental outcomes in children from the general population is scarce. Therefore, this study aimed
to explore the association between TL and neuropsychological function in children 4-5 years of age. We included 686
children from the INMA Project, a population-based birth cohort in Spain. Leucocyte TL was determined by quantitative
PCR method, and neuropsychological outcomes were measured using the McCarthy Scales of Children’s Abilities (MCSA).
Multiple linear regression models were used to estimate associations adjusted for potential confounding variables. Main find-
ings showed that a longer TL was associated with a higher mean working memory score (f=4.55;95% CI1=0.39, 8.71). In
addition, longer TL was associated with a higher mean global quantitative score (p=3.85; 95% CI=-0.19, 7.89), although
the association was marginally significant. To our knowledge, this is the first study that shows a positive association between
TL and better neuropsychological outcomes in children. Although further research is required to confirm these results, this
study supports the hypothesis that TL is essential in protecting and maintaining a child’s health, including cognitive func-
tions such as working memory.
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Background

The telomere is a protective non-coding DNA—protein
complex at the ends of chromosomes. The primary func-
tion of the telomere is to protect and preserve the infor-
mation in our genome [1, 2]. The telomere length (TL)
naturally decreases with age due to cell division processes.
However, if the TL becomes critically short, telomeres are
recognised as damaged DNA, leading to cell senescence
and, consequently, loss of tissue function [3]. Because of
this, TL shortening is avowed as one of the key factors
of cellular ageing [4]. Although telomeres shorten over
the years, there is variability among individuals. Several
studies suggest that this could be explained by exposure
to different environmental factors that increase oxidative
stress and inflammatory processes that accelerate telomere
shortening [5—7]. Recent research has observed that the
rate of TL attrition is more pronounced during the first
years of life [8, 9]. In addition, the intrauterine environ-
ment during pregnancy and maternal exposure factors and
lifestyles play an important role in the length and mainte-
nance of the telomere of newborns and, therefore, in the
potential health outcomes of the child [10-13].

There is scant research exploring the relationship
between TL and health problems in childhood, although
it has become an area of increasing interest in the last
decade [14]. Since TL is considered a promising ageing
biomarker, most of the available research has focused on
exploring the association between TL and the development
of pathologies in adulthood. Some studies showed an asso-
ciation between shorter telomeres and neurological pathol-
ogies, such as Alzheimer’s disease [15, 16], and psychiat-
ric pathologies like schizophrenia, bipolar disorder, major
depression, anxiety, or post-traumatic stress [17-20]. In
the same way, some research observed that longer TL is
associated with better performance on general cognitive
tests and some cognitive functions, such as attention, pro-
cessing speed or working memory [21-24]. Some studies
have also shown the association between TL and certain
neurodevelopmental disorders in the paediatric population,
including autism spectrum disorder [25-27] or attention
deficit hyperactivity disorder [28-30]. To our knowledge,
only one study has explored the association between TL
and neuropsychological developmental outcomes at 9 and
30 months, and 5 years of age in children enrolled in the
Seychelles Cohort [31]. This study found a slight posi-
tive association between cord blood TL and psychomotor
outcomes at 30 months, as well as letter-word recognition
assessed by the Woodcock-Johnson Achievement Test at
the age of five. However, when examining the association
with TL at five years, no clear association was observed

@ Springer

with various neurodevelopmental functions, including
motor skills, language, memory and problem-solving.
[31]. It is noteworthy that the limited sample size of 209
children in this previous study might have constrained its
ability to detect subtle associations.

Considering the research mentioned above, we hypoth-
esised that children with longer TL would have better
neuropsychological functioning. However, it is essential
to acknowledge the multifaceted nature of neuropsycho-
logical functions, influenced by various factors. Potential
effects of TL on these functions might be relatively mod-
est and necessitate a robust statistical power, achievable
with larger sample sizes. Consequently, our present study
was conceived to address this limitation by examining a
substantially larger and more diverse sample of children
aged 4-5 years. We acknowledge the intricate nature of
the relationship between TL and neuropsychological func-
tion, which may exhibit variations across different popula-
tions. As such, our research endeavoured to provide a more
comprehensive and robust analysis, considering a broader
spectrum of influencing factors, to better elucidate these
associations. Therefore, the present study aimed to explore
the association between TL and neuropsychological func-
tions in children at 4-5 years of age.

Methods
Study design and population

This study analysed data from the Infancia y Medio Ambi-
ente (INMA) Project (https://www.proyectoinma.org/).
The INMA project is a multicentre and population-based
Spanish birth cohort. Its objective is to assess how envi-
ronmental factors and lifestyles during pregnancy and
infancy affect the health and development of children and
adolescents. The study population of the INMA project
consists of pregnant women from different geographical
areas of Spain (Ribera d’Ebre, Menorca, Granada, Valen-
cia, Asturias, Gipuzkoa and Sabadell). Participants were
recruited during the first prenatal visit (between 10 and
13 weeks of gestation) at the reference public hospital or
the region’s health centre from 2004 to 2008 [32]. The pre-
sent study included 686 mother—child pairs from Asturias,
Gipuzkoa and Sabadell sub-cohorts, who had complete
information on the main study variables (TL and neu-
ropsychological development) and potential confounding
variables. In addition, parents provided the corresponding
informed consent at the beginning of the INMA study. The
ethics committee of the Miguel Hernidndez University of
Elche (DPC.ENM.01.20) approved the present study.
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Measures
Telomere length

Telomere data at 4-5 years was available in Asturias,
Gipuzkoa and Sabadell (mean age: 4.4 years, stand-
ard deviation (SD) 0.2 years; interquartile range (IR),
4.4-4.5 years). TL was determined using the leukocyte
fraction from blood samples collected at the 4-year fol-
low-up visit. DNA was extracted from the buffy coat
using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) in Asturias,
the Flexigen AGKT-WB-640 kit (Qiagen) in Gipuzkoa,
and the Chemagen kit (Perkin Elmer) in Sabadell. TL was
determined using a modified fluorochrome-based quan-
titative polymerase chain reaction (qQPCR) protocol [33].
Measurements were performed in triplicate on a 7900HT
real-time PCR system (Applied Biosystems) in 384-well
format. In each cycle, a 6-point serial dilution of a pooled
DNA (n=12 DNA samples) was performed to assess
qPCR efficiency for telomere (T) and single copy gene (S)
runs. The efficiency was 107% for T runs (R? ranged from
0.994 to 0.999) and 97% for S runs (R? ranged from 0.995
to 0.999). TL was analysed using qBase software (Bioga-
zelle, Zwijnarde, Belgium) and expressed as the ratio of
telomere copy number to the number of single-copy genes
(T/S) relative to the average T/S of the set of all samples.
In gqBase, TL is calculated as a calibrated normalized rela-
tive quantity (CNRQ) [34], which is achieved by first cal-
culating the RQ based on the delta-Cq method for T and
S obtained Cq values, using target-specific amplification
efficiencies. As the error on the final relative quantities (as
a result of the measurement error on the calibrator sam-
ple) is very sensitive to the choice of a calibrator sample
(sample to which subsequent normalization is applied),
normalization was performed to the arithmetic mean quan-
tification values for all analysed samples per cohort, result-
ing in the NRQ. Moreover, as samples per cohort were
measured over multiple qPCR plates, 8 inter-run calibra-
tors (IRC’s) were used to calculate an additional correction
factor to eliminate run-to-run differences, obtaining the
final T/S ratio (CNRQ). Mathematical formulas to cal-
culate RQ, NRQ and CNRQs are provided by Hellemans
et al. [34]. To check the reliability/accuracy of the applied
protocol, the intraclass correlation coefficients (ICC) of
triplicate measures for T values (0.957; 95%CI: 0.954 to
0.96; P <0.0001), S values (0.968; 95%CI: 0.965 to 0.97;
P <0.0001) and T/S ratio’s (0.925; 95%CI: 0.918 to 0.93;
P <0.0001) were estimated, using the ICC R-code pro-
vided by the Telomere Research Network [35]. In addi-
tion, based on the 8 IRC’s ran over all the qPCR plates,
an inter-assay ICC was calculated (0.898; 95%CI: 0.77 to
0.948; P <0.0001). Based on the standard curves qPCR

efficiency for T runs was 107 on average. Further details
on the TL determination process are available in the Sup-
plementary material.

Neuropsychological functions

Neuropsychological functions were assessed using the stand-
ardised version adapted to the Spanish population of the
McCarthy Scales of Children’s Abilities (MSCA), which
evaluates children’s cognitive and motor development [36].
Children from the Gipuzkoa region were assessed using the
Basque version of the instrument (MSCA-E) [37]. Trained
psychologists administered the neuropsychological scales
to the children at the follow-up visit at 4-5 years of age.
The MSCA consists of 6 scales: general cognitive, verbal,
perceptive-performance, quantitative, memory, and motor
functions. In the present study, we also used 11 scales cre-
ated by Julvez and colleagues [38], which were derived from
the original MSCA items. These new scales evaluate the
following neuropsychological functions: executive func-
tions, including visual and verbal processes; visual and ver-
bal span; working memory; verbal memory; gross and fine
motor functions; and cognitive functions of the posterior cer-
ebral cortex, including verbal (left cortex) and visual (right
cortex) functions. To ensure the reliability of the tests, we
estimated the interrater reliability by applying intraclass cor-
relation. MSCA global scales, including general cognitive,
verbal, perceptive-performance, quantitative, memory, and
motor functions, obtained coefficients of 0.97, 0.98, 0.78,
0.98, 0.96, and 0.92, respectively. In addition, the internal
consistency of the global scales, measured by the Cronbach’s
alpha coefficient, was 0.90, 0.79, 0.81, 0.77, 0.74, and 0.64
for general cognitive, verbal, perceptive-performance, quan-
titative, memory, and motor functions, respectively. New
MSCA subscales displayed a moderately good alpha coef-
ficient (i.e., >0.70) overall [39]. To homogenise test scores,
we standardised the MSCA raw scores to a mean of 100 and
a standard deviation of 15. Higher scores on the different
scales of the test indicate better neuropsychological func-
tioning in children.

Potential confounders

We selected potential confounders based on existing
literature, encompassing sociodemographic characteristics,
environmental exposures, and lifestyles variables that could
plausibly b influence both TL and the neuropsychological
functions in children [40—43]. Main regression models were
adjusted for the following covariates: variables measured
during pregnancy, such as maternal educational level
(categorised as primary, secondary or university), parity (0
or > 1 deliveries), and environmental NO, concentrations
(expressed in pg/m?); and variables collected at the
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4-5-year follow-up visit, including child’s age at the time
of the neuropsychological assessment (in years), the relative
Mediterranean diet score (continuous) [44], daily energy
intake (in kilocalories), and the date of the blood sample
extraction for telomere determination categorised into the
seasons of the year (spring, summer, autumn, or winter). In
addition, we accounted for the geographical study area (i.e.,
Asturias, Gipuzkoa or Sabadell).

Data analysis

All statistical analyses were performed with R software
version 4.1.2 (R Foundation for Statistical Computing). A
statistical significance level was established at 0.05, and all
contrasts were bilateral. Normal distribution of continuous
variables was checked by using the Kolmogorov—Smirnov
test with Lilliefors correction.

A descriptive analysis of the maternal and child char-
acteristics by cohort was performed using frequencies and
percentages (%) for categorical variables and median and
interquartile range (IR) for continuous variables since they
were not normally distributed. We explored differences
between participant characteristics and cohorts using the
chi-square test (categorical variables) and Kruskal-Wallis
test (continuous variables).

Multiple linear regression models were used to estimate
associations between TL and neuropsychological func-
tion outcomes. To control potential confounding, separate
models were built for each neuropsychological function,
including covariates in the descriptive analysis with p <0.2
and/or if they changed the magnitude of the main effect
by > 10%. Heterogeneity between cohorts was quantified
using the I° statistic. We applied meta-analytic techniques
to obtain pooled estimates under the fixed-effects hypothesis
(I> < 50%) or random-effects models when detecting hetero-
geneity (I>>50%) [45]. No multiple testing corrections were
made due to the exploratory nature of the present study.

Finally, a sensitivity analysis was conducted to assess the
significant findings’ robustness making a set of assumptions
by using variables that could likely be related to either TL or
child neuropsychological function [46—52]. First, we exam-
ined the effect of the mother’s verbal reasoning (measured
by the similarities test of the Wechsler Adult Intelligence
Scale IIT) and different child’s lifestyles, such as oily fish
consumption (grams), television watching (hours per week),
and sleep duration (hours per day) separately as a further
adjustment to the main model. Second, we ran the main
model excluding children with low scores on the MCSA
(n=35). And third, we checked if there were changes in the
main association stratifying models by sex (boys or girls)
and by comparing values below or above the median of the
level of inflammation as determined by C-reactive protein
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(quantiles), abdominal circumference (centimetres), and
body mass index (kg/m?) of the children at 4-5 years of age.

Results

Table 1 shows the sociodemographic characteristics, envi-
ronmental exposure factors, and lifestyles of the moth-
ers and their children. Of the 686 participating women,
41.5% were from the Asturias region, 39.1% and 19.4%
resided in Sabadell and Gipuzkoa, respectively. In gen-
eral, we observed that mothers in the Gipuzkoa region had
a higher educational level than women in the other study
cohorts. In addition, they had on average lower expo-
sure to the ambient pollutant NO, during their pregnancy
(median=15.1 pg/m>, IR =13.9-16.9) compared to mothers
from Asturias (median=27.6, IR =16.8-37.6) and Sabadell
(median =39.0, IR =30.3-44.0), who had higher exposure.

Regarding children, those from Gipuzkoa had a
lower energy intake per day (median=1464.5 kcals/
day, IR=1277.6-1695.5) and a longer TL on average
(median=1.2, IR =1.0-1.4) than those from Asturias and
Sabadell. In addition, the relative Mediterranean diet score
was higher in children from Asturias (median=9, IR=8-11)
than those from Gipuzkoa and Sabadell (median =S8,
IR =6-10). Differences were also observed in the date of
blood sample extraction for telomere determination. In
Gipuzkoa, the blood extraction was primarily performed in
summer (62.4%); in Asturias, it was carried out roughly in
the same proportion in spring, autumn, and winter, and, to
a lesser extent, in summer. In Sabadell, the blood samples
were roughly equal in numbers across the four seasons.

Table 2 presents the results of multiple linear regression
models exploring the association between TL and children’s
neuropsychological functions at 4-5 years of age, adjusted
for potential confounding variables. In the MCSA areas,
we observed that longer TL was associated with a higher
mean global quantitative score, although the association
was marginally significant (B=3.85; 95% CI=-0.19, 7.89;
p=0.062; 1>=0.0%). Regarding MCSA functions, longer
TL was positively and statistically significantly associated
with a higher mean working memory score (f=4.55; 95%
CI=0.39, 8.71; p=0.032; = 0.0%). However, no asso-
ciations were obtained between TL and the rest of the neu-
ropsychological functions of children at this age.

The results of the sensitivity analysis of the association
between TL and working memory function are presented
in Fig. 1. After adjusting the main model by mother’s
verbal reasoning (f=4.83;95% CI=0.50, 9.15; p=0.028)
and children’s lifestyles, including fish consumption
(p=4.46; 95% CI=0.28, 8.64; p=0.036), television
watching (p=4.76; 95% CI=0.58, 8.94; p=0.026) and
sleep duration (p=4.64; 95% CI1=0.43, 8.85; p=0.031),
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Table 1 Socio-demographic characteristics and lifestyles in mothers and children at 4-5 years of the INMA project, Spain (n=686)

All cohorts (n=686) Asturias (n=285) Gipuzkoa (n=133) Sabadell (n=268) P*
Characteristics of mother’s
Educational level, n (%)
Primary or less 134 (19.5) 46 (16.1) 21 (15.8) 67 (25.0) 0.001
Secondary 285 (41.6) 128 (44.9) 44 (33.1) 113 (42.2)
University 267 (38.9) 111 (39.0) 68 (51.1) 88 (32.8)
Parity>1, n (%) 293 (42.7) 110 (38.6) 64 (48.1) 119 (44.4) 0.144
NO, pg/m? during pregnancy, 28.7 (16.7-40.5) 27.6 (16.8-37.6) 15.1 (13.9-16.9) 39.0 (30.3-44.0) <0.001
median (IR)
Characteristics of children
Age in years at MCSA exami- 4.4 (4.3-4.5) 4.4 (4.34.5) 4.4 (4.4-45) 4.4 (4.4-4.5) 0.102
nation, median (IR)
Daily energy intake in kcals/ ~ 1579.6 (1390.0-1822.6) 1618.5 (1428.5-1868.3) 1464.5 (1277.6-1695.5) 1598.5 (1430.7-1819.3) <0.001
day, median (IR)
Relative Mediterranean diet 9.0 (7.0-10.0) 9.0 (8.0-11.0) 8.0 (6.0-10.0) 8.0 (6.0-10.0) <0.001
score, median (IR)
Telomere length, median (IR) 1.0 (0.9-1.2) 1.0 (0.9-1.1) 1.2 (1.0-1.4) 1.0 (0.9-1.1) <0.001
Season of blood extraction,
n (%)
Spring 185 (27.0) 84 (29.5) 16 (12.0) 85 (31.7) <0.001
Summer 174 (25.4) 31(10.9) 83 (62.4) 60 (22.4)
Autumn 154 (22.4) 74 (25.9) 18 (13.6) 62 (23.1)
Winter 173 (25.2) 96 (33.7) 16 (12.0) 61 (22.8)

IR interquartile range, MCSA McCarthy scales of children’s abilities, /NMA Infancia y Medio Ambiente
*The chi-square test was used for categorical variables and the Kruskall-Wallis test for continuous nonparametric variables

the positive significant association observed for working
memory (f=4.55; 95% CI=0.39, 8.71; P=0.032)
remained almost the same. We also observed no changes
when excluding children who scored low on the MCSA,
although the association became marginally significant
(B=4.12; 95% CI=-0.10, 8.34; p=0.055). However,
when we redid the analysis stratifying the main model
by sex, we observed the association for boys dropped
by 2 points (f=2.16; 95% Cl=-4.34, 8.67; p=0.515)
compared to girls (=4.81; 95% CI=-0.85, 10.47;
p=0.096), although the association was not statistically
significant. The association for children with values
above the median of C-reactive protein (p=2.78; 95%
CI=-2.84, 8.41; p=0.334), abdominal circumference
(B=2.34; 95% CI=-2.73, 7.41; p=0.368), and body
mass index (f=1.85; 95% CI=-3.76, 7.46; p=0.518)
decreased considerably although the statistical significance
was not reached. In contrast, we did not observe substantial
changes for the effect of children with values below the
median of C-reactive protein (p=4.68; CI 95% =—-2.75,
12.11; p=0.217) and abdominal circumference (f =4.08;
95% CI=-2.50, 10.67; p=0.224). However, the estimate
for children with body mass index below the median
increased the effect considerably (8 =8.37; 95% CI=1.32,
15.91; p=0.020) and remained statistically significant.

Discussion

The results obtained in the present study suggest a potential
association between longer TL in childhood and enhanced
working memory performance. Additionally, our findings
hint at a possible influence of TL on the mean score of the
quantitative index assessed by the MCSA scales. To our
knowledge, this is the first time TL is associated with better
neurocognitive outcomes in children aged 4-5 years. How-
ever, while our findings provide initial insights, it is essential
to approach these results with caution and consider them as a
starting point for further research into the intricate interplay
between TL and cognitive functions during early childhood.

Our results are not directly comparable with the findings
obtained from a previous study conducted on 5-year-
old children without pathology of a birth cohort from
Seychelles [31]. Both studies share a similar epidemiological
study design, but they differ in the tests used to assess
neuropsychological outcomes. In contrast to our study, Feiler
and colleagues (2018) [31] did not include the assessment
of the working memory function and quantitative abilities,
which showed a positive effect of longer TL in our research.
However, they examined the association between TL and
neurodevelopmental functions, such as motor function,
language, and math problem-solving, broadly similar to
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Table 2 Association between

INMA project, Spain (n=686)

leukocyte

telomere
neuropsychological function of children at 4-5 years of age in the

length

and

LTL (n=686)
Neuropsychological function  f (95% CI) p 2 (%)°
MCSA areas®
General cognitive index —0.54 (-4.37,3.30) 0.783 19.3
Global verbal -2.79 (-6.70, 1.41) 0.193 0.0
Global perceptual-performance 1.98 (=1.92,5.89) 0.319 49.8
Global quantitative index 3.85(-0.19,7.89) 0.062 0.0
Global memory —0.44 (—4.63,3.73) 0.833 38.1
Global motor skills 0.43(-3.84,4.71) 0.843 0.0
MCSA functions®
Executive 0.56 (—3.36,4.48) 0.779 0.0
Visual executive 0.05 (—4.10,4.21) 0979 27.2
Verbal executive 0.75 (-3.21,4.17) 0.710 0.0
Visual and verbal span —0.81 (-7.19,5.56) 0.803 53.1
Working memory 4.55 (0.39, 8.71) 0.032 0.0
Verbal memory —2.40 (-6.89,2.08) 0.294 0.0
Gross motor —-2.35(-6.67,1.96) 0.285 0.0
Fine motor 3.03(-1.28,7.34) 0.168 0.0
CFPC —0.01 (—4.00, 3.99) 0.997 40.0
CFLPC (verbal) —-2.59 (-6.92, 1.73) 0.240 0.0
CFRPC (visual) 291 (-1.27,7.10) 0.173 27.7

LTL leukocyte telomere length, MCSA McCarthy scales of children’s
abilities, CFCP cognitive function of posterior cortex, CFLPC cog-
nitive function of left posterior cortex, CFRPC cognitive function of
right posterior cortex, CI confidence interval, INMA Infancia y Medio
Ambiente

2All linear regression models were adjusted by mother’s educational
level (primary or less, secondary, or university), parity (0 or> 1), NO,
exposure in pregnancy (ug/m?), child’s age at MCSA examination (in
years), child’s relative Mediterranean diet score (continuous), energy
intake (in kilocalories/day) and season of blood extraction (spring,
summer, autumn or winter) at 4-5 years

®We used the results from the fixed-effects meta-analysis model
when<50% and from the random-effects meta-analysis model
when>50%

those we measured. In this respect, both studies obtained
no conclusive associations for these functions. Another
aspect that should be considered is that the average TL
of the children differed among studies, although TL was
determined using the same method (qPCR) at almost the
same age. Children in our study presented a longer average
TL than children from the Seychelles Child Development
Study [31] (1.0 vs 0.71, respectively). Nevertheless,
the underlying explanation by which longer TL may be
potentially associated with better working memory or
numerical tasks at the age of 4-5 remains unclear, requiring
further investigation.

To the best of our knowledge, no previous studies have
specifically examined the association between TL and
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working memory in the paediatric population, and only
limited data are available from studies conducted in adults.
For example, a study of 382 healthy women [21] showed
a positive correlation between TL and performance on a
functional memory test, although statistical significance was
not reached. In a more recent study involving 325 African-
American and white adults, an association was observed
between shorter TL and poorer performance on a working
memory test. However, this association was only statistically
significant in white participants [24].

In the absence of definitive evidence, our finding that
longer TL may be associated with enhanced working mem-
ory in children could be attributed to the role of TL in main-
taining cellular stability and, by extension, cellular stability
of the brain by protecting neuronal cells from cell apoptosis
[1, 2, 53]. Recent insights from a meta-analysis of 27 stud-
ies on the impact of TL in brain ageing [54] suggested that
telomeres may have a positive influence on brain morphol-
ogy and cognition, potentially leading to larger brain size
and improved connectivity. Although statistical significance
was not reached for both girls and boys because of limited
statistical power, our findings of sex differences are in line
with this study that suggests that longer telomeres may have
a more pronounced beneficial effect on women compared to
men [54]. Recent insights into the mechanistic basis of the
potential sex differences in neurobiology have suggested that
hormones, particularly oestradiol, may be partly responsible
for changes in brain functions, brain health, and the molecu-
lar functioning of brain cells [46]. While these insights are
primarily derived from experimental animal studies, they
postulate that oestradiol may serve a crucial neuroprotective
function in the brain, especially in memory, suggesting that
this oestrogen may trigger different cell-signalling pathways
in males and females. In parallel, another likely explana-
tion for the positive association between TL and working
memory could be attributed to the fact that basic cognitive
functions such as working memory or attention appear to
be more vulnerable to the ageing process and/or molecular
and cellular damage than complex cognitive functions such
as long-term memory, executive function, or global cogni-
tion [53, 55, 56]. As such, it is plausible to assume that the
protective effect of a longer TL could presumably be more
significant for these basic cognitive functions rather than
complex ones. Interestingly, given that working memory def-
icits have been associated with a decline in brain structural
integrity, working memory has been proposed as a valu-
able marker for identifying potential age-related cognitive
decline [57]. In addition, the association between TL and
the global numerical area, while not reaching conventional
levels of statistical significance, provides valuable support
for the observed association with working memory. This
connection is particularly pertinent because numerical skills
assessed by the MCSA quantitative scale place a notable
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Association between Leucocyte Telomere Length and
Working Memory in children aged 4-5

Main model (n=686) -

Only girls (n=334) -

Only boys (n=352)+

Adjusted for mother's verbal reasoning (n=647) -

Excluding children with low quality MCSA test (n=651) -

Adjusted for child's blue fish consumption (n=686) -

Adjusted for child's tv watching (n=674) -

Adjusted for child's sleep duration (n=676) -

Only children with values below the median of C-reactive protein (n=219)-

Only children with values above the median of C-reactive protein (n=187) -

Only children with vaules below the median of abdominal circumference (n=278) -
Only children with values above the median of abdominal circumference (n=274)
Only children with values below the median of body mass index (n=343) -

Only children with values above the median of body mass index (n=341)—

1
1E L i
|
= T
|
I . L
|
ik L {
1
- =
|
1
= L ) {
|
| L i
|
1} - i
|
' : - |
]
T .
I
=
I
b : i {
1
. L . 1
|
L

t
5 0

o

10 15

Beta coefficient

Fig. 1 Sensitivity analysis of the association between Leucocyte Telomere Length and Working Memory in children aged 4-5

demand on working memory resources. Notably, previous
research indicated that children encountering challenges in
mathematical operations often showed deficits in the work-
ing memory domain [57].

The present study’s findings also showed that the level
of inflammation might influence the effect of TL on work-
ing memory at 4-5 years of age. This result is consistent
with previous research showing that an elevated level of pro-
inflammatory cytokines, like C-reactive protein, was asso-
ciated with poorer working memory in children and young
individuals [48, 49]. At the neurobiological level, this asso-
ciation is supported by the fact that inflammation processes
were found to cause changes in neural circuitry, neurotrans-
mitter activity, the neuroendocrine system and neurogenesis,
impacting brain function and, by extension, cognitive func-
tions [47, 48, 58, 59]. Moreover, it should be noted that TL
attrition has also been associated with inflammation events,
including higher body mass index or biomarkers such as
C-reactive protein [50], suggesting that inflammatory events
might involve an interplay between telomeric dysfunction
and poor cognitive functioning.

While our study offers valuable insights into the asso-
ciation between TL and cognitive function in young chil-
dren, it is important to acknowledge both limitations and
strengths of our research. The INMA project is a population-
based follow-up study that collected extensive information
(e.g., socio-demographics, lifestyles, environmental pollut-
ants, etc.) during pregnancy and postnatal follow-up visits.

This extensive dataset minimises the possible occurrence
of recall and sample selection biases, thus enhancing the
robustness of our findings. The prospective nature of this
study allowed us to account for a wide range of confound-
ing factors and modifiers, although residual confounding,
unknown factors or modifiers cannot be dismissed. Regard-
ing neuropsychological assessment, we used the standard-
ised Spanish and Basque versions of the MCSA applied
by psychologists trained in administering the test, ensur-
ing test validity and quality of the information. However,
we should not disregard the multiple testing problem since
numerous tests were applied in this study, the potential for
Type I errors emerges as a significant concern and should
be contemplated in interpreting the results. Moreover, TL
was determined using quantitative PCR methods following
a strict protocol. Researchers commonly use PCR because it
is inexpensive and fast, although this methodology provides
an average measurement of all samples, probably introduc-
ing measurement errors that warrant caution when analysing
the data [60]. As an observational cross-sectional study, our
findings offer valuable insights into the potential associa-
tions between TL and cognitive function in young children.
However, the cross-sectional design inherently limits our
capacity to establish causal relationships. Fortunately, the
prospective design of the INMA project will allow us to
establish a temporal sequence of events through follow-up
assessments and confirm long-term effects. It is important
to note that this study primarily focused on the influence
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of environmental factors, including prenatal and postnatal
exposures, on TL in young children aged 4-5. While genetic
factors play a significant role in TL heritability and regula-
tion, they were not the primary focus of our investigation.
Our study primarily aimed to explore the potential impact of
specific environmental factors on TL. Future research efforts
with a more comprehensive examination of genetic deter-
minants and their interaction with environmental exposures
will be essential to provide a more holistic understanding
of TL dynamics in children. Despite the shortcomings, this
study may contribute to the relatively limited body of knowl-
edge in this specific area of research, enriching the scientific
understanding of TL’s role in cognitive function in early
childhood. These findings not only provide a foundation for
future investigations but also underscore the necessity for
further research involving larger and more diverse cohorts
to confirm and extend our results.

In conclusion, the results of the present study offer valu-
able insights into the possible association between TL and
working memory in 4-5-year-olds. While the results indicate
a positive trend between TL and the quantitative index, this
association did not reach conventional levels of statistical
significance. No association was observed between TL and
the rest of the MSCA scales. Further research is essential
to confirm these findings and uncover the biological path-
ways by which the telomere length is associated with cogni-
tive functions such as working memory during childhood.
Nonetheless, we believe this study contributes to the body
of evidence supporting that TL plays an important role in
preserving health and, by extension, it may have a positive
impact on children’s neuropsychological development.
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Abstract

Background/Objectives: This study aimed to examine the association between leukocyte
telomere length (TL) measured at ages 4 and 8 and emotional and behavioral problems
at age 8. We also explored whether changes in leukocyte TL between ages 4 and 8 were
associated with outcomes. Methods: Data were obtained from a population-based birth
cohort and included 647 children with TL at age 4 and emotional and behavioral assess-
ments at age 8, 673 with TL and outcomes at age 8, and 315 with TL measured at both ages.
TL was determined using quantitative PCR on blood samples and converted into z-scores
for analysis. Emotional and behavioral problems—including internalizing, externalizing,
and total difficulties—were assessed using the Strengths and Difficulties Questionnaire.
Regression models were conducted using zero-inflated and negative binomial, adjusting
for sociodemographic and lifestyle covariates. Results: No statistically significant associa-
tions were observed between leukocyte TL at ages 4 or 8, or TL changes over this period,
and emotional and behavioral outcomes at age 8. Conclusions: Although no significant
associations were found, further longitudinal research is warranted to clarify the role of TL
as a potential psychobiomarker of emotional and behavioral disorders in childhood.
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1. Introduction

Telomeres are nucleoprotein structures containing repeat sequences of DNA that cap
the end of chromosomes and protect the cell’s genomic stability. However, with each cell
division cycle, their length gradually shortens, leading to mitochondrial and metabolic
dysfunction and cell cycle arrest [1,2]. Shortened telomere length (TL) has been linked
to an increased risk of age-related diseases and premature mortality [3,4]. As a result,
TL has been proposed as a biomarker to assess cellular damage accumulated throughout
life [5]. Research on TL suggests that certain mechanisms linked to telomere shortening,
including elevated cortisol levels, mitochondrial dysfunction, immune—inflammatory re-
sponses, and oxidative stress, may impact brain health by compromising neuronal survival,
disrupting synapse formation and action potential generation, and contributing to spe-
cific regional alterations in brain volume [6]. Given the involvement of these processes
in stress-related mental health conditions, TL has been increasingly explored as a poten-
tial “psychobiomarker”—that is, a biological indicator of psychological functioning and
vulnerability to emotional and behavioral problems [7].

Internalizing and externalizing psychological symptoms are used to categorize two
types of behavioral, emotional, and social problems. Internalizing problems refer to
symptoms that are directed inward that primarily cause distress to the child, such as
anxiety, depression, somatic complaints, and withdrawal [8]. In contrast, externalizing
problems encompass outward-directed symptoms that not only affect the child but also
create discomfort for others [9], including aggressive and oppositional behaviors, inat-
tention/hyperactivity, and emotion dysregulation [9]. A recent meta-analysis involving
children aged 1-7 years from eight countries estimated an overall prevalence of mental
disorders at 20.1%. Specifically, the prevalence rates for anxiety disorders, depressive
disorders, oppositional defiant disorder, and attention-deficit hyperactivity disorder were
8.5%, 1.1%, 4.9%, and 4.3%, respectively [10].

Previous observational studies and meta-analyses conducted with adults and adoles-
cents have established a connection between TL and internalizing psychological symptoms,
including depression, anxiety, and post-traumatic stress disorder [11-13]. These investi-
gations, conducted in both clinical and community samples, consistently reported that
individuals with higher depressive and anxiety symptoms and disorders have shorter
TL compared to individuals without such symptomatology [11-13]. In contrast, research
on the association between TL and emotional and behavioral problems in the pediatric
population remains limited. Only a few studies have explored this association, with two
reporting preliminary evidence of shorter telomeres associated with higher internalizing
problems in children aged 5-6 years [14] and 8-10 years [15]. Moreover, other studies have
identified associations between shorter TL and poorer externalizing behaviors in children
aged 5-12 years [16] and oppositional defiant behavior in children aged 3-5 years [17].

Both internalizing and externalizing problems during childhood have been identified
as potential predictors of negative behavioral, emotional, cognitive, and physical health
outcomes in adolescence and adulthood [18]. In addition, these problems can disrupt
learning processes and are correlated with poor academic performance [19]. Given the high
prevalence of internalizing and externalizing problems at early ages and their significant
impact on global health across childhood, adolescence, and adulthood, it is crucial to
investigate the potential role of TL as a psychobiomarker in children. More importantly,
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research should also focus on changes in TL over time, as these dynamics may provide
valuable insights into the cumulative effects of stress and adversity experienced during
childhood. Understanding variations in TL could help elucidate the biological impact
of psychosocial factors and highlight opportunities for early interventions to mitigate
long-term health risks.

Based on previous studies showing that shorter telomere length is associated with a
greater risk of internalizing and externalizing psychological symptoms, we hypothesized
that shorter leukocyte TL at ages 4 and 8 would predict higher emotional and behavioral
problems at age 8. Additionally, we hypothesized that greater reductions in TL between
ages 4 and 8 would be associated with worse emotional and behavioral outcomes. Therefore,
the objectives of this study were as follows: (1) to explore the association between leukocyte
TL at 4 years and emotional and behavioral problems at 8 years; (2) to explore the association
between leukocyte TL at 8 years and emotional and behavioral problems at 8 years; and
(3) to explore the association between the change between leukocyte TL at 4-8 years and
emotional and behavioral problems at 8 years.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Population

This study used data from the INfancia y Medio Ambiente (INMA) project (https:
/ /www.proyectoinma.org/), a multicenter population-based Spanish birth cohort study.
The INMA project includes mother—child pairs recruited from seven regions across Spain:
Ribera d’Ebre, Menorca, Granada, Valencia, Asturias, Gipuzkoa, and Sabadell. Enrollments
occurred during the first prenatal visit, specifically between gestational weeks 10 and 13,
at the primary public hospitals or health centers serving each area. To be included in this
study, mothers had to meet several eligibility criteria: they needed to reside in one of the
designated study regions, be aged 16 or older, be expecting a singleton pregnancy, not
be undergoing assisted reproductive treatment, plan to give birth at the local reference
hospital, and have no issues with communication [20].

For this analysis, we concentrated on data collected during the 4- and 8-year follow-up
visits. These time points correspond to standardized follow-up assessments in the INMA
cohort, during which extensive health, developmental, and emotional and behavioral data
were systematically collected. Blood samples were obtained at both time points, allowing
for TL determination under comparable conditions.

A total of 647 mother—child pairs from Asturias, Gipuzkoa, and Sabadell cohorts were
included, with data on leukocyte TL at 4 years and emotional and behavioral problems at
8 years. Additionally, 673 maternal—child dyads from Asturias, Gipuzkoa, and Valencia
cohorts were included, with data on leukocyte TL and emotional and behavioral problems
at 8 years. Lastly, 315 paired data from Asturias and Gipuzkoa with leukocyte TL measures
at both ages were also incorporated. A detailed overview of the sample composition and
data availability across cohorts is provided in the study flowchart (Figure 1).

All participants gave their informed consent upon enrollment in the INMA study.
The research study protocol received approval from the ethics committee of the Miguel
Herndndez University of Elche (DPC.ENM.01.20).

2.2. Study Variables
2.2.1. Telomere Length

Leukocyte TL data at 4 years were obtained for participants from the Asturias, Gipuzkoa,
and Sabadell cohorts, while 8-year data were available for the Asturias, Gipuzkoa, and Va-
lencia cohorts. TL was measured from the leukocyte fraction of blood samples collected
at the corresponding follow-up visits, using a modified fluorochrome-based quantitative
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polymerase chain reaction (qPCR) protocol [21]. Each sample was analyzed in triplicate using
a 7900HT real-time PCR system (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) with a 384-well
plate format. To evaluate the efficiency of the qPCR reactions for both the telomeric (T) and
single-copy gene (S) assays, a 6-point serial dilution was prepared from pooled DNA samples
(n = 12) in every run. The resulting amplification efficiencies were 107% for the T assay
(R? = 0.994-0.999) and 97% for the S assay (R? = 0.995-0.999). TL quantification was performed
using qBase software [22] (Biogazelle, Zwijnarde, Belgium), and results were expressed as
the ratio of telomere repeat copy number and single-copy gene quantity (T/S), standard-
ized against the average T/S value of the complete dataset. To assess the precision of the
measurement protocol, intraclass correlation coefficients (ICC) were computed for triplicate
readings of telomeric (T) values (ICC = 0.957; 95% CI: 0.954-0.96; p < 0.0001), single-copy
gene (S) values (ICC = 0.968; 95% CI: 0.965-0.97; p < 0.0001), and T/S ratios (ICC = 0.925;
95% CI: 0.918-0.93; p < 0.0001), using the ICC calculation code provided by the Telomere
Research Network [23]. Further details on TL measurement procedures, quality control, and
distribution by cohort are provided in the Supplementary Material.

Total children in the INMA Project

Gipuzkoa Cohort: n= 131
Sabadell Cohort: n=277

Gipuzkoa Cohort: n=221
Valencia Cohort: n=219

(n=2764)
Children with ‘
Telomere Length i i l
Data
4 years 8 years 4 and 8 years
(n=704) (n=694) (n=328)
Final Analysis:
Children with
Complete Data on
Confounding
Variables
(n = 647) (m=673) (n = 315)
Asturias Cohort: n= 239 Asturias Cohort: n= 233 Asturias Cohort: n= 193

Gipuzkoa Cohort: n=122

Figure 1. Flowchart of the study population from the INMA project.

For association analyses, leukocyte TL measurements were transformed into z-scores.
This transformation involved converting the telomere measurements to a distribution with
a mean equal to zero and a standard deviation of one [24].

2.2.2. Emotional and Behavioral Problems

Emotional and behavioral problems were assessed at age 8 using the Strengths and
Difficulties Questionnaire (SDQ) [25]. In this study, emotional and behavioral problems
were assessed using the Spanish parent-rated version of the SDQ, completed by the child’s
main caregiver. This version has been adapted and validated in Spain based on data
collected from both parents and teachers in a large sample of Spanish children (n = 595) [26].
The SDQ is a validated instrument intended for use with children aged 4 to 16 years.
It comprises 25 items rated on a 3-point Likert scale (0 = not true; 1 = somewhat true;
2 = certainly true). The tool evaluates five domains: emotional symptoms, peer relationship
problems, conduct issues, hyperactivity, and prosocial behavior. Scores from emotional
and peer problems subscales were combined to calculate the internalizing problems score
(range: 0-20 points), whereas the conduct problems and hyperactivity subscales were
combined to calculate the externalizing problems score (range: 0-20). A total difficulties
score (range: 0-40) was also calculated by summing the scores of all subscales except the
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prosocial behavior scale. Higher scores on the total and subscale scores indicate more
severe emotional and behavioral problems. The parent-reported version of the SDQ has
shown adequate psychometric properties, with a Cronbach’s alpha of 0.76 for the total
difficulties score and values ranging from 0.58 to 0.77 for individual subscales [26].

2.2.3. Covariates

To control for potential confounding factors, we also considered information on
sociodemographic and lifestyle variables that could be associated with TL and the de-
velopment of child emotional and behavioral problems, as previously described in the
literature [27-29]. Maternal variables collected during pregnancy interviews included age
(years), educational level (primary or lower and secondary or university), smoking during
pregnancy (yes or no), and preconception body mass index (BMI, kg/m?). Child-related
variables included sex (male or female), age (years), and BMI (kg/ m?), which were collected
during follow-up visits at 4 and 8 years of age.

2.3. Statistical Analysis

All statistical analyses were conducted using R software (version 4.4.1; R Foundation
for Statistical Computing). A two-sided significance threshold was set at 0.05. The dis-
tribution of continuous variables was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test with
Lilliefors correction.

Descriptive statistics were used to summarize maternal and child characteristics across
different follow-up periods, including pregnancy and visits at 4 and 8 years. Categorical
variables were summarized using absolute and relative frequencies (%), while continuous
variables not normally distributed were described by median and interquartile range (IQR).
To explore the association between leukocyte TL z-scores and emotional and behavioral
problems at different time points, zero-inflated negative binomial (ZINB) regression models
or negative binomial (NB) regression models were used, depending on the distribution
of the outcome variable [30]. The internalizing problems score, being a count variable
with an excess of zeros, was analyzed using a ZINB model to estimate adjusted odds
ratios (ORs) and incidence rate ratios (IRRs). For the externalizing problems score and the
total emotional and behavioral problems score, NB models were employed to calculate
IRRs. These estimates represent the change in risk of emotional and behavioral problems
associated with a one-unit increase in the TL z-score, expressed as either ORs or IRRs
depending on the model used.

Covariates associated with telomere length and emotional and behavioral problems in
bivariate analyses were selected and tested as potential confounders. Those that altered
the main association by 10% or more were retained in the final models. Considering that
biological aging may differ between boys and girls, we also tested for interaction between
the child’s sex and the main outcomes. Statistically significant interactions were found
between sex and telomere length at age 4 in relation to total emotional and behavioral
problems (p = 0.011), and between sex and TL ranking change from ages 4 to 8 in relation
to internalizing problems (p = 0.009). Consequently, we conducted stratified analyses
by sex. A full set of interaction p-values is presented in the Supplementary Material.
Cohort heterogeneity was assessed using the I? statistic. To derive pooled estimates, we
employed meta-analytic methods, applying fixed-effects models when heterogeneity was
low (I <50%) and switching to random-effects models in the presence of substantial
heterogeneity (12 > 50%).
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3. Results

Table 1 summarizes the socio-demographic and lifestyle characteristics of the mothers
and children across the three samples collected at various time points. Mother—child pairs
were relatively equally distributed across cohorts, except for Gipuzkoa participants, who
accounted for approximately two-thirds (61.3%) of the sample with complete data at both 4
and 8 years.

Table 1. Sociodemographic characteristics and lifestyles of mothers and children belonging to the

INMA project (Spain).
. Measures at4y Measures at 8 y Measures at Both4y and 8 y
Study Variables (n = 647) (1 = 673) (1 = 315)
Cohort, n (%)
Asturias 240 (37.1) 234 (34.8) 193 (61.3)
Gipuzkoa 131 (20.2) 220 (32.7) 122 (38.7)
Sabadell 277 (42.7) - -
Valencia - 219 (32.5) -

Mother characteristics
Age, median (IQR)
Educational Level, n (%)

31.0 (29.0-34.0)

31.0 (29.0-34.0)

32.0 (30.0-35.0)

Primary or less 120 (18.5) 122 (18.1) 47 (14.9)
Secondary 274 (42.3) 273 (40.6) 125 (39.7)
University 254 (39.2) 278 (41.3) 143 (45.4)

Preconcepn?ggm, median 22.9 (20.8-25.6) 22.7 (20.7-25.6) 22.8 (20.6-25.3)
Smoking during pregnancy, n
(%)
Yes 166 (25.6) 200 (29.7) 81 (25.7)
No 482 (74.4) 473 (70.3) 234 (74.3)
Children characteristics
Sex, n (%)
Males 331 (51.1) 347 (51.6) 163 (51.7)
Females 317 (48.9) 326 (48.4) 152 (48.3)

BMI at 4 years, median (IQR)
BMI at 8 years, median (IQR)

15.9 (15.2-16.9)
16.7 (15.4-18.5)

16.1 (15.3-17.2)

17.0 (15.7-18.8) 17.0 (15.7-18.9)

BMI, body mass index; IQR, interquartile range; y, years.

The median maternal age was 31-32 years, with over 80.0% of the mothers having
attained secondary or university education. The median preconceptional BMI ranged
from 22.7 to 22.9 kg/m?, and approximately three-quarters of the mothers abstained from
smoking during pregnancy. Slightly more than half of the children were male across the
three samples, with a median BMI of 16.7 kg/m? at 4 years and 17.0 kg/m? at 8 years.

Regarding the main variables, the median of leukocyte TL at 4 and 8 years (T/S ratio)
was 1.0 IQR = 0.9 to 1.2) and 1.0 (IQR = 0.8 to 1.1), respectively. The median difference in
leukocyte TL between 4 and 8 years was 0.03 (IQR = —0.07 to 0.15). At 8 years, emotional
and behavioral problems assessed using the SDQ showed a median internalizing problems
score of 3.0 (IQR = 1.0 to 5.0) and a median externalizing problems score of 5.0 (IQR = 3.0 to
8.0). The total emotional and behavioral difficulties score had a median of 8.0 (IQR = 5.0 to
12.0), with a maximum possible score of 40.

The results of the association between leukocyte TL z-scores and emotional and behav-
ioral problems (i.e., internalizing, externalizing, and total problems) in children from the
INMA study are displayed in Table 2. Overall, no statistically significant associations were
observed between leukocyte TL at 4 or 8 years, or TL ranking change from 4 to 8 years, and
emotional and behavioral outcomes at age 8. Stratified models by sex (Tables 3 and 4) also
showed no significant associations in either girls or boys, and no clear sex-specific trends were
identified. These findings suggest no consistent association between TL and emotional and
behavioral problems in childhood, regardless of the age of measurement or sex.
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Table 2. Association between leukocyte telomere length and emotional and behavioral problems (internalizing, externalizing, and global problems) in children of the

INMA Project (Spain).
Leukocyte Telomere Length
4 Years (n = 647) 2 8 Years (n = 673) P Change 4-8 Years (n = 315) ¢
Emotional and Behavioral Problems at 8 Years  Estimate (95% CI) p-Value 12 (%) Estimate (95% CI) p-Value 12 (%) Estimate (95% CI) p-Value 12 (%)
Internalizing problems #
Count (OR) 0.92 (0.54; 1.55) 0.753 34.1 0.72(0.29; 1.82) 0.418 0.0 0.34 (0.06; 2.10) 0.263 0.0
IRR 1.02 (0.95; 1.09) 0.635 30.3 1.01 (0.95; 1.08) 0.663 0.0 1.06 (0.94; 1.19) 0.315 38.6
Externalizing problems (IRR) 0.97 (0.92; 1.03) 0.317 374 1.03 (0.99; 1.09) 0.146 4.0 0.98 (0.87; 1.11) 0.784 49.1
Total score (IRR) 0.99 (0.94; 1.03) 0.582 48.2 1.03 (0.98; 1.08) 0.232 30.3 0.98 (0.87;1.11) 0.818 48.2

OR, odds ratio; IRR, incidence rate ratio. * Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking during pregnancy
(ves or no), preconceptional body mass index (continuous), and the change values in body mass index and age between 4 and 8 years (continuous). ® Models adjusted by mother’s
age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), child’s age
(continuous), and body mass index at 8 years (continuous). ¢ Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking
during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), the change values in body mass index and age between 4 and 8 years (continuous), and telomere length at
4 years (basal z-score).

Table 3. Association between leukocyte telomere length and emotional and behavioral problems (internalizing, externalizing, and global problems) in girls of the

INMA Project (Spain).
Leukocyte Telomere Length
4 Years (n = 317) 2 8 Years (n = 326) P Change 4-8 Years (n = 152)
Emotional and Behavioral Problems at 8 Years Estimate (95% CI) p-Value 12 (%) Estimate (95% CI) p-Value 2 (%) Estimate (95% CI) p-Value 2 (%)
Internalizing problems ?
Count (OR) 0.88 (0.47; 1.63) 0.679 45.8 1.64 (0.60; 4.45) 0.330 33.1 0.87 (0.25; 3.00) 0.826 0.0
IRR 0.90 (0.70; 1.16) 0.414 82.0 1.08 (0.98; 1.19) 0.113 326 0.98 (0.84; 1.16) 0.880 47.0
Externalizing problems (IRR) 0.93 (0.86; 1.01) 0.093 38.0 1.05 (0.94; 1.20) 0.324 63.5 0.96 (0.84; 1.10) 0.565 434
Total score (IRR) 0.91 (0.78; 1.07) 0.261 783 1.07 (0.95; 1.21) 0.289 67.5 0.97 (0.80; 1.16) 0.720 63.7

OR, odds ratio; IRR, incidence rate ratio. * Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking during pregnancy
(yes or no), preconceptional body mass index (continuous), and the change values in body mass index and age between 4 and 8 years (continuous). ® Models adjusted by mother’s
age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), child’s age
(continuous), and body mass index at 8 years (continuous). < Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking
during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), the change values in body mass index and age between 4 and 8 years (continuous), and telomere length at
4 years (basal z-score).
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Table 4. Association between leukocyte telomere length and emotional and behavioral problems (internalizing, externalizing, and global problems) in boys of the

INMA Project (Spain).
Leukocyte Telomere Length
4 Years (n = 330) 2 8 Years (n = 347) P Change 4-8 Years (n =163) ¢
Emotional and Behavioral Problems at 8 Years  Estimate (95% CI) p-Value 12 (%) Estimate (95% CI) p-Value 12 (%) Estimate (95% CI) p-Value 12 (%)
Internalizing problems #
Count (OR) 1.15(0.73; 1.78) 0.541 0.0 0.85(0.47; 1.52) 0.586 0.0 1.00 (0.48; 2.10) 0.999 0.0
IRR 1.01 (0.98; 1.20) 0.100 0.0 0.96 (0.88; 1.05) 0.416 0.0 1.10 (0.94; 1.31) 0.230 0.0
Externalizing problems (IRR) 1.04 (0.97;1.11) 0.258 0.0 1.02 (0.96; 1.09) 0.444 0.0 1.01 (0.90; 1.14) 0.817 0.0
Total score (IRR) 1.06 (0.99; 1.13) 0.079 0.0 1.00 (0.94; 1.06) 0.936 0.0 1.05(0.93; 1.17) 0.428 0.0

OR, odds ratio; IRR, incidence rate ratio. * Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking during pregnancy
(ves or no), preconceptional body mass index (continuous), and the change values in body mass index and age between 4 and 8 years (continuous). ® Models adjusted by mother’s
age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), child’s age
(continuous), and body mass index at 8 years (continuous). ¢ Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less and secondary or university), smoking
during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), the change values in body mass index and age between 4 and 8 years (continuous), and telomere length at
4 years (basal z-score).



Children 2025, 12, 875

9of 14

4. Discussion

The present study explored the potential influence of leukocyte TL on emotional and
behavioral symptoms at different time points during childhood, using data from a Spanish
population-based birth cohort. No significant associations were found between TL and
internalizing or externalizing problems in children.

The potential association between TL and increased risk of emotional and behavioral
difficulties in childhood has been examined in other cohort studies, such as the study by
Robinson and colleagues (2023) [16]. Using data from the European population-based
HELIX exposome cohort, which included children from the INMA-Sabadell cohort, this
study reported a significant association between a shorter TL and poorer externalizing
behaviors in children at 6-11 years. The discrepancies between the findings from our
study and those from HELIX may be partially explained by methodological differences.
Notably, HELIX included a larger sample size (1159 children versus 673 in our study), likely
providing greater statistical power to detect associations between TL and emotional and
behavioral problems. Moreover, the two studies used different tools to measure emotional
and behavioral problems: the Helix study employed the Child Behavior Checklist (CBCL),
whereas the present study used the Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ). These
tools assess different dimensions of emotional and behavioral functioning, which may
partially explain discrepancies in results. Additionally, while the Helix study examined
the association between TL and emotional and behavioral problems cross-sectionally at a
single point (611 years), the present study adopted a longitudinal approach, including
assessments at multiple time points (4 and 8 years) and analyzing changes in TL over time.
This broader perspective offers unique insights but may also introduce complexities that
could impact the detection of significant associations.

Similarly, a study conducted with a Bucharest cohort (n = 195) reported significant
associations between shorter TL and higher scores of internalizing problems at 8-10 years,
as well as shorter TL and greater scores in general psychopathology at 10-12 years [15].
This study used different methods to collect the key variables: TL was measured using
buccal DNA, in contrast to blood DNA in this present study, and children’s risk of psy-
chopathology was reported by teachers at 8-10 years and by both teachers and caregivers
at 10-12 years using the MacArthur Health and Behavior Questionnaire. Furthermore, this
study employed a longitudinal path analysis to examine the directionality of the association
between TL and childhood risk of psychopathology, finding evidence of a bidirectional rela-
tionship. Specifically, shorter TL was associated with increased reporting of psychological
symptoms, while internalizing problems at 8-10 years predicted shorter TL at 12-14 years.
In contrast, the present study focused exclusively on TL as an exposure variable, examining
its potential impact on emotional and behavioral problems over time, without assessing the
reverse relationship. These findings suggest that while shorter TL may act as a biomarker
for psychopathological symptoms, such symptoms may also contribute to accelerated TL
shortening over time, potentially reflecting accumulative stress or adversity experienced
during childhood.

Building on this bidirectional perspective, two additional studies have supported
the potential impact of psychopathology on TL shortening in childhood. Kroenke and
colleagues found an inverse association between internalizing problems and buccal TL
in general population children aged 6-7 years from a San Francisco cohort [14]. Unlike
the present study, this investigation examined the association inversely and had a smaller
sample size (n = 78). It also used a different tool (MacArthur Health and Behavior Ques-
tionnaire) to assess psychopathological symptoms. Similarly, another study showed that
children with oppositional defiant disorder at ages 3, 4, and 5 had shorter telomeres at ages
4 and 5 compared to children without this condition [17]. Together, these findings suggest



Children 2025, 12, 875

10 of 14

a relationship between psychopathology and TL shortening. One proposed hypothesis
is that biological processes associated with psychopathology, such as inflammation, ox-
idative stress, and dysregulated neuroendocrine functioning, may contribute to telomere
erosion [31].

Evidence from adult populations consistently showed an association between psy-
chopathology and shorter TL in cross-sectional studies, particularly with internalizing
disorders such as depression [11,13]. However, the directionality of this association remains
unclear. Mixed evidence exists, with some prospective research showing that psychiatric
disorders may predict telomere shortening, while other studies indicate that short telom-
eres may predispose adults to psychopathology [12,32]. In the present study, we were
unable to investigate the reverse association, as data on psychopathology prior to telomere
measurements were not available.

Another plausible explanation for the lack of significant associations observed in our
study could be related to the sample characteristics and limitations in statistical power.
Specifically, the low prevalence of internalizing and externalizing problems at age 8 limited
the number of cases available for analysis, thereby reducing the power to detect meaningful
associations. In addition, TL measurements at both 4 and 8 years showed minimal vari-
ability. This restricted range may have further constrained our ability to detect significant
associations, even if they exist. Moreover, it is important to consider that TL was measured
at a relatively early developmental stage (age 4), for which limited comparative data exist.
Telomere dynamics and their association with psychosocial exposures may manifest dif-
ferently across developmental periods, and associations may be more evident later in life,
when stress-related biological changes have accumulated. This may also contribute to the
divergence between our findings and those of studies involving older populations.

Building on this consideration, the average scores reported on the SDQ scales suggest
that the children included in our sample presented generally low levels of emotional and
behavioral difficulties, consistent with a community-based cohort rather than a clinical
population. This characteristic may have limited the variability in outcome measures and
reduced the likelihood of detecting significant associations with TL. Nevertheless, this
feature also strengthens the contribution of our findings to the existing literature, as most
previous research linking telomere length and psychopathology has been conducted in
clinical samples. By focusing on a non-clinical population, our study offers complementary
evidence on the potential utility of TL as a biomarker across the spectrum of emotional and
behavioral functioning in childhood.

This study presents several limitations that should be acknowledged. First, the mea-
surement of TL was based on a qPCR protocol applied to blood samples. Although this
method is widely used due to its cost-effectiveness and speed, it provides an average
measurement across all samples and may be subject to measurement error. Second, while
the regression models were adjusted for potential confounding variables, some degree of
residual or unknown confounding may still be present. Third, the absence of significant
associations in our study may also reflect limitations in measurement sensitivity or in the
theoretical framework linking TL to child psychopathology. Although the SDQ is a widely
used and validated screening tool, it may not capture subtle emotional and behavioral
profiles that could be biologically linked to telomere dynamics. Likewise, the biological
embedding of psychosocial stress through telomere attrition may be more complex and
influenced by cumulative exposures, genetic susceptibility, or environmental buffering,
which may not be detectable in mid-childhood alone. Future research should explore
alternative explanatory pathways and consider combining telomere measures with other
biomarkers and more specific assessments of child psychopathology.
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Despite these limitations, this study also has notable strengths. It was conducted
within the context of the INMA population-based cohort, which collected detailed and lon-
gitudinal information on numerous covariates from pregnancy through childhood, thereby
reducing the risk of recall and selection bias. Moreover, the availability of TL measurements
at two time points (ages 4 and 8) enabled a longitudinal approach to explore potential asso-
ciations with emotional and behavioral symptoms. While these methodological features
strengthen this study’s design, they do not necessarily ensure the detection of significant
associations. Therefore, the findings should be interpreted with caution and considered
exploratory in nature.

5. Conclusions

No significant associations were found between leukocyte TL at ages 4 and 8, or
changes in TL over this period, and emotional and behavioral outcomes at age 8. While TL
has been proposed as a psychobiomarker of chronic stress and early adversity, our findings
suggest that its association with emotional and behavioral problems during childhood may
be limited or context dependent. Further longitudinal research is needed to better under-
stand the role of TL in child development, ideally extending follow-up into adolescence or
early adulthood, using more sensitive and dimensional assessments of psychopathology,
and integrating additional biological and environmental indicators of chronic stress.
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The following abbreviations are used in this manuscript:
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INMA INfancia y Medio Ambiente (Childhood and Environment)
qPCR  quantitative polymerase chain reaction

T telomere

S single-copy gene

T/S ratio of telomere copy number to the number of single-copy genes
ICC intraclass correlation coefficients

SDQ Strengths and Difficulties Questionnaire
BMI body mass index
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IQR interquartile range
ZINB zero-inflated negative binomial

NB negative binomial
OR odds ratio

IRR incidence rate ratios
y years

CBCL  Child Behavior Checklist
DNA deoxyribonucleic acid
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Supplementary Material
Section S1. Telomere Length Measurement

Methods S1. Average relative telomere length measurement using qPCR.

Average relative telomere length was measured using a modified qPCR protocol in
accordance with Cawthon et al.1 that was reported by Martens and colleagues?2. Firstly,
DNA quantity and purity was assessed using a Nanodrop 1000 spectrophotometer (Isogen,
Life Science, Belgium) considering the DNA pure when the A260/280 was greater than 1.80
and A260/230 greater than 2.0. DNA integrity was assessed by agarose gel-electrophoresis.
To ensure a uniform DNA input of 5 ng for each gPCR reaction, samples were diluted and
checked using the Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Life Technologies, Europe). The
samples Allsamples were measured in triplicate using a 7900HT Fast RealTime PCR System
(Applied Biosystems) in a 384-well format. The reaction mixture used to assess telomeres
contained 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix (Qiagen, Inc., Venlo, the
Netherlands), 2 mM dithiothreitol (DTT), 300 nM telg primer
(ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTIGGGTTTGGGT TAGTGT) and 900 nM telc primer
(TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA). The applied cycling conditions
were: 1 cycle at 95°C for 10 min, 2 cycles at 94°C for 15 sec and 49°C for 2 min, and 30
cycles at 94°C for 15 sec, 62°C for 20 sec, and 74°C for 1 min and 40 sec. The single-copy
gene (human B globin) gPCR mixture contained 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix,
400 nM HBG1 primer (GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC) and 400 nM HBG2 primer
(CACCAACTTCATCCACGTTCACC). The single-copy gene used in Sabadell samples at 8
years was different and contained 1x QuantiTect SYBR Green PCR master mix, 300 nM
36B4u primer (CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC) and 500 nM 36B4d primer
(CCCATTCTATCATCAACGG GTACAA)3. The same cycling conditions were used: 1 cycle at
95°C for 10 min, 40 cycles at 95°C for 15 sec, and 58°C for 1 min and 20 sec. After PCR
cycling individual gPCR curves and melt curves were visually inspected and when a run
error was observed the Cq value was removed from subsequent analysis. In addition, when
triplicate measures showed a deviation of more than 0.3 in Cq value these were removed
from subsequent analysis.

1. Cawthon, R.M. Telomere Length Measurement by a Novel Monochrome Multiplex
Quantitative PCR Method. Nucleic Acids Res 2009, 37, e21, doi:10.1093/nar/gkn1027.

2. Martens, D.S.; Van Der Stukken, C.; Derom, C.; Thiery, E.; Bijnens, E.M.; Nawrot, T.S.
Newborn Telomere Length Predicts Later Life Telomere Length: Tracking Telomere Length
from Birth to Child- and Adulthood. EBioMedicine 2021, 63, 103164,
doi:10.1016/j.ebiom.2020.103164.

3. Martens, D.S.; Janssen, B.G.; Bijnens, E.M.; Clemente, D.B.P.; Vineis, P.; Plusquin, M.;
Nawrot, T.S. Association of Parental Socioeconomic Status and Newborn Telomere
Length. JAMA Netw. Open 2020, 3, e204057, doi:10.1001/jamanetworkopen.2020.4057.



Section S2. Telomere Length Distribution

Figure S1. Distribution of leukocyte telomere length (T/S) in children at 4 years.
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Figure S2. Distribution of leukocyte telomere length (T/S) by cohort in children at 4 years.
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Figure S3. Distribution of z-score leukocyte telomere length (T/S) in children at 4 years.
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Figure $4. Distribution of z-score leukocyte telomere length (T/S) by cohort in children at 4
years.

cohorte = AST

80
I

EgUEnICY
4
[

o -
-2 -1 0 1 2 3 4
Z.rtin_4y
cohorte = GIP
. 2
o
f o
=] =T
o
s
- o
-2 -1 0 1 2 3 &
Z.rtin_dy
cohorte = SAB
== 8 N
2 -
: 2 -
2 -
. o




Figure S5. Distribution of leukocyte telomere length (T/S) in children at 8 years.
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Figure S6. Distribution of leukocyte telomere length (T/S) by cohort in children at 8 years.
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Figure S7. Distribution of z-score leukocyte telomere length (T/S) in children at 8 years.
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Figure S$8. Distribution of z-score leukocyte telomere length (T/S) by cohort in children at 8
years.
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Figure S9. Distribution of leukocyte telomere length ranking change between 4 and 8 years.
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Figure $10. Distribution of leukocyte telomere length ranking change between 4 and 8 years
by cohort
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Figure $11. Distribution of z-score leukocyte telomere length ranking change between 4

and 8 years.
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Figure $12. Distribution of z-score leukocyte telomere length ranking change between 4
and 8 years by cohort
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Section S3. Correlation Between Telomere Length at 4 and 8 Years

Figure S13. Correlation between leukocyte telomere length at 4 and 8 years.
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Section $4. Interaction with Child’s Sex

P-values are shown for both count and rate components (OR and IRR) from ZINB/NB
models. Models adjusted as detailed in footnotes.

Table $1. Interaction between telomere length and child’s sex in relation to
psychoemotional problems (internalizing, externalizing, and total score).

Sex

TL at 4 years?
Internalizing problems

Count (OR) 0.712

IRR 0.203
Externalizing problems 0.608
Total score 0.011
Tl at 8 years®
Internalizing problems

Count (OR) 0.266

IRR 0.080
Externalizing problems 0.180
Total score 0.061
TL ranking change from 4 to 8 years®
Internalizing problems

Count (OR) 0.978

IRR 0.009
Externalizing problems 0.156
Total score 0.201

2 Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less, secondary or university), smoking
during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), child’s sex (female or male) and the change
values in body mass index and age between 4 to 8 years (continuous).

b Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less, secondary or university), smoking
during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), child’s sex (female or male), age
(continuous) and body mass index at 8 years (continuous).

€ Models adjusted by mother’s age (continuous), educational level (primary or less, secondary or university), smoking
during pregnancy (yes or no), preconceptional body mass index (continuous), child’s sex (female or male) and the change
values in body mass index and age between 4 to 8 years (continuous) and telomere length at 4 years (basal z-score).
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Abstract

Objective: To explore the association between telomere length (TL) and attention deficit hyperactivity disorder (ADHD)
symptoms in children at 6—12years. Method: Data from 1,759 children belonging to the HELIX project cohorts and the
Asturias, Gipuzkoa and Valencia cohorts of INMA project were included. TL was determined by blood sample using a
PCR protocol. ADHD symptoms were described by parents using the Conners’ Parent Rating Scale-Revised: Short Form.
Multiple negative binomial regression models adjusted for potential confounders were used to estimate associations.
Results: Overall estimates showed no associations between TL and ADHD symptoms. However, we observed that a
longer TL was significantly associated with a lower risk of presenting hyperactivity symptoms in children belonging to
the HELIX project (IRR=0.93, 95% CI [0.87, 0.99]; p=.022). Conclusion: While our study did not find a consistent
association between TL and ADHD symptoms across all cohorts, the significant association found within the HELIX
cohort suggests that longer TL may be linked to a lower risk of hyperactivity symptoms. Further research is needed to
explore this association in more detail. (J. of Att. Dis. 2025; 29(6) 474-485)

Keywords
telomere length, attention deficit-hyperactivity disorder, neurodevelopment, children

2012). However, it is important to note that the rate of telo-
mere loss is not solely determined by the rate of mitotic repli-
cation. It has been observed that other factors, such exposure
to oxidative and inflammatory stressors, can influence the rate
at which TL shortens, varying between individuals of the
same age. Thus, TL serves as a reflection of an individual’s
cumulative lifetime exposure to these stressors (Correia-Melo
et al., 2014; Njajou et al., 2009).

Introduction

Telomeres are nucleoprotein structures containing TTAGGG
sequences that protect the ends of chromosomes (Turner et al.,
2019). During the cell division process, telomeres become
shorter due to DNA polymerase’s inability to complete chro-
mosomal end replication (Blackburn et al., 2015). However,
when telomeres become critically short, the cell stops divid-
ing and renewing itself, entering a state known as cellular

senescence. The accumulation of senescent cells promotes the
ageing process of tissues and organisms. Consequently, TL
attrition is recognized as a biomarker of cellular ageing
(Lopez-Otin et al., 2013). Although TL shortening occurs
throughout an individual’s lifetime, research has shown that
this attrition is most pronounced during the first 20years of
life because of the high number of cell divisions (Aubert et al.,

Scientific literature on TL has focused more on
research on ageing-related diseases, cell regeneration, or
mortality (Wang et al., 2018). Studies in the adult popu-
lation have shown that shorter telomeres are related to
chronic pathologies such as cardiovascular diseases (De
Meyer et al., 2018), cancer (Wentzensen et al., 2011),
Alzheimer’s disease (Zhan et al., 2015), and psychiatric
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pathologies (Darrow et al., 2016). Besides assessing the
impact of TL shortening on the development of several
pathologies, some studies have evaluated the role of TL
on brain structure and function in healthy adults. A meta-
analysis showed that longer TL was beneficial for brain
structure (i.e., global brain and hippocampal volume)
and cognition (i.c., global cognition, attention/velocity
and executive functions) during ageing (Gampawar
et al., 2022). In addition, a recent longitudinal study sup-
ports the impact of TL on the brain, finding that shorter
TL was associated with smaller total brain volume, white
matter volume and subcortical brain structures (e.g.,
thalamus, hippocampus, accumbens, putamen, pallidum)
(Cao et al., 2023).

Nevertheless, limited research exists regarding the
potential link between TL and children’s neuropsycho-
logical development and health. To our knowledge, only
a few studies have shown associations between shorter
telomeres with oppositional defiant behaviours (Wojcicki
et al., 2015) and autism spectrum disorder (Lewis et al.,
2020; Li et al., 2014). Several studies have examined the
possible relationship between TL and symptoms of atten-
tion deficit hyperactivity disorder (ADHD), but the find-
ings have been inconsistent. Specifically, Costa et al.
(2015) found a negative correlation between symptoms of
hyperactivity and impulsivity and TL in children aged 6
to 16 with diagnosis of ADHD (Costa et al., 2015).
Additionally, another study showed a significant associa-
tion between shorter telomeres at 12 months and increased

ADHD symptoms at 2 years (Pham et al., 2022). However,
in contrast, a study conducted by Howell et al. (2022)
reported different results, establishing an association
between higher ADHD symptoms at 18 months and less
telomere erosion in children aged 4 to 18months.
Similarly, a study involving young adults with ADHD
diagnosis found a link between hyperactive-impulsive
symptoms and longer telomeres (Momany et al., 2021).

ADHD is characterized by inattention, impulsivity, and
hyperactivity symptoms that persist over time and nega-
tively impact social, academic, and occupational function-
ing (Doernberg & Hollander, 2016). It is considered the
most prevalent neurodevelopmental disorder, affecting
approximately 7.6% of children worldwide (Salari et al.,
2023). These symptoms contribute to a deterioration in the
quality of life for both children and their families (Wanni
Arachchige Dona et al., 2023).

Considering the potential role of TL in brain develop-
ment, further research on the association between TL and
neurodevelopment is clearly needed. TL has been sug-
gested to have potential implications for neurodevelop-
mental disorders such as ADHD, particularly during
childhood. Since TL highly decreases during this first stage
of life, the variability in the rate of TL attrition could be
associated with the development of ADHD and could
potentially have long-term detrimental effects on later
child health. Therefore, the main objective of this study
was to examine the association between leukocyte TL and
ADHD symptoms in children aged 6 to 12 years.
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Methods
Study Design and Population

This cross-sectional study used data from the Human Early-
Life Exposome Project (HELIX Project, http://www.pro-
jecthelix.eu/), which included six European birth cohorts:
BiB (Born in Bradford, United Kingdom); EDEN (Etude
des Déterminants pré et postnatals du développement et de
la sant¢ de I’Enfant, France); KANC (Kaunas cohort,
Lithuania); MoBa (The Norwegian Mother, Father, and
Child Cohort study, Norway); Rhea (The Mother-Child
Cohort in Crete, Greece) and INMA-Sabadell cohort
(Infancia y Medio Ambiente Project, Spain). Participants
from HELIX Project were selected from these larger
cohorts, ensuring a representative sample of approximately
200 mother-child pairs from each of the six cohorts (Vrijheid
et al.,, 2014). Additionally, we included data from the
Asturias, Gipuzkoa, and Valencia cohorts of the INMA
Project (https://www.proyectoinma.org/) (Guxens et al.,
2012). All birth cohorts collected information on different
exposure factors and lifestyles during pregnancy and child-
hood to assess their impact on the health of children and
adolescents.

The present study encompassed a final sample of 1,759
mother—child pair who provided complete information on
the main study variables (leukocyte TL and ADHD symp-
toms) and potential confounders. The investigation had the
approval of the institutional ethics committee involved in
the study, and all families from the different cohorts gave
their consent to participate.

Main Variables

Leukocyte telomere length: Leukocyte TL is widely used in
epidemiological studies as an indicator of TL in other parts
of the body. It generally correlates with TL in most tissues of
the organism (Demanelis et al., 2020), making it a suitable
proxy for TL measurement. Leukocyte TL was determined
by collecting a blood sample from participants aged 6 to
12years. The mean age of children across most cohorts
ranged between 7 and 9years. However, children from the
KANC and RHEA cohorts were younger, with a mean age of
6years, while those in the EDEN cohort were the oldest,
averaging 11 years. A modified fluorochrome-based quanti-
tative polymerase chain reaction (qPCR) protocol, as
described by Cawthon (2009), was used for TL determina-
tion. Measurements were performed in triplicate on a
7900HT real-time PCR system (Applied Biosystems) in
384-well format. In each cycle, a serial dilution of six DNA
spots was run to assess PCR efficiency, and eight system
calibrations were performed to control for variability. TL
was measured using qBase software (Biogazelle, Zwijnarde,
Belgium) and expressed as the ratio of telomere copy

number to the number of single copy genes (T/S) relative to
the average T/S of the set of all samples. In HELIX project
cohorts (BiB, EDEN, KANC, MoBa, Rhea and INMA-
Sabadell), a single-copy gene was used, which contained 1x
QuantiTect SYBR Green PCR master mix, 300nM 36B4u
primer (CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC), and
500nM 36B4d primer (CCCATTCTATCATCAACGGG-
TACAA). However, in INMA-Asturias, INMA-Gipuzkoa
and INMA-Valencia cohorts, a different single-copy gene
was used, with a qPCR mixture containing 1X QuantiTect
SYBR Green PCR master mix, 400nM HBGI primer
(GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC), and 400nM
HBG2 primer (CACCAACTTCATCCACGTTCACC)
(Martens et al., 2020).

For the association analyses, telomere measurements
were transformed to z-scores. This transformation involved
converting the telomere measurements to a distribution
with a mean equal to zero and a standard deviation of one.
The purpose of this transformation was to express regres-
sion coefficients in standard deviations (SD), enabling
direct comparability with the results obtained from other
studies (Verhulst, 2020).

ADHD symptoms: ADHD symptoms were assessed at the
same visit when the blood sample was collected for TL deter-
mination. Parents completed the Conners’ Parent Rating
Scale—Revised: Short Form (CPRS-R:S, Conners, 1997).
The questionnaire is specifically designed for children and
adolescents aged 3 to 17years and asks parents to rate the
extent to which each of the 27 symptoms has been a problem
for their child during the past month. Each item on scale can
be rated on a 4-point scale, with the following ratings:
O=never or rarely, 1 =sometimes, 2 =frequently, and 3=very
often. The CPRS-R aims to assess problem behavior in chil-
dren by providing scores for three subscales: Oppositional
behavior, Cognitive problems/Inattention, and Hyperactivity.
Additionally, it includes an ADHD global index, which
reflects the overall severity of ADHD symptoms. The scores
obtained for the subscales range from 0 to 18, with higher
scores indicating increased ADHD symptoms. The ADHD
global index scores range from 0 to 36, providing an assess-
ment of the overall severity of ADHD symptoms.

Covariates

We selected sociodemographic and lifestyle variables of
mothers and children that previous studies have associated
with TL shortening and ADHD symptoms (Gorenjak et al.,
2020; Vazquez-Gonzalez et al., 2023). Also, we considered
confounding variables that were included in previous studies
on TL and ADHD (Costa et al., 2015; Howell et al., 2022;
Pham et al., 2022; Rentscher et al., 2020). Regarding the char-
acteristics of the mothers, we collected information on their
cohort of origin, age (years), educational level (low, medium,
or high), pre-pregnancy body mass index (BMI, kg/m?) and
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Table |I. Sociodemographic Characteristics and Lifestyles of Mothers and Children Belonging to the HELIX and INMA Projects
(n=1,759).
HELIX’s sample? INMA'’s sample®
Study characteristics All (n=1,759) (n=1,086) (n=673) p-Value®
Mother’s characteristics
Age (years), median (IQR) 31.0 (28.0-34.0) 31.0 (27.2-34.0) 31.0 (29.0-34.0) .040
Educational level, n (%)
Low 275 (15.6) 153 (14.1) 122 (18.1) <.001
Medium 660 (37.5) 387 (35.6) 273 (40.6)
High 824 (46.8) 546 (50.3) 278 (41.3)
Pre-pregnancy BMI (kg/m?), median (IQR) 23.4 (21.1-26.6) 23.9 (21.3-27.1) 22.6 (20.7-25.6) <.001
Active smoking during pregnancy, n (%)
No 1396 (79.4) 923 (85.0) 473 (70.3) <.001
Yes 363 (20.6) 163 (15.0) 200 (29.7)
Child’s characteristics
Sex, n (%)
Female 815 (46.3) 489 (45.0) 326 (48.4) 169
Male 944 (53.7) 597 (55.0) 347 (51.6)
Age at clinical assessment (years), median (IQR) 7.8 (7.0-8.4) 8.0 (6.0-9.0) 7.7 (7.6-8.1) .006
BMI (kg/m?), median (IQR) 16.5 (15.3-18.3) 16.3 (15.1-17.9) 17.0 (15.7-18.8) <.001
Season blood drawn, n (%)
Winter 494 (28.1) 323 (29.7) 171 (25.4) 215
Spring 440 (25.0) 259 (23.8) 181 (26.9)
Summer 381 (21.7) 233 (21.4) 148 (22.0)
Autumn 444 (25.2) 271 (24.9) 173 (25.7)

Note. IQR =interquartile range; BMI=body mass index.

2HELIX cohorts: BiB (United Kingdom), EDEN (France), KANC (Lithuania), MoBa (Norway), Rhea (Greece), and Sabadell (Spain).

®INMA cohorts: Asturias, Gipuzkoa and Valencia (Spain).

“The Chi-square test or Fisher’s Exact test was used for categorical variables and Mann—Whitney U test for continuous nonparametric variables.

active smoking during pregnancy (yes or no). For children, we
included data on their age at clinical examination (years), the
date of the blood sample extraction for telomere determina-
tion (DD/MM/AA), which was subsequently recategorised in
seasons (spring, summer, autumn, or winter), sex (male or
female), and BMI (kg/m?).

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using R software
version 4.3.1 (R Foundation for Statistical Computing). A
statistical significance level was established at 0.05 and all
contrasts were bilateral. Normal distribution of continuous
variables was checked by using the Kolmogorov—Smirnov
test with Lilliefors correction.

Socio-demographic characteristics and lifestyles of
mothers and their children were described using frequen-
cies and percentages for categorical variables, and median
and interquartile range (IQR) for continuous variables. To
compare the participants in each sample (HELIX project:
BiB, EDEN, KANC, MoBa, Rhea, and INMA-Sabadell
cohorts; Asturias, Gipuzkoa, and Valencia cohorts for the
INMA project), we used the Chi-square test or Fisher Exact
test for qualitative variables and Mann-Whitney U test for
quantitative variables.

To explore the association between TL and ADHD symp-
toms, we performed multiple negative binomial regression
models that provided incidence rate ratio (IRR) as an outcome
measure. Initially, we conducted separate analyses for each
cohort, including the HELIX and INMA Asturias, Gipuzkoa,
and Valencia cohorts. Following these individual analyses, we
combined the results using meta-analytic techniques. Models
were adjusted for covariates with a p-value<<0.2 in the
descriptive analysis and that changed the magnitude of the
main effect by =10%. Heterogeneity between cohorts was
quantified using the P statistic, and pooled estimates were
derived under the hypothesis of fixed-effect model (2 < 50%)
or random-effect model (22 > 50%), depending on the detected
heterogeneity. Finally, we conducted two models of analysis:
(1) a basic model adjusted for children’s age at examination
and sex; and (2) a main model that included, in addition to the
above, maternal adjustment variables such as age, educational
level, active smoking during pregnancy, and pre-pregnancy
BMI, and children’s BMI.

Results

Sociodemographic and lifestyle characteristics of the
included participants are presented in Table 1. Among the
1,759 participants, the mothers had a median age of
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Table 2. Association Between TL (z-Score) and ADHD Symptoms in Children Aged 6 to 12 Years From the HELIX and INMA

Projects (n=1,759).

All participants (n=1,759)

HELIX’s participants® (n=1,086)

INMA’s participants® (n=673)

ADHD Symptoms  IRR (95% CI)¢  p-Value > (%) IRR(95% Cl) p-Value I* (%) IRR (95% ClI) p-Value I (%)
CRSR-27
Oppositional
Basic model  0.99 [0.96, 1.04]  .839 0.6 097[093,1.02] .293 00 1.04[0.97, 1.12] 241 0.0
Main model  1.00 [0.96, 1.04]  .847 1.8 0.98[0.93,1.03] .490 0.0 1.05[0.97, 1.13] 177 0.0
Cognitive problems/inattention
Basic model  0.99 [0.94, 1.04] 710 10.3 0.98[0.92, 1.04] .521 21.3  1.00[0.93, 1.10] .820 10.8
Main model  1.00 [0.95, 1.05]  .939 6.8 0.99[0.93, 1.06] .867 170 1.01 [0.92, I.11] 774 17.2
Hyperactivity
Basic model  0.97 [0.90, 1.06]  .540 60.6 091 [0.85,0.97] .005 0.0 1.08 [0.95, 1.22] 247 58.0
Main model  0.98 [0.91, 1.06]  .667 553 0.93[0.87,0.99] .022 0.0 1.07[0.93, 1.22] 332 61.9
ADHD index
Basic model  0.99 [0.93, 1.06] .826 552 0.961[0.89, 1.04] .355 548 1.05[0.98, 1.12] 137 0.0
Main model  1.00 [0.95, 1.07]  .749 50.7 0.98[091, 1.06] .695 514 1.06[0.98, |.14] 144 19.3

Note. Basic models were adjusted by children’s age at examination (years) and sex (male or female). Main models were adjusted by mother’s age
(years), educational level (low, medium or high), active maternal smoking during pregnancy (yes or no), pre-pregnancy body mass index (continuous),
children’s age at examination (years), sex (male or female) and body mass index (continuous). TL=telomere length; ADHD =attention deficit/hyperac-
tivity disorder; IRR =incidence rate ratio, Cl=confidence interval; CRSR = Conner’s rating scale-revised.

2HELIX cohorts: BiB (United Kingdom), EDEN (France), KANC (Lithuania), MoBa (Norway), Rhea (Greece), and Sabadell (Spain).

°INMA cohorts: Asturias, Gipuzkoa and Valencia (Spain).
°IRR is expressed for a |-unit increment in Z-Score TL.

31.0years (IQR=28.0-34.0). Over 80.0% of these mothers
had a medium to high level of education. Their median pre-
conception body mass index (BMI) was 23.4kg/m?
(IQR=21.1-26.6), and 20.9% of them reported smoking
during pregnancy. We observed differences in these char-
acteristics between the participants from the HELIX proj-
ect and the INMA-Asturias, Gipuzkoa, and Valencia
cohorts. Specifically, a higher percentage of mothers from
the HELIX project had a high level of education compared
to those from the INMA sample (50.3% vs. 41.3%).
Additionally, mothers from the HELIX project had a higher
median preconception BMI (23.9 vs. 22.6kg/m?).
Conversely, a higher percentage of mothers from the INMA
sample reported smoking during pregnancy (29.7% vs.
15.0%). Regarding the children, slightly more than half of
them were boys, with a median age of 7.8 years (IQR=7.0—
8.4). Their median BMI was 16.5 kg/m? (IQR=15.3-18.3),
and approximately 53.2% of blood samples were collected
during the autumn and winter months. Children from the
HELIX sample had a modestly higher median age (8.0 vs.
7.7years) and a lower BMI (16.3 vs. 17.0kg/m?) when
comparing to those from the INMA sample.

Table 2 displays the outcomes regarding the associa-
tion between TL z-scores and ADHD symptoms among
children aged 6 to 12 years. Overall estimates (n=1,759)
did not show significant associations. However, when
analysing the results separately for both samples (HELIX
project cohorts and INMA Asturias, Gipuzkoa and

Valencia cohorts), we observed differences in the esti-
mates. The results of the main models showed a possible
association between a longer TL and a lower risk of
hyperactivity symptomatology (IRR=0.93; 95% CI
[0.87, 0.99]; p=.022) in the children of the HELIX proj-
ect cohorts (n=1,086). However, no associations were
observed in the children of the INMA project (n=673).

The results of the association between TL and hyperac-
tivity symptoms for each cohort are graphically represented
in Figure 1. With the exception of the MoBa cohort, the
HELIX cohorts showed a positive association between lon-
ger TL and a lower risk of hyperactivity symptoms. This
association was stronger and with more precise intervals
for the KANC-Lithuania (IRR=0.58; 95% CI [0.29, 1.14];
p=.117), Rhea-Greece (IRR=0.57; 95% CI [0.28, 1.17];
p=.129) and INMA Sabadell-Spain (IRR=0.47; 95% CI
[0.18, 1.18]; p=.109) cohorts. However, the results of the
INMA-Gipuzkoa and Valencia, as well as the overall
INMA cohorts, showed an inverse association between
longer TL and higher risk of hyperactivity, although these
associations were not statistically significant. As displayed,
overall estimates from all cohorts showed an inconclusive
association.

Discussion

The present study explored the association between TL and
ADHD symptoms in a multi-cohort study of European
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Figure |. Cohort estimates (effects expressed with 95% confidence intervals and for a |-unit increase in the Z-score TL) of the
association between TL and subscale hyperactivity symptoms in children aged 6—12years in the HELIX and INMA projects.

children aged 6 to 12years. In the overall population, no
significant association was observed. However, when con-
ducting a stratified population analysis, an association
between longer TL and fewer hyperactivity symptoms was
observed among participants from the HELIX project,
mainly driven by the KANC (Lithuania), Rhea (Greece)
and INMA-Sabadell (Spain) cohorts.

The existing evidence on the association between TL
and ADHD symptoms in childhood has yielded inconsis-
tent findings. Two previous studies reported significant
associations between shorter telomeres and ADHD symp-
toms, aligning with our initial hypothesis. However, direct
comparisons between these studies and ours are not pos-
sible due to methodological differences. For instance, the
study by Costa et al. (2015) focused on children diagnosed
with ADHD rather than children from the general popula-
tion sample, as in our case. Moreover, their analysis was
based on correlating the hyperactive-impulsive dimension
of ADHD with TL (»=-0.339, p=.008) in Brazilian chil-
dren aged 6 to 16years, rather than employing a multiple
adjusted association analysis, which could account for
potential confounding variables. An Australian birth
cohort study (n=676) observed that TL at 12 months was
inversely associated with Attention Problems (f=-0.56;
p=.05) and the Attention Deficit/Hyperactivity Problems
(B=-0.66; p=.004) at 2years (Pham et al.,, 2022).
However, this study examined the association between TL
at 1-year-old infants and later development of ADHD
symptoms measured at 2years old, while in our study,

both variables were measured concurrently. Other studies
have reported contrasting results, showing an association
between longer telomeres and ADHD symptoms in tod-
dlers (Howell et al., 2022) and young adults (Momany
et al., 2021). However, these studies differ significantly
from ours, as TL was measured from a buccal saliva sam-
ple rather than a blood sample.

One possible explanation for the absence of global asso-
ciation between telomeres and ADHD symptoms in our
study may be attributed to our dataset, which primarily con-
sisted of healthy children with minimal variability in ADHD
symptoms. In fact, only approximately 10.0% of the chil-
dren in our sample exhibited problematic scores indicative
of symptoms compatible with ADHD (scores above the
80th percentile). We observed the highest percentages of the
presence of problematic ADHD symptomatology in the
children of the KANC (15.4%) and INMA-Sabadell
(13.8%) cohorts, which coincides with the statistically sig-
nificant associations. This limited variability in ADHD
symptom presentation across the sample may have influ-
enced our ability to detect significant associations.

Most studies exploring neurocognitive outcomes and TL
have focused on adults, where known differences in brain
ageing among healthy individuals of the same age exist.
Some individuals may experience a more pronounced
decline in cognitive functions and brain volume as they age
(Cole et al., 2019). Consequently, associations between
shorter telomeres and this decline in brain functions and
structures are more likely to be observed in adults, given the
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greater inter-individual variability at older ages (Cao et al.,
2023; Gampawar et al., 2022). This research highlights the
variability in cognitive decline and brain volume among
healthy adults, underscoring the importance of understand-
ing how TL dynamics may contribute to individual differ-
ences in neurocognitive ageing.

For their part, several neuroimaging studies have
revealed structural alterations, such as an overall brain
volume reduction of 2.5%, alongside functional and neu-
rochemical brain differences in individuals diagnosed
with ADHD (Baroni & Castellanos, 2015; Doernberg &
Hollander, 2016; Véazquez-Gonzalez et al., 2023). These
structural and functional changes may reflect underlying
neurobiological processes influenced by neuroinflamma-
tion, a hallmark feature of several neurodevelopmental
disorders. Neuroinflammation plays an important role in
the development of disorders such as ADHD, involving
different mechanisms such as glial cell activation,
increased oxidative stress, loss of neuronal function and
neurodevelopmental changes (Alvarez-Arellano et al.,
2020; Corona, 2020).

Considering these factors, our initial hypothesis was for-
mulated based on the idea that the activation of neuroin-
flammatory processes could trigger the active proliferation
of leukocytes and cause telomere shortening (Scarabino
et al.,, 2020; Zhang et al., 2016). However, as discussed
above, we did not find consistent evidence of this associa-
tion in our sample of children, where most parents did not
report symptoms of inattention and hyperactivity.
Additionally, it is essential to note that TL exhibited very
little variability in our study, and we only had one measure-
ment. Therefore, obtaining multiple measurements over
time for both variables would be valuable to better observe
any potential associations.

When analysing the associations separately for each
project, we found a significant association between TL
and hyperactivity symptoms in children from the HELIX
project. However, this association was not observed in
children from the INMA project. One possible explana-
tion for the differences between the cohorts may be
attributed to specific factors or lifestyle characteristics
within the socio-economic and cultural context in which
the children develop (Rentscher et al., 2020). Despite
accounting for multiple variables as confounding factors,
our results revealed a high heterogeneity in the observed
associations across cohorts. It is plausible other unde-
tected aspects could be influencing the association.
Existing research underscores the multifactorial aetiol-
ogy of ADHD, involving genetic and environmental fac-
tors. Candidate genes associated with ADHD, such as
dopaminergic genes, have been identified, alongside
peri-, pre- and postnatal events implicated in the devel-
opment of ADHD, including maternal stress during preg-
nancy, vitamin D intake, exposure to environmental

pollutants, smoking, among others (Vazquez-Gonzalez
etal., 2023). Moreover, it is important to note that, in this
study, telomere determinations were performed using
different normalizations between the HELIX and INMA
cohorts. However, the PCR methodology applied was the
same in both cases and the z-score TL measurement for
each cohort was used for the analyses.

A strength of the present study is its multi-country
cohort, which includes participants from diverse geo-
graphical and socio-economic backgrounds. However, it
is important to note that this diversity is primarily geo-
graphical, as specific data on ethnicity or racial back-
ground were not collected. Given the European origins of
the included cohorts, the study population is likely pre-
dominantly of European/Caucasian descent, which limits
the generalizability of the findings to populations with
other ethnic or racial backgrounds. Future research should
aim to replicate these findings in more cthnically diverse
cohorts to ensure broader applicability. . In addition, the
study benefits from a larger sample size compared to pre-
vious studies on this topic (n=1,795 vs. <700). Moreover,
being a follow-up study population, we had access to
information on covariates during pregnancy and postnatal
follow-up visits, minimising the possible occurrence of
recall and sample selection biases. However, there are
some limitations to acknowledge in this investigation.
First, ADHD symptoms were reported by the children’s
parents, which may introduce some inaccuracies, although
any such inaccuracies are likely to be non-differential in
nature. Second, while TL was measured using a standard
and widely used method in epidemiological studies
(Lindrose et al., 2021), it is important to consider that this
methodology provides an average measurement across all
samples, and potential measurement errors should be
taken into account (Nettle et al., 2019). Third, despite
adjusting regression models for possible confounders, the
presence of unknown or residual confounders cannot be
ruled out. In addition, because of the cross-sectional
nature of the study, establishing causality in the observed
association is not possible.

In conclusion, the overall results of our study do not
show a consistent association between TL and ADHD
symptoms in children aged 6 to 12years. However, the
significant association found within the HELIX cohorts
suggests that longer TL may be linked to a lower risk of
hyperactivity symptoms. This finding highlights the
potential for TL as a biomarker for hyperactivity. We rec-
ommend that future research should examine this rela-
tionship longitudinally, considering multiple time points
and including a higher percentage of children diagnosed
with ADHD. Longitudinal studies would provide valu-
able insights into the potential role of TL as a biomarker
ofneurodevelopmental problems in children. Additionally,
given that TL has been implicated as a potential
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biomarker for various health issues in adulthood, further
exploration of TL in the context of childhood neurodevel-
opment is necessary. Continued research in this area may
contribute to our understanding of the underlying mecha-
nisms and potential clinical implications of TL in child
health.
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ANEXO 4. Evaluaciones del desarrollo neuropsicologico

1) Escala McCarthy de aptitudes y psicomotricidad

Pruebas incluidas Descripcion de la prueba

1) Construcciéon con cubos

Copia con cubos de una estructura construida por la
persona evaluadora

2) Rompecabezas

Ensamble de piezas planas para formar el dibujo de un
animal o alimento

3) Memoria pictorica

Recuerdo del nombre de objetos representados en una

lamina
. Identificacion de objetos corrientes (Parte I)
4) Vocabulario Definicion de palabras (Parte 1I)
5) Caleulo Cuestiones que implican informacién numérica o calculos

aritméticos simples

6) Secuencia de golpeo

Repeticion en un xiléfono de una secuencia de golpes
emitidos por la persona evaluadora

7) Memoria verbal

Repeticion de series de palabras y frases (Parte I)
Repeticion del contenido de un cuento previamente leido
por la persona evaluadora (Parte II)

8) Orientacion derecha-izquierda

Conocimiento de la derecha-izquierda de las cosas,
principalmente del mismo sujeto

9) Coordinacion de piernas

Actividades que implican las extremidades inferiores, tales
como andar hacia atras o permanecer sobre un solo pie

10) Coordinacion de brazos

Actividades que exigen botar una pelota (Parte I)

Recoger un objeto lanzado hacia el sujeto (Parte II)

Lanzar un objeto a través de un agujero de un blanco (Parte
I11)

11) Accidn imitativa

Copia de movimientos simples, tales como entrelazar las
manos o mirar a través de un tubo

12) Copia de dibujos

Copia de dibujos geométricos

13) Dibujar un nifio/a

Ejecucion del dibujo de un/a nifio/a de su mismo sexo

14) Memoria numérica

Repeticion de series de digitos en el orden presentado por
la persona evaluadora (Parte I)

Repeticion de series de digitos en el orden inverso
presentado por la persona evaluadora (Parte 11)

15) Fluencia verbal

Enumeracion durante 20 segundos de todos los nombres
posibles dentro de una categoria

16) Recuento y distribucion

Formacion de grupos iguales con cubos

17) Opuestos

Terminacion de frases con el opuesto de un adjetivo

18) Formacion de conceptos

Clasificacion de piezas en base a criterios de tamaifio, color
y forma
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General cognitiva

Escala McCarthy de aptitudes y psicomotricidad Pruebas que la componen

Sumatorio area verbal, numérica-
cuantitativa y perceptivo-

manipulativa
Verbal 3,4,7,15y 17
Numérica-Cuantitativa 5,14y 16

Perceptivo-Manipulativa

1,2,6,8,12,13y 18

Memoria

3,6,7y 14

Motora

9,10,11,12y 13

Funcion ejecutiva

2,5, 14 parte I1, 15, 17y 18

Funcion ejecutiva visual

2,6y 18

Funcién ejecutiva verbal

5, 14 parte I, 15y 17

Retencion visual y verbal

6, 7 parte [ y 14 parte |

Memoria de trabajo

5y 14 parte 1T

Memoria verbal 3y 7parte Il
Motora gruesa 9,10y 11
Motora fina 12y 13
Funciones cognitivas del cortex posterior 1,3,4,7,12y 13
Funciones cognitivas del cortex posterior izquierdo (verbal) | 3,4y 7
Funciones cognitivas del cortex posterior derecho (visual) 1,12y 13
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2) Cuestionario de Capacidades y Dificultades (SDQ)

Puntuacion otorgada a cada item:

0 1 p)

Resumen de la puntuacion para problemas internalizantes, externalizantes y dificultades totales.

’ Tipo de problema Subescala N de Ejemplo representativo Punfu.acmn
items maxima
Problemas 5 "A menudo parece 10
emocionales preocupado”
Internalizantes
Problem~a s conl 5 "Prefiere jugar solo" 10
compaferos
Subtotal 10 20
Hiperactividad / 5 "Tiene dificultad para 10
atencion concentrarse"
Externalizantes
Problemas de 5 "Pelea o intimida a otros 10
conducta nifios"
Subtotal 10 20
Internalizantes 10 20
Dificultades totales
Externalizantes 10 20
Total del cuestionario 20 40
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3) Cuestionario Conners Parent Rating Scale-Revised

Puntuacion otorgada a cada item:

0 1 2 3

Resumen de las subescalas incluidas en el cuestionario y puntuacion maxima para cada una de

ellas.

N°de | Puntuacion
items maxima

Subescala Constructo que se evalia

Evalta conductas desafiantes, desobediencia,

Conducta de oposicion irritabilidad y actitud hostil hacia figuras de 6 18
autoridad.

Problemas Evalta falta de atencion, distraccidn, dificultades 6 18

cognitivos/atencionales para concentrarse y baja organizacion en tareas.

Hiperactividad Evalta actividad motora excesiva, impulsividad, 6 18

dificultad para permanecer quicto o callado.

. Puntuacion global que resume los items mas
Indice de TDAH representativos de TDAH; util como cribado 12 36
general de estos sintomas.
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ANEXO 5. Determinacion de la longitud del telomero de los leucocitos

Medicion promedio de la longitud relativa de los telomeros utilizando qPCR

La longitud relativa promedio de los teldémeros se midi6 utilizando un protocolo modificado de
gPCR de acuerdo con Cawthon et al. [1], reportado por Martens y colegas [2]. En primer lugar,
la cantidad y pureza del ADN se evaluaron utilizando un espectrofotometro Nanodrop 1000
(Isogen, Life Science, Bélgica), considerando que el ADN era puro cuando la relacion A260/280
era superior a 1,80 y la A260/230 superior a 2,0. La integridad del ADN se evalu6 mediante
electroforesis en gel de agarosa. Para asegurar una entrada uniforme de 5 ng de ADN en cada
reaccion de qPCR, las muestras se diluyeron y se verificaron utilizando el kit Quant-iT™

PicoGreen® dsDNA Assay (Life Technologies, Europa).

Todas las muestras se midieron por triplicado utilizando un sistema 7900HT Fast Real-Time PCR
(Applied Biosystems) en un formato de 384 pocillos. La mezcla de reaccion utilizada para evaluar
los telomeros contenia: mezcla maestra QuantiTect SYBR Green PCR al 1x (Qiagen, Inc., Venlo,
Paises Bajos), 2 mM de ditiotreitol (DTT), 300 nM del cebador telg
(ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT) y 900 nM del cebador telc
(TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA). Las condiciones del

ciclo de amplificacion fueron: 1 ciclo a 95 °C durante 10 minutos, 2 ciclos a 94 °C durante 15
segundos y 49 °C durante 2 minutos, y luego 30 ciclos a 94 °C durante 15 segundos, 62 °C durante
20 segundos y 74 °C durante 1 minuto y 40 segundos.

La mezcla de qPCR para el gen de copia tnica (B-globina humana) contenia: mezcla maestra
QuantiTect SYBR Green PCR al 1x, 400 nM del cebador HBGI
(GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC) 'y 400 nM  del cebador HBG2
(CACCAACTTCATCCACGTTCACC). Se utilizaron las mismas condiciones de ciclado: 1 ciclo
a 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 58 °C durante 1
minuto y 20 segundos. Después del ciclo de PCR, las curvas individuales de qPCR y las curvas
de fusion fueron inspeccionadas visualmente. Cuando se observé un error de ejecucion, el valor
de Cq fue eliminado del analisis posterior. Ademas, cuando las medidas por triplicado mostraban

una desviacion superior a 0,3 en el valor de Cq, también se eliminaron del analisis posterior.
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INFORME DE EVALUACION DE INVESTIGACION RESPONSABLE

Elche, a 10/03/2023

Director/a Eva Maria Navarrete Munoz
Codirectores/as Desirée Valera Gran
Estudiante Irene Campos Sanchez
Programa de doctorado Salud Publica, Ciencias Médicas y Quirurgicas
; . Longitud del telémero y desarrollo neuropsicoldgico en la infancia: Proyecto
Titulo de la tesis doctoral
TeloNeuro.
Tipo de actividad Adherido a un proyecto autorizado
Evaluacidn Riesgos No procede
Laborales
Evaluacion Etica No procede
Cédigo provisional 230309145248

Caddigo de Investigacion ADH.SPU.ENM.ICS.23
Responsable (COIR)
Caducidad 8 afos*

*Importante: La caducidad de las autorizaciones de tesis, basadas en la adhesién a un proyecto de investigacion,
estan condicionadas a la vigencia de la autorizacidn de dicho proyecto en este sentido: todas las actividades de la
tesis que tengan implicaciones ético-legales deberan realizarse mientras dicho proyecto esté vigente. Dicho de
otro modo, sélo podran realizarse actividades de caracter intelectual una vez el proyecto al que se adhiere haya
caducado.

Se considera que la presente actividad no supone riesgos laborales adicionales a los ya evaluados en el proyecto de
investigacion al que se adhiere. No obstante, es responsabilidad del tutor/a informar y/o formar al estudiante de
los posibles riesgos laborales de la presente actividad.

La necesidad de evaluacién ética del trabajo titulado: Longitud del telémero y desarrollo neuropsicolégico en la
infancia: Proyecto TeloNeuro. ha sido realizada en base a la informacién aportada en el formulario online:
“Solicitud Cddigo de Investigacidon Responsable (COIR)”, habiéndose determinado que no requiere ninguna
evaluacioén adicional. Es importante destacar que si la informacion aportada en dicho formulario no es correcta este
informe no tiene validez.

Por todo lo anterior, se autoriza la realizacion de la presente actividad.

Atentamente,

Alberto Pastor Campos Domingo L. Orozco Beltran
Secretario del CEll Presidente del CEIll
Vicerrectorado de Investigacion Vicerrectorado de Investigacion
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Dra. Dia. Eva M2 Navarrete Mufioz
Dpto. Patologia y Cirugia
Elche, a 6 de julio de 2020

Investigador Principal Eva M2 Navarrete Mufioz
Tipo de actividad Proyecto IPSFL/Fundaciones
Titulo del proyecto Longitud del telémero y desarrollo neuropsicoldgico entre los 4 y los 8

afios: Proyecto TeloNeuro

Cadigos GIS estancias donde se S02P0064
desarrolla la actividad

Evaluacion riesgos laborales Conforme (Autodeclaracion)
Evaluacion ética uso muestras No solicitado

biolégicas humanas

Evaluacion ética humanos Favorable

Evaluacion ética animales No solicitado

Registro Expte. 2020/22175
Referencia DPC.ENM.01.20

Caducidad 5 afios

Se considera que el presente proyecto carece de riesgos laborales significativos para las personas que participan
en el mismo, ya sean de la UMH o de otras organizaciones.

No se ha evaluado el uso de muestras bioldgicas humanas porque no se ha solicitado, ni se ha considerado
necesario en base a la informacion aportada.

No se ha evaluado el uso de animales en un proyecto de investigaciéon porque no se ha solicitado, ni se ha
considerado necesario en base a la informacion aportada.

La evaluacion de la participacidn de voluntarios humanos en un proyecto de investigacion, desde el punto de vista
ético y de riesgos laborales, es favorable.

Por todo lo anterior, el dictamen del OEP es favorable.

Atentamente,
Firmado digitalmente por DOM I NGO Firmado digitalmente
ALBERTO| ALBERTO[PASTOR|CAMPOS por DOMINGO LUIS|
PASTOR|CAMPQS Fecha: 202007.06 13:41:57 LU|S|OROZCO| OROZCO|BELTRAN
+02'00' Fecha: 2020.07.08
BELTRAN 14:48:27 +02/00'
Alberto Pastor Campos Domingo L. Orozco Beltran
Secretario del Organo Evaluador de Proyectos Presidente del Organo Evaluador de Proyectos
Vicerrectorado de Investigacidn Vicerrectorado de Investigacion
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Organo Evaluador de Proyectos

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE

Cédigo Seguro de Verificacion(CSV): UMHoWs70j20foUkBtCXU7AgY
Copia auténtica de documento firmado digitalmente. Puede verificar su integridad en https://sede.umh.es/csv
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Dra. Dfia. Eva M2 Navarrete Mufioz 166/2018

Dpto. Salud Publica

Elche, a 29 de noviembre de 2018

Investigador Principal

Eva M2 Navarrete Mufoz

Tipo de actividad

Proyecto Nacional

Titulo del proyecto

Dieta y actividad fisica en embarazo y tras el nacimiento y longitud del
telémero en nifios y adolescentes: Estudio TeloDipa

Cadigos GIS estancias donde se
desarrolla la actividad

S02P0010; S02P0009

Evaluacion Riesgos Laborales

Conforme (Autodeclaracién)

Evaluacion Etica

Aprobado

Registro 2018.103.E.0OEP; 2018.30.E.OIR
Referencia DSP.ENM.01.18
Caducidad 5 afios

Se considera que el presente proyecto carece de riesgos laborales significativos para las personas que
participan en el mismo, ya sean de la UMH o de otras organizaciones.

La evaluacion ética del proyecto ha resultado favorable.

Por todo lo anterior, el dictamen del OEP es favorable.

Atentamente,

ALBERTOl Firmado digitalmente por MANUEL Firmado digitalmente por
ALBERTO|PASTOR|CAMPOS MANUEL MIGUEL|JORDAN]

PASTORl Fecha: 2018.11.30 11:01:58 MIGUEL| VIDAL

CAMPOS oree

Alberto Pastor Campos

Fecha: 2018.11.30 11:52:23

JORDANIVIDAL o100

Manuel Miguel Jordan Vidal

Secretario del Organo Evaluador de Proyectos Presidente del Organo Evaluador de Proyectos
Vicerrectorado de Investigacion e Innovacion Vicerrectorado de Investigacién e Innovacio

Organo Evaluador de Proyectos

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION E INNOVACION

UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE
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DEPARTAMERT DE SALUT

COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS DEL

DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE - HOSPITAL GENERAL
C/. Pintor Baeza, 12 - 03010 Alicante

http://www.dep19.san.gva.es

Teléfono: 965-913-952

Correo electrénico: ceim_hgua@gva.es

Ref. CEIm: P12019/072 Ref. ISABIAL: 190354

INFORME DEL COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS

Reunidos los miembros del Comité de Etica para la Investigacion con
medicamentos del Departamento de Salud de Alicante — Hospital General, en su
sesion del dia 31 de julio de 2019 (Acta 2019/07), y una vez estudiada la
documentacion presentada por Dfia. Eva M2 Navarrete, tiene bien a informar que el
proyecto de investigacion titulado “Dieta y actividad fisica en embarazo y tras
el nacimiento y longitud del telomero en nifios y adolescentes: Proyecto
TeloDiPA.”, se ajusta a las normas deontoldgicas establecidas para tales casos.

Y para que conste a los efectos oportunos, firmo la presente en Alicante con
fecha 31 de julio de 2019.
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