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PRESENTACION

Mi inicio en el mundo de la investigacion se da en el afio 2014 gracias a una beca de iniciacion a la
investigacién en el grupo de investigaciéon en Epidemiologia de la Nutricion (EPINUT) de la Universidad
Miguel Hernandez (UMH), liderado por el Profesor Jesus Vioque. A raiz de este primer contacto con la
investigacién, decido especializarme realizando el Master Universitario en Salud Publica conjunto
UMH/UA, que me aportd las herramientas necesarias, e interés, para querer dedicarme a la
investigacion como profesion. Gracias a esta formacién, tuve la oportunidad de seguir adquiriendo
experiencia como becaria en el grupo EPINUT a través de diferentes ayudas, y mejorando mis
habilidades de trabajo de campo, digitalizacion de cuestionarios, analisis de datos y redaccion de

manuscritos.

En 2017 me considero preparada mental y profesionalmente, ademas de apoyada por mis directoras y
tutor de tesis, para iniciar los estudios de doctorado, que culminan con la elaboracién de esta tesis
doctoral. Esta tesis se enmarca dentro de una de las lineas de investigacion principales del grupo
EPINUT, linea que evalla el efecto de Contaminantes Ambientales y la Dieta en la salud humana en el
estudio Infancia y Medioambiente (INMA). Este estudio, es un proyecto multicéntrico cuyo objetivo es
evaluar el efecto de contaminantes medioambientales y la dieta en embarazadas y sus hijos e hijas. En
concreto, esta tesis se centra en el papel de la dieta en el embarazo, especialmente del uso de
suplementos de acido félico (SAF), y sus repercusiones en la funcién cognitiva de los hijos/as. La
pregunta de investigacion sobre la cual se realiza esta investigacién, surge a partir de articulos previos
realizados por investigadores de EPINUT, en los que se mostré que el uso de dosis de sAF por encima
de la recomendada durante el embarazo, se asociaba a bajo peso al nacimiento, a retraso psicomotor
al afio de edad y a déficits verbales a los cinco afios de edad. Por otro lado, la literatura cientifica
existente al respecto, aunque escasa, apoya los efectos perjudiciales del uso de dosis altas de sAF
durante el embarazo en la funcién cognitiva de los hijos/as, asi como también, del uso de dosis de sAF
por debajo de la recomendada. En el contexto de estos hallazgos, y de las diferencias bioldgicas
durante el desarrollo embrionario entre nifios y nifias, nos preguntamos ¢las dosis por encima y por
debajo de la dosis recomendada de sAF durante el embarazo son perjudiciales y afectan de forma

distinta al desarrollo cognitivo de nifios y nifias a los 4 y 9 afios de edad?

Buscando respuestas a esta pregunta de investigacién, conformamos esta tesis doctoral con dos
articulos, siguiendo el formato de tesis doctoral por compendio de articulos y la normativa aprobada
por la UMH para optar al grado de Doctor en el programa de Doctorado en Salud Publica, Ciencias
Médicas y Quirdrgicas. La presente tesis se organiza en: i) Introduccién, en la que describiremos la
relacién entre los sAF durante el embarazo y la funcién cognitiva de los hijos/as; ii) Metodologia, en la
gue indicaremos de forma global el disefio, poblacion, variables y analisis estadistico de los articulos
publicados; iii) Resultados, en los que expondremos los resultados principales de los articulos
publicados, pudiendo consultarlos de forma mas detallada en los propios articulos anexados al final de
la tesis; iv) Discusion, en la que justificaremos, compararemos y trataremos de darle explicacion a los

resultados obtenidos en la presente tesis; v), Conclusiones; y vi) Implicaciones en Salud Publica, en las



gue ademas incluiremos los aspectos que hacen novedosos los resultados obtenidos en la presente
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RESUMEN

Antecedentes

El uso de suplementos de acido félico (sAF) durante el embarazo esta extendido globalmente desde
gue en 1991 el Vitamin Study Research Group publicara un ensayo clinico en el que se evidenciaba el
papel protector de los sAF frente a los defectos del tubo neural al nacimiento. Desde entonces,
instituciones de todo el mundo recomiendan, por tanto, usar dosis diarias de 400 pg/dia durante el
periodo periconcepcional de embarazo, esto es, desde tres meses antes del embarazo, hasta el tercer
mes de embarazo; asi como tratar de no superar el limite maximo tolerable de 1000 ug/dia; y seguir
una dieta variada y rica en folato. El acido félico, ademas, es una vitamina esencial para el correcto
neurodesarrollo fetal, pues juega un importante papel en procesos fisiolégicos que intervienen en el
desarrollo de la estructura y funcién cerebral como son la sintesis, reparacién y metilacién del ADN, el

metabolismo de aminoécidos, la sintesis de neurotransmisores y la formacion de mielina.

Algunos estudios han mostrado que las altas dosis de sAF podrian quedar circulantes en el organismo
sin metabolizarse conllevando posibles efectos adversos para la salud, a pesar de que el acido félico
se considera una vitamina segura y libre de toxicidad para el organismo. En esta linea, estudios previos
enmarcados en el proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA) han mostrado que las dosis de sAF
superiores o iguales a 1000 pg/dia durante el embarazo se asocian con retraso psicomotor durante el
primer afio de vida y déficits de la funcién verbal a los 5 afios de edad. Por otra parte, hay estudios que
han mostrado que las dosis de sAF por debajo de la recomendada (<400 pg/dia), también parecen
tener efectos negativos en el desarrollo cognitivo de los hijos/as, tales como un menor volumen

cerebral, déficits verbales y peor destreza viso-espacial a los 6 afios de edad.

A pesar de que la evidencia cientifica sobre el efecto del uso de sAF durante el embarazo en el
desarrollo cognitivo de los hijos/as es muy escasa, hay estudios que sugieren que el efecto podria ser
distinto en nifios y nifias. Un estudio publicado en 2021 ha mostrado que el uso de dosis recomendadas
de sAF en comparacion al no uso, parece incrementar la comprension verbal de las nifias, pero no de
los nifios. Estas diferencias por sexo pueden estar parcialmente justificadas por las diferencias
bioldgicas entre nifios y nifias en el desarrollo embrionario, durante el cual los nifios parecen tener una
mayor conectividad neuronal que las nifias en el cértex frontal, &rea muy relacionada con las funciones

cognitivas.

Objetivo de la tesis

Analizar la asociacion entre el uso de sAF durante el embarazo en dosis por encima o por debajo de la
dosis recomendada y la funcién cognitiva en nifios/as a los 4-5 afios, y a los 7-9 afios de edad, asi

como estratificados por sexo.
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Metodologia

El proyecto INfancia y Medio Ambiente (Estudio INMA) es un estudio de cohorte de nacimiento,
prospectivo y de base poblacional que se lleva a cabo en cuatro areas geograficas espafolas
(www.proyectoinma.org). La poblacién de estudio fueron las madres-hijos/as participantes en el
proyecto (n=1329 madres-hijos/as a los 4-5 afios de edad y n=1609 madres-hijos/as a los 7-9 afios de
edad). Las variables principales en ambos articulos fueron el uso de sAF durante el embarazo y la
funcion cognitiva de los hijos/as. El uso de sAF se recogié mediante preguntas especificas en dos
cuestionarios de frecuencia de alimentos (CFA) validados en mujeres embarazadas. El primer CFA se
recogid en las semanas 10-13 de embarazo, para estimar el uso de sAF durante el periodo
periconcepcional (3 meses antes del embarazo hasta el tercer mes de embarazo), y el segundo en las
semanas 28-32, para estimar el uso de sAF durante el segundo periodo de embarazo (meses 4-7 de
embarazo). El uso de sAF se categorizé en <400 pg/dia (dosis bajas), 400-999 ug/dia (dosis
recomendadas) y 21000 pg/dia (dosis altas) para tres periodos de embarazo: periconcepcional,
segundo periodo y embarazo entero (periconcepcional + segundo periodo). En cuanto a la funcion
cognitiva, a los 4-5 afios de edad, se evalu6 la funcion atencional a través de la bateria Conners’ Kiddie
Continuous Performance Test (K-CPT). A los 7-9 afios de edad, se evalué la funcién atencional
mediante la bateria Attentional Network Test (ANT) y la memoria de trabajo mediante la bateria N-Back
Task. El andlisis estadistico de ambos articulos se llevd a cabo mediante el programa R-Project.
Realizamos andlisis descriptivos univariantes y bivariantes, usando chi-cuadrado para variables
categoricas y Kruskal-Wallis para variables continuas. Para explorar las asociaciones entre el uso de
SAF y la funcion atencional de los nifios/as a los 4-5 afios de edad, utilizamos regresion lineal multiple
robusta y regresion binomial negativa. Para los 7-9 afios de edad, utilizamos regresion lineal mdltiple
robusta, regresién binomial negativa y regresion Tobit. Por Gltimo, realizamos metaanalisis y analisis
de sensibilidad.

Resultados

La mediana de edad de las madres en el parto fue de 31 afios. Alrededor del 40% de las madres tenian
estudios secundarios y baja clase social. Durante el periodo periconcepcional, aproximadamente el
15% de las madres usaron la dosis recomendada de sAF, el 30% dosis altas y el 55% dosis bajas.
Durante el segundo periodo de embarazo, el porcentaje de madres que tomaron la dosis recomendada
de sAF aumenté hasta aproximadamente el 30%, mientras que el uso de dosis altas se redujo hasta

aproximadamente el 18% y el uso de dosis bajas se mantuvo cerca del 50%.

A los 4-5 afios de edad, los hijos/as de las madres que se suplementaron durante el periodo
periconcepcional de embarazo con dosis por debajo o por encima de la dosis recomendada,
presentaron mayor inatencion (IRR = 1.14; IC 95% = 1.01; 1.29 y IRR = 1.16; IC 95% = 1.02; 1.33,
respectivamente) que los hijos/as de las madres que usaron dosis recomendadas de sAF. Este efecto

perjudicial de las dosis periconcepcionales altas y bajas de sAF solo se mantuvo estadisticamente
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significativo en los nifios, tras estratificar por sexo los analisis. En ellos, el uso de dosis por debajo de
la recomendada durante el periodo periconcepcional se asocié con mayor inatencion (IRR = 1.22; IC
95% = 1.01; 1.47) y mayor impulsividad (B = 34.36; IC 95% = 10.01; 58.71). Mientras que el uso de
dosis por encima de la recomendada se asocié con mayor impulsividad (f = 33.18; IC 95% = 6.10;
60.25) y peor atencién sostenida (B = 3.31; IC 95% = 0.53; 6.09). Durante el segundo periodo de
embarazo, encontramos una asociacién protectora marginalmente significativa entre el uso bajo de sAF
y la funcién atencional de las nifias (IRR = 0.86; IC 95% = 0.74; 1.00). No se encontraron otras

asociaciones estadisticamente significativas en otros periodos de embarazo.

A los 7-9 afos de edad, los hijos/as de las madres que se suplementaron durante el segundo periodo
de embarazo con dosis por debajo de la dosis recomendada, presentaron peor estado de alerta (B =
18.70; IC 95% = 7.51; 29.89) que los hijos/as de las madres que usaron dosis recomendadas de sAF.
Los resultados estratificados por sexo mostraron que el uso de dosis por debajo de la recomendada se
asoci6 a peor estado de alerta en nifias (B = 30.01; IC 95% = 12.96; 47.01) y a peor memoria de trabajo
en nifios (f =-0.25; IC 95% = -0.49; 0.01). Finalmente, el uso de dosis por encima de la recomendada
durante todo el embarazo se asoci6é a una mejor memoria de trabajo (B = 0.28; IC 95% = 0.01; 0.56 y
B =0.32; IC 95% = 0.08; 0.56) y a una mejor atencién sostenida ( = -20.38, IC 95% = -39.12; -1.63)
solo en niflas. No se encontraron asociaciones estadisticamente significativas en el periodo

periconcepcional.

Conclusiones

Usar la dosis recomendada de sAF tanto en el periodo periconcepcional, como en el segundo periodo
de embarazo se asocia a una mejor funcién cognitiva de los/as nifios/as, especificamente de la funcién
atencional a los 4-5 afios; y de la funcién atencional y memoria de trabajo a los 7-9 afios. El uso de sAF
por encima o por debajo de la dosis recomendada durante el embarazo parece afectar a la funcion
cognitiva de nifios y nifias de forma distinta, tanto a los 4-5 afios de edad como a los 7-9 afios. A los 4-
5 afios de edad, el uso periconcepcional de dosis altas y bajas de sAF podria producir inatencién en
los nifios, pero no en las nifias. A los 7-9 afios de edad, el uso de dosis bajas de sAF durante el segundo
periodo de embarazo podria disminuir la memoria de trabajo de los nifios y la funcién atencional de las
nifias. Ademas, el uso de dosis altas durante todo el embarazo podria mejorar la memoria de trabajo y
funcion atencional de las nifias. No obstante, son necesarios més estudios que confirmen estos

resultados.
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ABSTRACT

Background

Folic acid supplements (FAs) during pregnancy have been used worldwide since 1991, when the
Vitamin Study Research Group published a clinical trial showing the protective role of FAs against neural
tube defects at birth. Institutions around the world recommend that pregnant women take doses of 400
H1g per day of FAs during the periconceptional period of pregnancy, i.e. from three months before
pregnancy until the third month of pregnancy; avoid exceeding the tolerable upper limit of 1000 pg per
day; and follow a varied diet rich in folate. Folic acid is an essential vitamin for correct foetal
neurodevelopment, as it plays an important role in physiological processes involved in the development
of brain structure and function, such as DNA synthesis, repair and methylation; amino acid metabolism;

neurotransmitter synthesis; and myelin formation.

Folic acid has previously been considered a safe and non-toxic vitamin but some studies have shown
that high doses of FAs can remain in the mother's bloodstream leading to possible adverse health effects
in her offspring. In this line, previous studies within the framework of the INMA—INfancia y Medio
Ambiente [Environment and Childhood] —Project have shown that doses of FAs greater than or equal
to 1000 pg/day during pregnancy are associated with psychomotor delay at age 1 and verbal function
deficits at age 5. Similarly, some studies have shown that FAs doses below the recommended 400
Hg/day also appear to have negative effects on children’s cognitive development, such as smaller brain

volume, verbal deficits and poorer visuospatial skills at age 6.

Scientific evidence on the effect of FAs during pregnancy on children's cognitive development is very
scarce. However, studies exist suggesting that the effect may be different in boys and girls. A study
published in 2021 has shown that the use of recommended doses of FAs, compared to non-use,
appears to increase verbal comprehension in girls, but not in boys. These sex-specific effects may be
partially justified by biological differences between boys and girls during embryonic development, in
which boys appear to have greater neural connectivity than girls in the frontal cortex, a brain area closely

related to cognitive functions.

Objectives

To analyse the association between the use of FAs during pregnancy at doses above or below the
recommended dose and cognitive function in children at 4-5 years, and at 7-9 years, and stratified by

Sex.
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Methods

The INMA—INfancia y Medio Ambiente [Environment and Childhood] Project—is a population-based
prospective birth cohort study carried out in four Spanish cohorts (www.proyectoinma.org). Our study
population was the mother-children participating in the project (n=1329 mother-children at 4-5 years and
n=1609 mother-children at 7-9 years). The main variables in both articles were the use of FAs during
pregnancy and the children’s cognitive function. FAs use was collected through specific questions of
two validated food frequency questionnaires (FFQ). The first FFQ was administered at weeks 10-13 of
pregnancy weeks to estimate FAs intake during the periconceptional period (from three months
preconception to the third month of pregnancy), and the second was administered at weeks 28-32 to
estimate FAs intake during the second period of pregnancy (from the fourth to the seventh month of
pregnancy). FAs use was categorised into <400 pg/day (low doses), 400-999 pg/day (recommended
doses) and 21000 pg/day (high doses) in the three studied periods: periconceptional period, second
period and whole pregnancy (periconceptional + second period). At 4-5 years cognitive function was
measured as attentional function which was assessed using the Conners’ Kiddie Continuous
Performance Test (K-CPT), while at 7-9 years, cognitive function was measured as attentional function
and working memory, which were assessed by the Attentional Network Test (ANT) and the N-Back
Task, respectively. The statistical analysis was carried out using R-Project software. We performed
univariate and bivariate descriptive analyses, using chi-square for categorical variables and Kruskal-
Wallis for continuous variables. To explore the association between FAs and children's attentional
function at age 4-5, we used robust multiple linear regression and negative binomial regression models.
While at age 7-9, we used robust multiple linear regression, negative binomial regression and Tobit

regression. Finally, we conducted meta-analyses and sensitivity analyses.

Results

The median age of mothers at delivery was 31 years. About 40% of the mothers had secondary
education and low social class. During the periconceptional period, about 15% of the mothers used the
recommended dose of FAs, 30% high doses and 55% low doses. During the second period of
pregnancy, the percentage of mothers taking the recommended dose of FAs increased to approximately
30%, while the use of high doses decreased to approximately 18%, and the use of low doses remained
at about 50%.

At age 4-5, children of mothers who used below or above the recommended FAs dose during the
periconceptional period of pregnancy were more inattentive (IRR = 1.14; 95% Cl = 1.01;1.29 and IRR =
1.16; 95% CI = 1.02; 1.33, respectively) than children of mothers who used the recommended FAs
doses. When we stratified the analyses by sex, the detrimental effect of high and low doses of FAs on
attentional function only remained in boys. Specifically, in the case of boys, the use of FAs below the
recommended doses was associated with greater inattention (IRR = 1.22; 95% CI = 1.01; 1.47) and
higher impulsivity (B = 34.36; 95% CI = 10.01; 58.71), while the use of FAs above the recommended
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doses was associated with higher impulsivity (8 = 33.18; 95% CI = 6.10; 60.25) and worse sustained
attention (8 = 3.31; 95% CI = 0.53; 6.09). During the second period of pregnancy, we found a marginally
significant protective association between a low FAs use and attentional function in girls (IRR = 0.86;
95% CI = 0.74; 1.00). No other statistically significant associations were found in other periods of

pregnancy.

At 7-9 years, children of mothers who used FAs doses below the recommended doses during the second
period of pregnancy had worse alertness (f = 18.70; 95% CI = 7.51; 29.89) than children of mothers
who used recommended doses of FAs. Results stratified by sex showed that the use of FAs below the
recommended doses was associated with worse alertness ( = 30.01; 95% CI = 12.96; 47.01) in girls
and worse working memory in boys (= -0.25; 95% CI = -0.49; 0.01). Finally, the use of FAs above the
recommended doses throughout preghancy was only associated with better working memory (p = 0.28,
95% CI =0.01, 0.56 and = 0.32, 95% CI = 0.08, 0.56) and better sustained attention (8 = -20.38, 95%
Cl =-39.12, -1.63) in girls. No statistically significant associations were found in the periconceptional

period.

Conclusions

The use of recommended doses of FAs both in the periconceptional period and in the second period of
pregnancy is associated with improved children's cognitive function, specifically attentional function at
age 4-5; and attentional function and working memory at age 7-9. The use of high and low doses of FAs
during pregnancy could affect the cognitive function of boys and girls differently, both at 4-5 years and
at 7-9 years. At age 4-5, periconceptional use of high and low doses of FA appears to produce inattention
in boys, but not in girls. At age 7-9, low doses of FAs during the second period of pregnancy could
decrease boys' working memory and girls' attentional function. In addition, the use of high doses of FAs
throughout pregnancy seems to improve girls' working memory and attentional function. Further studies
are needed to confirm these results.
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INTRODUCCION

FOLATO Y ACIDO FOLICO

El folato es un micronutriente esencial dentro del complejo B de vitaminas (vitamina B9) que actla como
cofactor en numerosos procesos biolégicos de nuestro organismo, especialmente relacionados con el
desarrollo del sistema nervioso central, como la metilacion de ADN (Shulpekova et al., 2021). Se trata
de una vitamina hidrosoluble, que se encuentra de forma natural en vegetales de hoja verde, como
espinacas, rudcula, brécoli, berros, lechuga, col o acelgas, asi como en lentejas, guisantes y huevos
(Haytowitz & Pehrsson, 2018). Los humanos no somos capaces de sintetizar folato, por lo que es
necesario procurar una ingesta adecuada a través de la dieta (Yaman et al., 2021). Las principales
fuentes de ingesta de folato varian entre paises. Por ejemplo, en Estado Unidos, la encuesta
poblacional National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) (Papanikolaou & Fulgoni,
2018) ha indicado que la principal fuente de ingesta de folato son los granos-cereales como grupo de
alimentos, proporcionado el 40% de la ingesta diaria (Figura 1), siendo los cereales listos para tomar
los responsables de la mayor aportacién, pues suelen estar fortificados con &cido félico (21% de la

ingesta diaria de folato).

Figura 1. Principales grupos de alimentos que aportan folato en poblacion general de Estados Unidos.
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Fuente: Elaboracion propia a partir de Grains Contribute Shortfall Nutrients and Nutrient Density to
Older US Adults: Data from the National Health and Nutrition Examination Survey, 2011-2014
(Papanikolaou & Fulgoni, 2018).
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Por el contrario, en Europa (Park et al., 2012), los principales aportadores de folato son los vegetales,
segun datos publicados por el estudio de cohorte European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition (EPIC) (Figura 2). En Espafia los vegetales son también la principal fuente de ingesta de folato,
y destaca que es el pais europeo del estudio EPIC que mas porcentaje de folato ingiere a través de las
legumbres, frutas/frutos secos/semillas y pescados/mariscos, asi como el que menos porcentaje de

folato ingiere a través de los cereales (Tabla 1).

Figura 2. Principales grupos de alimentos que aportan folato en poblacién general de Europa.
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Fuente: Elaboraciéon propia a partir de Comparison of standardised dietary folate intake across ten

countries participating in the European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (Park et al.,

2012).
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Tabla 1. Principales fuentes de ingesta de folato en diferentes paises de Europa.

Digtary food groups (percentage contribution of each foad group 1o total intake of the nutrient)

Cereal and  Meat and Egg and Sugar,
Potatoes/ Fruits, nuts Dairy cereal frigal Fish/ egg confectionery/  Non alcohelic  Alcoholic
Country ofherlubers  Vegetables Legumes  andseeds  products products products  shellfish  products  cakes, biscuits beverages beverages  Total
Men
All men B1 208 31 100 10-6 204 70 16 23 38 4.7 4.2 866
Greece 45 297 68 949 g5 277 24 16 15 12 23 15 980
Spain 63 246 114 140 64 128 67 33 4.3 2.2 2.2 19 960
Italy 40 30:0 18 124 61 24.9 74 12 1.5 3.9 1.7 14 96-2
Germany &0 183 0.4 107 107 201 LD 0.7 18 4.0 71 77 96-5
The Metherlands 64 182 04 99 131 164 107 07 20 23 70 63 965
United Kingdom 78 178 27 78 g2 263 27 08 1.2 34 a9 30 816
General population 85 17-4 20 60 9.8 272 34 10 14 37 107 34 4.5
Health canscious 58 188 4.6 127 39 240 08 01 06 24 78 1-8 B3-6
Denmark 82 14.8 02 65 159 211 1e 1.7 23 4-5 54 &1 984
Sweden 144 14.5 08 810 13-4 194 5.8 16 25 75 4.9 39 965
Waomen
All women G1 252 1.4 127 138 163 54 14 21 4.2 69 10 963
Greece 4.2 338 5.0 1.2 10-3 229 24 14 16 2.0 39 0.5 8R.5
Spain 58 270 2] 18:3 8.7 a9 48 27 34 32 33 08 95.9
Italy 32 320 20 156 81 201 51 10 18 4.8 2.4 05 966
France 4.8 28.5 1-0 128 16-4 128 8.2 15 18 33 5.8 0.6 951
Germany 67 256 02 134 12-8 169 38 08 1.8 41 89 17 969
The Metherlands 69 216 04 124 16-5 131 74 06 21 2.9 120 09 867
United Kingdom B4 224 26 a7 93 227 22 08 12 35 110 06 926
General population 68 211 20 87 10-9 246 30 10 15 36 17 06 95-6
Health conscious 54 253 38 122 57 185 04 05 o7 33 9.4 05 B58
Denmark 62 199 02 107 159 208 63 1.5 23 4.8 75 241 98-3
Sweden 105 197 -4 114 137 162 49 16 28 77 59 16 962
MNorway 68 203 02 109 12:5 194 60 2.2 26 58 98 12 875

Fuente: Comparison of standardised dietary folate intake across ten countries participating in the

European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (Park et al., 2012).

En situaciones especificas, como el embarazo o ciertas enfermedades, es necesario asegurar la
asimilacion de folato a través del aporte de su forma sintética, el acido félico (Figura 3). Este suplemento
es mucho mas facil de asimilar por nuestro organismo (Cuskelly et al., 1996; Greenberg et al., 2011),
llegando a absorberse el 100% con el estémago vacio y cerca del 85% junto a la toma de alimentos,
mientras que de folato absorbemos alrededor del 50% (Caudill, 2010; Shane, 2008). La dieta suele ser
suficiente para cubrir las necesidades de folato de la poblaciéon general, sin embargo, en mujeres
embarazadas los requerimientos de este micronutriente son entre 5-10 veces mayores, por lo que es
necesario el uso de sAF que aseguren la ingesta 6ptima (Naninck et al., 2019). Tener el aporte
necesario de acido félico y las concentraciones adecuadas en sangre durante el embarazo es esencial
para favorecer el crecimiento éptimo de los tejidos maternos y fetales (Scholl & Johnson, 2000; Tamura
& Picciano, 2006), gracias a que asi se mantiene el transporte activo de folato madre-hijo a través de

la placenta (Desai et al., 2016).
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Figura 3. Estructuras quimicas del Acido Félico y del Folato.
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Fuente: Modificado de Boghog, CC BY-SA 4.0 < https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Folate family.svg
>, via Wikimedia Commons y contrastado con Folatos y vitamina B12 en la salud humana (Brito et al.,
2012).

DIETA MATERNA Y EMBARAZO

El embarazo es una etapa marcada por diferentes procesos de crecimiento y desarrollo, en la cual las
mujeres sufren una serie de cambios fisiolégicos, metabdlicos y hormonales, que favorecen el correcto
desarrollo del feto y ayudan a preparar a la madre para el parto y la lactancia (Abduljalil et al., 2012;
Soma-Pillay et al., 2016). Durante esta etapa, las necesidades nutricionales cambian, siendo
considerablemente diferentes a las de las mujeres no embarazadas, requiriendo un mayor aporte
energético y de nutrientes para dar respuesta al rapido crecimiento de tejido celular de la madre y del
feto (Jouanne et al., 2021). Las mujeres embarazadas necesitan, por tanto, una dieta saludable que
incluya una ingesta adecuada de energia, proteinas, vitaminas y minerales para satisfacer tanto las
necesidades maternas como las fetales (WHO Antenatal Care Recommendations for a Positive

Pregnancy Experience, 2020).

Una nutriciébn adecuada durante el embarazo es vital para la buena salud de la madre, asi como para
favorecer el crecimiento y el desarrollo del feto a lo largo del embarazo y tras el mismo (Blumfield et al.,
2013; Milman et al., 2016; Procter & Campbell, 2014). Los desequilibrios en la dieta materna, como la
ingesta escasa de nutrientes, pueden tener efectos adversos a corto plazo durante el embarazo y en la
descendencia, como bajo peso al nacimiento, crecimiento fetal deficiente y malformaciones fetales
(Brown & Wright, 2020; Yang et al., 2019). Asi como a largo plazo, ya que un mal estado nutricional de
la madre durante el embarazo puede aumentar sustancialmente el riesgo de que la descendencia

desarrolle enfermedades cronicas en el futuro, tales como la obesidad, la diabetes o las cardiopatias
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(Osendarp et al., 2020; Wells et al., 2020). En consecuencia, la dieta materna, junto a otros factores
ambientales y de estilos de vida, podrian tener un impacto significativo en el desarrollo fetal,

estableciendo incluso vias de enfermedad en la edad adulta (Barker, 2007; Breton et al., 2017).

La dieta materna durante el embarazo y sus efectos en la salud de la descendencia durante y tras el
embarazo ha sido, y continlda siendo, estudiada por diferentes consorcios, proyectos y estudios. En
Estados Unidos destaca el proyecto Viva, una cohorte prospectiva de nacimiento establecida en
Massachusetts con el objetivo de examinar la dieta prenatal y otros factores en relacién con la salud
materna e infantil (Oken et al., 2015). En 2022, esta cohorte publicé un estudio en el que se evalu6
tanto la adherencia a la Dieta Mediterrdnea como la calidad de la dieta de la madre durante el embarazo
y su relacién con la funcién cognitiva de los nifios/as en distintos momentos de la infancia (Mahmassani
et al., 2022). Los resultados mostraron que una adherencia mas alta a la Dieta Mediterranea durante el
embarazo se asocia a una mayor inteligencia y resolucion de problemas en nifios/as a los 7 afios; y
que una calidad de la dieta mas alta se asocia a mayores capacidades visoespaciales, inteligencia y
funcion ejecutiva a los 3 afilos (Mahmassani et al., 2022). En 2018, también mostraron que un mayor
consumo de alimentos considerados poco saludables durante el embarazo, como el consumo de
azUcar, parecia tener un impacto negativo en la funcién cognitiva de los nifios/as en la infancia. En
concreto, mostraron que la ingesta materna alta de azlcar se asoci6é a una menor inteligencia de los
nifos/as a los 7 afios, y mas especificamente, el consumo materno de bebidas azucaradas se asocio
a una menor inteligencia a los 7 afios y el consumo materno de bebidas gaseosas se asocié a una

menor inteligencia a los 3 y a los 7 afios (Cohen et al., 2018).

En Reino Unido, destaca el estudio Avon Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC) por ser
una de las cohortes de nacimiento prospectivas con mas afios de seguimiento, actualmente, se
encuentran realizando el seguimiento de la descendencia a los 30 afios de edad (Boyd et al., 2013).
Esto ha posibilitado que cuenten con una de las bases de datos en salud madre-hijo/a més grandes a
nivel mundial y hayan podido estudiar diversas influencias en la salud y el desarrollo de los participantes
a lo largo de la vida. En relacion a la dieta materna durante el embarazo y sus efectos en la salud de la
descendencia, publicaron un articulo en 2017 en el que categorizaron a las madres usando andlisis
cluster segun sus habitos dietéticos durante el embarazo, asignando a las madres en los siguientes
grupos cluster: frutas y verduras; carne y patatas; pan blanco y café. Los resultados mostraron que las
mujeres embarazadas clasificadas en el grupo de frutas y verduras tuvieron hijos/as con un cociente
intelectual medio superior a los 8 afios que los hijos/as de las madres del grupo de carne y patatas y

del grupo de pan blanco y café (Freitas-Vilela et al., 2018).

En Europa, el consorcio ALPHABET tiene por objetivo examinar la interaccion entre la calidad de la
dieta materna, la epigenética y la salud de la descendencia (L.-W. Chen et al., 2021). Este consorcio
ha publicado un estudio recientemente, que incluia siete cohortes de embarazadas de cinco paises
europeos, en el que han mostrado que una mejor calidad de la dieta durante el embarazo se asocia a
un mayor peso del bebé al nacimiento y a un menor riesgo de ser pequefio para la edad gestacional al
nacimiento (L.-W. Chen et al., 2021). Otra cohorte europea es el estudio de cohorte de nacimiento

Etude Longitudinale Frangaise depuis I'Enfance (ELFE) (de Lauzon-Guillain et al., 2022) que tiene por
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objetivo examinar como el entorno de los nifios/as desde su nacimiento afecta a su desarrollo, salud y
socializacién desde el periodo intrauterino hasta la adolescencia. En relacién a la dieta materna durante
el embarazo, han publicado un estudio reciente en el que muestran como un mayor consumo de
nutrientes, especialmente de los procedentes de frutas y verduras, durante el embarazo se asocia a un
mejor desarrollo cognitivo de la descendencia al afio de edad (de Lauzon-Guillain et al., 2022). Por
Gltimo, destacan también los resultados obtenidos por el estudio Generation R (Kooijman et al., 2016,
p. 20) un estudio de cohortes prospectivo poblacional de los Paises Bajos, cuyo objetivo es identificar
las causas ambientales y genéticas tempranas y las vias causales que conducen al crecimiento,
desarrollo y salud normales y anormales desde la vida fetal, la infancia y la edad adulta temprana. Entre
sus resultados, han mostrado como la baja adherencia a una Dieta Mediterranea al principio del
embarazo (< 18 semanas) parece asociarse a una reduccion del tamafio intrauterino, con una placenta

mas baja y un menor peso al nacimiento (Timmermans et al., 2012).

En Espafa, el proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA) tiene por objetivo evaluar el efecto de
contaminantes medioambientales y la dieta en embarazadas y sus hijos/as (Guxens et al., 2012). En el
marco de este estudio de cohorte, se ha evidenciado como una mayor adherencia a la dieta
mediterranea de la madre durante el embarazo se asocia a un menor riesgo de alteraciones del
crecimiento de la descendencia al nacimiento (Fernandez-Barrés et al., 2019) y un menor riesgo de
obesidad abdominal a los 4 afios de edad (Ferndndez-Barrés et al., 2016). En relacion a ciertos
alimentos en particular, se ha publicado un estudio muy reciente en el que se muestra que un mayor
consumo de alimentos considerados poco saludables durante el embarazo, como los ultraprocesados,
se asocia a una menor fluencia verbal en la infancia temprana (Puig-Vallverdu et al., 2022). Por el
contrario, se ha mostrado que un mayor consumo de alimentos considerados saludables durante el
embarazo, como el pescado y marisco, se asocia a una mejor funcion atencional de los hijos/as a los 8

afios de edad (Julvez et al., 2020).

La dieta materna desempefia un papel crucial en el estado nutricional antes y durante el embarazo
(Cheatham, 2019; Cusick & Georgieff, 2016; Stephenson et al., 2018). El estado nutricional de la madre,
junto con las variables parentales, ambientales, genéticas y socioecondmicas, influyen en el desarrollo
del cerebro infantil y en las funciones neurocognitivas de la descendencia en diferentes etapas de la
vida (Barrero-Castillero et al., 2019; Schwarzenberg et al., 2018). Sin embargo, el desarrollo cerebral y
cognitivo es un proceso multifactorial y complejo, sobre el cual todavia debe realizarse mas
investigacién para identificar los efectos clave de la dieta antes y durante el embarazo, ya que podrian
ser la base para mejorar la salud y el desarrollo de los bebés (Belfort et al., 2016; Cormack et al., 2019).
En este sentido, se esté prestando cada vez més atencion al papel de los suplementos nutricionales
durante el embarazo, destacando los sAF por su implicacién en diversos procesos fisioldgicos durante

el desarrollo embrionario y fetal.
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DOSIS RECOMENDADAS DE sAF DURANTE EL EMBARAZO

El uso de sAF durante el embarazo esta extendido a nivel mundial desde que en 1991 fuera
recomendado por los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades (Centers for Disease
Control (CDC), 1991). Esta recomendacion se produjo tras la publicacion de varios estudios
observacionales iniciales en los que se sugeria un efecto protector del uso de sAF durante el embarazo
sobre la recurrencia de defectos del tubo neural (DTN) al nacimiento (Gatenby & Lillie, 1960; Nevin &
Seller, 1990; Smithells et al., 1980, 1989). A partir de estos estudios se realiz6 el estudio de intervencién
auspiciado por el Medical Research Council britanico («Prevention of Neural Tube Defects», 1991).
Este fue un ensayo clinico aleatorizado realizado con unas 1200 embarazadas con antecedentes de
hijos/as con DTN reclutadas en 33 centros de siete paises diferentes. En este estudio, se usaron dosis
altas de sAF (4 mg/dia) dada la poblacion de DTN previos y se observé que se prevenia en un 70% la
recurrencia de hijos/as con DTN al nacimiento entre las madres que tomaron sAF. Esta es la razén de
que, en primera instancia, la recomendacién fuera dirigida especificamente a madres con
antecedentes de hijos/as con DTN. No obstante, esto cambié en el afio 1992 debido a los resultados
de un ensayo clinico aleatorizado realizado en Hungria, que mostraban que el uso de sAF durante el
periodo periconcepcional (desde 3 meses antes del embarazo hasta el tercer mes de embarazo)
reducia significativamente el riesgo de tener por primera vez hijos/as con DTN al nacimiento (Czeizel
& Dudas, 1992).

En 1996, se iniciaron ademas procesos de fortificacion de alimentos con sAF en algunos paises como
Estados Unidos, con el fin de complementar las recomendaciones sobre el uso de sAF, asegurar los
niveles de folato en sangre 6ptimos a nivel poblacional, y especialmente entre las mujeres susceptibles,
y prevenir asi los DTN al nacimiento (US Food and Drug Administration, 1996). En 1998, un panel de
expertos pertenecientes al Instituto de Medicina de Estados Unidos (Institute of Medicine (US), 1998)
evalud y publicé una guia de referencia de consumo diario de distintas vitaminas, entre ellas el acido
félico, indicando sus rangos recomendados de consumo. La dosis diaria recomendada de sAF en
mujeres embarazadas se mantuvo en 400 pg/dia, en base a los resultados de una revision de la
literatura de los ensayos clinicos y casos clinicos publicados hasta esa fecha. De forma novedosa, en
esta guia se publicé el limite méximo tolerable de consumo de &cido félico, siendo éste de 1000 pg/dia
en poblacién adulta, incluyendo a las mujeres embarazadas. Esto sucede tras realizar la revision de la
literatura y observar evidencia de ciertos efectos perjudiciales neuroldgicos derivados del consumo de
altas dosis de acido félico (mas de 1000 pg/dia) en poblacién adulta con sindrome de deficiencia de
vitamina B12 (Schwartz et al., 1950; Will et al., 1959). Esta es una deficiencia que afecta a gran parte
de la poblacién adulta y pasa desapercibida hasta que se combina con altas dosis de &cido félico,
procedentes de suplementos vitaminicos y/o alimentos fortificados, que inicia un declive neurolégico
irreversible (Institute of Medicine (US), 1998). Por ello, a pesar de no evidenciarse hasta ese entonces
efectos perjudiciales del uso alto de sAF en embarazadas o poblacion general, se establecio el limite

maximo tolerable de 1000 pg/dia para toda la poblacién adulta.
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A dia de hoy, 92 paises (Wilson & O’Connor, 2022) cuentan con politicas de fortificacién obligatorias
(Figura 4) que han resultado reducir y prevenir los DTN al nacimiento (Wilson & O’Connor, 2021). Sin
embargo, una revision sistematica reciente (Ledowsky et al., 2022) ha evidenciado que la fortificacion
podria estar produciendo la ingesta en exceso de acido félico, es decir, por en encima del limite maximo
tolerable.

Figura 4. Paises con legislacién obligatoria sobre fortificacién (datos actualizados a julio 2022).

LEGISLACION SOBRE LA FORTIFICACION OBLIGATORIA DE LOS CEREALES
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Food Fortification Initiative
LEYENDA :

No legislacion obligatoria o datos no disponibles
Harina de trigo. 67 paises tienen una legislacion para la harina de trigo solamente
- Harina de trigo y harina de maiz. 17 paises tienen legislacion para la harina de trigo y la harina de maiz

- Harina de trigo y arroz. 5 paises tienen legislacion para la harina de trigo y el arroz (Nicaragua, Panama, Peru, Filipinas, Islas Salomodn)

- Harina de trigo, harina de maiz y arroz. 2 paises tienen legislacion para la harina de trigo, la harina de maiz y el arroz (Costa Rica y Estados Unidos)

- Arroz. 1 pais tiene legislacion solo para el arroz (Papua Nueva Guinea)

Fuente: Food Fortification Initiative (Food Fortification Initiative., 2022), disponible en:

https://www.ffinetwork.org/globalprogress
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Actualmente, la dosis recomendada de sAF durante el periodo periconcepcional es de 400 pg/dia para
todas aquellas mujeres que estén planeando quedarse embarazadas (Merrell & McMurry, 2022),
tratando de no sobrepasar el limite maximo tolerable de 1000 pg/dia, a excepcién de aquellas
situaciones en que esté justificada una prescripcion médica de dosis mas elevadas. Se han realizado
varios estudios para explorar los beneficios del uso materno de las dosis recomendadas de sAF durante
el embarazo sobre la salud de los hijos/as. Uno de los estudios que mas evidencia cientifica aporta al
respecto, es un metaanalisis publicado muy recientemente (H. Chen et al., 2021). En él se incluyeron
32 estudios de cohortes y 7 estudios de casos y controles, concluyendo que el uso recomendado de
sAF incrementa las habilidades intelectuales de los hijos/as, asi como reduce el riesgo de Trastorno del
Espectro Autista (TEA), Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH), alteraciones
conductuales (emocionales, como des&nimo, nerviosismo ante situaciones nuevas o ganas de llorar;
y/o comportamentales, como perder el control durante un enfado, pelearse o mentir) y alteraciones del
lenguaje en la infancia.

DOSIS ALTAS Y BAJAS DE sAF DURANTE EL EMBARAZO

A pesar de las recomendaciones y el claro papel preventivo frente a los DTN del uso de sAF durante el
embarazo, varios paises han reportado altos porcentajes de madres que no cumplen con las
recomendaciones (Caffrey et al., 2019). Estudios previos publicados han indicado que un 42.8% de
madres en Polonia (Wojtowicz et al., 2022) y un 55% de madres en Reino Unido (Shields et al., 2022)
no usaron sAF durante el periodo periconcepcional. En Italia, se ha mostrado que solo un 14% de
madres usaron la dosis recomendada de sAF durante el periodo periconcepcional y, ademas, un 27,5%
usaron 5000 pg/dia o mas, superando el limite méaximo tolerable (Missanelli et al., 2022). En Espafia,
un estudio realizado con poblacién del proyecto INMA ha mostrado que mas de la mitad de las madres
(57%) usaron dosis de sAF por debajo de 400 pg/dia durante el periodo periconcepcional, es decir, no
alcanzaron a usar la dosis recomendada, y el 29% superaba el limite maximo tolerable de 1000 pg/dia
(Navarrete-Mufioz et al., 2015).

A dia de hoy, todavia hay muchas madres que no utilizan las dosis recomendadas de sAF durante el
embarazo, pudiendo asi afectar al correcto desarrollo del feto. Esto se debe a que el cerebro durante
su desarrollo temprano es muy vulnerable a factores internos y externos, como la ingesta de sAF, que
pueden alterar su correcto desarrollo durante el periodo embrionario/fetal (Vohr et al., 2017). La
evidencia cientifica ha mostrado que tanto el uso de dosis por encima del limite maximo tolerable, como
por debajo de la dosis diaria recomendada, podrian producir cambios a nivel cerebral y, por tanto,

producir diferentes trastornos tras el nacimiento (Rubini et al., 2021).

El uso de dosis bajas de sAF (<400 ug/dia) durante el embarazo se ha asociado con diversas
alteraciones en la salud de los hijos/as. Por un lado, ha mostrado incrementar el riesgo de alteraciones
estructurales y/o antropométricas, como bajo peso al nacimiento (Avram et al., 2022), pie zambo (Zhang
etal., 2021), labio leporino (Ahmed Sakran et al., 2022), anomalias congénitas del tracto urinario

(Czeizel, 2009) o alteraciones cardiacas congénitas (Tyagi et al., 2022). Por otro lado, se ha asociado
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a alteraciones relacionadas con el neurodesarrollo, incluyendo un menor tamafio del cerebro, asi como
alteraciones de memoria, lenguaje y psicoldgicas (Virdi & Jadaviji, 2022). En esta linea, hay estudios
gue han mostrado un incremento del riesgo de desarrollar TEA (Sampaio et al., 2021), TDAH (Schlotz
et al., 2010), alteraciones verbales y visoespaciales (Ars et al., 2019), menor indice de desarrollo mental
(del Rio Garcia et al., 2009), e incluso problemas emocionales (D’Souza et al., 2019), durante la

infancia.

El uso de dosis altas de sAF (21000 pg/dia) también se ha relacionado con algunas alteraciones en la
salud de la descendencia, aunque la evidencia cientifica al respecto es inconclusa y contradictoria. Por
un lado, las dosis altas de sAF durante el embarazo se han asociado a efectos perjudiciales en la salud
de la descendencia. Una revision publicada en 2017 describid que el uso de dosis altas durante el
embarazo podria incrementar el riesgo de desarrollar TEA (Wiens & DeSoto, 2017). En este sentido,
los resultados de un estudio prospectivo de cohorte que incluyé 1257 pares de madres-hijos/as de
Boston, mostraron que las madres que reportaron tomar mas de 5 veces a la semana sAF y/o cuyos
valores de folato en sangre fueron 260.3 nanomoles por litro, ambos indicadores de un uso muy alto de
sAF, tuvieron un 2.5 mas de riesgo de tener hijos/as con TEA que las madres que tuvieron un consumo
moderado de sAF (Raghavan et al., 2018). Las dosis muy altas de sAF, > 5000 pg al dia durante el
embarazo se han asociado con alteraciones psicomotoras de los nifios/as al afio de edad (Valera-Gran
et al., 2014). De forma similar, otros estudios han evidenciado que el uso de dosis = 1000 pg al dia
durante el embarazo se han asociado con un mayor riesgo de ser pequefio para la edad gestacional al
nacimiento (Navarrete-Mufioz et al., 2019); asi como con peor funcién cognitiva en general y funcién

verbal, a los 5 afios de edad (Valera-Gran et al., 2017).

Por otra parte, hay evidencia que sugiere que las altas dosis de sAF durante el embarazo podrian tener
un efecto protector o beneficioso en algunas patologias en la infancia, poniendo de manifiesto que los
resultados en cuanto a los efectos de las altas dosis de sAF durante el embarazo son inconclusos.
Entre estos efectos beneficiosos, destacan una disminucion en la recurrencia de labio leporino al
nacimiento derivada del uso de dosis > 3000 ug al dia (Jayarajan et al., 2019), menor incidencia de
partos pretérmino (Papadopoulou et al., 2013) y menor riesgo de ser pequefio para la edad gestacional
al nacimiento tras el uso de 5000 ug al dia durante el embarazo (Papadopoulou et al., 2013) y, también,
mejor destreza verbal y habilidades comunicativas a los 18 meses de edad tras el uso de 5000 g al
dia, aunque no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas con el uso > 5000 ug al dia

y la funcién verbal (Chatzi et al., 2012).

A pesar de que son necesarios méas estudios que confirmen los efectos negativos del uso de sAF en
dosis altas y bajas durante el embarazo en la salud de la descendencia, la evidencia disponible sugiere
que este uso parece tener un impacto negativo en la salud de los hijos/as. En general, los estudios se
centran en los efectos del uso alto y bajo de sAF sobre los procesos cognitivos o del neurodesarrollo
durante la infancia, pudiéndose deberse esto a que el acido folico tiene un papel clave en numerosos
procesos neurofisioldgicos que ocurren durante la formacion, crecimiento y desarrollo embrionario, fetal

e incluso tras el nacimiento (Rubini et al., 2021).
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PAPEL DEL ACIDO FOLICO EN EL DESARROLLO TEMPRANO DEL CEREBRO

La gestacion es un periodo de gran vulnerabilidad para el feto, durante el cual los 6rganos se
encuentran en desarrollo, teniendo mayores tasas de proliferacion celular, cambios en las capacidades
metabdlicas y una capacidad limitada para la reparacion del ADN (Pachkowski et al., 2011; Sram et al.,
2005). Durante el periodo embrionario, el cerebro sufre una rapida formacién y desarrollo,
produciéndose una alta proliferaciéon y migracién neuronal, sinapsis, mielinizacién y apoptosis (Tau &
Peterson, 2010), que se conoce como desarrollo temprano del cerebro. Este desarrollo temprano es
muy vulnerable a factores externos y cambios en los micronutrientes, que pueden alterarlo y

desembocar en trastornos del nifio/a tras el nacimiento (Vohr et al., 2017).

Uno de los micronutrientes mas importantes en relacion con el éptimo desarrollo temprano del cerebro
es el acido folico. De forma resumida, este micronutriente se absorbe en el intestino delgado materno,
donde tras varios procesos quimicos es oxidado y reducido a la forma 5-metil-tetrahidrofolato (5-MTHF)
(L. N. Zhao & Kaldis, 2022), que se almacena principalmente en el higado materno (Bahous et al.,
2017). Este proceso se incluye en una ruta metabdlica conocida como ciclo de folato, que a su vez se
incluye en otra ruta metabdlica mayor, el metabolismo de un carbono (C1) o “one-carbon metabolism”
(Rubini et al., 2021) (Figura 5), que ademas del ciclo de folato, incluye el ciclo de metionina y el de
glutation (Clare et al., 2021). El ciclo de folato es necesario para procesos neurofisiolégicos mas
complejos que tienen lugar principalmente durante el periodo embrionario, como la metilacién de ADN
y de &cido ribonucleico (ARN), la sintesis de neurotransmisores y el metabolismo de aminoacidos
(Bailey et al., 2015; Clare et al., 2019). Por ello, es esencial un aporte 6ptimo de sAF durante el

embarazo que asegure el correcto desarrollo temprano del cerebro (Jankovic-Karasoulos et al., 2021).
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Figura 5. Metabolismo de Cu.
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Fuente: Maternal One-Carbon Metabolism during the Periconceptional Period and Human Foetal Brain
Growth: A Systematic Review (Rubini et al., 2021).

Las alteraciones en el metabolismo de Ci en relaciéon al &cido félico, se asocian a problemas
comportamentales, cognitivos e incluso psicosis durante la infancia (Freedman et al., 2021). Los efectos
de estas alteraciones han sido principalmente estudiados en el periodo periconcepcional de embarazo,
periodo en el que se enfocan las recomendaciones de uso de sAF. Durante el primer trimestre de
embarazo, aproximadamente 6 semanas tras la concepcién, se produce el cierre del tubo neural,
estructura anatomica que posteriormente se convertira en la médula espinal y cerebro (sistema
nervioso) adultos, siendo por ello el momento mas vulnerable y critico para la ocurrencia de DTN dentro
del desarrollo temprano del cerebro (Zaganjor et al., 2016). Por esta razén es facil pensar que el periodo
periconcepcional de embarazo es el mas sensible a las diferentes dosis de sAF, sin embargo, la
literatura cientifica emergente apunta a que el periodo de embarazo mas alla del primer trimestre
también podria ser susceptible a las concentraciones de &cido félico y, relevante para el correcto

desarrollo temprano del cerebro.

El segundo y tercer trimestre de embarazo, también conocidos como embarazo medio-avanzado, se
describen como un periodo crucial para el desarrollo del cerebro (Tamura et al., 2005). Durante este
periodo, hay ciertas areas del cerebro, como el hipocampo o las cortezas visual y auditiva (Georgieff
etal., 2018), que se encuentran en pleno desarrollo y requieren de acido folico para su correcta
formacion (Roffman, 2018). También hay una mayor intensidad de mielinizacion del cerebro, proceso

que permite la correcta comunicacién entre neuronas, y que es especialmente sensible a la falta de
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acido folico (Gilmore et al., 2018; Naninck et al., 2019). Estos procesos intimamente relacionados con
el desarrollo temprano del cerebro, y que también dependen del uso materno de sAF, han servido de
base y justificacion para estudiar como las dosis de sAF durante el embarazo avanzado afectan a los
procesos neurolégicos tras el nacimiento. Un estudio realizado en Holanda, ha mostrado que la
deficiencia de sAF en el segundo trimestre se asocia con un menor volumen cerebral de los nifios/as a
los 6-8 afios de edad, evaluado con resonancia magnética (Ars et al., 2019). En la misma linea, los
resultados de un estudio realizado en la India muestran que las madres con niveles de folato bajo en el
tercer trimestre de embarazo, en comparacion a las madres con los niveles adecuados, tuvieron hijos/as
con peor rendimiento cognitivo a los 9-10 afios de edad (Veena et al., 2010). Por tanto, aunque escasa,
hay evidencia que sustenta que las dosis altas y bajas de sAF durante estadios mas avanzados del

embarazo también pueden influenciar el correcto desarrollo temprano del cerebro de nifios/as.

Cabe destacar, que el desarrollo temprano del cerebro presenta algunas peculiaridades dependiendo
del sexo del hijo/a, derivadas principalmente de los cromosomas sexuales y las diferencias hormonales
(Gilmore et al., 2018). Estas diferencias en el desarrollo temprano del cerebro entre nifios y nifias
producen que los efectos del uso de dosis de altas y bajas de sAF durante el embarazo puedan ser
diferentes, dependiendo del sexo de la descendencia. En este sentido, en el estudio realizado en la
India que hemos nombrado anteriormente (Veena et al., 2010), se pudo observar que las madres que
tomaron la dosis recomendada de sAF durante el segundo-tercer trimestre de embarazo frente a las
que tomaron dosis bajas, tuvieron hijos/as con mejor rendimiento cognitivo en general, e hijas con una
mejor fluencia verbal a los 9-10 afios de edad. Resultados muy similares se pueden observar en un
estudio publicado recientemente, en el que las madres que usaron dosis recomendadas de sAF durante
el embarazo avanzado, tuvieron hijas con una mejor comprensién verbal a los 11 afios de edad (Caffrey
etal., 2021).

FUNCION COGNITIVA

Como hemos desarrollado hasta este punto, las alteraciones en el desarrollo temprano del cerebro
pueden determinar la aparicién diferentes enfermedades y/o trastornos durante la infancia, e incluso en
la vida adulta (Godfrey & Barker, 2001; Hanson & Gluckman, 2008). Entre estos trastornos, destacan
por la posible influencia del uso materno de SAF, los trastornos del neurodesarrollo. Estos son un
conjunto de trastornos que se caracterizan por retrasos en la adquisicion de habilidades motoras,
sociales, del lenguaje y/o cognitivas (Jeste, 2015).

Los trastornos (y/o alteraciones) del neurodesarrollo cuentan con diversas definiciones vy
clasificaciones, que se usan de forma indistinta en el mundo de la epidemiologia del desarrollo
neuropsicoldgico infantil. Esta es una de las razones por las que en 2012 Joan Forns et al. realizaron
una revision de la literatura para crear un marco conceptual y unificar la terminologia al respecto (Forns
etal., 2012). De forma muy resumida, este marco conceptual concibe el neurodesarrollo como dos
partes bien diferenciadas: nivel funcional y fenotipos clinicos. Por un lado, el nivel funcional incluye tres

dominios interrelacionados entre si, el cognitivo, el psicomotor y el socioemocional. Estos dominios son
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habilidades que se adquieren durante la maduracion del cerebro y su interaccion con el entorno social
y educativo, como resultado del desarrollo de redes neuronales en el cerebro a lo largo del tiempo. El
optimo desarrollo de cada uno de estos dominios, es interdependiente entre ellos, es decir, el desarrollo
patoldgico de uno de ellos, puede influenciar al resto de dominios. Por otro lado, los fenotipos clinicos
comprenden la externalizacion de las posibles alteraciones en alguno de los dominios funcionales, es
decir, la sintomatologia, pudiendo ser diagnosticada bajo algun trastorno, como por ejemplo TDAH
(Bishop & Rutter, 2008) (Figura 6).

Figura 6. Marco tedrico neurodesarrollo.
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Fuente: Elaboracién propia a partir del Marco Conceptual de J. Forns et al (Forns et al., 2012).

Dentro de la amplitud de funciones que componen y/o dan lugar a trastornos del neurodesarrollo, vamos
a centrarnos en la funcién cognitiva. La funcion cognitiva se concibe como un modelo jerarquico, en el
que se incluyen diferentes funciones especificas, como la funcién atencional, el lenguaje o la memoria,
que se englobarian dentro del dominio de la cognicién general. La funcién cognitiva general, de forma
muy resumida, comienza su desarrollo durante el periodo embrionario, paralelamente al desarrollo del
sistema nervioso central, que da inicio con la formacién y cierre del tubo neural (Stiles & Jernigan,
2010). Una vez formado el tubo neural, todas las neuronas se encuentran en el mismo sitio, pero deben
desplazarse a sus lugares de destino y desarrollar su funcién concreta, estos procesos se conocen
como migracion y especializacion neuronal, y dardn lugar a las diferentes areas cerebrales y sus
respectivas redes neuronales (Tau & Peterson, 2010). El pico méas alto de actividad migratoria de las

neuronas se da entre los meses 3 y 5 de gestacion (Tau & Peterson, 2010). Tras la formacién de las
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distintas redes neuronales, éstas deben poder comunicarse entre si, para coordinar todas las funciones
cerebrales y cognitivas. Esto lo hara posible un proceso denominado mielinizacién, que da comienzo
en el tercer trimestre de embarazo y contintia desarrollandose durante la adolescencia y edad adulta
(Huppi et al.,, 1998). Es importante destacar que estos procesos son muy vulnerables a la nutricién
materna, y la inadecuacion de la dieta durante el embarazo puede alterar tanto la morfologia del cerebro

como los futuros procesos cognitivos de los nifios/as (Harding et al., 2017).

Por tanto, la correcta funcién cognitiva depende de una comunicacién e interconexion eficiente de los
cuatro lébulos cerebrales: frontal, temporal, parietal y occipital (Figura 7). No obstante, cada uno de los
I6bulos se encarga de funciones cognitivas especificas, siendo el mas relevante en cuanto a los

procesos cognitivos en general, el I6bulo frontal (Nieoullon, 2002; Thomas Yeo et al., 2011).

Figura 7. Lébulos cerebrales.
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Fuente: Modificada a partir de Imagen de rawpixel.com en Freepik <a href=https://www.freepik.es/vector-

gratis/cerebro-humano-dibujado-mano_2783045.htm#query=cerebro%20humano&position=5&from_view=search&track=sph >
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Es importante tener en cuenta que los l6bulos frontales, aunque son los mas relevantes, no trabajan de
forma aislada ni solitaria, sino que estan interrelacionados con el resto de I6bulos y areas cerebrales
gue les brindan soporte. Los I6bulos parietales se encargan de integrar informaciéon del exterior,
derivarla a la CPF y dar una respuesta en forma de movimiento o accién a la informacién recibida (Clark
et al.,, 2017). Las funciones cognitivas que se modulan en este I6bulo son el esquema corporal, el
procesamiento visoespacial, calculo, atencién, orientacién y lenguaje (Centre for Educational Research
and Innovation & Organisation for Economic Co-operation and Development, 2007). Los Iébulos
temporales se encargan principalmente de recibir y procesar estimulos auditivos, asi como de colaborar
en la correcta fluencia verbal y comprensién del lenguaje (Zaidat et al., 2020). Estas habilidades son
posibles gracias al area de Wernicke, situada en los I6bulos temporales, que nos permite entender el
contenido emocional de las palabras y la entonacion del lenguaje (Hall, 2020) . Ademas del lenguaje,
tiene una importante relacion con la memoria (Moscote-Salazar et al., 2020). Por ultimo, el I6bulo
occipital se encuentra en la parte posterior del cerebro y se encarga exclusivamente de procesar e

integrar los estimulos visuales (Moscote-Salazar et al., 2020).

Los I6bulos frontales son los mas grandes del cerebro humano, definen la personalidad de cada
persona y estan formados por la corteza motora y por la corteza prefrontal (CPF) (Mendez, 2022).
(Figura 8). La corteza motora se encarga de la iniciacion, coordinacion y secuenciacion de movimientos
corporales en base a las demandas del entorno (Mendez, 2022). La CPF, ocupa cerca de un 30% de
toda la corteza cerebral y se ha descrito como la més implicada en el correcto desarrollo de gran parte
de las funciones cognitivas especificas (Shallice, 2002): lenguaje, interaccion social, funciones

ejecutivas, memoria de trabajo y funcion atencional.

Figura 8. Lobulos frontales.
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En cuanto al lenguaje, en la CPF se encuentra el area de Broca, region especifica del lenguaje motor,
gue permite la correcta articulacion de palabras (Clark et al., 2017). En cuanto a la interaccion social,
la CPF tiene la funcion de integrar las emociones y el comportamiento social, es decir, nos permite
interactuar con nuestros iguales, ayudandonos a deliberar posibles respuestas tanto conductuales
como verbales y a inhibir aquellas respuestas consideradas inadecuadas (Clark et al., 2017). La CPF
también tiene un papel clave en el correcto funcionamiento de las funciones ejecutivas. Estas funciones,
se consideran funciones cognitivas superiores e incluyen procesos como la planificacién, toma de
decisiones y resolucion de problemas (Flores-Lazaro & Ostrosky-Solis, 2012), que son la base de un
correcto razonamiento, juico y comportamiento. Las funciones ejecutivas nos permiten ser funcionales
en escenarios cotidianos, aunque no seria posible esta funcionalidad sin la ayuda de otras dos
funciones cognitivas especificas, que se interrelacionan con las funciones ejecutivas, como lo son la
memoria de trabajo y la funcién atencional. La memoria de trabajo y la atencién son dos funciones
cognitivas intimamente relacionadas, pues es necesaria una correcta atencién para que la memoria de
trabajo funcione correctamente. La memoria de trabajo, también conocida como memoria a corto plazo,
puede definirse como el proceso mental por el cual almacenamos, gestionamos y utilizamos la
informacion sobre la cual estamos prestando atencién (Ruiz-Martin, 2020), que a su vez se define como
la capacidad de mantener un estado de alerta suficiente como para seleccionar y procesar los estimulos
relevantes de nuestro entorno para responder a ellos de forma eficaz, mientras obviamos los estimulos
no relevantes (Nobre & Kastner, 2014). Siendo ambas, funciones cognitivas esenciales para el correcto
funcionamiento diario tanto de personas adultas como de adolescentes y nifios/as (Spencer-Smith &
Klingberg, 2015).

En resumen, la funcién cognitiva nos permite dar respuesta a las demandas del entorno de una forma
funcional. Su formacién comienza durante el periodo embrionario, de forma paralela al desarrollo del
sistema nervioso, aunque no todas las funciones cognitivas se inician en el mismo periodo, pues la
maduracion y desarrollo de cada I6bulo cerebral es diferente (Figura 9). Muchas de ellas contindan
formandose durante la adolescencia y adultez temprana, como es el caso de la funcién ejecutiva
(Diamond, 2002). Detectandose, por tanto, las deficiencias en ciertas habilidades cognitivas en edad
escolar, aumentando asi el riesgo de problemas conductuales o fracaso académico durante la
adolescencia, e incluso de desventajas socio-econémicas en la edad adulta (Curtin et al., 2014). Por
ello, es de vital importancia el estudio de las causas que pueden producir estos trastornos, con el fin de
controlarlas, minimizar su impacto en la salud de la descendencia e intervenir de la forma mas temprana

posible, asegurando la funcionalidad diaria de nifios y nifias.
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Figura 9. Maduracion de los I6bulos cerebrales desde la concepcion hasta la edad adulta.
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Fuente: Traducida a partir de Delineation of early brain development from fetuses to infants with
diffusion MRI and beyond (Ouyang et al., 2019).

38



JUSTIFICACION

La nutricibn materna durante el embarazo, incluyendo el uso de suplementos vitaminicos, ha sido
descrita como un factor influyente y relevante en el desarrollo embrionario, fetal e incluso tras el
nacimiento. El uso en dosis recomendadas de sAF durante el periodo periconcepcional posee un
fundamento cientifico sélido al haberse asociado con un efecto protector en la salud de la
descendencia, especialmente en el neurodesarrollo gracias a su papel preventivo frente a los DTN al
nacimiento. Sin embargo, la literatura emergente apunta a que el uso de sAF durante los periodos de
embarazo mas alla del primer trimestre también parece influir en el correcto desarrollo neuroldgico,
relacionandose el uso recomendado de sAF a partir del periodo periconcepcional con una mejor funcion

cognitiva de los hijos/as.

El desarrollo temprano del cerebro es muy vulnerable a factores maternos, como la dieta, teniendo el
acido félico un papel clave en su correcto desarrollo. El acido félico interviene en diversos procesos
neurofisiolégicos durante el desarrollo embrionario, como la metilacién del ADN, que son muy sensibles
a las concentraciones de esta vitamina. Hay varios estudios que respaldan que el uso de dosis bajas
de sAF se asocia a una peor funcion cognitiva durante la infancia, asi como a un mayor riesgo de sufrir
trastornos del neurodesarrollo, como TEA. A pesar de que el &cido folico se considera una vitamina
libre de toxicidad y segura para nuestro organismo, las dosis por encima del limite maximo tolerable se
han asociado también a efectos perjudiciales en la funcién cognitiva de los nifios/as, como peor
habilidad verbal, mostrando que mayores concentraciones de esta vitamina durante el embarazo, no

tienen un impacto positivo en los procesos neurofisioldgicos en la infancia.

Hay que destacar que el desarrollo temprano del cerebro, asi como la maduracién de las funciones
cognitivas, son distintas entre nifios y nifias, lo que podria producir que el efecto de los sAF durante el
embarazo sea diferente entre ellos. En este contexto, algunos estudios han mostrado que continuar
con el uso recomendado de sAF tras el primer trimestre de embarazo produce una mejoria en la funcion
verbal a los 11 afios de edad solo en nifias. Estos hallazgos se han justificado parcialmente con
resultados de estudios de muestras sanguineas de cordon umbilical de estos mismos nifios/as, que
han mostrado que el uso de sAF parece activar la metilacion de genes especificos relacionados con el
desarrollo del cerebro en nifias y no en nifios. Resultados que podrian proveer de una base biol6gica
para los posibles hallazgos diferenciales del efecto del uso de sAF sobre la funcidon cognitiva entre nifios

y nifas.

En el marco del estudio INMA, poblacién de estudio de la presente tesis doctoral, ya se han publicado
algunos estudios que han explorado el efecto uso de las altas y bajas de sAF durante el embarazo
sobre el neurodesarrollo infantil. Por un lado, se ha mostrado un efecto negativo en el dominio
psicomotor al afio de edad derivado del uso periconcepcional de dosis altas de sAF durante el
embarazo. Por otro lado, estas mismas dosis, se han asociado con un déficit verbal a los 5 afios de

edad, que se engloba en el dominio cognicién. Asentando la base para continuar el estudio de los
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efectos de las dosis altas y bajas de sAF durante el embarazo en otras funciones especificas incluidas

en el dominio cognicién, como la funcién atencional y la memoria de trabajo.

Toda esta evidencia cientifica sobre los diferentes efectos del uso de dosis altas y bajas de sAF segun
el sexo de la descendencia y/o segun el periodo de embarazo estudiado, nos sirven de justificacién
para la realizacion de esta tesis doctoral. En base a la cual nos surge la siguiente pregunta de
investigacién: ¢El uso materno de sAF en dosis altas (21000 ug/dia) y bajas (<400 ug/dia) afecta
negativamente a la funcién cognitiva infantil independientemente de que la descendencia sea nifio o

nifia, y del periodo de embarazo en el que se hayan usado los suplementos?
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HIPOTESIS

Las hipétesis estan relacionadas con los objetivos planteados y recogidos en los trabajos que forman
parte de esta tesis doctoral:

1. Eluso de sAF por encima (21000 pg/dia) y por debajo (<400 pg/dia) de la dosis recomendada
en el embarazo se asocia de forma independiente a una peor funcion cognitiva, concretamente

funcion atencional, de los nifios y las nifias a la edad de 4-5 afios

2. Eluso de sAF por encima (21000 pg/dia) y por debajo (<400 pg/dia) de la dosis recomendada
durante el embarazo se asocia de forma independiente a una peor funcion cognitiva,
concretamente funcién atencional y memoria de trabajo, de los nifios y las nifias a los 7-9 afios
de edad.

OBJETIVOS

Los objetivos propuestos en esta tesis doctoral son:

Objetivo general

Analizar la asociacion entre el uso de sAF a dosis altas (21000 pg/dia) y bajas (<400 pg/dia) en el
embarazo independientemente de la ingesta dietética y las alteraciones de la funcién cognitiva en

nifos/as a la edad de 4-5 afios y 7-9 afos estratificando por sexo.

Objetivos especificos

1. Analizar la asociacion entre las dosis altas (21000 pg/dia) y bajas (<400 pg/dia) de sAF en
el embarazo independientemente de la ingesta dietética y las alteraciones en la funcion

atencional en nifios y niflas de 4-5 afos de edad.

2. Evaluar la asociacion entre las dosis altas (21000 pg/dia) y bajas (<400 pg/dia) de sAF en
el embarazo independientemente de la ingesta dietética y las alteraciones en la funcion

atencional y memoria de trabajo en nifios y nifias de 7-9 afios de edad.
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METODOLOGIA

DISENO DE ESTUDIO

Esta tesis doctoral se enmarca dentro del Proyecto INfancia y Medio Ambiente (INMA;

www.proyectoinma.org) (Guxens etal.,, 2012). INMA es un estudio de cohorte de nacimiento

prospectivo de base poblacional y multicéntrico, con el objetivo principal de estudiar diferentes
exposiciones durante el embarazo, como agentes contaminantes, determinantes genéticos y factores
dietéticos; sobre el desarrollo fetal y del nifio/a tras el nacimiento. El proyecto INMA se establece en
siete regiones espafiolas: Ribera de I'Ebre (n=102), Menorca (n=530), Granada (n=668), Asturias
(n=494), Guipuzcoa (n=638), Sabadell (n=657) y Valencia (n=855) (Figura 10).

Figura 10. Localizacién geogréafica de las siete cohortes que conforman el Proyecto INMA.
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Fuente: Web del Proyecto INMA (www.proyectoinma.orq).

Las cohortes de Ribera de I'Ebre, Menorca y Granada son las cohortes iniciales, que sirvieron de punto
de partida y experiencia previa para crear las restantes cuatro cohortes (Asturias, Valencia, Guipuzcoa
y Sabadell) que siguieron un protocolo comun de estudio, incluyendo aspectos similares en cuanto a
reclutamiento, recogida de datos y seguimiento de participantes. Esta es la razén por la cual, para los
dos articulos que conforman esta tesis doctoral, se ha utilizado Unicamente la poblacién de estudio e

informacidn recogida en las cuatro cohortes nuevas: Valencia, Asturias, Sabadell y Guipuzcoa.

El proyecto INMA esta aprobado por los comités éticos de los hospitales de referencia de cada una de
las cuatro cohortes (Hospital La Fe, Valencia; Hospital Sabadell, Sabadell; Hospital Universitario
Central de Asturias, Asturias; Hospital Zumarraga, Guipuzcoa), asi como por el Comité ético del Institut

Municipal d’Investigacié Médica.
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POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio del proyecto INMA son las madres embarazadas que viven en las diferentes
zonas geogréficas de cada cohorte participante; asi como sus hijos/as. En las cohortes nuevas, las
madres embarazadas se reclutaron en la primera visita prenatal, entre los afios 2004 y 2008 (Gascon
et al., 2017; Guxens et al., 2012). Para participar, ademas de cumplimentar el consentimiento informado

y aceptar la participacion, las madres debian cumplir los siguientes criterios de inclusién:

[1] Tener 16 afios o0 mas.

[2] No tener problemas de comunicacion (hablar y entender el espafiol).

[3] Tener un embarazo Unico.

[4] Dar a luz en alguno de los hospitales de referencia de las cohortes participantes.
[5] Embarazo natural, sin técnicas de reproduccion asistida.

[6] Residir en el area de estudio (dependiente de cada cohorte).

Tras el reclutamiento, se realizaron diferentes visitas de seguimiento (Figura 11) y de recogida de
informacién. Las visitas de seguimiento de especial interés para esta tesis doctoral fueron: visita inicial,
visita durante el embarazo (primer trimestre, segundo trimestre, tercer trimestre), visita de los 4-5 afios

de edad de los hijos/as y visita de los 7-9 afios de edad de los hijos/as.

Fueron 2764 mujeres las que aceptaron participar en el proyecto INMA, de las cuales 2625 fueron
incluidas en el estudio; y, de éstas, 2492 dieron a luz a un bebé vivo. Para el primer articulo que
compone esta tesis doctoral, analizamos 1329 pares de madres-hijos/as con informaciéon completa
sobre el uso de sAF durante el embarazo y sobre la funcién atencional a los 4-5 afios de edad de los
nifios/as. Para el segundo articulo que compone esta tesis doctoral, analizamos 1609 pares de madres-
hijos/as con informacién completa sobre el uso de sAF durante el embarazo y sobre aspectos cognitivos

(memoria de trabajo y/o funciéon atencional) a los 7-9 afios de edad de los nifios/as (Figura 12).
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Figura 11. Visitas de seguimiento del proyecto INMA.
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Figura 12. Flujo de participantes de los dos estudios que componen
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VARIABLES DE ESTUDIO

La recogida de informacién sobre el uso de sAF se realiz6 por trabajadores de campo entrenados para
ello a través de un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de alimentos (CFA) de 101 items. El
CFA que se us06 es una version adaptada del cuestionario utilizado por Willett en el estudio de las
Enfermeras Norteamericanas (Willett et al., 1985), el cual ha sido disefiado para mujeres embarazadas
espafiolas y validado en la poblacién perteneciente a la cohorte INMA-Valencia del proyecto INMA
(Vioque et al., 2013), disponible en: http://epinut.edu.umh.es/cfa-101-inma-embarazadas/ (Anexo 1). El

contenido de folato y demas nutrientes procedentes de los alimentos se obtuvo principalmente de las
tablas de composicion de alimentos norteamericanas (U.S. Department of Agriculture (USDA), 2010) y
se complementé con otras fuentes relevantes nacionales (Palma Linares et al., 2008) para adaptarlo a
la realidad espafiola. Para calcular la ingesta de nutrientes transformamos la frecuencia de consumo
de cada alimento en gramos por dia, multiplicamos ésta por la composicion nutricional y, por dltimo,
dividimos el resultado por el tamafio de las raciones especificadas en el CFA. Se obtuvo la ingesta
media diaria de nutrientes para cada mujer a partir de la suma de la ingesta de todos los nutrientes de
cada alimento. Asimismo, se utilizd6 el método de los residuos de Willett (Willett et al., 1997) para

calcular los valores de las ingestas de nutrientes ajustados por calorias.

Los nutrientes de especial interés para la presente tesis doctoral fueron el folato (variable de ajuste) y
de sAF (variable independiente). Para cada una de las embarazadas se estimdé la ingesta dietética
media diaria de folato en pg durante cada uno de los periodos de embarazo evaluados mediante dos
CFA. El primer CFA se recogid en la semana 10-13 de embarazo para estimar la ingesta de folato y
sAF desde los tres meses previos a la concepcién hasta el tercer mes de embarazo (periodo
periconcepcional) y, el segundo CFA, se recogid en la semana 28-32 de embarazo para estimar la
ingesta de folato y sAF desde el cuarto hasta el séptimo mes de embarazo (segundo periodo de
embarazo) (Figura 13). Estos CFA incluian preguntas especificas sobre suplementos y/o preparados
vitaminicos y minerales que contuvieran acido félico. El uso de sAF (en ug) se estimé en base a la dosis
diaria, la marca comercial, la composicion del suplemento y la duracién del consumo para cada periodo
del embarazo. Se estimé el uso medio mensual de sAF, y posteriormente, la media de consumo de sAF
de cada madre durante el periodo periconcepcional, segundo periodo del embarazo y la media de estos
dos periodos (embarazo completo). En base a ello, clasificamos el uso de sAF de las madres durante
los periodos de embarazo anteriormente mencionados como: <400 ug/dia (dosis bajas), 400-999 ug/dia

(categoria de referencia en nuestros analisis estadisticos) y 21000 pg/dia (dosis altas).

La estimacion de uso de sAF y categorias de consumo han sido las mismas para los dos articulos que

conforman esta tesis doctoral.
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Figura 13. Recogida de informacion dietética mediante cuestionario de frecuencia de alimentos (CFA).

Semanas 10-13 Semanas 28-32

Ingesta folato y AF Ingesta folato y AF /
< CFA 1 CFA 2

Categorias uso suplementos de AF Categorias uso suplementos de AF
<400ug / 400-999ug / =1000ug <400ug / 400-999ug / =1000ug

Ambos periodos

Categorias uso suplementos de AF
<400ug / 400-999ug / 21000ug

Fuente: Elaboracion propia.

Funcién cognitiva

La variable dependiente estudiada en los dos articulos que componen esta tesis doctoral es la funcion
cognitiva, estudiada a través de la funcién atencional y la memoria de trabajo. Esta variable se recogio
en las visitas de seguimiento de los nifios/as cuando tenian 4-5 afios de edad (datos usados para el
articulo 1) y cuando tenian 7-9 afios (datos usados para el articulo 2). Las evaluaciones se realizaron
por trabajadores de campos entrenados mediante test computarizados de aproximadamente unos 20
minutos de duracion. Todos los nifios/as recibieron las mismas instrucciones y fueron evaluados en

salas tranquilas.
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Articulo 1: The Use of Lower or Higher Than Recommended Doses of Folic Acid Supplements
during Pregnancy Is Associated with Child Attentional Dysfunction at 4-5 Years of Age in the
INMA Project.

Para este primer articulo, la funcién cognitiva fue explorada mediante la variable funcion atencional en
nifios/as de 4-5 afios de edad. Este aspecto cognitivo se evalué con el test de ordenador Conners’
Kiddie Continuous Performance test (KCP-T) (Conners & Staff, 2001) de unos 7 minutos duracion. Se
utilizé la version adaptada para poblacion infantil, en la que, en lugar de incluir imagenes de letras, se
incluyen imagenes mas visuales, como por ejemplo un bal6én de fatbol. Antes de comenzar la prueba,
los trabajadores de campo instruyeron a los nifios y nifias para pulsar la barra espaciadora del teclado
lo més rapido posible cuando vieran una imagen en la pantalla del ordenador (el objetivo), siempre y

cuando esa imagen no fuera el balon de fatbol (el no objetivo).

En este articulo analizamos 5 resultados principales provenientes del test K-CPT, que actian como
indicadores de diferentes aspectos/vertientes de la funcién atencional: tiempo medio de respuesta en
milisegundos (HRT), como un indicador de tiempo de reaccion; error estandar del HRT [HRT(SE)],
como un indicador de atencion sostenida; detectabilidad/precision, como un indicador de precision
durante el test; errores por omisién, como un indicador de inatencion; y errores por comisién, como un

indicador de impulsividad.

Para todos ellos, excepto para la detectabilidad/precisiéon, una puntuacién mayor, indica un peor
resultado (Conners & Staff, 2000, 2001). En la Tabla 2 se encuentran esquematizadas y descritas en

mayor detalle estas variables.
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Articulo 2: Association between the Use of Folic Acid Supplements during Pregnancy and
Children's Cognitive Function at 7-9 Years of Age in the INMA Cohort Study

Para este segundo articulo, la funcién cognitiva fue explorada mediante las variables funcién atencional
y memoria de trabajo en nifios/as de 7-9 afios de edad. Para evaluar estas funciones cognitivas se
usaron dos test diferentes.

Attentional Network Test (ANT)

Para evaluar la funcién atencional de los nifios/as a los 7-9 afios de edad, se utiliz6 test de ordenador
Attentional Network Test (ANT) (Forns et al., 2014; Thomason et al., 2009), ampliamente utilizado para
valorar diferentes aspectos de la funcién atencional. Se trata de una prueba que dura unos 20 minutos,
disefiada para evaluar la funcién atencional de nifios/as mayores de 6 afios (Rueda et al., 2004). Para
esta prueba, los trabajadores de campo instruyeron a los nifios/as para que alimentaran al pez central
de una fila de cinco peces amarillos. Para alimentar al pez central, los nifios/as debian pulsar lo mas
rapido posible el botén derecho o izquierdo del ratén, dependiendo y coincidiendo con la direccién hacia
la que estuviera mirando el pez del centro, tratando de ignorar al resto de peces, que pueden o ho mirar
en la misma direccién que el pez central. Justo antes de comenzar la prueba, hay un periodo de fijacion,
en el que el nifio/a debe observar una cruz en la pantalla del ordenador, para asegurar en la medida de
lo posible esté mirando a la parte de la pantalla en la que saldré la fila de peces (Figura 14). Cuando el
nifio/a realiza la prueba de forma correcta, recibe un refuerzo auditivo positivo “Woo hoo!” (Suades-
Gonzalez et al., 2017).

Figura 14. Imagen de los peces que aparecen en el test ANT.
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Fuente: Development of attentional networks in childhood (Rueda et al., 2004).

Esta prueba fue administrada por trabajadores de campo entrenados, que dieron las mismas
instrucciones a todos los nifios/as y, en cada cohorte, los nifios/as usaron el mismo ordenador. En este
articulo analizamos 7 resultados proporcionados por el test ANT: error estdndar del tiempo medio de
respuesta [HRT(SE)], como un indicador de atencion sostenida; detectabilidad/precision (d’), como un

indicador de la precisién con la que se ha realizado el test; errores por omisién, como un indicador de
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inatencion; errores por comision, como un indicador de impulsividad; y tres redes atencionales

(orientacion, alerta y ejecutiva).

Para todas las variables, excepto para la detectabilidad/precision, una puntuaciéon mayor, indica un peor
resultado (Arija et al., 2019; Gignac et al., 2021; Suades-Gonzélez et al., 2017). En la Tabla 2 se

encuentran esquematizadas y descritas en mayor detalle estas variables.

N-Back Task

Para evaluar la memoria de trabajo se utilizé el test de ordenador N-Back Task (Owen et al., 2005).
Esta prueba tiene una duracion aproximada de 20 minutos, durante la cual se presentan estimulos
visuales (en este estudio, nimeros) uno a uno en la pantalla del ordenador. En este test se instruyo al
nifio/a para que pulsara una tecla del teclado cuando viera un estimulo (un nimero) igual al mostrado
“n” pantallas antes (n=1,2 6 3). Para cada estimulo, los nifios/as debian completar los 3 bloques: 1-
back, 2-back y 3-back, siendo este ultimo el que mayor memoria de trabajo demanda. En el nivel 1-
back, el mas simple, el nifio/a debia pulsar el teclado cuando el nUmero en pantalla fuera el mismo que
el mostrado inmediatamente antes. En el nivel 2-back debian pulsar cuando el nUmero en pantalla fuera
igual que el mostrado dos pantallas antes y en el nivel 3-back, tres pantallas antes. Después de cada
blogue, los nifios/as tenian un breve descanso (5-20 segundos), recibian un refuerzo auditivo positivo

("jwoo hoo!") y aparecia una cara sonriente en la parte superior izquierda de la pantalla (Figura 15).

Figura 15. Ejemplificacion N-Back Task; nivel 3-back.
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. mostrado

&
o

Fuente: Elaboracion propia.

En este segundo articulo no se analizaron los datos del nivel mas simple (1-back) porque todos los
nifios/as alcanzaron la perfeccién (L6pez-Vicente et al., 2016). A partir de las medidas directas que
ofrece el N-Back Task, se calculo la precision global (d) de la siguiente forma; d' = z (tasa de aciertos)
- Z (tasa de falsas alarmas). Una d' mas alta indica una mejor deteccion, es decir, una mayor capacidad
de distinguir “sefial” (estimulo objetivo) de “ruido” (estimulo no objetivo) y, por tanto, un rendimiento
mas preciso durante la prueba (Deserno et al., 2012; Sunyer et al., 2015). En la Tabla 2 se encuentran

esquematizadas y descritas en mayor detalle estas variables.
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Tabla 2. Variables cognitivas exploradas en cada articulo y su bateria de medicion.

Articulo 1: The Use of Lower or Higher Than Recommended Doses of Folic Acid Supplements during Pregnancy Is

Associated with Child Attentional Dysfunction at 4-5 Years of Age in the INMA Project

Funcién cognitiva Test

Variables analizadas

Conners’ Kiddie
. Continuous
FUNCION ATENCIONAL
Performance Test

(KCP-T)

HRT: tiempo medio de respuesta (milisegundos) (capacidad de
reaccion) *

HRT(SE): error estandar del HRT (milisegundos) (variabilidad entre
respuestas, atencion sostenida) *

Detectabilidad/precision: capacidad del nifio/a para distinguir un
objetivo de un no objetivo (sin unidad) (precisién del test)

Errores por omisién: nimero de errores en los que el nifio/a no
responde al objetivo (contable) (inatencién) *

Errores por comision: nimero de errores en los que el nifio/a responde
varias veces al objetivo o no objetivo (contable) (impulsividad) *

Articulo 2: Association between the Use of Folic Acid Supplements during Pregnancy and Children's Cognitive
Function at 7-9 Years of Age in the INMA Cohort Study

Funcion cognitiva Test

Variables analizadas

Attentional Network
Test (ANT)

FUNCION ATENCIONAL

HRT(SE): error estandar del HRT (milisegundos) (variabilidad entre
respuestas, atencion sostenida) *

Precision: capacidad del nifio/a para distinguir un objetivo de un no
objetivo (sin unidad) (precision del test)

Errores por omisién: numero de errores en los que el nifio/a no
responde al objetivo (contable) (inatencion) *

Errores por comision: numero de errores en los que el nifio/a responde
varias veces al objetivo 0 no objetivo (contable) (impulsividad) *

Red alerta: Refleja la capacidad de producir y mantener una vigilancia
y un rendimiento 6ptimos durante las tareas (sin unidad) *

Red ejecutiva: Refleja la deteccion y resolucion de conflictos entre las
respuestas, la deteccion de errores y la inhibicion de respuestas
(milisegundos) *

Red orientacién: Refleja el cambio de atencién a los estimulos
sensoriales (sin unidad) *

MEMORIA DE TRABAJO N-Back Task

n-back 1: Capacidad para recordar el estimulo recién presentado (nivel
mas simple, se elimind de los analisis porque todos los nifios/as
alcanzaron la perfeccion) (sin unidad).

n-back 2: Capacidad para recordar el penultimo estimulo presentado
(indicador de habilidades cognitivas generales) (sin unidad).

n-back 3: Capacidad para recordar el antepenultimo estimulo

presentado (indicador de habilidades cognitivas superiores) (sin unidad)

* Una mayor puntuacion indica un peor resultado.
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Ademas de las variables principales, en ambos articulos hemos utilizado informacién sobre variables
sociodemograficas, antropomeétricas y de estilos de vida que podian actuar como variables confusoras.
Estas variables se recogieron de forma presencial, mediante cuestionarios estructurados y por
trabajadores de campo entrenados. En relacién a la madre, ajustamos los modelos de regresién por
cohorte (Asturias; Guipuzcoa; Sabadell; Valencia), edad (en afios), ingesta energética (en kilocalorias),
clase social (alta, media o baja), nivel educativo (primario o inferior, secundario, universitario), paridad
(0, =1), exposicion global al tabaco (si/no) que incluye tanto la exposicién activa como pasiva durante
el embarazo, indice de masa corporal (IMC) pre-embarazo (continuo). En cuanto al padre, tuvimos en
cuenta el IMC (continuo); y, en relacién a los hijos/as tuvimos en cuenta el sexo (nifio, nifia) y la edad

(en afios) en el momento del examen cognitivo.

ANALISIS ESTADISTICO

En los dos articulos que conforman esta tesis, se realizaron los andlisis estadisticos con el programa R
3.4.2 (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria, http://www.r-project.org), estableciendo
el nivel de significacion estadistica en 0.05. En ambos estudios llevamos a cabo analisis descriptivos
univariante y bivariante para caracterizar a las madres embarazadas y sus hijos/s segln las cuatro
cohortes de estudio; analisis multivariante para evaluar la asociacién entre el uso de sAF y la funcion
cognitiva; metaanalisis para estimar el efecto combinado de las 4 cohortes de estudio; y analisis de
sensibilidad para valorar la robustez de las asociaciones encontradas. Ademas, dada la evidencia
cientifica que sugiere que el neurodesarrollo durante el periodo embrionario es distinto entre nifios y
nifias (Wheelock etal., 2019; Wu etal., 2013), complementamos los andlisis multivariantes con

modelos estratificados por sexo.

En cuanto a los analisis descriptivos, en ambos articulos, utilizamos el test de Kolmogorov-Smirnov
para valorar la normalidad de las variables cuantitativas, resultando todas no paramétricas. Por ello, las
variables cuantitativas se describieron con mediana y rango intercuartilico y se contrastaron hipoétesis
usando el test Kruskal-Wallis. Las variables categéricas se describieron con ny % y se uso el test Chi-

cuadrado para el contraste de hipotesis.

Los andlisis multivariantes de ambos articulos se ajustaron por aquellas covariables con un p-valor
<0.20 en el andlisis bivariante y las que cambiaron la magnitud del efecto en >10%. En cada articulo

se realizaron los siguientes analisis:
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Articulo 1: The Use of Lower or Higher Than Recommended Doses of Folic Acid Supplements
during Pregnancy Is Associated with Child Attentional Dysfunction at 4-5 Years of Age in the
INMA Project.

En este articulo utilizamos dos modelos de regresién diferentes dependiendo del tipo de variables
cuantitativas que representasen la funcion atencional. Por un lado, llevamos a cabo modelos de
regresion lineal robusta multiple utilizando un estimador Minimizador de las estimaciones basadas en
el concepto de maxima verosimilitud (M de Huber) (MM) (Yu & Yao, 2017) para evaluar la asociacion
entre el uso de sAF y la funcion atencional de los nifios/as, representada por variables cuantitativas
continuas del test K-CPT (HRT, HRT(SE) y detectabilidad). Por otro lado, se utilizaron modelos de
regresion binomial negativa (Nikoloulopoulos & Karlis, 2008) para estimar las asociaciones entre el uso
de sAF y la funcién atencional, representada por variables cuantitativas discretas del test K-CPT
(nimero de errores por omisién y nimero de errores por comision). Los coeficientes de la regresion
binomial negativa se exponenciaron para obtener IRR (ratios de tasas de incidencia), que se interpretan

como riesgos relativos.

Finalmente, para obtener estimaciones combinadas para las cuatro cohortes de estudio, se utilizo
metaanalisis. Utilizamos el estadistico 12 para cuantificar la heterogeneidad, usando modelos aleatorios
cuando detectamos heterogeneidad (12 > 50%) y modelos fijos cuando no (12 < 50%) (Higgins, 2003).

Tanto los modelos de regresion como el metaanalisis se calcularon para los tres periodos de embarazo:

periconcepcional, segundo periodo y ambos; asi como estratificados por nifio y nifia.

Articulo 2: Association between the Use of Folic Acid Supplements during Pregnancy and
Children's Cognitive Function at 7-9 Years of Age in the INMA Cohort Study

Siguiendo las recomendaciones en relacion a resultados implausibles en el test ANT, excluimos de los

analisis a aquellos nifios/as cuya tasa de respuestas correctas era inferior al 70% y/o sus tiempos de
reaccion eran inferiores a 200 milisegundos (Antén et al., 2014; Gignac et al., 2021).

En este articulo utilizamos tres modelos de regresion diferentes dependiendo del tipo de variables
cuantitativas que representasen a la funcién cognitiva (funcién atencional y memoria de trabajo). En
primer lugar, realizamos modelos de regresion lineal robusta mdltiple utilizando un estimador de tipo
MM (Yu & Yao, 2017) para evaluar la asociacion entre el uso de sAF y la funcién atencional de los
nifios/as, representada por variables cuantitativas continuas del test ANT (HRT(SE) y las tres redes
atencionales). En segundo lugar, utilizamos modelos de regresion binomial negativa (Nikoloulopoulos
& Karlis, 2008) para estimar las asociaciones entre el uso de sAF y la funcién atencional, representada
por variables cuantitativas discretas del test ANT (nUmero de errores por omision y numero de errores
por comision). Los coeficientes de la regresion binomial negativa se exponenciaron para obtener IRR

(ratios de tasas de incidencia), que se interpretan como riesgos relativos. En tercer lugar, llevamos a
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cabo modelos de regresion lineal para datos censurados (Regresion Tobit) para explorar las
asociaciones entre el uso de sAF y la memoria de trabajo y la funcién atencional, representadas por
valores cuantitativos continuos en los que a partir de cierto limite, a todas las respuestas se les asigna
un mismo valor (resultados d’ n-back 2 y d’ n-back 3 del test N-Back Task; y detectabilidad del test
ANT).

Finalmente, para obtener estimaciones combinadas para las cuatro cohortes de estudio, realizamos
metaanalisis. Utilizamos el estadistico 12 para cuantificar la heterogeneidad, usando modelos aleatorios

cuando detectamos heterogeneidad (12 > 50%) y modelos fijos cuando no (12 < 50%) (Higgins, 2003).

Tanto los modelos de regresién como el metaanalisis se calcularon para los tres periodos de embarazo:

periconcepcional, segundo periodo y ambos; asi como estratificados por nifio y nifia.

En la Tabla 3 se muestra un resumen de los modelos de regresion empleados para explorar las
asociaciones entre el uso de sAF (variable independiente) y la funcién cognitiva (variable dependiente,
outcome).

Tabla 3. Modelos de regresion usados con cada variable.

Articulo 1: The Use of Lower or Higher Than Recommended Doses of Folic Acid Supplements during
Pregnancy Is Associated with Child Attentional Dysfunction at 4-5 Years of Age in the INMA Project

Regresion lineal robusta Variables funcion atencional (HRT, HRT(SE), detectabilidad)

Regresién binomial negativa Variables funcién atencional (errores por omision y errores por comision)

Articulo 2: Association between the Use of Folic Acid Supplements during Pregnancy and Children's
Cognitive Function at 7-9 Years of Age in the INMA Cohort Study

Regresion lineal robusta Variables funcién atencional (HRT(SE), alerta, ejecutiva y orientacion)
Regresion binomial negativa Variables funcién atencional (errores por omision y errores por comision)
Regresion Tobit Variables funcién atencional (detectabilidad)

Variables memoria de trabajo (n-back 2, n-back 3)
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En los dos articulos realizamos andlisis de sensibilidad, ajustando los modelos finales de regresion por
variables que la literatura cientifica ha relacionado con efectos en la funcién cognitiva de los nifios/as,
con el fin de observar si se verian modificadas las asociaciones estadisticamente significativas
encontradas entre nuestros resultados. En este sentido, incluimos en el modelo otras variables
independientes como variables maternas como la ingesta de yodo a través de suplementos (<100, 100—
149, 2150 ug/dia); el consumo de pescado durante el embarazo (gramos/dia); el razonamiento verbal
evaluado con la Escala de Inteligencia para Adultos de Wechsler-1ll (continuo); el momento de iniciar
el uso de sAF (mes 0, mes 1-2, mes 3, no uso); la exposicion al NO2 durante el embarazo (ug/m?); el
uso de paracetamol durante el embarazo (si, no); el tiempo de lactancia materna (no, <20 semanas,
>20 semanas; esta variable solo se exploré en el segundo articulo a peticion de un revisor). En relacion
a los nifios/as, incluimos variables como la ingesta de folato (pg/dia ajustado por la ingesta energética
en kilocalorias) evaluado por CFAs especificos y validados en cada rango de edad, a los 4-5 (Vioque
et al., 2016) y 7-9 afos (Vioque et al., 2019).

Ademas de valorar los cambios en los modelos de regresion ajustando por posibles variables
influyentes, para evitar cualquier influencia potencial en la asociacion, exploramos los modelos
excluyendo a los sujetos con algunas condiciones que se han descrito en la literatura como asociadas
al funcionamiento cognitivo infantil, como bebés prematuros, madres con condiciones médicas que
podrian afectar al desarrollo tipico de las funciones cognitivas (diabetes mellitus, epilepsia o
enfermedad tiroidea), madres que no utilizaron sAF a lo largo de todo el embarazo, nifios/as que
cumplian los criterios de obesidad de la OMS (2percentil 97), nifios/as con retraso psicomotor en las
Escalas Bayley de Desarrollo Infantil (BSID) a la edad de 1 afio (<percentil 85), nifios/as con
puntuaciones bajas en la funcion ejecutiva en las Escalas McCarthy de Habilidades Infantiles (MSCA)
(<76.3), y por ultimo, en el segundo articulo también se exploro la exclusion de los nifios/as que a los
4-5 afos de edad presentaron inatencién segun el test K-CPT.
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RESULTADOS PRINCIPALES

Los resultados de esta tesis doctoral se publicaron en dos articulos cientificos en revistas indexadas
en el primer (Anexo 2) y segundo cuartil (Anexo 3). De forma resumida, los resultados principales de
cada publicacion fueron:

Articulo 1: The Use of Lower or Higher Than Recommended Doses of Folic Acid Supplements
during Pregnancy Is Associated with Child Attentional Dysfunction at 4-5 Years of Age in the
INMA Project.

La mediana de edad de las madres fue de 31 afios y la mediana de edad de los nifios/as en el momento
de la evaluacion cognitiva fue de 4.6 afios. Durante el periodo periconcepcional, el 55.8% de las madres
usaron dosis de <400 pg/dia de sAF y el 29.2% de 21000 ug/dia. Durante el segundo periodo de
embarazo, los porcentajes disminuyeron al 51.4 en el uso de <400 ug/dia de sAF y al 18.1 en el uso de
21000 pg/dia.

En el periodo periconcepcional, en comparacién al uso recomendado de sAF (400-999 ug/dia), el uso
de <400 pg/dia y 21000 ug/dia se asocio con un 14% (IRR = 1.14; IC 95% = 1.01; 1.29) y un 16% (IRR
=1.16; IC 95% = 1.02; 1.33) de aumento en el nimero de errores de omision (indicador de inatencion)
de los nifios/as, respectivamente. En otras palabras, los hijos/as de madres que usaron dosis
periconcepcionales de sAF altas y bajas, tuvieron una mayor inatencién a los 4-5 afios de edad medida
con el test K-CPT. No encontramos otras asociaciones estadisticamente significativas con el resto de

variables del test K-CPT ni en otros periodos del embarazo.

Cuando exploramos estos resultados diferenciando por nifio y nifia, los efectos perjudiciales solo se
mantuvieron en los nifios. En concreto, el uso periconcepcional de <400 ug/dia de sAF se asocié a un
mayor nimero de errores de omision (IRR = 1.22; IC 95% = 1.01;1.47) y un mayor tiempo de respuesta
(HRT) (B = 34.36; IC 95% = 10.01; 58.71). Ademas, el uso periconcepcional de 21000 ug/dia de sAF
se asocio también a un HRT (B = 33.18; IC 95% = 6.10; 60.25) y un mayor HRT(SE) (8 = 3.31; IC 95%
= 0.53; 6.09), es decir, una menor atencién sostenida. En las nifias, s6lo se observé una asociacion
protectora marginalmente significativa entre el uso de <400 pg/dia de sAF durante el segundo periodo

del embarazo y el nimero de errores de omision (IRR = 0.86; IC 95% = 0.74; 1.00).

Los andlisis de sensibilidad incluyendo a todos los nifios/as y explorando las asociaciones entre el uso
de <400 pg/dia de sAF durante el periodo periconcepcional y el nimero de errores por omision, se
mantuvieron similares al modelo basal (IRR = 1.14; IC 95% = 1.01; 1.29), aunque se observo una
asociacion mas fuerte cuando se ajusté por la ingesta dietética de folato y energia del nifio/a (IRR =
1.17; 1C 95% = 1.03; 1.32) y cuando se excluyeron las madres con condiciones médicas (IRR = 1.19;
IC 95% = 1.04; 1.37). Ademas, la asociacién entre el uso de 21000 ug/dia de sAF y los errores por
omisiéon (IRR = 1.16; IC 95% = 1.02; 1.33) se hizo ligeramente més fuerte cuando excluimos a las
madres con condiciones médicas (IRR = 1.20; IC 95% = 1.03; 1.39).
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Articulo 2: Association between the Use of Folic Acid Supplements during Pregnancy and
Children's Cognitive Function at 7-9 Years of Age in the INMA Cohort Study

La mediana de edad de las madres fue de 31 afios y la mediana de edad de los nifios/as en el momento
de la evaluacioén cognitiva fue de 7.7 afios. Durante el periodo periconcepcional, el 54.3% de las madres
usaron dosis de <400 pg/dia de sAF y el 31.2% de 21000 ug/dia. Durante el segundo periodo de
embarazo, los porcentajes cambiaron al 56.4 en el uso de <400 pg/dia de sAF y al 17.2 en el uso de
21000 pg/dia.

En el segundo periodo de embarazo, en comparacion con el uso de 400-999 ug/dia de sAF,
encontramos una asociacién estadisticamente significativa entre el uso de <400 pg/dia de sAF y la
funcién atencional de los hijos/as, concretamente, una mayor puntuacién de la red atencional alerta en
los nifios/as a la edad de 7-9 afios (§ = 18.70, IC 95% = 7.51; 29.89). En otras palabras, los hijos/as de
madres que consumieron dosis de <400 pg/dia de sAF durante el segundo periodo del embarazo fueron
menos capaces de alcanzar y mantener un estado de alerta 6ptimo durante el test ANT. No se
observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el uso de sAF en dosis altas y bajas
durante otros periodos de embarazo y la funcién cognitiva (funcién atencional y memoria de trabajo) de

los hijos/as.

Cuando exploramos los analisis estratificando por sexo (nifio y nifia), observamos un efecto perjudicial
del uso materno de <400 pg/dia de sAF, en comparacion al uso de 400-999 ug/dia, durante el segundo
periodo de embarazo en la red atencional alerta de las nifias (B = 30.01, IC 95% = 12.96; 47.01), pero
este efecto no fue estadisticamente significativo en los nifios (f = 12.05, IC 95% = -4.15; 28.25). En los
nifios, se observé una asociacion significativa entre el uso de <400 pg/dia de sAF y la memoria de
trabajo. Especificamente, los nifios cuyas madres usaron dosis de <400 pg/dia en comparacion con las
gue usaron 400-999 pg/dia, rindieron peor en la tarea n-back 2 ( = -0,25, IC 95% = -0.49; 0.01). Alo
largo del embarazo, observamos una asociacion estadisticamente significativa entre el uso de 21000
pg/dia de sAF, en comparacién con el uso de 400-999 ug/dia, y la funcién atencional de las nifias.
Concretamente, las nifias cuyas madres usaban estas altas dosis, tenian una menor puntuacion de
HRT-SE (B =-20.38, IC 95% = -39.12; -1.63), lo que indica una mejor atencioén sostenida. Estas dosis
altas de sAF también se asociaron con un mejor rendimiento de la memoria de trabajo en las nifias,
tanto en n-back 2 como en n-back 3 (f = 0.28, IC 95% = 0.01; 0.56 y B = 0.32, IC 95% = 0.08; 0.56,

respectivamente).

Los andlisis de sensibilidad incluyendo a todos los nifios/as y explorando las asociaciones entre el uso
de <400 pg/dia de sAF durante el segundo periodo de embarazo y la red atencional alerta se
mantuvieron similares al modelo basal (3 = 18.70, IC 95% = 7.51; 29.89). Observamos una asociacion
ligeramente mas fuerte cuando ajustamos por algunas condiciones de las madres, como el inicio del
uso de sAF (B = 19.71, IC 95% = 8.20; 31.22), el no uso de sAF en ningun periodo del embarazo ( =
20.11, IC 95% = 8.68; 31.54), y el razonamiento verbal (f = 19.45, IC 95% = 7.70; 31.19) y también
cuando excluimos a las madres con condiciones médicas (f = 19.24, IC 95% = 7.03; 31.46). Por el

contrario, la asociacion se hizo ligeramente mas débil cuando ajustamos por la ingesta de folato de los
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nifos/as a la edad de 7-9 afios (B = 17.48; IC 95% = 6.12; 28.84) y cuando excluimos a los nifios/as
con obesidad (B = 16.67; IC 95% = 4.04; 29.31).

En la Figura 16 se muestra un esquema de los principales resultados encontrados en los dos articulos

que conforman esta tesis doctoral.
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Figura 16. Resumen gréafico de los resultados principales.
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DISCUSION

Los resultados de esta tesis doctoral, sugieren, en primer lugar, que el uso de sAF en dosis mas bajas
gue la recomendada (<400 ug/dia) o méas altas que el limite maximo tolerable (21000 ug/dia), en
comparacion al uso recomendado, durante el periodo periconcepcional podrian producir alteraciones
en la funcién cognitiva de los nifios/as a los 4-5 afios de edad, pero no a los 7-9 afios. En concreto, los
hijos e hijas de madres que se suplementaron tanto con dosis altas como con bajas durante el periodo
periconcepcional, tuvieron una peor funcién atencional a los 4-5 afios de edad, efectos que solo
permanecieron evidentes en los hijos al realizar los analisis estratificados por sexo. En segundo lugar,
sugieren que el uso de sAF en dosis bajas (<400 ug/dia) durante el segundo periodo de embarazo (a
partir del primer trimestre) podria producir alteraciones en la funcién cognitiva de los nifios/as a los 7-9
afios de edad, pero no alos 4-5 afios. Concretamente, los hijos e hijas de madres que se suplementaron
con dosis bajas, tuvieron una peor funcion atencional a los 7-9 afios de edad. Tras realizar los analisis
estratificados por sexo, los efectos negativos en la funcién atencional solo se mantuvieron en las hijas,
mientras que en los hijos observamos una peor memoria de trabajo; contrariamente a los 4-5 afios de
edad se observa un efecto positivo en la funcién atencional de las nifias. En tercer lugar y de forma
poco esperada, los resultados muestran que el uso alto de sAF (21000 ug/dia) durante ambos periodos
de embarazo podrian mejorar la funcién atencional y memoria de trabajo de las nifias a los 7-9 afios de

edad, aunque estos efectos no se observaron a los 4-5 afios de edad.

Hay estudios que sugieren que el efecto de concentraciones de &cido félico en sangre materna tanto
bajas como altas podrian tener un efecto nocivo en el desarrollo temprano del cerebro debido a un
mecanismo similar (Nijhout et al., 2004). El uso de sAF durante el embarazo por encima del limite
maximo tolerable parece producir concentraciones de acido folico sin metabolizar en la sangre de la
madre (Caffrey et al., 2019), que saturan los canales de transporte dependientes de este micronutriente
presentes en la placenta y, por tanto, bloquean el paso de &cido félico al feto (R. Zhao et al., 2011). En
consecuencia, se produciria un déficit de &cido félico en el feto, de la misma forma que ocurriria con el
uso materno de sAF por debajo del recomendado durante el embarazo, efectos que podrian prevenirse
con el uso recomendado de sAF (Pentieva et al., 2016). No obstante, los mecanismos por los que
afectan las dosis bajas y altas de sAF durante el embarazo a la funcién cognitiva de los hijos/as, todavia

no son claros.

Por otra parte, el uso de dosis altas o bajas de sAF puede influenciar la implicacion del acido félico en
los mecanismos epigenéticos durante el embarazo. Una nutricibn materna inadecuada puede alterar
los mecanismos epigenéticos del feto (Cai et al., 2021), lo que puede dar lugar a resultados adversos
para la salud tras el nacimiento de los nifios/as, como trastornos del neurodesarrollo (Li et al., 2019). El
acido folico participa en una compleja via denominada metabolismo de Ci, que es responsable de
proporcionar una serie de sustratos necesarios para los procesos epigenéticos fetales (Clare et al.,
2021). Ademés, el metabolismo de Ci parece controlar la poblacion de células cerebrales del feto y la
expresion epigenética del cerebro a través de la metilacion del ADN (Clare et al., 2019). Por lo tanto,

las alteraciones del metabolismo de Ci, especialmente la deficiencia de folato, podrian estar asociadas
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a trastornos del neurodesarrollo y a problemas conductuales y cognitivos en la infancia (Freedman
et al., 2021; Mastrototaro et al., 2017). Sin embargo, el papel del metabolismo de Cien el desarrollo del

cerebro y los efectos cognitivos a largo plazo siguen siendo en gran medida desconocido.

En general, la evidencia cientifica que evalla el uso de dosis altas y bajas de sAF durante el embarazo
es muy escasa debido a compromisos éticos y morales. Por ello, hipétesis como las nuestras,
generalmente sélo pueden ser evaluadas en estudios prospectivos de cohortes de nacimiento como el

Proyecto INMA y/o en estudios con animales.

Periodo periconcepcional

El uso de dosis recomendadas de sAF durante el periodo periconcepcional puede prevenir anomalias
en el desarrollo del sistema nervioso central del feto, tales como los defectos del tubo neural (Liu et al.,
2020), y ademas se relaciona con mejoras en el funcionamiento neurocognitivo en la infancia (Irwin
et al., 2016). Por el contrario, el uso bajo de sAF durante este periodo de embarazo se ha asociado a
un efecto perjudicial en el desarrollo mental a la edad de 1 afio (del Rio Garcia et al., 2009), y el uso
alto se ha asociado a retraso psicomotor a la edad de 1 afio (Valera-Gran et al., 2014) y déficits verbales
a la edad de 5 afios (Valera-Gran et al., 2017). Estos efectos perjudiciales descritos en la literatura
cientifica, provenientes de resultados tanto de estudios enmarcados en el Proyecto INMA, como de
otros, nos hicieron establecer parte de las hipétesis de esta tesis doctoral, esperando encontrar un
efecto perjudicial del uso no recomendado de sAF durante el periodo periconcepcional en la funcién

cognitiva de los nifios/as a los 4-5 y 7-9 afios de edad.

Encontramos un efecto negativo del uso de sAF tanto en dosis bajas como en altas sobre la funcion
cognitiva, especificamente en la funcion atencional, de los nifios/as a los 4-5 afios, aunque no fue
observado a los 7-9 afios de edad. Por un lado, el efecto perjudicial de las dosis bajas de sAF, podria
en parte justificarse con el hecho de que los niveles deficientes de folato en sangre materna pueden
afectar al desarrollo temprano del cerebro (Gao et al., 2016), y dar lugar a una peor funcién cognitiva
de la descendencia (Veena et al., 2016). Otra posible justificacion, son los resultados obtenidos en un
estudio con animales, en el que se ha mostrado que las crias de ratén de madres alimentadas con una
dieta deficiente en Acido félico, tienen una mayor tasa de muerte celular de las neuronas, lo que podria

afectar negativamente a su funcién cognitiva (Barua, Kuizon, et al., 2014).

Por otro lado, el efecto perjudicial en la funcién cognitiva de las dosis altas de sAF ha sido mas
estudiado que los efectos de las dosis bajas. En este sentido, Selhub and Rosenberg realizaron una
revision en la que mostraron efectos perjudiciales del uso alto de sAF no solo en la infancia, sino a lo
largo de la vida (Selhub & Rosenberg, 2016). Estos efectos perjudiciales han sido confirmados en
estudios con animales, y justificados con el hecho de que las dosis altas de sAF pueden derivar en
acido félico sin metabolizar presente en el torrente sanguineo de la madre, alterando la metilacién de
diferentes genes de la corteza frontal de la descendencia (Barua, Chadman, et al., 2014; Barua, Kuizon,

et al., 2014), area clave para el correcto desarrollo de diversas funciones cognitivas. Por tanto, es
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posible que las altas dosis de sAF durante el embarazo estén alterando la metilacion de los genes que
posteriormente se veran involucrados en el correcto desarrollo de la funcion atencional de los nifios/as

a los 4-5 afios de edad.

Por dltimo, no tenemos una explicacion clara para la falta de asociacion encontrada entre el uso de
dosis bajas y altas de sAF durante este periodo de embarazo y la funcién cognitiva de los nifios/as a
los 7-9 afos de edad. Teniendo en cuenta que se trata de la misma poblacién de estudio, esperabamos
encontrar un efecto similar del uso de sAF durante el periodo periconcepcional a los 4-5 y 7-9 afios,
aunque no ha sido asi. Esta discrepancia podria deberse a la diferencia de edad de los nifios/as en los
dos estudios y, por tanto, a un nivel diferente de maduracion cerebral y de desarrollo de la funcién
cognitiva (Federico et al., 2017; Mullane et al., 2016; Rueda et al., 2004). Otra hipotesis alternativa

puede ser que los déficits cognitivos observados a los 4-5 afios se recuperan a los 7-9 afios.

Segundo periodo de embarazo

Nuestros resultados en este periodo de embarazo han mostrado que el uso bajo de sAF se asocia a
un menor estado de alerta (peor funcién atencional) a los 7-9 afos, pero no a los 4-5 afios de edad. El
uso de las dosis bajas y altas de sAF, y en general, el uso de sAF, tras el primer trimestre ha sido
mucho menos estudiado debido a que las de su uso recomendaciones se centran en el periodo
periconcepcional. Curiosamente, esto ha podido permitir cierto margen moral y ético para realizar
ensayos clinicos aleatorizados con madres embarazadas y sAF, como el proyecto “Folic Acid
Supplementation in the Second and Third Trimesters (FASSTT trial)” (B. McNulty et al., 2013). Lo que
nos ha posibilitado comparar nuestros hallazgos con evidencia cientifica mas soélida, procedente de un
ensayo clinico y no solo de estudios observacionales.

Hasta donde sabemos, este es el Uinico ensayo clinico con el objetivo de explorar el uso de sAF tras el
primer trimestre de embarazo. En el proyecto FASSTT, los investigadores reclutaron a 119 madres que
habian usado 400 pg/dia de sAF durante el periodo periconcepcional y las aleatorizaron en dos grupos
antes del comienzo del segundo trimestre de embarazo: 1) placebo (no continuar usando sAF), 2)
intervencién (continuar usando 400 pg/dia de sAF) (B. McNulty et al., 2013). Los resultados de este
estudio mostraron que el uso de la dosis recomendada de sAF mas all4 del primer trimestre se asoci6
con un mejor razonamiento verbal a los 7 afios de edad (H. McNulty et al., 2019) y mejor cognicion a
los 3 (H. McNulty et al., 2019) y 11 afios de edad (Caffrey et al., 2021). Estos resultados son similares
a los obtenidos por nuestra parte y a los obtenidos en un estudio observacional, en el que el uso bajo
de sAF tras el primer trimestre se ha asociado con un menor volumen cerebral a los 6-8 afios de edad

y menores capacidades verbales y visoespaciales (Ars et al., 2019).

Los resultados beneficiosos del uso recomendado de sAF a partir del primer trimestre, asi como el
efecto perjudicial del uso bajo, pueden justificarse porque el segundo periodo del embarazo se

caracteriza por el rapido crecimiento y mielinizacion del cerebro del feto, que son procesos
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estrechamente relacionados con el funcionamiento cognitivo 6ptimo y son especialmente sensibles a

la deficiencia de folato materno (Gilmore et al., 2018; Naninck et al., 2019; Roffman, 2018).

Diferencias entre nifios y nifias

Tanto a los 4-5 como a los 7-9 afios de edad, hemos observado efectos diferentes del uso bajo y/o alto
de sAF durante el embarazo en la funcién cognitiva de nifios y nifias, sugiriendo, por tanto, un posible

efecto dependiente del sexo de los hijos/as.

Durante el periodo periconcepcional, en comparacién a los hijos de madres que usaron dosis
recomendadas de sAF, nuestros resultados muestran que los hijos de madres que usaron dosis bajas
o0 altas de sAF tuvieron una peor funcién atencional a los 4-5 afios de edad. La evidencia al respecto
es muy escasa, de hecho, no hemos encontrado otros estudios que hayan explorado los efectos del
uso de sAF durante el embarazo en el desarrollo neuropsicolégico en funcion del sexo del nifio/a. Sin
embargo, hemos encontrado evidencia de otros factores de exposicién durante el embarazo que
parecen tener distintos efectos en el desarrollo cognitivo de la descendencia, dependiendo del sexo del
hijo/a. En el marco del Proyecto INMA se han encontrado diferencias segln el sexo de los hijos/as en
el desarrollo neuropsicolégico a los 4-5 afios de edad a causa de la exposicidon prenatal a
contaminantes, siendo los nifilos mas vulnerables a la exposicion prenatal a particulas en suspension
menores de 2.5 um de diametro y a diéxido de nitrdgeno que las nifias (Lertxundi et al., 2019). Se
encontrd un resultado similar en la prueba KCP-T (evaluacion de la funcion atencional) en los nifios/as
que participaron en el estudio Health Outcomes and Measures of the Environment (HOME) (Barnard
et al.,, 2018) en el que las dificultades cognitivas sélo fueron evidentes en los nifios a los 5 afios de
edad.

Los estudios del sistema nervioso usando tecnologias de imagen pueden ayudarnos a comprender la
base neurol6gica de esta diferencia de sexo en los resultados de la funcién atencional. En este sentido,
en un estudio publicado recientemente, se analizaron los cambios cerebrales relacionados con el sexo
y la edad en los nifilos/as y mostré varias diferencias entre el desarrollo cerebral de los nifios y las nifias,
incluida una mayor conectividad en las &reas cerebrales relacionadas con la funcién atencional,
concretamente el cértex orbitofrontal superior e izquierdo, en los nifios que en las nifias (Wu et al.,
2013). Ademas, estudios con técnicas de imagen realizadas en fetos humanos, han mostrado que estas
diferencias en el neurodesarrollo surgen durante la gestacion, incluida la conectividad neuronal de la
CPF, area muy relacionada con la funcion atencional (Wheelock et al., 2019). Durante la gestacion, las
nifias mostraron un mayor rango de cambios en la conectividad funcional de la corteza prefrontal en
comparacion con los nifios; ademas, esta conectividad disminuy6 a medida que aumentaba la edad
gestacional de forma mas pronunciada en los nifios (Wheelock et al., 2019). En consecuencia, es
posible que los nifios necesiten un mayor aporte de &cido félico durante las primeras etapas de la
gestacion que las nifias porque es el momento en el que presentan una mayor conectividad neuronal,

y por lo tanto podrian ser mas sensibles a dosis bajas o altas de sAF periconcepcionales.
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Durante el segundo periodo de embarazo, nuestros resultados mostraron que un bajo uso de sAF, en
comparacion al uso recomendado, se asociaba a un menor estado de alerta (funcién atencional) en las
nifias y a una peor memoria de trabajo en los nifios a los 7-9 afios de edad. Por el contrario, observamos
un efecto protector marginalmente significativo en la funcién atencional de las nifias a los 4-5 afios de
edad. Las discrepancias entre los resultados de ambos estudios podrian deberse a la diferencia de
edad de los nifios/as y, por tanto, a los distintos niveles de desarrollo de sus funciones cognitivas. La
funcion atencional y la memoria de trabajo experimentan un importante desarrollo durante la primera
infancia (Vuontela et al., 2013), especialmente a los 7-9 afios de edad (Anderson, 2002; Vuontela et al.,
2009). Esta edad se caracteriza por un pronunciado desarrollo del l6bulo frontal del cerebro (Rueda
et al.,, 2004) que es una estructura clave para la memoria de trabajo y funcién atencional (Thomason
et al., 2009). Concretamente, durante esta etapa, las nifias tienen un mejor rendimiento en tareas
relacionadas con la memoria de trabajo (Lopez-Vicente et al.,, 2016) y con la funcion atencional
(Suades-Gonzélez et al., 2017) que los nifios, lo que sugiere que las nifias tienen una funcion cognitiva

mas desarrollada que los nifios a la misma edad.

Hasta donde sabemos, ningun otro estudio previo ha analizado especificamente el efecto del uso
materno de sAF tras el primer trimestre de embarazo sobre la atencién y/o la memoria de trabajo de
los nifios/as. Aunque si lo han hecho en relacion a otras funciones cognitivas, como la funcion verbal,
y han mostrado resultados en la misma direccién que los nuestros. Por ejemplo, Caffrey et al. (Caffrey
et al., 2021) encontraron un efecto beneficioso del uso bajo de sAF mas alla del primer trimestre sobre
la comprension verbal en las nifias a la edad de 11 afos, pero no en los nifios. Del mismo modo, un
estudio observacional realizado en poblacion india mostré que la asociacion entre un estado adecuado
de folato materno en el segundo trimestre de embarazo y la fluidez verbal era mas fuerte en las nifias

que en los nifios a los 9-10 afios de edad (Veena et al., 2010).

Como hemos indicado anteriormente, hay evidencia de que el neurodesarrollo y procesos relacionados
e incluidos en él parecen diferir entre nifios y nifias durante la gestacion (Kaczkurkin et al., 2019), lo
que podria explicar que el uso de sAF en dosis bajas o altas durante el embarazo les afecte de forma
distinta. A este respecto, un ensayo clinico aleatorizado ha mostrado que la metilacion del ADN en
genes relacionados con el desarrollo cerebral es distinta entre nifios y nifias, y también, parece
responder de forma distinta a las concentraciones de acido félico durante el segundo trimestre de
embarazo (Caffrey et al., 2018). Ademas, la literatura cientifica sugiere que los patrones de actividad
cerebral relacionados con la cognicién y el desarrollo funcional del cerebro en la infancia, la nifiez
(Gilmore et al., 2018), e incluso en la adolescencia (Gignac et al., 2021) podrian ser diferentes en nifios
y nifias. Las nifias presentan una mayor tasa de mielinizacién que los nifios en algunas estructuras
cerebrales entre los 3 y los 60 meses, como el cuerpo calloso y la sustancia blanca frontal izquierda y
temporal izquierda (Deoni et al., 2012). Entre los 7 y los 9 afios de edad, se produce un rapido
crecimiento en las conexiones del l6bulo frontal, area cerebral estrechamente relacionada con la
memoria de trabajo y la funcion atencional (Anderson, 2002; Vuontela et al., 2009). Durante este
periodo, parece haber un crecimiento cognitivo mas pronunciado en las nifias (Lopez-Vicente et al.,
2016). En concreto, las nifias parecen experimentar picos de maduracién de la memoria de trabajo mas

tempranos (Pelegrina et al., 2015; Vuontela et al., 2003) y una funcién atencional mas avanzada
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(Suades-Gonzalez et al., 2017), que los nifios; lo que podria sustentar una base biolégica para las

diferencias encontradas entre nifios y nifias.

Por Gltimo, nuestros resultados mostraron que el uso de altas dosis de sAF a lo largo de ambos periodos
de embarazo mejoré la atencion sostenida y la memoria de trabajo de las nifias a los 7-9 afios de edad.
El uso elevado de sAF puede causar en la presencia de acido félico sin metabolizar en el torrente
sanguineo de la madre que puede saturar los mecanismos de conversion de acido félico en folato
(Maruvada et al., 2020). pudiendo derivar en una menor absorcién y participacion del folato en los
procesos de neurofisioldgicos del feto. Por esta razén, esperabamos encontrar un efecto negativo del
uso alto sAF durante el embarazo en la funcién cognitiva de los nifios/as. No tenemos explicacion para
este hallazgo inesperado, aunque es cierto que la evidencia cientifica sobre el uso alto de sAF es
inconclusa, pues se han documentado en la literatura tanto efectos beneficiosos como perjudiciales de
su uso sobre la salud de la descendencia (Irvine et al., 2022; Silva et al., 2017). En este sentido, un
ensayo clinico aleatorizado publicado recientemente indica que las dosis altas de sAF parecen no
alterar el metabolismo de Ci (Murphy et al., 2021) y, por tanto, podrian no influir en gran medida en el

neurodesarrollo de la descendencia.

No es la primera vez que se describe en la literatura cientifica un efecto protector sobre la funcién
cognitiva de los nifios/as derivado de una exposicidon aparentemente dafiina durante el embarazo. Un
estudio multicéntrico de cohortes de nacimientos en seis paises europeos ha asociado niveles
prenatales de mercurio altos y el consumo materno de alcohol, dos exposiciones nocivas, durante el
embarazo con un mejor rendimiento cognitivo en los nifios/as a los 6-11 afios de edad (Julvez et al.,
2021). Del mismo modo, otro estudio ha mostrado que una mayor exposicién prenatal a los
organoclorados puede aumentar la funcién atencional en las nifias a la edad de 8 afos (Sagiv et al.,
2012).

Debemos tener en cuenta que todos los resultados inesperados, incluido el nuestro, pueden derivar de
la causalidad inversa o la confusion residual, sesgos que no se pueden descartar en un estudio
observacional como INMA. También por el hecho de que la dieta y otros factores relacionados al
desarrollo cognitivo de los nifios/as durante la infancia intervengan cambiando los déficits/riesgos

observados a edades mas tempranas.

LIMITACIONES Y FORTALEZAS

Los estudios que componen esta tesis doctoral presentan ciertas limitaciones. En primer lugar, tienen
un disefio observacional y, por tanto, existe el riesgo de confusion no controlada o residual. Teniendo
en cuenta este sesgo, hemos ajustado los modelos de regresion por una amplia variedad de factores
de riesgo potenciales y también hemos realizado andlisis de sensibilidad, aunque es posible que
hayamos pasado por alto alguna variable potencialmente confusora. Por ejemplo, no hemos tenido en
cuenta como posible variable de confusion la variacion entre los evaluadores, aunque todos ellos
estaban entrenados para realizar las evaluaciones de la misma forma a través de protocolos

estandarizados, por lo que las diferencias entre evaluadores deberian ser minimas. En segundo lugar,
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podria haber sesgo debido a la pérdida de seguimiento de algunos participantes. Sin embargo, las
madres de los nifios/as que realizaron la evaluacién cognitiva tanto a los 4-5 como a los 7-9 afios de
edad, tenian una edad, un nivel educativo, un nivel socioeconémico y un uso de sAF muy similar, en
comparacion a las madres que fueron excluidas de los analisis por no haber realizado el seguimiento.
En tercer lugar, nuestros resultados deben interpretarse con precaucién porque no se observé
interaccién por sexo de los nifios/as, realizamos los analisis estratificados justificandonos en que la
evidencia cientifica existente habia mostrado una tendencia especifica por sexos ante distintas
exposiciones maternas durante el embarazo. En cuarto lugar, el uso materno de sAF se calcul6 en base
arespuestas autorreportadas, que tienden a ser muy declaradas en el caso de las conductas saludables
y poco declaradas en el caso contrario. Ademas, las estimaciones basadas en respuestas pueden
causar una clasificacion errénea de los sujetos, aunque de hacerlo, el sesgo seria no diferencial. Para
tratar de minimizar este sesgo, utilizamos un CFA validado previamente en esta poblacién de mujeres
embarazadas para clasificar a las madres segun su uso de sAF (Vioque et al., 2013). En quinto lugar,
nuestros resultados pueden ser poco generalizables a todos los paises debido a las diferencias en las
politicas de fortificacion de los alimentos con acido félico, pues en Espafia y mayoria de paises de
Europa los alimentos no estan fortificados. Por Ultimo, nuestros resultados no explican los mecanismos
neurofisioldgicos que hacen que el uso de dosis altas o bajas de sAF durante el embarazo afecten a la

funcién cognitiva en la infancia.

A pesar de las limitaciones, presentes en todos los estudios cientificos, debemos destacar distintas
fortalezas. En primer lugar, el disefio de cohorte prospectivo del proyecto INMA puede ayudar a
minimizar el sesgo de recuerdo y seleccion, y aunque el tamafio de la muestra de ninguno de los dos
articulos era muy grande, pudimos observar asociaciones estadisticamente significativas a partir de
datos de cuatro cohortes INMA con protocolos comunes. En segundo lugar, utilizamos CFA validados
para estimar la ingesta materna de sAF durante el embarazo, asi como baterias estandarizadas e
informatizadas para evaluar la funcién cognitiva de los nifios/as, capaces de detectar pequefios
cambios en las respuestas de los nifios/as y proporcionar evaluaciones objetivas. En tercer lugar, la
evaluacion cognitiva fue realizada por entrevistadores entrenados y ajenos al estado de la exposicion,
lo que representa una evaluacién mas imparcial de las posibles asociaciones entre el uso materno de
sAF y la funcion cognitiva en la infancia. En cuarto lugar, hemos mostrado informacién detallada sobre
el uso de sAF en tres categorias de consumo y durante dos periodos distintos del embarazo, algo que
muy pocos estudios publicados han realizado. En base a nuestro conocimiento, los dos articulos que
componen esta tesis doctoral, son los Unicos que han examinado el efecto del uso de alto y bajo de
sAF en diferentes periodos del embarazo sobre la funcién atencional y la memoria de trabajo de los
nifios/as de poblacidn espafiola. En quinto lugar, hemos realizado varios analisis de sensibilidad que
han servido para reforzar la consistencia de los hallazgos encontrados. Por ultimo, nuestros resultados
incrementan la evidencia cientifica que sugiere la existencia de diferencias dependientes del sexo de
la descendencia, especificamente sobre la funcion cognitiva, en relacion con los efectos del uso alto y

bajo de sAF durante el embarazo, abriendo nuevas lineas de investigacion.
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CONCLUSIONES

Esta tesis doctoral basada en el estudio prospectivo de cohortes madre-hijo/a INMA muestra que:

1.

El uso de la dosis recomendada de sAF tanto en el periodo periconcepcional, como en el
segundo periodo de embarazo tiene un efecto beneficioso en la funciéon cognitiva de los/as
nifios/as, especificamente en la funcién atencional a los 4-5 afos; y en la funcién atencional y
memoria de trabajo a los 7-9 afios.

El uso de sAF en dosis bajas (<400 pg/dia) y altas (=1000 ug/dia) en comparaciéon con el uso
de 400-999 ug/dia durante el periodo periconcepcional, puede tener efectos negativos en el
desarrollo de la funcién atencional en nifios/as de 4-5 afios de edad.

El uso de sAF en dosis bajas (<400 ug/dia) y altas (21000 ug/dia) durante el periodo
periconcepcional muestra efectos distintos en la funcion atencional de nifias y nifios a los 4-5
afios, alterdndola particularmente en los nifios.

El uso de sAF en dosis bajas (<400 ug/dia) y altas (=1000 pg/dia) durante el periodo
periconcepcional parece no tener efectos negativos en la funcion atencional ni memoria de
trabajo de nifios/as a los 7-9 afos.

El uso de dosis bajas (400 pg/dia) de sAF tras el periodo periconcepcional parece tener un
efecto diferente en nifias y nifios a los 4-5 y 7-9 afios de edad. En el caso de las nifias, puede
mejorar la funcién atencional a los 4-5 afios, aunque también puede reducir el estado de alerta
a los 7-9 afios. En el caso de los nifios, no se han observado asociaciones significativas a los
4-5 afios, pero si una reduccion de la memoria de trabajo a los 7-9 afos.

El uso de dosis altas (=1000 pg/dia) de sAF a lo largo del embarazo podria incrementar la

memoria de trabajo y atencién sostenida de las nifias a los 7-9 afios.
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IMPLICACIONES EN SALUD PUBLICA

El presente trabajo esta compuesto por los datos del estudio INMA, cohorte de nacimiento de gran
relevancia cientifica por la calidad de los datos, la informacion recogida y el largo periodo de
seguimiento, lo que incrementa la fiabilidad de los resultados obtenidos y su relevancia desde el punto
de vista de la Salud Puablica.

Esta tesis ha sumado evidencia cientifica a un campo comprometido e importante como es el uso de
sAF durante el embarazo y sus repercusiones en la funcién cognitiva de los nifios/as a los 4-5y 7-9
afios. Actualmente, el efecto perjudicial del uso bajo y alto de sAF durante el periodo periconcepcional
sobre la funcion cognitiva de los hijos/as es bastante evidente y apoyado por la literatura cientifica. No
obstante, los articulos que han estudiado especificamente esta asociacion en poblacion espafiola son

aln escasos, siendo sus resultados novedosos.

Los resultados que hemos mostrado pueden contribuir a la actualizacion de las recomendaciones de
uso de sAF durante el embarazo, especialmente tras el primer trimestre, periodo sobre el cual no
existen recomendaciones claras, aunque si evidencia incipiente de su influencia en la funcién cognitiva
de los hijos e hijas. En este sentido, un aspecto novedoso de esta tesis doctoral, es que ha mostrado
que el uso de sAF en dosis altas o bajas durante un periodo de embarazo poco estudiado, como lo es
el segundo trimestre, también podria tener consecuencias negativas en la funcién cognitiva de la
descendencia, en este caso, en la funcion atencional y memoria de trabajo. Siendo, segun nuestro

conocimiento, la primera vez que se muestran estos resultados en poblacion espafiola.

Ademas, debemos destacar los hallazgos encontrados en cuanto a los diferentes efectos del uso alto
y bajo de sAF durante el embarazo en nifios y nifias. Los resultados estratificados por sexo, son muy
raramente publicados en la literatura cientifica sobre exposiciones maternas durante el embarazo y la
salud de la descendencia, y mas en concreto, siendo la exposicién el uso alto y bajo de sAF. En este
sentido, esta tesis aporta una perspectiva de género en cuanto a los efectos del uso de dosis altas y
bajas de sAF durante el embarazo en la funcién cognitiva en la infancia, mostrando una posible mayor
vulnerabilidad de los nifios frente a las nifias. Resultados que podria ser importante tener en cuenta a

la hora de disefiar intervenciones y abordajes de la funcién cognitiva durante la infancia.

Teniendo en cuenta las implicaciones de las condiciones durante el embarazo en la salud de la
descendencia, que pueden durar toda la vida (Calkins & Devaskar, 2011), es necesario comprender y
satisfacer las demandas de salud de las mujeres durante todas las etapas del embarazo, asegurando
que cualquier recomendacion que se les aporte, esté cientificamente validada y confirmada. Por ello,
pretendemos continuar con esta linea de investigacién, explorando el efecto del uso de sAF en la
funcion cognitiva de los nifios y niflas de forma longitudinal, entre los 4 y los 11 afios de edad, para
poder establecer una causalidad y confirmar los resultados de los dos trabajos que componen esta
tesis doctoral. Ademas, seguiremos ahondando en el efecto del uso de dosis altas y bajas de sAF

durante el embarazo sobre el neurodesarrollo, especificamente en relacién al TEA y al TDAH, dos
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trastornos con una alta prevalencia e impacto en el dia a dia de los nifios y nifias que lo padecen, y

también de sus familiares.
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ANEXO 1

Cuestionario de Frecuencia de Alimentos validado en madres embarazadas del
estudio INMA.
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Dpto. Salud Publica, H2 Ciencia y Ginecologia-UMH (Prof. J. Vioque)

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIA N° 2| onoml | 1 1 1 |

Estimada Sra., esta parte de la encuesta es para conocer la dieta que ha seguido en los UGltimos meses de su embarazo. Con
ello intentamos averiguar el papel que juega la dieta en relacién al desarrollo de su embarazo y su futuro hijo. Sus respuestas
seran muy (tiles, y por ello, le rogamos preste su maxima atencion y colaboraciéon. Cuando un alimento no se adapte
plenamente a su consumo habitual, trate de aproximar su respuesta a las cantidades indicadas, con la ayuda de los ejemplos
e indicaciones que se le den.

Para cada alimento, sefialar cuantas veces como media ha tomado la cantidad que se indica desde la Gltima entrevista.
Debe tener en cuenta las veces que toma el alimento solo y cuando lo afiade a otro alimento o plato. Por ejemplo, en el
caso del huevo, considere cuando lo toma solo (Ej. frito o cocido) y cuando lo toma afiadido o0 mezclado con otros platos.

Si en estos tres meses ha venido comiendo una tortilla de 2 huevos cada 2 dias, debera marcar "1 por dia". No debe
considerar el huevo que va con los productos de bolleria o dulces.

N}mca 1-3 1 2-4 56 1 2-3 45 6+

l. LACTEOS mes Mes sem sem sem G da da da
1. Leche entera (1 vaso o taza, 200 cc) ®© ® @ ® @
2. Leche semi-desnatada (1 vaso, 200cc) @ ® @ ® ©
3. Leche desnatada (1 vaso, 200cc) @ ® ® ® o
4. Leche condensada (1 cucharada) @ 6 o ® @
5. Nata o crema de leche (1 cucharada) @ @ ® ® o
6. Yogur entero (uno, 125 gramos) @ ® @ ® ©
7. Yogur desnatado (uno, 125 gramos) @ ® ® ® o
8. Requeson, queso blanco o fresco (una porcion o racion, 100 g) @ 6 o ® @
9. Queso curado, semicurado, 0 cremoso (un trozo, 50 gramos) @ 6@ ® ® o
10. Natillas, flan, puding (uno) @ ® @ ® ©
11. Helados (1 cucurucho, vasito o bola) @ ® ® ® ©
13 1 24 1 23 45

Il. HUEVOS, CARNES, PESCADOS Lol O A

12. Huevos de gallina (uno)

13. Pollo CON piel (1 plato mediano o pieza)

14. Pollo SIN piel (1 plato mediano o pieza)

15. Carne de ternera, cerdo, cordero como plato principal (1 plato mediano o pieza)
16. Carne de caza: conejo, codorniz, pato (1 plato)

17. Higado de ternera, cerdo, pollo (1 plato, racién o pieza mediana)

18. Visceras: callos, sesos, mollejas ( 1 racién, 100 g)

19. Embutidos: jamén, salchichoén, salami, mortadela, (1 racién de unos 50 g)

20. Salchichas y similares (una mediana)

21. Patés, foie-gras (media racion, 50 g)

22. Hamburguesa (una mediana, 100 g)

23. Tocino, beicon, panceta (2 tiras o lonchas, 50 g)

24. Pescado frito variado (1 plato mediano o racion)

25. Pescado hervido o plancha BLANCO: merluza, lenguado, dorada (1 plato o racion)
26. Pescado hervido o plancha AZUL: atin, emperador, bonito, (plato o racién)

27. Otros pescados azules: caballa, sardinas, boquerén/anchoas, salmén

28. Una lata pequefia de conserva de atin o bonito en aceite

29. Una lata pequefia de conserva de sardinas o caballa en aceite

30. Pescados en salazén y/o ahumados: anchoas, bacalao, salmén (media racién, 50g)
31. Aimejas, mejillones, ostras (1 racién, 100 g)

32. Calamares, chipirones, sepia, choco, pulpo (1 racién o plato, 100 g)

SISt
@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@8.’-\5@@@@@@@@@@@
@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@%83@@@@@@@@@@@
© 0000000000000 0 60 OO O V5B 0O OB G

POOOPOOEPOEODODOERODOOOO OGO O
© 0006000006000 86 e
@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@§
©® 00000 OO e e OB 6 6 O
SECECECECNONONONONONCONONONONCONONCNCNCNSNSONON
® 006006 BOEEBOR A ® @@ ®FS

33. Marisco: gambas, cangrejo, langostino, langosta (1 racién 100 g)
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Nunca 13 1 24 56 1 23 45 6+

Ill. VERDURAS, LEGUMBRES. Mes mes som sem sem A A da g
34. Espinacas o acelgas cocinadas (1 plato mediano) @ @ O
35. Col, coliflor, brocolis cocinadas (1 plato mediano) ® © O
36. Lechuga, endibias, escarola (1 plato mediano) O © 0
37. Tomate (uno mediano) ® @ 0
38. Cebolla (una mediana) © © 06
39. Zanahoria, calabaza (una o plato pequefio) ® © O
40. Judias verdes cocinadas (1 plato) O © 0O
41. Berenjenas, calabacines, pepinos (uno) ® @ 0
42. Pimientos (uno) © © 06
43. Alcachofas (una racion o plato mediano, 100 g) ® © O
44. Esparragos (una racion o plato) O © O
45. Maiz hervido (plato o lata pequefia, 82 g) ®© @ 0
46. Legumbres: lentejas, garbanzos, judias pintas o blancas (1 plato mediano) © © 06
Nunca 1-3 1
IV. FRUTAS o b por

3
ol
»
3
D
»
1%}
o}
3

47. Naranjas, mandarinas (Una)

48. Zumo de naranja natural (un vaso pequefio, 125 cc)

49. Platano (uno)

50. Manzana, pera (una mediana)

51. Melocoton, nectarina, albaricoque (uno mediano)

52. Sandia, mel6n (1 tajada o cala, mediana)

53. Uvas (un racimo mediano o plato de postre)

54. Prunas, ciruelas frescas/secas (una, 37 g)

55. Kiwi (una unidad)

56. Aceitunas (un platito o tapa de unas 15 unidades pequefias)

SHSECHCECHOECHONONONCOR - RAICNONONONSNOEONSNONONONONTS)

®© 0060606006 e

57. Frutos secos: almendras, cacahuetes, pifiones, avellanas (1 platito o bolsita, 30g)
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V. PAN, CEREALES Y SIMILARES
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1-3
s b
58. Pan blanco (Una pieza pequefia o 3 rodajas de pan de molde, 60 g) @ ® ® ©6 @
59. Pan integral (Pieza pequefia o 3 rodajas de pan de molde) @ ® @ © @
60. Cereales desayuno (30 g en seco) @ & ® 6 @
61. Patatas fritas (1 racion o plato, 100 g) @ 6 ® 6 @
62. Patatas cocidas, asadas (1 patata mediana) @ 6 ® 6 @
63. Bolsa de patatas fritas (1 bolsa pequefia, 25-30 g) @ ® @ 6 @
64. Arroz cocinado (1 plato mediano) @ ® ® 6 @
65. Pastas: espaguetis, fideos, macarrones y similares (1 plato) @ 6 ® 6 @
66. Pizza (1 porcion o racion, 200 g) @ 6 ® 6 @
-3 1 244 56 23 45
VI. ACEITES, GRASAS Y DULCES b G o S s dia
67. Aceite de oliva afiadido en la mesa a ensalada, pan y a platos (1 cucharadasopera) @ @ ® @ ® @
68. Otros aceites vegetales (idem): girasol, maiz, soja (1 cucharada sopera)  © ® @ 6 @
69. Margarina afiadida al pan o la comida (1 cucharada o untada) @ © ® @ 6 @
70. Mantequilla afiadida al pan o la comida (1 cucharada o untada) O @ ® @ 6 @
71. Galletas tipo Maria (1 galleta) O @ ® ® 6 @)
72. Galletas con chocolate (1 galleta doble) ® @ @ @ 6 @
73. Bolleria: croissant, donut, magdalena, bizcocho, tarta o similar (uno o porcion) O ®© ® ® 6 @
74. Chocolate, bombones y similares (1 barrita o 2 bombones) ®® @ @ @ 6 @
75. Chocolate en polvo, cola-cao y similares (1 cucharada sopera) O © & ® 6 @
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Nunca 1-3 1 2-4 56 1 2-3 45 6+

VIIl. BEBIDAS Y MISCELANEAS Mes mes sem sem tem Ga da da da
76. Vino tinto (1 vaso, 125 cc) O @ & ® 6 6 © ®
77. Vino blanco o rosado (1 vaso, 125 cc) ®® @ @6 ®© 66 6 0 ©)]
78. Jerez, vinos secos, vermi (copa, 50 cc) O © @6 ® 6 ® O ©)]
79. Cerveza (una cafia o botellin 1/5, 200 cc) O © @ ® 6 ® O ©)
80. Cerveza sin alcohol (una cafia o botellin 1/5, 200 cc) O o ® ® & 6 @ ®
81. Licores (20-259): de frutas (manzana), de crema (Catalana, Bayleys) (Lcopa,50cc) @© @ ©® ® & ® @ ©)]
82. Brandy, ginebra, ron, whisky, vodka, aguardientes 40° (1 copa, 50 cc) ® @ @@ @ & 6 0 ®
83. Refrescos normales de cola, naranja, limoén (ej. coca-cola, fanta) (Uno, 250 cc) O © @ ® 6 ® O ©)
84. Refrescos sin azlcar cola, naranja, limén (ej. coca-cola o pepsi light) (Uno, 250 cc) O o ® ® & 6 @ ®
85. Agua del grifo (1 vaso, 250 cc) ® © @6 ® 6 ® O ©)]
86. Agua embotellada sin gas (1 vaso, 250 cc) ® @ @6 @ & 6 0 ®
87. Agua embotellada con gas (1 vaso, 250 cc) O © 6 ® 6 ® O ©)
88. Zumo de frutas envasado (1 vaso o envase de 200cc) O o ® ® & 6 © ®
89. Café (1 taza) o @ 6 ® 6 ® O ©)]
90. Café descafeinado (1 taza) ® @ @@ @ 66 6 0 ®
91. Té o infusiones (1 taza) O © 6 ® 6 ® O ©)
92. Sopa o puré de verduras (un plato) O o ® ® &6 6 @ ®
93. Croquetas de pollo, jamon (una) ® © @6 ® 6 ® O ©)]
94. Croquetas, palitos o delicias de pescado fritos (una) ® @ @ @ & 6 0 ®
95. Mayonesa (1 cucharada) O © ® ® 6 6 O (©)
96. Salsa de tomate (media taza) O o & ®© &6 6 @ ®
97. Ketchup 6 catchup (1 cucharada sopera) O ®© ® ®© 66 6 © ©)]
98. Sal afadida a los platos en la mesa (1 pizca del salero o pellizco con dos dedos) O @ ® @ 6 & © ®
99. Ajo (1 diente) QmMeINEerEe | & ©® O ©)
100. Mermeladas, miel (1 cucharada) O o & ® &6 6 © ®
101. Azcar (ej. en el café, postres, etc.) (1 cucharadita) O ®© ® ® 66 6 @ ©)]

¢Consume algln otro alimento regularmente al menos unavez a la semana?

©
®
®
®
(G)
®
Q
®
(©)

e
®
®
®
(G)
)
Q
®
©)

Consumo de suplementos vitaminicos o minerales. Referido a los meses previos, desde la ultima
entrevista hasta ahora. ¢Hatomado suplementos de vitaminas o minerales?...

Marca y presentacion Dosis semanal Fecha inicio ¢Sigue Si no, fecha de
(comp/sem) (mes/afio) tomandolo? finalizacién

a.Salyodada  ___ _ _ _ _ _ ___________ ___________ l_____ ®si ONo ___/_____
b.LecheconvitA+D  _ ___ ____ ___________ ________ o o___ l_____ ®@si ONo ___/_____
c.Lechericaen Calcio  __ _ _ _ _ __ _ __________________o___ I_____ ®si @ONo ___/_____
d. Fibra/sup ricosenfibra  ___________________ ________  ___ I_____ Osi @No ___/_____
e. Multivitaminas ~ _ _ __ _ _ __ _ _ . ________ o o___ I_____ ®@si ONo ___/_____
f. Acido félico __ _ __ _ _ o ____ o _______o___ l_____ ®@si ONo ___/_____
g.Complejo A+E . I ®si ONo ___1_____
h.vitaminaA  __ _________________ ___________ I_____ ®Osi @No ___/_____
i. vitaminaE o ___ ___________ l_____ ®si ONo __ _/1_____
j. vitaminaCc o ___ l_____ ®@si ONo ___/_____
i. Hierro o ___ l_____ ®@si ONo ___/_____
j. calcio l_____ ®@si ONo  __ _/_____
I.ComplejoB  _ _ _ . ___________ l_____ ®si ONo ___/_____
m.Zinc I_____ ®@si ONo __ _/_____
n.Otros Suplementos  _ __ _ _ __ _ _ __ _ _______ ________  ___ I_____ @si ONo ___/_____
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1. ¢Ha seguido usted algun tipo de dieta desde la ultima
entrevista?

(Si responde NO pasar a pregunta 3)

@ No @ Si
2. ¢Podriaindicar el motivo de seguir esta dieta? Puede
marcar mas de una respuesta

® para controlar su peso

@ porque tiene colesterol

® porque tiene azucar o diabetes

@ porque tiene problemas de estdmago

® porque tiene problemas de vesicula o higado

® porque tiene problemas de tension alta o de corazén

© porque tiene problemas de rifién

porque tiene alergia a algunos alimentos

® porque tiene acido Urico o gota

® porque es vegetariana

@O por otro motivo, ¢.cual?

® No sabe/No contesta

3. Desde la tGltima entrevista ¢c6mo ha cambiado su ingesta
para los siguientes grupos de alimentos, con respecto a la del
afio antes del embarazo?

(Prof. J. Vioque)

5. ¢Cuando come carne, como de hecha le gusta comerla?
® No como carne (pasar a pregunta 9)
® Cruda
® Poco hecha
@ Hecha
® Muy hecha. ® Ns/Nc
. ¢Qué hace Vd. con la grasa visible, cuando come carne?
@ La quita toda.
® Quita la mayoria.
® Quita un poco.

@ No quita nada. ® Ns/Nc
. ¢,Coémo suele comer la carne
Veces al
Nunca Mes Semana Ns/Nc

a. A la plancha

b. A la parrilla (grill)
c. Asada (horno)

d. Frita en aceite

e. Guisada -

8. ¢ Cémo de frecuente come lo tostado o quemado de la carne?
® Nunca o menos de una vez al mes

1a

Eliminado L lgu_al i Ns/Nc ® Una vez al mes
a. LActeos y derivados @ @ O @ ® ® 2-3 veces al mes
b. Huevos @ ® 06 ) 0) @ 1vez a la semana
c. Carne ® ® ® @ ® ® 2 o mas veces a la semana ® Ns/Nc
d. Pescado ® ® 16) @ ® 9. ¢Cémo de frecuente come la parte tostada del pescado?
e. Verduras ® ® 6 @ ® ® Nunca o menos de una vez al mes
f. Legumbres O} @ ® @ ® gg-gav\éizeslaT;Ses
£ [Pl @ @ @ @ ® @ 1 vez a la semana
h. Pan _ o © o @ © ® 2 0 mas veces a la semana ® Ns/Nc
i. Aceite de oliva @ @ ©° ® © 10. ¢Cémo de frecuente come el tostado (socarrat) de la paella?,
J. Mantequilla/margarina © @ ©° ® © ® Nunca o menos de una vez al mes
k. AzUcar/dulces @] @ ® @ ® ®@ Una vez al mes
|. Bebidas alcohdlicas (©) @) ® @ ® ® 2-3 veces al mes
@ 1 vez a la semana
. . . ’ ® 2 o mas veces a la semana ® Ns/Nc
4. ¢;Con qué frecuencia come comidas fritas? 11. ¢Qué clase de grasa o aceite usa para:
D A CETD, Mantequilla Margarina Ac.Oliva  Ac.Ol virgen Ac. Veg Mezcla Ac.
® 5-6 veces por semana. N
® 2-4 veces por semana. ALINAR - - — S
@ 1 vez por semana. COCINAR _ _ . o
® Menos de 1 vez por semana. ® Ns/Nc FREIR

ACTIVIDAD FISICA Y EJERCICIO durante el embarazo (desde la uUltima entrevista)

1. Desde la ultima entrevista, ¢podriaindicarme Vd. cuantas
horas al dia suele dormir, incluida la siesta?

min.

3. ¢Cuantas horas ve usted la television, a la semana? (ajustar
al nimero entero méas cercano)
4. En su actividad en el trabajo u ocupacién principal esta...

® Casi siempre sentado

® Sentado la mitad del tiempo

® Casi siempre de pie, quieto

@ Casi siempre caminando, levantando y llevando pocas cosas

® Casi siempre caminando, levantando y llevando muchas cosas

® Trabajo manual pesado
5. ¢ Cuanto tiempo camina o hace bicicleta al dia?

@ Casi nunca

® Menos de 20 minutos al dia

® 20-40 minutos al dia

@ 40-60 minutos al dia

® Entre 1y 1 horay media al dia

® Mas de 1 hora y media al dia
6. ¢ Cuanto tiempo dedica a actividades o tareas en casa?

® Menos de 1 hora al dia

® 1-2 horas / dia

® 3-4 horas / dia

@ 5-6 horas / dia

® 7-8 horas / dia

® Mas de 8 horas / dia

7. En su actividad en tiempo libre, ¢cuanto tiempo dedica a ver
television, ordenador o leer?
® Menos de 1 hora al dia
@ 1 hora / dia
® 2 horas / dia
@ 3 horas / dia
® 4 horas / dia
® 5-6 horas / dia
©@ Mas de 6 horas / dia
8. En su actividad en tiempo libre, ¢cuanto tiempo dedica a
hacer ejercicio o deporte
® Menos de 1 hora a la semana
® 1 hora / semana
® 2 horas / semana
@ 3 horas / semana
® 4-5 horas / semana
® Mas de 5 horas / semana
9. Considerando toda su actividad fisica (trabajo u ocupacién
principal, hogar y tiempo libre), ,cémo se considera Vd.?
® Sedentaria (sentado casi siempre, sin actividad fisica, sin
deporte, bajo cuidados).
@ Poco activa (profesiones o actividades sentadas, amas de
casa con electrodomésticos, escaso deporte).
® Moderadamente activa (trabajos manuales, amas de casa
sin electrodomésticos, deporte ligero, etc)
@ Bastante activa (trabajos o actividades de pie-andando,
deporte intenso, etc.).
® Muy activa (Trabajo muy vigoroso, deporte fuerte diario)
® No sabe / no contesta



ANEXO 2

Primer articulo incluido en esta tesis doctoral.
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Abstract: We assessed the association between the use of lower- and higher-than-recommended
doses of folic acid supplements (FAs) during pregnancy and attentional function in boys and girls at
age of 4-5. We analyzed data from 1329 mother-child pairs from the mother-child cohort INfancia
y Medio Ambiente Project (INMA) study. Information on FAs use during pregnancy was collected
in personal interviews at weeks 12 and 30, and categorized in <400, 400-999 (recommended dose),
and >1000 pg/day. Child attentional function was assessed by Conners’ Kiddie Continuous Per-
formance Test. Multivariable regression analyses were used to estimate incidence rate ratios (IRR)
and beta coefficients with 95% confidence intervals (CI). Compared to recommended FAs doses,
the periconceptional use of <400 and >1000 pg/day was associated with higher risk of omission
errors—IRR =1.14 (95% CI: 1.01; 1.29) and IRR = 1.16 (95% CI: 1.02; 1.33), respectively. The use of FAs
<400 ug/day and >1000 ug/day was significantly associated with deficits of attentional function
only in boys. FAs use < 400 ug/day was associated with higher omission errors with IRR = 1.22
and increased hit reaction time (HRT) 3 = 34.36, and FAs use > 1000 ug/day was associated with
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increased HRT P = 33.18 and HRT standard error 3 = 3.31. The periconceptional use of FAs below or
above the recommended doses is associated with deficits of attentional function in children at age of
4-5, particularly in boys.

Keywords: folic acid; supplement use; pregnancy; attentional function; neurodevelopment; children

1. Introduction

An adequate dietary intake and periconceptional use of folic acid supplements during
the embryonic period is crucial in several fetal physiological and cellular processes [1]
that are essential for the optimal early and late development of the child’s brain and
cognitive function [2,3]. The folic acid (synthetic form of folate) is an essential micronutrient
required for many metabolic processes such as the metabolism of carbon-1 and for S-
adenosylmethionine (SAM) production [4], nucleotide synthesis, DNA repair, methylation
reactions, myelination, and synthesis of neurotransmitters [5,6]. There is also evidence from
animal studies suggesting that the effect of folic acid supplements (FAs) modulating DNA
methylation reactions and the brain development of the child, may be different according
to sex [7].

Based on the initial results of the Medical Research Council (MRC) clinical trial and
subsequent evidence, a daily dose of 400 ug/day from folic acid (FA) in the periconceptional
period is recommended to reduce the risk of neural tube defects [8,9]. Thus, in many
countries, women planning to become pregnant are advised to take this dosage of FAs, to
avoid exceeding the tolerable upper limit of 1000 pg/day, and to eat varied diets rich in
dietary folate. In Spain, there is no information on FA status at national level, although in a
population-based mother-child cohort study in Valencia, the periconceptional mean daily
FA intake was 304 g, lower than the recommended dietary intake [10]. The proportion of
women using FA supplements in preconception, the first month, and the second month of
pregnancy was 19%, 30%, and 66% respectively; and among women using FA supplements
in the periconceptional period, 30% exceeded the upper tolerable limit (UTL) for FAs of
1.000 pg/day [10].

Recently published studies suggest that the use of FAs during pregnancy at doses
below or above the present recommendations during the periconceptional period of preg-
nancy may cause changes in the fetal brain, which can alter the future child’s cognitive and
motor processes [11,12]. In fact, a deficient FAs use in pregnancy has been associated with
poorer cognitive skills in children [13], and in our study over a half of pregnant women
used low doses of FAs (<400 ng/day, including no use) [14]. Moreover, one-third of the
pregnant women in our study used high FAs doses above 1000 pg/day (3.5% consuming
>5000 ng/day), which has been also related to psychomotor delay at one year of age [15],
and cognitive deficits at 4-5 years of age [16], especially in verbal function. In this sense,
early childhood and preschool age are appropriate periods to investigate the potential
cognitive effects of the use of FAs, since the prefrontal cortex, the brain area related to
superior cognitive functions, achieves its synaptic formation peak at the age of 4 years,
approximately [17,18].

The negative effects of low or high of FAs doses on cognitive function have been also
shown in an animal studies with mice models. In one study, three type of diets were used:
one group containing no FA (low doses), another group with high doses of FA (20 mg/kg),
and a control group with the recommended doses (2 mg/kg). Compared to offspring
from the control group, those from the low and high doses groups presented structural
and physiological neurodevelopmental abnormalities such as thinner cortex, persistent
deviation in cortical cytoarchitectural organization, less complex dendritic arbors (which
could be related to neuronal dysfunction [19], delay in prenatal neurogenesis, and an
increased apoptosis in the developing cortex. In addition, compared to mice exposed to
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recommended doses, the FA-deficient offspring underperformed in memory tests and the
exposed to high FA doses showed an increased open space-induced anxiety [20].

Nevertheless, little is still known regarding the effect of high or low FAs doses in
children’s attentional function. Attentional function is crucial to children’s social relations
and learning [21]. It is a superior cognitive function, which involves different processes,
such as focus on a specific stimulus during a period of time to process it adequately,
while ignoring other stimuli from the environment [22]. Their development begins in the
embryonic period, in which the brain is very vulnerable to environmental factors such as
the mother’s diet [23,24], and it continues until adolescence [25,26]. A recently published
review [27] describes the importance of the maternal use of FAs at recommended doses in
order to reduce inattention symptoms in school-age children and improve attention and
concentration in adolescents. Thus, our hypothesis is that the use of lower (<400 pg/day)
or higher (>1000 ng/day) doses of FAs during pregnancy compared to the recommended
use (400-999 ng/day) may produce attentional dysfunction in children at 4-5 years of age.
Therefore, we aim to evaluate the association between the use of FAs at doses below or
above the recommended in pregnancy and attentional function in children at 4-5 years
of age.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Population

The INMA—INfancia y Medio Ambiente [Environment and Childhood] Project—is
a population-based prospective birth cohort study, established in seven regions of Spain
following a common protocol [28]. In the current study, we used the data collected from the
INMA regions of Valencia, Sabadell (Catalonia), Asturias, and Gipuzkoa (Basque-country).
These four cohorts were established between 2003 and 2008. Detailed information on the
population and study design has been published elsewhere [28]. Briefly, participants were
recruited during the first prenatal visit, between weeks 10 and 13 of gestation at public
primary health care centers or public hospitals. Women who agreed to participate were
followed up at the third trimester of gestation; delivery; when children were 1 year of age;
and at 4-5 years of age. Of the available 2764 women, 139 women were excluded from
the study due to withdrawal, being unavailable for follow-up, induced or spontaneous
abortions, or fetal deaths. A total of 2625 women delivered a live infant between May
2004 and August 2008, and 2049 children participated at the 4-year follow-up assessment.
Finally, for the present study, 1329 mother-child pairs were included with available data
on the main variables when children were aged 4 to 5. Figure 1 shows the flowchart
of the population sample in our study. The final analysis was based on 1329 children
since the attentional function assessment was introduced late in the 4-5 years follow-
up. All participants gave informed written consent in each phase of the study prior to
participation, and the Institutional Ethical Committees of the participating centres involved
in the study approved the research protocol (CEIC-Hospital La Fe, Valencia; CEIC-Hospital
de Zumarraga, Gipuzkoa; CEIC-Parc de Salut Mar, Barcelona; CEIC-Hospital Universitario
Central de Asturias).
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Cohorts:
Asturias (n =494)
Guipuzkoa (n = 638)
Sabadell (n=777)

Valencia (n = 855)

Women recruited in pregnancy

139 participants excluded from the study:

v

n=2764

- 62 miscarriage

\ 4

- 10 fetal deaths

v - 61 withdrew

Women included in the study - 6 lost to follow-up

n=2625 (95%)

v

133 participants without FAs data

v

Women with newborns at delivery

n=2492 (95%) 443 participants excluded from the study:

- 9 deaths

v

- 362 withdrew

v

Children at 4.5 years - 65 lost to follow-up

- 7 others

7= 2049 (78%)

We excluded children without
information about attentional function
and variables of interest for the study at 4

v

Cohorts:
Asturias (n = 246)
Guipuzkoa (7 = 264)
Sabadell (n =301)

Valencia (7= 518)

v years’ interview.

Children with available attentional
function and variables of interest
data at 4-5 years

A4

n=1329 (51%)

(girls n = 665; boys n = 664)

Figure 1. Flowchart of the study population describing the selection process.

2.2. Dietary Folate and FAs Intake during Pregnancy

The assessment of dietary folate and FAs intake has been described previously [15,29]
(available at: http:/ /epinut.edu.umh.es/cfa-101-inma-embarazadas/). Briefly, validated
food frequency questionnaires (FFQs) [30] were administered to pregnant women at 10-13
and 28-32 weeks to estimate dietary intakes from three months preconception to the third
month of pregnancy, and from the fourth to the seventh month of pregnancy, respectively.
The folate content of food was primarily obtained from USDA food composition tables [31]
and other Spanish-published sources [32]. In the present study, we estimated the typical
dietary folate intake for the periconceptional period, for the second-third trimester of
pregnancy, and for the average of these two periods combined (entire pregnancy).

The consumption of FAs or vitamin and mineral preparations containing FAs were
obtained through specific supplement questions of the FFQ. FAs use was estimated based
on daily dose, supplement brand name and composition, and duration of consumption for
each period of pregnancy. We estimated the monthly use of FAs and the average for each
woman in periconceptional period, the second period of pregnancy, and during the entire
pregnancy. After that, we categorized the use of FAs in these periods as <400 pg/day, 400-
999 ng/day (this was used as the reference category in the analyses), and >1000 pg/day,
similarly as we have done in previous work [16].

2.3. Children’s Attentional Function Assessment

Attentional function was measured at the median age of 4.6 years using Conner’s
Kiddie Continuous Performance Test (K-CPT) [33] although in Valencia, the median age
of children was 5.8 years. The K-CPT (K-CPT TM v.5) is a 7.5-min computerized test
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that examines inattention, impulsivity, sustained attention, and vigilance in children aged
4 to 7 years [34]. This test was administered to children individually in a quiet room
by trained fieldworkers. Children were instructed to press the space bar on the key-
board as fast as possible when they saw an image on the computer screen (the target),
unless that image was a ball (the non-target). The main five interest measures of the
K-CPT included (Table S1): omission errors (i.e., the number of times the child did not
respond to a target); commission errors (i.e., the number of times the child responded
erroneously to a non-target); hit reaction time (HRT, the mean response time—expressed
in milliseconds—for all correct responses during the entire test); standard error of the hit
reaction time [HRT(SE); the within-child variability of the HRTs, which is a measure of
speed response consistency—expressed in milliseconds—throughout the test [35], and
finally, the detectability of attentiveness (d’, a measure—without units—which shows the
children’s capacity to distinguish a target from a non-target stimulus [33,36]). Higher scores
in the K-CPT outcomes mean adverse attention results, with the exception of detectability.

2.4. Other Variables

Information on potential confounders were obtained from questionnaires completed
at the personal interview in pregnancy. These questionnaires included information on
sociodemographic and lifestyle factors such as: mother’s characteristics (location (Asturias;
Gipuzkoa; Sabadell; Valencia), age (in years), energy intake (in kilocalories), social class (I
+ II [high], III [medium], or IV + V [low]), educational level (primary or less, secondary,
or university), parity (0 or >1), overall tobacco exposition (yes/no), BMI pre-pregnancy
(continuous)); father’s BMI (continuous); and child’s characteristics (sex (male, female) and
age at K-CPT examination (in years)).

2.5. Statistical Analysis

Descriptive analysis of sociodemographic, lifestyle, and obstetric characteristics of
pregnant women was performed for the four areas of the INMA project. To explore the
normal distribution of the quantitative variables, we used the Kolmogorov test. More-
over, we used the Chi-square test for qualitative variables and the Kruskal-Wallis test for
quantitative variables.

All the covariates with p value >0.20 in bivariate analysis and those that changed
the magnitude of the main effects by >10% after a backward elimination procedure were
included in the core model. Multiple robust linear regression models using an MM-type
estimator was performed to evaluate the association between FAs use and K-CPT outcomes
(HRT, HRT (SE), and detectability) for each pregnancy period: the periconceptional period,
second period of pregnancy, and throughout the entire pregnancy [37]. Multiple negative
binomial regression models were used to estimate associations between FAs use and K-CPT
count outcomes (number of omission errors and number of commission errors) for each
period of pregnancy [38]. The regressions coefficients of negative binomial models were
exponentiation to obtain IRR (incidence rate ratios) which should be interpreted as relative
risk. Besides this, to obtain combined estimates for the four study cohorts, we used a
meta-analysis. Heterogeneity was quantified with the I2 statistic under the fixed-effects
hypothesis (12 < 50%), and when heterogeneity was detected (12 > 50%), the random effects
model was used [39]. To verify potential effect modification, additional models stratified
by sex of the children were run.

Sensitivity analysis was performed to analyze the robustness of the main findings.
We added mother or child conditions that could be related to child cognitive function
development as a different adjustment to the basal model. So, we included in the basal
model maternal variables such as iodine intake from supplements; fish consumption during
pregnancy; verbal reasoning outcome of the similarities subtest of the Wechsler Adult Intel-
ligence Scale-III; time of initiating FAs usage; NO, exposition during pregnancy; and use of
acetaminophen during pregnancy. In addition, we ran the basal model with child variables
such as dietary folate intake assessed by validated FFQ. Finally, to avoid any potential
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influence in the association, we conducted the basal model after excluding subjects with
some conditions such as preterm deliveries (n = 1273), mothers with medical conditions
that could affect the typical development of cognitive functions (diabetes mellitus, epilepsy,
or thyroid disease) (n = 1079), mothers who did not use FAs throughout their entire preg-
nancies (n = 1258), children who met the WHO obesity criteria (97th percentile) (n = 1192),
children with psychomotor delay on the Bayley Scales of Infant and Toddler development
(BSID) at age 1 year (<85th percentile) (n = 1207), and children with low scores in executive
function on the McCarthy Scales of Children’s Abilities (MSCA) (<76.3 score) (n = 1248).
We also performed sensitivity analyses stratifying by boys and girls.

Statistical analyses were conducted with R 3.4.2 (R Foundation for Statistical Computing).

3. Results

The baseline characteristics of the pregnant women and their children according to
the four areas of the study are shown in Table 1. Overall, the median age of the mothers
was 31 years, more than a third (36.3%) had completed university studies, and almost half
of them (48.8%) had low social class.

Table 1. Socio-demographic, lifestyle, and obstetric characteristics of parents and children at four years, 2003.

All Cohorts Valencia Sabadell Asturias Gipuzkoa 1
(n=1329) (n = 518) (n = 301) (1 = 246) (n = 264) P
Mother’s age, year 31 (28-34) 30 (28-33) 31 (28-34) 31 (29-35) 31 (29-33) <0.001
Educational level
Primary or less 285 (21.4) 144 (27.8) 73 (24.3) 40 (16.3) 28 (10.6) <0.001
Secondary 561 (42.2) 226 (43.6) 121 (40.2) 111 (45.1) 103 (39.0)
University 483 (36.3) 148 (28.6) 107 (35.5) 95 (38.6) 133 (50.4)
Social class
I+ 11 (high) 312 (23.5) 99 (19.1) 70 (23.3) 60 (24.4) 83 (31.4) <0.001
I 368 (27.7) 138 (26.6) 100 (33.2) 56 (22.8) 74 (28.0)
IV + V (low) 649 (48.8) 281 (54.2) 131 (43.5) 130 (52.8) 107 (40.5)
Parity > 1 564 (42.4) 234 (45.2) 129 (42.9) 92 (37.4) 109 (41.3) 0.230
Overall tobacco exposition 810 (61.0) 370 (71.4) 179 (59.5) 108 (43.9) 153 (58.0) <0.001
during pregnancy, yes
Missing values 26 (1.3) 6(1.2) 6 (2.0) 12 (4.9) 2(0.8)
Prepregnancy mother’s BMI,
kg/m?
<18.5-25 982 (73.9) 368 (71.0) 232 (77.1) 172 (69.9) 210 (79.5) 0.045
>25-30 251 (18.9) 103 (19.9) 50 (16.6) 58 (23.6) 40 (15.2)
>30 9 (7.2) 47 (9.1) 19 (6.3) 16 (6.5) 14 (5.3)
Prepregnancy father’s BMI,
kg/m?
<18.5-25 569 (42.8) 226 (43.6) 142 (47.2) 75 (30.5) 126 (47.7) <0.001
>25-30 574 (43.2) 233 (45.0) 112 (37.2) 120 (48.8) 109 (41.3)
>30 164 (12.5) 59 (11.4) 43 (14.3) 42 (17.1) 20 (7.6)
Missing values 22 (1.7) 0(0.0) 4(1.3) 9(3.7) 9 (3.4)
Child’s sex, male 664 (50.0) 267 (51.5) 153 (50.8) 121 (49.2) 123 (46.6) 0.600
Child’s sex, female 665 (50.0) 251 (48.5) 148 (49.2) 125 (50.8) 141 (53.4)
Age at K-CPT examination, year ~ 4.6 (44-5.7)  58(5.7-5.8) 45 (44-46)  44(43-45)  45(44-45)  <0.001

Dietary folate, ug/day

First period 294 (237-359) 294 (234-360) 282 (231-343) 312 (245-370) 307 (246-365) 0.003
Second period 291 (235-358) 278 (220-353) 289 (233-348) 300 (242-365) 302 (259-369)  <0.001
FAs pg/day
First period
<400 742 (55.8) 309 (59.7) 190 (63.1) 112 (45.5) 131 (49.6) <0.001
400-999 199 (15.0) 80 (15.4) 35 (11.6) 42 (17.1) 42 (15.9)
>1000 388 (29.2) 129 (24.9) 76 (25.2) 92 (37.4) 91 (34.5)
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Table 1. Cont.

All Cohorts Valencia Sabadell Asturias Gipuzkoa 1
(n =1329) (n = 518) (n =301) (n = 246) (n =264) P
Second period

<400 683 (51.4) 169 (32.6) 252 (83.7) 66 (26.8) 196 (74.2) <0.001

400-999 405 (30.5) 246 (47.5) 35(11.6) 88 (35.8) 36 (13.6)

>1000 241 (18.1) 103 (19.9) 14 (4.7) 92 (37.4) 32 (12.1)

K-CPT outcomes
HRT, ms 705 (633-792) 669 (604-735) 718 (647-803) 758 (678-843) 733 (659-845) <0.001
229 32.6 31.6 31.3

HRT(SE), ms 28206379)  (175307) (24.7-43.6) (24.1-40.0) (22.9-41.6) <0.001
Detectability, no unit 0.6 (0.3-0.9) 0.5 (0.3-0.8) 0.5 (0.3-0.8) 0.7 (0.3-1.0) 0.6 (0.3-0.9) 0.011
Omissions, number 18 (9-34) 10 (5-20.75) 24 (13-37) 23(13-37.75)  31(16.75-50)  <0.001
Commissions, number 21 (13-29) 22 (15-29) 22 (15-31) 165 18 (11-28) <0.001

(10-30.75)

First period, periconceptional period of pregnancy; second period, from the fourth to the seventh month of pregnancy; FAs, folic acid
supplement; HRT, hit reaction time (ms); HRT(SE), hit reaction time standard error (ms); INMA, Infancia y Medio Ambiente; K-CPT,
Conners’ Kiddie Continuous Performance Test; ms, milliseconds; num, number. Values are medians (IQRs) for mother’s age, age at K-CPT
examination, dietary folate, and K-CPT outcomes; and values are 1 (%) for the rest of variables. 1 p values of differences between study
cohorts from the Chi-square test (categorical variables) and Kruskal-Wallis test (continuous nonparametric variables).

A total of 55.8% of the mothers used <400 pg/day FAs doses and 29.2% used
>1000 pg/day FAs doses in the periconceptional period. In this period, the highest
proportion of pregnant women taking <400 pg/day FAs doses were from Sabadell (63.1%),
while the highest proportion of pregnant women taking >1000 ug/day FAs doses were
from Asturias (37.4%) (x2 = 26.986, 6 d.f., p = 0.00014). In the second period of pregnancy,
51.4 and 18.1% of the mothers used doses of <400 pg/day and >1000 ng/day FAs, re-
spectively. In this period, an important proportion of mothers from Valencia (19.9%) and
Asturias (37.4%) continued taking >1000 pg/day FAs doses (x2 = 350.2, 6 d.f., p < 0.0000002)
(Table 1). Children from Valencia showed lower results in most KCP-T outcomes compared
to children from other study areas, although they showed the highest scores in the number
of commission errors together with children from the Sabadell area (Kruskal-Wallis x2 =
24.823,3 d.f., p = 0.000016) (Table 1).

Table 2 presents the fully-adjusted models with the combined associations between
use of FAs and K-CPT outcomes in the different periods of pregnancy. Compared to the
periconceptional use of recommended FAs doses (400-999 pg/day), the periconceptional
FAs use of <400 pg/day and >1000 pg/day was associated with a 14% (IRR = 1.14; 95%
CI=1.01to 1.29) and 16% (IRR = 1.16; 95% CI = 1.02 to 1.33) of increase in the number of
children’s omission errors, respectively. The associations between the periconceptional use
of non-recommended FAs doses and the number of omission errors in each area of study
were similar to the combined results, but in the Valencia area the number of associations
was slightly higher and reached statistical significance (Figure 2). There were no statistically
significant associations in other K-CPT outcomes or in other periods of pregnancy. We
explored the interactions between overall tobacco exposition and the use of FAs during the
periconceptional period but none were significant.

When the analysis was stratified by sex, the positive association found between
periconceptional FAs use of <400 ug/d and the increased number of omission errors was
only observed in boys (IRR = 1.22; 95% CI = 1.01 to 1.47), this FAs use was also associated
with a higher HRT in boys (3 = 34.36; 95% CI = 10.01 to 58.71) (Figure 2). In addition, the
periconceptional FAs use of >1000 pg/day was associated with a higher HRT in boys (3 =
33.18; 95% CI = 6.10 to 60.25) and a higher HRT (SE) (3 = 3.31; 95% CI = 0.53 to 6.09). In girls,
we only observed a protective association between the FAs use of <400 pg/day during the
second period of pregnancy and decreased number of omission errors (IRR = 0.86; 95%
CI = 0.74 to 1.00) (Table 3). The combined associations between non-recommended FAs
doses and boys’ and girls” attentional function outcomes were similar to those observed
by cohort. Omission errors and HRT(SE) associations found in boys were slightly higher
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and reached statistical significance only in the Valencia area, whereas the HRT association
found in boys reached statistical significance only in the Gipuzkoa area (Figure 3).

Table 2. Fully-adjusted combined association between folic acid supplement (FAs) use during pregnancy and attentional
function outcomes in children aged 4-5 years of the Infancia y Medio Ambiente (INMA) cohort study, Spain, 2003—2008

(n = 1329).
HRT HRT(SE) Detectability Omissions Commissions
B 1 95%Cn p 2 B 1(95% I P 2 B 1(95% CI) P 2 IRR 1 (95% CI) P 2 IRR 1 (95% CI) p 2
First period
FAs, png/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
<400 14.56 (—3.26; 32.38) 0.109 0.0 1.01 (—0.69; 2.70) 0.244 00 0.03 (—0.11; 0.16) 0.685 75.5 1.14(1.01; 1.29) 0.035 0.0 0.96 (0.83; 1.12) 0.633  66.1
>1000 9.06 (—11.02; 29.14) 0.376 0.0 1.73 (—0.13; 3.60) 0.068 0.0 —0.00 (—0.16; 0.15) 0986  79.0 1.16 (1.02; 1.33) 0.027 0.0 0.99 (0.83; 1.19) 0941 723
Second period
FAs, pug/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
<400 3.80 (—11.23;18.83) 0.620 0.0 —1.25(-2.70; 0.21) 0.094 93 0.02 (—0.04; 0.08) 0.455 0.0 0.91 (0.82; 1.02) 0.097 0.0 0.97 (0.91; 1.04) 0426 0.0
>1000 —1.39 (—21.45; 18.67) 0.892 0.0 0.41 (—3.25;4.07) 0.825 52.7 —0.02 (—0.09; 0.05) 0568 0.0 1.02 (0.90; 1.16) 0773 6.3 1.03 (0.95; 1.12) 0442 00
Entire pregnancy
FAs, ng/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
<400 —9.52 (—38.06; 19.02) 0.513 524 —0.41 (-1.98; 1.16) 0.607  22.0 —0.03 (—0.20; 0.15) 0.775  86.9 0.95(0.77;1.17) 0.624  70.0 1.05 (0.85; 1.29) 0.666  83.9
>1000 —10.94 (—30.28; 8.41) 0.268 1.0 —0.07 (—1.83; 1.69) 0934 41.1 —0.01 (—-0.17; 0.14) 0.894  76.9 0.98 (0.80; 1.19) 0.838 56.8 1.02 (0.83; 1.26) 0.826 79.1

First period, periconceptional period of pregnancy; second period, from the fourth to the seventh month of pregnancy; FAs, folic acid
supplements; INMA, Infancia y Medio Ambiente; HRT, hit reaction time (ms); HRT(SE), hit reaction time standard error (ms); omissions,
omission errors (n); commission, commission errors (n); 3, beta coefficient from multiple robust linear regression; 95% CI, 95% confidence
interval; 12, index to quantify the degree of heterogeneity in a meta-analysis; IRR, incidence rate ratio from negative binomial regression.
! Cohort-specific models were combined using meta-analysis. All models were adjusted by energy intake (in kilocalories), dietary
folate intake per 100 pg/day increase, social class (I + II (high), III or IV + V (low)), educational level (primary or less, secondary or
university), parity (0 or >1), overall tobacco exposition during the periconceptional period (no or yes), mother’s age (in years), mother’s
BMI (continuous), father’s BMI (continuous), child’s sex and child’s age at K-CPT examination (in years). We used the results from the
fixed-effects meta-analysis model when I? was less than 50% and from the random-effects meta-analysis model when I? was greater
than 50%.

All children (n = 1329)

FAs <400 pg/day FAs>1000 pg/day
Cohort IRR [95% CI] Cohort IRR [95% CI]
" Asturias 0.98[0.74; 1.29] —a—
Asturias 1.08[0.82; 1.41] BT |
Gipuzkoa 1.06 [0.83; 1.36) PR TN S Gipuzkoa 1.12[0.86; 1.45] — -
Sabadell 1.12[0.87;1.43] —= N 1.26[0.96; 1.66] T
Valencia 1.28[1.02; 160] Sl Valencia 1.29[1.01;1.65] =
3 | e 16[1.02; 1. e
Overall fixed effects models 1.14 [1.01; 1.29] [ Overall fixed effects models 1.16 [1.02; 1.33] ———
075 1 15 075 1 15
Boys (n = 664)
FAs <400 ug/day FAs>1000 ug/day
Cohort IRR [95% CI] Cohort IRR [95% CI]
Asturias 1.02[0.71;1.47] —F Asturias 0.860.59; 1.25] —=—
Gipuzkoa 1.16[0.79;1.71] —TE Gipuzkoa 1.19[0.78;1.82] ——
Sabadell 1.12[0.76; 1.67] Sabadell 1.33[0.86;2.04]
Valencia 157[1.12;2.21] —+—8— Valencia 1.80[1.24;262] ——
Overall fixed effects models 1.22[1.01; 1.47] [ Overall random effects models 1.25 [1.02; 1.52] <>
05 1 2 05 1 2
Girls (n = 665)
FAs <400 ug/day FAs>1000 pg/day
Cohort IRR [95% CI]
) Cohort IRR [95% CI]
Asturias 1.06[0.71; 1.58] T .
Gipuzkoa 1.00[0.72;1.37) — Asturias 1.06[0.70; 1.60] s
Sabadell 1.13[0.83; 1.55] e Gipuzkoa 1.10(0.79; 1.53] — e
Valencia 1.21[0.90; 1.62) —1a— Sabadell 1.12[0.77;1.62] —_— T
H Valencia 1.11[0.80; 1.53] e
Overall fixed effects models 1.11 [0.94; 1.30] ——— !
verall fixed effects models 1.11[0.94; 1.30] — Overall fixed effects models 1.10 [0.92; 1.31] e
75 1 15
0 075 1 15

Figure 2. Pooled estimates of the associations between FAs (<400 and >1000 ng/day compared to 400-999 ug/day) and
number of omission errors during periconceptional period of pregnancy in all children, boys, and girls at 4-5 years of age.
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Table 3. Fully-adjusted combined association between FAs use during pregnancy and attentional function outcomes in
children aged 4-5 years of the INMA cohort study according to sex; Spain, 2003-2008 (1 boys = 664; n girls = 665).

HRT HRT(SE) Detectability Omissions Commissions
B 195% cn r 2 g 195%CD r 2 g1 95% CI) r 2 IRR 1 (95% CI) r 2 IRR 1 (95% CI) p 2
BOYS
First period
FAs, png/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
34.36 (10.01; 2.02 (~0.56; 0.05 (—0.03; . )
<400 58.71) 0.006 0.0 459 0.124 0.0 0.14) 0.202 16.5 1.22 (1.01; 1.47) 0.036 86 0.92 (0.83; 1.03) 0.153 0.0
>1000 332082‘;10" 0016 00  331(053609 0019 37 0‘040(1}?’05" 0395 448  12509;172) 0169 609  097(0.80;1.18) 0752 574
Second period
FAs, pug/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
—1.96 (~22.06; —2.15 (—447; 0.06 (—0.10; ) .
<400 18.13) 0.848 0.0 017) 0.069 0.0 022) 0.490 65.3 0.92 (0.78; 1.09) 0346 0.0 1.00 (0.91; 1.09) 0919 37.1
—6.03 (—57.93; 1.01 (~1.76; —0.07 (~0.15; ' )
>1000 5.57) 0.820 546 379 0474 152 002) 0.121 9.2 0.96 (0.80; 1.16) 0.687 0.0 1.10 (0.99; 1.23) 0.072 494
Entire pregnancy
FAs, pug/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
~19.19 (~56.07; ~0.72 (-2.99; ~0.06 (~0.20; , )
<400 1769) 0308 53.2 1.56) 0537 0.0 009) 0.450 61.4 0.95 (0.70; 1.27) 0713 717 1.07 (0.92; 1.25) 0.405 58.2
2148 (—47.27; —0.11 (-2.68; —0.05 (—0.19; ) .
>1000 1430) 0.102 0.0 246) 0.935 479 010) 0.521 51.6 1.00 (0.73; 1.37) 1.000 68.0 1.05 (0.84; 1.30) 0.686 714
GIRLS
First period
FAs, ng/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
620 (~20.88; 0.70 (—1.82; 0.04 (—0.17; . .
<400 253) 0.654 0.0 322) 0586 0.0 026) 0.688 77.8 1.11 (0.94; 1.30) 0.227 0.0 0.98 (0.75; 1.27) 0.855 76.0
—4.77 (~35.07; 038 (—2.44; 0.00 (—0.15; . .
>1000 25.53) 0.758 0.0 320) 0791 0.0 0.15) 0.998 50.3 1.10 (0.92; 1.31) 0.302 0.0 0.99 (0.87; 1.13) 0.847 39.6
Second period
FAs, pug/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
13.04 (—9.90; —0.65 (~2.52; 0.04 (—0.04; . . )
<400 35.98) 0265 0.0 121) 0.493 20.8 0.12) 0357 0.0 0.86 (0.74; 1.00) 0.045 09 0.95 (0.86; 1.06) 0.358 53
—4.36 (—34.59; —0.65 (—3.46; 0.03 (—0.07; ) )
>1000 25.86) 0.777 0.0 17) 0.654 29.3 0.13) 0534 0.0 1.02 (0.86; 1.22) 0.792 0.0 0.97 (0.86; 1.11) 0.669 0.0
Entire pregnancy
FAs, ng/day
400-999 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
10.59 (—~15.21; 028 (~2.14; 0.03 (—0.19; 1 .
<400 36.40) 0.421 0.1 269) 0.822 0.0 0.25) 0.774 80.0 1.00 (0.85; 1.18) 0.976 0.0 1.03 (0.87; 1.10) 0.837 79.5
—3.07 (-32.22; —0.18 (—2.83; 0.03 (—0.13; = - :
>1000 26.08) 0.837 224 248) 0.89 0.0 00) 0.710 526 097 (0.81;1.17) 0772 0.0 1.00 (0.80; 1.27) 0937 53.8

First period, periconceptional period of pregnancy; second period, from the fourth to the seventh month of pregnancy; FAs, folic acid
supplements; INMA, Infancia y Medio Ambiente; HRT, hit reaction time (ms); HRT(SE), hit reaction time standard error (ms); omissions,
omission errors (n); commission, commission errors (n); 3, beta coefficient from multiple robust linear regression; 95% CI, 95% confidence
interval; I2, index to quantify the degree of heterogeneity in a meta-analysis; IRR, incidence-rate ratio from negative binomial regression.
1 Cohort-specific models were combined using meta-analysis. All models were adjusted by energy intake (in kilocalories), dietary
folate intake per 100 ug/day increase, social class (I + II (high), IIl or IV + V (low)), educational level (primary or less, secondary or
university), parity (0 or >1), overall tobacco exposition during the periconceptional period (no or yes), mother’s age (in years), mother’s
BMI (continuous), father’s BMI (continuous), and child’s age at K-CPT examination (in years). We used the results from the fixed-effects
meta-analysis model when I? was less than 50% and from the random-effects meta-analysis model when I? was greater than 50%.

Sensitivity analyses were conducted to assess the robustness of the association between
the periconceptional use of non-recommended FAs doses and the number of omission
errors under a variety of scenarios in all children and by sex (Figure 4). In all children, the
associations between FAs use of <400 pg/day and the number of omission errors remained
similar to the basal model (IRR = 1.14; 95% CI = 1.01 to 1.29), although we observed a
stronger association when we adjusted for child dietary folate and energy intake (IRR
=1.17; 95% CI = 1.03 to 1.32) and when we excluded mothers with medical conditions
(IRR = 1.19; 95% CI = 1.04 to 1.37). In addition, the association between the FAs use of
>1000 pg/day and omission errors in the basal model (IRR = 1.16; 95% CI = 1.02 to 1.33)
became slightly stronger when we excluded those mothers with medical conditions (IRR =
1.20; 95% CI = 1.03 to 1.39). As with the all-children associations, associations between FAs
use of <400 pg/day and the number of omission errors in boys remained very similar to
the basal model (IRR = 1.22; 95% CI = 1.01 to 1.47), although it became stronger when we
adjusted for mother’s acetaminophen use during pregnancy (IRR = 1.24; 95% CI = 1.03 to
1.49) and when we excluded mothers with medical conditions (IRR = 1.26; 95% CI = 1.02
to 1.56). Finally, when we added other variables such as alcohol consumption in grams
day or breastfeeding (no, <20 weeks, or >20 weeks) in multivariable models, the observed
associations remained similar and still significant. Similarly, after excluding children with
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missing values or scoring less than 7 in the Apgar test at 1 or 5 min after birth, the results
were unchanged (data not shown).

Boys HRT (1 = 664)

FAs <400 pg/day FAs >1000 pg/day
Cohort Beta [95% CI] Cohort Beta [95% CI]
Asturias -578[-103.23; 91.67] ) Asturias —21.21[4127.07; 84.66] ;
Gipuzkoa 64.80[ 11.01;118.59] ——— Gipuzkoa 30.03[-28.42; 88.49] ——
Sabadell 2507 [-30.21; 80.35] —=— Sabadell 48.43[-17.71; 114.57) =
Valencia 30.83[-2.35; 64.01] —E— Valencia 36.29[-0.14; 72.71] —E—
Overall fixed effects models 34.39[ 10.04; 58.74] < Overall fixed effects models 33.22[ 6.15; 60.30] <
| T | 1 e e B
-100 -50 0 50 100 100 -50 0 50 100
Boys HRT(SE) (n = 664)
FAs <400 pg/day FAs > 1000 pg/day
Cohort Beta [95% CI]
Cohort Beta [95% CI]
Asturias 1.53 [-4.60; 7.67] —E—
Gipuzkoa 4.84(-4.18,1385] — EE Poorabidind. I
Sabadell ~029[-7.61; 7.03] —— Gipuzkoa 5.38[-4.17,14.93) I
Nakselh 225103 552] 1 Sabadell 0.92[-6.89; 8.74) A
’ o ' Valencia 4.86(1.30, 8.42) —!—‘—
Overalifixed effects models 2.02[10.66;4.50] R e e SITOCEs OGO 33T 053 5.00] <

-10 -5 0 5 10 -10 -5 0 5 10

Figure 3. Pooled estimates of the associations between FAs (<400 and >1000 pg/day compared to 400-999 pg/day) and
Conner’s Kiddie Continuous Performance Test (K-CPT) outcomes in boys at 4-5 years of age.

Omission errors and folic acid supplements

Base model, n = 1329 . A A
Adjusted for iodine supplements during the firts period of pregnancy, n = 1329 - A A
Adjusted for mother's fish intake during the first period of pregnancy, n = 1322 - A A
Adjusted for mother’s verbal reasoning, n = 1265 - -~ -~
Adjusted for time of initiating FAs usage, n = 1329 - - A
Adjusted for mother's acetaminophen use during pregnancy, n = 1329 - A A
Adjusted for mother's NO, exposition, n = 1298 - A A
Adjusted for child's dietary folate + energy intake, n = 1307 - A A
Excluding preterm, n = 1273 - A A
Excluding non-users FAs mothers, n = 1258 - A A
Excluding mothers with medical conditions, n = 1079 - A~ A
Excluding obese children, n = 1192 - A~ A
Excluding children with low score at McCarthy's Executive Function, n = 1248 - A A
Excluding children with psychomotor delay at Bayley test, n = 1027 - A A
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Figure 4. Sensitivity analyses of the associations between FAs use (<400 and >1000 pg/day compared to 400-999 pug/day)
in the periconceptional period and number of omission errors in all children (n = 1329), girls (n = 665) and boys (1 = 664) at
4-5 years.
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4. Discussion

In the present study, we found that, compared to the periconceptional use of the
recommended FAs doses, the use of FAs doses <400 or >1000 pg/day was associated with
an increase in the number of omission errors in children at 4-5 years of age. Moreover,
our results suggest that the association may be sex-specific, since only boys presented an
increase in the number of omission errors with mothers taking <400 pg/day of FAs, and an
increase of speed response consistency throughout the test (HRT(SE)) in mothers taking
>1000 pg/day.

In our study, 266 out of 1329 children scored above the 80th percentile in the number
of omission errors in the K-CPT assessment at the age of 5 years, which may be indicative
of inattention. A prevalence of 18% of inattention in children of 5 years of age was found in
a birth cohort study from United States [40]. In two birth cohorts in China, prevalences of
6.4% [41] and 12.3% [42] were reported for children 3 and 4 years old, respectively, although
they evaluated the prevalence of Attention-Deficit-Hyperactivity Disorders (ADHD) while
we evaluated only attentional function—just one of the ADHD symptoms. In another birth
cohort study from Denmark, a prevalence of 30% was reported for children of 5 years [43].
Thus, it is difficult to make comparisons of inattention prevalence among studies since
specific cut-off points or definitions for inattention are not used consistently yet.

To our knowledge, this is the first prospective study that suggests an increase in
the number of omission errors in children aged 4-5 years with mothers taking non-
recommended FAs doses (<400 or >1000 pg/day) compared to mothers taking recom-
mended FAs doses (400-999 ug/day) during the periconceptional period of pregnancy.

On the one hand, we found a negative effect of the periconceptional FAs use of
<400 pg/day on children’s attentional function at 4-5 years of age, specifically an increased
number of omission errors, which is an indicative of inattentiveness [44]. This is a relevant
finding that highlights the need to monitor the compliance of using the recommended
FAs doses among pregnant women to avoid negative effects on the cognitive function of
their children. The evidence evaluating the use of non-recommended FAs doses during
pregnancy is very scarce due to ethical and moral commitments. Therefore, hypotheses like
ours can only be evaluated in prospective birth cohort studies such as the INMA Project.
In one birth cohort study with 420 children in Menorca, Julvez et al. [45] also showed a
significant lower risk of inattention symptom at 4-5 years of age among women using
periconceptional FAs. Similarly, del Rio Garcia et al. have shown that maternal dietary
folate deficiency has been related to lower BSID mental scores in 253 Mexican infants [46].
This detrimental effect on attentional function could be related to the maternal folate
deficiency that could affect early brain development [47], and result in a poorer offspring
cognitive function [13]. In fact, a recently published study has shown higher apoptosis
level in brain cells of mice offspring fed with a deficient FA diet [39], which could also
affect offspring cognitive function.

On the other hand, we found a negative effect of the periconceptional FAs use of
>1000 pg/day on children’s attentional function at 4-5 years of age. In a similar way,
negative effects on other domains of neurodevelopment have been reported in previous
studies of the INMA project. Thus, an association between high periconceptional doses
of FAs and negative effects on the development of offspring [15,16] has been reported,
especially with negative effects on the cognitive development at age of 4-5 years [16].
These results have also been confirmed in animal studies. A growing number of animal
researches have displayed that high doses of FAs has been associated with the presence
of plasma unmetabolized FA producing alterations in the methylation pattern of several
key developmental genes in offspring [48] and alterations in the expression of genes in the
frontal cortex of offspring pups [49]. Considering that the frontal cortex is one of the most
important parts of the brain related to attentional function, we could contemplate this as an
explanation of the negative influence of high doses of FAs during periconceptional period
on attentional function of children at 4-5 years of age. All of this evidence, including our
results, offer safety concerns on the potential harmful effects of the use of high doses of
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FAs throughout the whole life as described by Selhub and Rosenberg [50], particularly for
children’s cognitive function.

Moreover, we found sex differences in some attentional function outcomes. Boys
of mothers using periconceptional FAs of <400 pg/day had increased omission errors
and HRT, and boys of mothers using periconceptional FAs of >1000 pg/day had an
increased speed response consistency throughout the test [HRT(SE)] and HRT compared
to mothers using periconceptional recommended FAs doses. The associations found in
girls are also negatives, but none reached statistical significance. Similarly, a recent study
of INMA Project found sex differences on neuropsychological development at 4-5 years
of age, being boys more vulnerable to prenatal pollutants exposure [51]. These results
may indicate that boys are more vulnerable to a deficient periconceptional FAs use than
girls. We did not find other studies that explore the effects of FAs use during pregnancy
on neuropsychological development depending on the children’s gender. However, a
similar result in the KCP-T test was found in children participating in the Health Outcomes
and Measures of the Environment (HOME) Study [52] in which omission errors were
associated with executive difficulties only in boys at 5 years of age. Brain model system
studies using image technologies could help us to understand the neurological basis of
this sex difference in attentional function outcomes. A recent study analyzed sex and age-
related brain changes in children and showed several differences between boys” and girls’
brain development, including a higher connectivity in brain areas related to attentional
function, namely superior and left orbitofrontal cortex, in boys compared to girls [53].
Furthermore, animal studies can partly explain these differences by the fact that sexual
distinctions in brain neurodevelopment emerge during gestation, including the functional
connectivity of the prefrontal cortex. During gestation, girls demonstrated a longer range
of changes in functional connectivity in prefrontal cortex compared to boys; furthermore,
this connectivity decreased as gestational age increased more pronouncedly in boys [54].
Consequently, it is possible that boys need a greater contribution of FAs during earlier
stages of gestation than girls because it is the moment in which they present a greater
connectivity, and therefore are more sensitive to low or high periconceptional FAs doses.

Finally, we observed stronger associations in the Valencia area between K-CPT out-
comes (omission errors and HRT(SE)) in all children as well as in both boys and girls when
we performed pooled estimates. These differences could be in part explained by the fact
that children from Valencia were older than the children of the other areas of study at the
K-CPT examination. In this sense, studies using magnetic resonance imaging (MRI) technol-
ogy have described the functional connections in the whole brains of healthy children and
found that numerous global network parameters showed significant increases with age [53]
and a progressive functional maturation of attention brain allocation in adolescents [55].

This study has several limitations. We adjusted for a wide range of potential risk
factors, although we cannot discard potential residual confounding due to not including
potential confounding variables in the analyses, or bias due to subjects lost to follow up.
However, mothers of children who performed the K-CPT assessment, presented practically
equal age, educational, and socioeconomic statuses and FAs use, compared to those mothers
who were excluded due to unavailability of data for K-CPT test. Moreover, estimates from
self-reported supplementation may cause some misclassification, but any inaccuracy in
reporting should be non-differential. In this sense, to classify women according to their
FAs use, we used a FFQ which may be limited in estimating exact absolute values of
folate intake, but it showed an acceptable reproducibility for folate intake (v = 0.48) and
biochemical validity (r = 0.53) [30]. Finally, our results do not provide a possible explanation
of the mechanisms by which the use of non-recommended doses of FAs during pregnancy
could produce attentional dysfunction at 4-5 years of age. However, they can constitute an
argument to future research in this field.

The major strengths of this study include a large sample size and a prospective design
that minimized recall and selection bias. Additionally, we used a validated FFQ test to
estimate FAs intake and a standardized and computerized battery for K-CPT to evaluate
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attentional function, which may detect small changes on responses in children and provide
objective assessment. Although not specifically validated, these tests were administrated
by trainer interviewers which provided more unbiased assessment. Furthermore, the
results from sensitivity analysis reinforced the consistency of these findings. Finally, the
multicenter structure of the INMA Project showing different patterns of FAs use and the
detailed information on the doses of FAs used at each period of pregnancy, including a
crucial period of pregnancy, namely periconceptional period, may add value to our results.

5. Conclusions

In conclusion, this prospective mother—child cohort study shows that the periconcep-
tional non-recommended FAs doses (<400 pg/day or >1000 pg/day) compared to the FAs
use of 400-999 pg/day may have negative effects on attentional function development in
children at 4-5 years of age. Furthermore, the use of non-recommended FAs doses could
have different effects in girls and boys. Our findings add to existent evidence supporting a
potential adverse effect of the use of non-recommended FAs doses, so we suggest not using
these doses, unless medically prescribed. Nevertheless, additional studies are needed
to confirm the associations found between non-recommended FAs doses and attentional
function in children.
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Table 1. K-CPT outcomes description.

Expressed in

. Type of
D .
¢ftnition variable
The failure to respond to targets (everything except the soccer
Omission errors ball picture) Discrete
Commission errors Responses given to non-targets (the soccer ball picture) Discrete
Hit reaction time [HRT] The average speed of correct responses for the entire test. Confinuous
Standard error of the hit A measure of response speed consistency. .
Continuous

reaction time [HRT(SE)]
A measure of the ability to distinguish between targets
(everything except the soccer ball picture) and non-targets (the  Continuous
soccer ball picture).

Detectability or attentiveness
[d’]

Number of times
(n)
Number of times
(n)
Milliseconds
(ms)
Milliseconds
(ms)

No units

Own elaboration from MHS K-CPT test items and normative data.
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Abstract: This study investigated the association between maternal low (<400 ug/day) or high
(>1000 pug/day) folic acid supplements (FAs) use during pregnancy and the attentional function and
working memory in boys and girls at age 7-9. A longitudinal analysis based on 1609 mother—child
pairs from the Spanish Infancia y Medio Ambiente Project was carried out. Multivariable regression
analyses revealed that, compared to the recommended FAs use, a low FAs use during the second
period of pregnancy was associated with a lower alertness in all children (3 = 18.70 ms; 95% CI: 7.51;
29.89) and in girls (B = 30.01 ms; 95% CI: 12.96; 47.01), and with a lower N-back Task performance in
boys (d" number 2-back (3 = —0.25; 95% CI: —0.49; 0.01)). A high FAs use throughout the two periods
of pregnancy was associated with a better N-back Task performance only in girls (d" number 2-back
(p =0.28; 95% CI: 0.01; 0.56) and d’ number 3-back (3 = 0.32; 95% CI: 0.08; 0.56)). The maternal use
of FAs beyond the periconceptional period may affect children’s attentional function and working
memory at age 7-9 differently for boys and girls.

Keywords: folic acid; deficiency; high; birth cohort study; working memory; attentional function;
sex specific
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1. Introduction

Folic acid use is widespread worldwide due to its preventive role against the occurrence [1]
and recurrence [2] of neural tube defects. It is an essential micronutrient in various neuro-
physiological processes during embryonic neurodevelopment, such as DNA methylation,
neurotransmitter synthesis, myelination, and nucleotide synthesis [3-6]. Specifically, it
plays an important role in a complex metabolic pathway closely related to optimal em-
bryonic brain development, one-carbon metabolism [6]. Alterations in this pathway, such
as a folic acid deficiency, can affect the methylation processes of neural cells in the de-
veloping brain, leading to cognitive alterations and neurodevelopmental disorders [7],
such as those of childhood behavior and autism [8-10]. Regarding these mechanisms, a
recently published systematic review [8] has suggested that optimal maternal folic acid
levels during pregnancy may increase fetal brain growth and fetal brain size, which may
act as a preventive factor against atypical head growth trajectories, which are common
in autism.

It is recommended that mothers planning to become pregnant should take 400 pg/day
of folic acid supplements (FAs) during the periconceptional period and should not exceed
the tolerable upper limit of 1000 ug/day of FAs [2,11]. Although the periconceptional
use of FAs has a proven beneficial effect on the health of offspring, mothers in different
countries have reported noncompliance with these recommendations. Studies carried
out in Poland [12] and the UK [13] showed that 42.8 and 55% of mothers did not use
periconceptional FAs. In contrast, a recently published study showed that only 14% of
Italian mothers did not take periconceptional FAs, but 27.5% took 5000 pg/day or above,
exceeding the tolerable upper limit [14]. Similarly, it has been shown in a previous study
that 55.8% of Spanish mothers used less than 400 ng/day of FAs and 29.2% exceeded
1000 pg/day [15].

These high or low periconceptional FAs doses can cause changes in the fetal brain
that can lead to cognitive alterations and neuropsychological disorders in children. Thus,
it has been reported that children whose mothers used periconceptional FAs doses of
<400 pg/day were more susceptible to autism [9], attentional dysfunction [15], or had
poorer cognitive function [10]. On the other hand, it has also been reported that children
whose mothers used >1000 pg/day of FAs presented a psychomotor delay at 1 year of
age (y) [16] and verbal delay [17] and poorer attentional function at 4-5 y [15]. As most
of these studies have focused their investigations on the periconceptional period, less is
known about the effect of the maternal use of FAs after the first trimester on the offspring’s
cognitive function.

Mid-late pregnancy is characterized by the rapid growth and development of the
fetal brain [18] and an intensive myelination [19]. These neurological processes are es-
pecially sensitive to folate concentrations [20] and are essential for children’s cognitive
development [21]. Although the scientific literature in this regard is scarce, results from
the randomized trial, Folic Acid Supplementation in the Second and Third Trimesters
(FASSTT) [22], have shown that children whose mothers continued using 400 ng/day of
FAs after the first trimester had better cognitive function at age 3 [23], improved verbal rea-
soning at age 7 [23], and a higher information processing speed at age 11 [24]. Interestingly,
the most recent publication by FASSTT showed an improvement in girls” verbal compre-
hension, suggesting a sex-specific effect on children’s cognitive function of continued FAs
use of 400 pug/day beyond the first trimester [24].

In our previous study [15], not only were different effects of FAs use found on cognitive
function at 4-5 y according to the sex of the children but also according to the period
of pregnancy studied. For periconceptional FAs use, a detrimental effect of both <400
and >1000 ug/day FAs doses on attentional function was observed in boys, whereas a
protective effect of <400 ng/day FAs use during the second-third trimester of pregnancy
was observed in girls. Thus, in the present study, we aimed to evaluate the association
between low (<400 pug/day) or high (>1000 pg/day) FAs use in each pregnancy period (the
periconceptional period, second period, and entire pregnancy) and the cognitive function
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in boys and girls at 7-9 y. We hypothesized that the use of both low and high doses of
FAs during pregnancy can have negative effects on the attentional function and working
memory of boys and girls at 7-9 y.

2. Materials and Methods
2.1. Study Desing and Population

The Infancia y Medio Ambiente (Environment and Childhood) Project (INMA; http:
/ /www.proyectoinma.org, accessed on 5 January 2022) is a Spanish multicenter mother—
child prospective cohort study, whose main aim is to evaluate the effects of environmental
exposures and diet during pregnancy on fetal and child development. The INMA Project is
well-established in seven regions of Spain, following a common protocol [25]. In the present
study, we analyzed the available information from four INMA sub-cohorts set up between
2003 and 2008 in Valencia, Sabadell (Catalonia), Asturias, and Gipuzkoa (Basque country).

In the INMA cohorts, pregnant women received information about the project in
their first prenatal visit at public health centers or public hospitals. Those interested in
participating were recruited if they met the following criteria: (1) to be 16 years old or above,
(2) to have no communication difficulties in Spanish or in another official Autonomous
Community language (Basque or Catalan), (3) to have a singleton pregnancy, (4) to plan to
give birth at the cohort’s referral hospital, and (5) that the pregnancy was not the result
of assisted reproduction. Once pregnant women had signed the informed consent, data
collection was carried out in different follow-up visits: in the first trimester of pregnancy, in
the third trimester, and at delivery. After delivery, mothers and children were followed up
when children were 14 months, 26 months, 4-5 y, and 7-9 y. The initial study population
consisted of 2764 pregnant women, 2625 of whom gave birth to a live newborn between
May 2004 and August 2008. Withdrawal from the project, being untraceable during follow-
up visits, miscarriage, abortion, or fetal deaths led to the exclusion of the remaining
139 mothers. As the present study aimed to investigate FAs use during pregnancy, we
excluded 133 additional mothers without FAs information. Finally, our study population
consisted of 1609 mother—child pairs with complete information on the main variables when
children were aged 7-9 y. In Figure 1, we present the flowchart of the study participants.

The INMA Project was approved by the Institutional Ethical Committees of the par-
ticipating hospitals of each cohort (CEIC-Hospital La Fe, Valencia; CEIC-Hospital de
Zumarraga, Gipuzkoa; CEIC-Parc de Salut Mar, Barcelona; CEIC-Hospital Universitario
Central de Asturias). Further details on the study sub-cohorts” characteristics, study popu-
lation recruitment, and study design can be found elsewhere [25,26].

2.2. FAs Assessment

The assessment of FAs use during pregnancy has been described previously [16,27].
Trained personnel administered two validated food frequency questionnaires during preg-
nancy (FFQs) [28] to estimate pregnant women’s FAs use and dietary folate intake. The
first FFQ was collected at weeks 10-13 of pregnancy to estimate FAs use and dietary folate
intake from three months preconception to the third month of pregnancy, and the second
FFQ was collected at weeks 28-32 to estimate FAs use and dietary folate intake from the
fourth to the seventh month of pregnancy. The folate content of food was mainly obtained
from USDA food composition tables [29] and other Spanish-published sources [30]. The
consumption of FAs or vitamin and mineral preparations containing FAs were obtained
through specific questions about supplements in the FFQ. FAs use was estimated based
on daily dose, supplement brand name and composition, and duration of consumption
for each period of pregnancy. As in previous studies [15,17], we estimated the average
daily use of FAs and dietary folate intake for each woman in the periconceptional period
(average from 3 months before pregnancy to month 3 of pregnancy), the second period
of pregnancy (average from month 4 to 7), and during the whole pregnancy (average of
the periconceptional and the second period). We categorized the use of FAs in the above-
mentioned pregnancy periods as <400 pg/day, 400-999 pg/day (the reference category in
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Cohorts:
Asturias (n = 494)
Gipuzkoa (n = 638)
Sabadell (n = 777)

Valencia (n = 855)

our statistical analyses), and >1000 pg/day. Dietary folate intake per 100 pug/d increase
was used as a covariate in adjusted models.

Women recruited in pregnancy 139 participants excluded from the

Cohorts:
Asturias (n = 357)
Gipuzkoa (n = 381)
Sabadell (n = 440)

Valencia (n = 431)

Y

n=2764 study:

- 62 miscarriage

Y

- 10 fetal deaths
Y

Women included in the study

- 61 withdrew

-6 lost to follow-up

n =2625 (95%)
133 participants without FAs data
\J
Women with newborns at delivery 615 participants excluded from the
n = 2492 (95%) studv:
-9 deaths
- 479 withdrew

- 97 lost to follow-up
Children at 7-9 years

= 1877 (71.5%) - 30 others

We excluded children without

v

information  about  cognitive

Y

function and wvariables of interest

Children with ANT and/or N-Back for the study at 8 years’ interview

v

assessment at Children at 7-9 years

n =1609 (61%)

Figure 1. Flowchart of the study population in the main phases of the INMA project.

2.3. Working Memory Assessment in Children

Children’s working memory was assessed using the N-back task [31,32]. This is a
continuous computerized performance task to evaluate working memory in children in
approximately 25 min. For the present study, it was administered to children during the
7-9-year interview by trained personnel. During the task, children have to press a button
on the keyboard if the stimulus (in this study, numbers) presented on the screen is the same
as the stimulus presented earlier. The children’s responses depended on the load or level
they were doing (1-back, 2-back, or 3-back). For instance, with a 1-back load, the child
has to remember the previous number; in a 2-back load, the child has to remember the
penultimate number; and in a 3-back load, the child has to remember the antepenultimate
number presented. The 1-back load is the simplest one and, in this study, we chose to
discard its results due to a ceiling effect, i.e., a perfect score was achieved by most of the
children. The 2-back load can be an indicator of general mental abilities, while the highest
load, the 3-back, can be an indicator of superior mental functions [33]. N-back task is used
to determine detectability (d’) for each load, which was calculated as follows: d’ = z(hit
rate) — z(false alarm rate). A d’ score reflects the ability to distinguish signal from noise, so
a higher d’ indicates a better working memory performance [34].
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2.4. Attentional Function Assessment in Children

Children’s attentional function was assessed with the Attentional Network Test (ANT),
whose validity has been supported using neuroimaging in different studies with large child
cohorts [32,35,36]. This computer test characterizes attentional function in children older
than 6 y [35]. During the test, a row of five yellow fish appears either above or below a
fixation point. Children are asked to “feed” the fish in the middle as quickly as possible by
pressing either the right or left button on the mouse, depending on the direction in which
the fish in the middle is pointing. They have to ignore the flanking fish, which point either
in the same (congruent) or opposite (incongruent) direction as the fish in the middle. When
children performed the test correctly, they received positive auditory reinforcement (Woo
hoo!) [37]. The ANT was administered by trained personnel in the 7-9-year interview. All
the children received the same instructions, and in each cohort, the same computer was
used for all the children.

This test is a widely used neuropsychological tool which provides different outcomes
to characterize different aspects of attentional function. First, we analyzed the three
attention networks: alerting, which reflects the ability to produce and maintain optimal
vigilance and performance during tasks; orienting, which involves shifting attention to
sensory stimuli; and conflict, which involves detecting and resolving conflict among
responses, error detection, and response inhibition. We then analyzed the number of
omission errors (a measure of selective attention), the number of commission errors (a
measure of impulsivity), the standard error of the hit reaction time (HRT-SE) (a measure of
speed response variability), and accuracy (a measure of performance precision). Higher
scores in all the above-mentioned outcomes indicate a poorer attentional function, except
in the case of accuracy, for which higher scores indicate optimal performance [32,37-39].

2.5. Other Variables

Information on other sociodemographic and lifestyle characteristics was collected
using structured questionnaires administered by trained field workers. The following
sociodemographic and lifestyle variables regarding the mothers were used in adjusted
models as potential confounders: age (in years), energy intake (in kilocalories/day), social
class (I +1II (high), III (medium), IV + V (low)), educational level (primary or less, secondary,
university), parity (0 or >1), overall tobacco exposure (yes/no), which includes mothers’
smoking habit and passive exposure to tobacco during pregnancy, and pre-pregnancy
BMI (continuous). In addition, we adjusted for father’s BMI (continuous) and for other
children’s variables, such as sex (male, female) and age at cognitive examination (in years).
Furthermore, we used the following variables in sensitivity analyses: mother’s iodine
supplementation during pregnancy (<100, 100-149, >150 pg/day), mother’s fish intake
during pregnancy (in grams/day), mother’s verbal reasoning (continuous), time of ini-
tiating FAs usage (month 0, month 1-2, month 3, no use), mother’s acetaminophen use
during pregnancy (no/yes), mother’s NO, exposure during pregnancy (ug/m?), duration
of breastfeeding (no, <20 weeks, >20 weeks), and children’s dietary folate intake (in pg/day
adjusted by energy intake in kilocalories).

2.6. Statistical Analysis

We conducted descriptive, multivariable, and sensitivity analyses using the R 3.4.2 software
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). We performed a descriptive anal-
ysis to characterize sociodemographic, lifestyle, and obstetric factors of pregnant women
from the four INMA sub-cohorts. The Kolmogorov test was used to check the normal
distribution of the quantitative variables, which were all found to be non-normal. As a
result, we used the non-parametric Kruskal-Wallis test for quantitative variables and the
Chi-square test for qualitative variables in the bivariate descriptive analyses.

In multivariable analyses, we adjusted for those covariates with p value < 0.20 in
bivariate analysis and those that changed the magnitude of the main effects by >10%. We
excluded from the analyses those children whose score of correct responses was lower than
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70%, which is considered to be a low accuracy score in the ANT test [39]. We also excluded
those children whose reaction times were shorter than 200 ms because of physiological
implausibility, which suggested perseverative or anticipatory responses [40]. Multiple
robust linear regression models using an MM-type estimator were conducted to evaluate
the association between FAs use and ANT outcomes (alerting, orienting, conflict, HRT-SE)
for each pregnancy period: periconceptional period, second period of pregnancy, and
throughout the entire pregnancy [41]. Negative binomial regression models were used
to assess associations between FAs use and ANT count outcomes (number of omission
and commission errors) for each period of pregnancy [42]. The regression coefficients of
negative binomial models were exponentiated to obtain IRR (incidence rate ratios) which
should be interpreted as relative risk. Multivariable censored regression (tobit) was used
to estimate the association between FAs use and N-back task outcomes (detectability n—2
and n—3) as well as ANT outcome (accuracy). In addition, we used a meta-analysis to
obtain the combined estimates for the four INMA sub-cohorts. The I? statistic was used
to quantify heterogeneity, the random effects model was applied when heterogeneity was
detected (I > 50%), and when it was not detected, the fixed effects models was applied
(I < 50%) [43]. Because previous studies have shown that neurodevelopment during the
embryonic and fetal periods may be different for girls and boys [44,45], we additionally
ran models stratifying by the children’s sex.

Finally, sensitivity analyses were performed to assess the robustness of the main
results. We adjusted the basal model by mother or child variables that could be related to
child cognitive function development. In the basal model, we included maternal variables,
such as iodine intake from supplements; fish consumption during pregnancy; verbal
reasoning outcome of the similarities subtest from the Wechsler Adult Intelligence Scale-
IIT; FAs use initiation; NO; exposition during pregnancy; duration of breastfeeding; and
use of acetaminophen during pregnancy. Regarding child variables, we adjusted the
basal model with child dietary folate intake at age 8, assessed by validated FFQ [46]. In
addition, to evaluate any potential influence on the association found, we excluded some
mothers and/or children from the analysis with conditions such as preterm deliveries
(n =1527), mothers with medical conditions that may have influenced the use of FAs
(diabetes mellitus, epilepsy, or thyroid disease) (1 = 1318), mothers who did not use FAs
during pregnancy (n = 1499), obese children according to the WHO criteria (97th percentile)
(n = 1329), children with psychomotor delay (<85th percentile) at age 1 determined by
the Bayley Scales of Infant and Toddler development (BSID) (1 = 1434), children with low
scores (<76.3 score) in executive function at age 5 determined by the McCarthy Scales of
Children’s Abilities (MSCA) (n = 1283), and children with inattention at age 5, assessed by
the Conner’s Kiddie Continuous Performance test (n = 1087).

3. Results
3.1. Study Population Characteristics

We show the general characteristics of the pregnant women and their children accord-
ing to the four areas of the study in Table 1.

The median age of the mothers at delivery was 31 years old. A high proportion of the
mothers attained secondary studies (41.7%), had a low social class (46.8%), and reported
exposure to tobacco during pregnancy (58.1%).

During the periconceptional period of pregnancy, 14.5% of the mothers used the
recommended FAs doses of 400-999 ng/day, while 54.3% used doses of <400 pg/day FAs
and 31.2% used >1000 pg/day (Table 1). In this period of pregnancy, Sabadell was the area
of study with the highest number of mothers taking doses of <400 ug/day FAs (65.2%),
whereas Gipuzkoa was the area with the highest number of mothers using >1000 ug/day
FAs doses (39.6%) (p-value < 0.001).
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Table 1. Socio-demographic, lifestyle, and obstetric characteristics of parents and children at 7-year
follow-up of INMA cohort study, Spain, 2003-2008.

All Cohorts, Valencia, Sabadell, Asturias, Gipuzkoa, Value 1
n=1609 n =431 n = 440 n =357 n=381 p-value
Mother’s age, y 31 (28; 34) 30 (28; 33) 30 (28; 33) 32 (29; 35) 31(29; 33) <0.001
Mother’s education <0.001
Primary or less 300 (18.7) 111 (25.8) 102 (23.2) 48 (13.4) 39 (10.2)
Secondary 671 (41.7) 186 (43.2) 191 (43.4) 160 (44.8) 134 (35.2)
University 638 (39.7) 134 (31.1) 147 (33.4) 149 (41.7) 208 (54.6)
Mother’s social class <0.001
I +II (high) 406 (25.2) 89 (20.6) 100 (22.7) 88 (24.6) 129 (33.9)
I 450 (28.0) 117 (27.1) 144 (32.7) 76 (21.3) 113 (29.7)
IV + V (low) 753 (46.8) 225 (52.2) 196 (44.5) 193 (54.1) 139 (36.5)
Parity > 1 680 (42.3) 189 (43.9) 188 (42.7) 137 (38.4) 166 (43.6) 0.398
Overall tobacco
exposition during 934 (58.1) 315 (73.1) 260 (59.1) 156 (43.7) 203 (53.3) <0.001
pregnancy, yes
Missing values 41 (2.6) 5(1.2) 8(1.8) 18 (5.0) 10 (2.6)
Prepregnanc
motherPs BEI;\/II, kg /m? 0.008
<25 1183 (73.5) 311 (72.2) 317 (72.0) 248 (69.5) 307 (80.6)
>25-30 311 (19.3) 85 (19.7) 84 (19.1) 84 (23.5) 58 (15.2)
>30 115 (7.2) 35 (8.1) 39 (8.9) 25 (7.0) 16 (4.2)
Prepregnancy father’s
BMI kg /m? <0.001
<25 687 (42.7) 187 (43.4) 204 (46.4) 114 (31.9) 182 (47.8)
>25-30 704 (43.6) 199 (46.2) 170 (38.6) 175 (49.0) 160 (42.0)
>30 189 (11.8) 45 (10.4) 60 (13.6) 55 (15.4) 29 (7.6)
Missing values 29 (1.8) 0(0.0) 6 (1.4) 13 (3.6) 10 (2.6)
Dietary folate, ug/d
n 1st period of 297 (239; 364) 292 (231; 359) 283 (230; 347) 313 (247; 382) 306 (255; 367) <0.001
pregnancy
In 2nd period of 297 (241; 358) 274 (219; 349) 291 (237; 345) 302 (245; 367) 312 (266; 370) <0.001
pregnancy
FAS pg/d,in Ist <0.001
period of pregnancy
400-999 233 (14.5) 68 (15.8) 45 (10.2) 64 (17.9) 56 (14.7)
<400 874 (54.3) 249 (57.8) 287 (65.2) 164 (45.9) 174 (45.7)
>1000 502 (31.2) 114 (26.5) 108 (24.5) 129 (36.1) 151 (39.6)
FAs ug/d, in 2nd <0.001
period of pregnancy
400-999 426 (26.5) 200 (46.4) 52 (11.8) 133 (37.3) 41 (10.8)
<400 907 (56.4) 144 (33.4) 366 (83.2) 100 (28.0) 297 (78.0)
>1000 276 (17.2) 87 (20.2) 22 (5.0) 124 (34.7) 43 (11.3)
Child’s sex 0.631
Boys 816 (50.7) 210 (48.7) 229 (52.0) 188 (52.7) 189 (49.6)
Girls 793 (49.3) 221 (51.3) 211 (48.0) 169 (47.3) 192 (50.4)
Child’s age 2, in years 7.7 (7.3; 8.0) 7.6 (7.4;7.6) 6.8 (6.6;7.1) 8.3(8.1;84) 7.9 (7.8;8.0) <0.001
ANT outcomes
HRT-SE, ms 305.6 (245; 364) 323.2 (266; 382) 320.3 (260; 369) 260.8 (196; 329) 304.3 (259; 356) <0.001
Accuracy 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (0.9; 1.0) 1.0 (0.9; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) <0.001
Comlsrslfrrr‘lem’rs' 3(1;5) 4(2;7) 4(2;7) 1(0;3) 2(1;4) <0.001
Omission errors, num 2(0;5) 317 2(1;5) 0(0;2) 2(0;4) <0.001
Alerting 45 (—3.5;100.5) 52 (0.8; 101.8) 39 (—10.6; 100.9) 45 (4.0; 90.5) 48.5 (—6.0; 108.0) 0.314
Orienting 38.5 (—14.0; 85.0) 40.0 (—15.5; 88.5) 30.5(—17.5; 81.3) 41.5 (0.0; 83.0) 38.0 (—17.0; 85.5) 0.358
Conflict, ms 71 (32.5; 115) 68.5 (28.5; 111) 75.5(35.9; 122) 63.0 (33.5; 101) 78.0 (36.0; 128) 0.004
N-back outcomes
d’ numbers 1-back 3.9 (3.4;3.9) 3.9 (2.8;3.9) 3.9 (2.6;3.9) 3.9(3.9;3.9) 3.9(3.9;3.9) <0.001
d’ numbers 2-back 1.9 (1.1;2.6) 1.7 (1.0; 2.5) 1.7 (1.0; 2.3) 2.3(1.5;3.9) 2.0(1.3;2.7) <0.001
d’ numbers 3-back 1.1(0.6;1.7) 1.0 (0.3;1.7) 1.0 (0.3; 1.4) 1.4 (1.0;2.2) 1.4 (1.0;1.9) <0.001

FAs, folic acid supplement; HRT-SE, hit reaction time standard error (ms); INMA, Infancia y Medio Ambiente;
ms, milliseconds; num, number. Values are medians (IQRs) for mother’s age, age at cognitive examination,
dietary folate, ANT outcomes and N-back outcomes, and values are 1 (%) for the rest of variables. ! p-values of
differences between study cohorts from Chi-square test (categorical variables) and Kruskal-Wallis test (continuous
non-parametric variables), 2 age at neurocognitive examination.
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During the second period of pregnancy, the proportion of mothers using <400 ug/day
FAs doses increased slightly (56.4%), while the number of mothers using >1000 pg/day
FAs doses decreased by almost half (17.2%) (Table 1). In this period of pregnancy, Sabadell
continued to be the area with the highest proportion of mothers using <400 pg/day FAs
doses (83.2%), and Asturias was the area with the highest number of mothers using FAs
doses of >1000 pg/day (34.7%) (p-value < 0.001).

The percentage of boys and girls participating in this study was almost the same,
50.7 and 49.3%, respectively (Table 1). The median age of the children at the time of
the neurocognitive assessment was 7.7 years old, but it was higher in the children from
Asturias (8.3 years) and lower in the children from Sabadell (6.8 years) (p-value < 0.001).
Regarding the ANT outcomes (related to attentional function), the children from Gipuzkoa
scored higher in the conflict attention network (78.0 ms; 36.0-128.0) (p-value = 0.004) which
means a lower capacity to detect and resolve changes in attention to sensory stimuli.
However, according to other ANT outcomes, the children from Valencia appeared to have
the worst attentional performance compared to the other areas of study. These children
scored higher in the HRT-SE (323.2 ms; 266.0-382.3) which reflects a higher response
variability throughout the test (p-value < 0.001), that is, a poorer sustained attention.
Furthermore, they scored higher in the omission (3; 1-7) and commission (4; 2-7) errors
(p-value < 0.001), suggesting inattentiveness and impulsivity, respectively. Regarding the
N-back task outcomes (related to working memory), almost all the children achieved the
highest score in the d” numbers 1-back (3.9; 3.4-3.9). Finally, the children from Asturias
obtained the highest results (i.e., better performance) in the d’ numbers 2-back (2.3; 1.5-3.9)
and in the d’ numbers 3-back (1.4; 1.0-2.2) together with children from Gipuzkoa (1.4;
1.0-1.9) (p-value < 0.001).

3.2. FAs Use during Pregnancy and Cognitive Outcomes in Children

The fully adjusted models with the combined associations between the maternal FAs
use in each period of pregnancy and the scores in the neurocognitive tests in the children at
age 7-9 are shown in Table 2.

Table 2. Fully adjusted combined association between folic acid supplements (FAs) intake during
pregnancy and attentional function in children aged 7-9 y of INMA cohort study, Spain, 2003—2008.

Periconceptional Period ? Second Period ? Entire Pregnancy ?
Attentional
Network Test FAS (ug/d) n [ (95% CI) n gP (95% CI) n gP (95% CI)
(n =1609)
400-999 233 Ref. 426 Ref. 299 Ref.
HRT-SE (ms) © <400 874 —4.07 (—15.86;7.73) 907 —5.02 (—16.21; 6.17) 885 —4.64 (—15.85; 6.56)
>1000 502 —6.52 (—19.09; 6.04) 276 ~7.98% (—29.37;13.41) 425 —10.96 (—23.23;1.31)
400-999 233 Ref. 426 Ref. 299 Ref.
Accuracy <400 874 0.00 (—0.00; 0.00) 907 —0.00 (—0.00; 0.00) 885 —0.00 (—0.01; 0.00)
>1000 502 0.00 (—0.00; 0.00) 276 0.00 (—0.00; 0.01) 425 0.00 (—0.00; 0.01)
Commission errors 400-999 233 Ref. 426 Ref. 299 Ref.
(num) ¢ <400 874 0.94 (0.82;1.08) 907 1.02 (0.89; 1.14) 885 1.05 (0.92;1.19)
>1000 502 0.90 (0.77; 1.04) 276 1.00 (0.87; 1.16) 425 0.99 (0.86; 1.14)
Omission errors 400-999 233 Ref. 426 Ref. 299 Ref.
(num) < <400 874 1.08 (0.90; 1.30) 907 0.96* (0.74; 1.25) 885 0.96 (0.81;1.14)
>1000 502 0.94 (0.77;1.15) 276 0.87 (0.71; 1.06) 425 0.85 (0.70; 1.04)
400-999 233 Ref. 426 Ref. 299 Ref.
Alerting © <400 874 —7.83 (—21.56; 5.90) 907 18.70 * (7.51;29.89) 885 6.27 (—5.56; 18.11)
>1000 502 —8.33 (—22.52;5.86) 276 5.03 (—6.72;16.77) 425 —1.05 (—13.29; 11.20)
400-999 233 Ref. 426 Ref. 299 Ref.
Orienting ¢ <400 874 —5.95# (—29.52;17.62) 907 1.03 (—9.38; 11.44) 885 2.23 (—9.03; 13.48)
>1000 502 —8.25# (—27.26;10.77) 276 —-091 (—13.66; 11.84) 425 —0.86 (—13.29; 11.54)
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Table 2. Cont.
Periconceptional Period ? Second Period ? Entire Pregnancy ?
Attentional
Network Test FAS (ug/d) n BgP (95% CI) n gP (95% CI) n gP (95% CI
(n =1609)
400-999 233 Ref. 426 Ref. 299 Ref.
Conflict (ms) © <400 874 3.78 (—5.65;13.21) 907 —0.62 (—8.99;7.76) 885 —-1.71 (—10.63; 7.21)
>1000 502 6.51 (—3.47; 16.49) 276 1.69 (—7.80; 11.18) 425 —2.81 (—12.57; 6.95)
N-back task
(n=1312)
400-999 193 Ref. 346 Ref. 238 Ref.
d’ number 2-back <400 703 —0.04 (—0.23;0.14) 721 —0.14 (—0.31; 0.03) 709 0.10 (—0.08; 0.28)
>1000 416 —0.05 (—0.24; 0.15) 245 —0.03 (—0.22;0.16) 365 0.15 (—0.04; 0.34)
400-999 276 Ref. 346 Ref. 238 Ref.
d’ number 3-back <400 829 0.05 (—0.11; 0.21) 721 0.06 (—0.09; 0.20) 709 0.03 (—0.12;0.19)
>1000 398 0.03 (—0.13; 0.20) 245 0.00 (—0.16; 0.16) 365 0.05 (—0.12; 0.21)

2 Models were adjusted by energy intake (in kilocalories), dietary folate intake per 100 ug/d increase, cohort,
social class (I + II (high), IIT or IV + V (low)), educational level (primary or less, secondary, or university), parity
(0 or >1), tobacco exposition during the periconceptional period (no or yes), mother’s age (in years), mother’s
BMI (continuous), father’s BMI (continuous), child’s sex, and child’s age at 7 y follow-up examination (in years).
b Robust linear regression model was used for hit reaction time and hit reaction time SE (HRT-SE). Negative
binomial regression model was used for commission and omission errors (estimates are incidence rate ratios,
IRR). Tobit regression model was used for N-back task outcomes and accuracy. ¢ Higher scores means lower
performance. * p-value < 0.05. #12 > 50%, random models were used.

Compared to 400-999 ug/day, we observed a statistically significant association be-
tween the use of FAs < 400 ug/day in the second period of pregnancy and a higher alerting
score in the children at age 7-9 (3 = 18.70, 95% CI 7.51; 29.89). In other words, the offspring
of mothers who used lower doses of FAs (<400 pug/day) than recommended during the
second period of pregnancy were less able to achieve and maintain an optimal alertness.
This negative association was similar in each cohort of the study, although in Valencia, it
was stronger and reached a statistical significance (Figure 2).

All children (1 = 1609)

Cohort Beta [95% CI]
Asturias 17.02 [-2.32; 36.37] +—a—
Gipuzkoa 15.55 [10.67; 41.77]
Sabadell 3.39[27.75; 34.53]
Valencia 27.48[ 8.67;46.30] —
Overall fixed effects models 18.70 [ 7.50; 29.89] -
S I B

p-value = 0.0011
Girls (n=793)
Cohort Beta [95% CI]
Asturias 31.15[-2.38; 64.68] +—a—
Gipuzkoa 24.04[-22.13;70.20]
Sabadell 11.02 [-28.71; 50.76]
Valencia 39.56 [ 13.26; 65.85) —_—

Overall fixed effects models 30.01 [ 12.96; 47.06]
| I e e e — —

-60-40-20 0 20 40 60
p-value =0.0006

Boys (1 = 816)

Cohort Beta [95% CI]

Asturias 12.99-1352; 39.50] —f

Gipuzkoa 13.22[-19.06; 45.49] —

Sabadell -0.48 [67.48; 48.52) —————=—————

Valencia 15.55[-14.18; 45.28] —T

Overall fixed effects models 12.05 [ -4.15; 28.25] =
—r Tt T 1 1 1
60 40 20 0 20 40 60
p-value = 0.1448

Figure 2. Pooled estimates of the associations between FAs (<400 pg/day compared to

400-999 pg/day) in the second period and alerting in all children, boys, and girls at 7-9 years
of age.
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3.3. FAs Use during Pregnancy and Cognitive Outcomes in Children by Sex

The associations between the maternal FAs use in each period of pregnancy and the
cognitive outcomes at 7-9 y are shown in Table 3 for the girls and in Table 4 for the boys.

Table 3. Fully adjusted combined association between folic acid supplements (FAs) intake during
pregnancy and attentional function in girls aged 7-9 y of INMA cohort study, Spain, 2003-2008.

Periconceptional Period ? Second Period ? Entire Pregnancy ?

Attentional
Network Test FAS (ug/d) n pgP (95% CI) n BP (95% CI) n g (95% CID
(n=793)
400-999 129 Ref. 216 Ref. 445 Ref.
HRT-SE (ms) © <400 425 —3.33 (—18.37;11.62) 437 —14.25 (—29.15; 0.64) 215 :;8'2; (—32.61; 0.91)
>1000 239 —322# (—30.25; 23.81) 140 —7.49* (—42.23; 27.25) 133 o (—39.12; —1.63)
400-999 129 Ref. 216 Ref. 445 Ref.
Accuracy <400 425 —0.00 (=0.01; 0.01) 437 0.00 (—0.00; 0.01) 215 —0.00 (—0.01; 0.00)
>1000 239 0.00 (—0.00; 0.01) 140 0.00 (—0.00; 0.01) 133 —0.00 (—0.01; 0.01)
Commission 400-999 129 Ref. 216 Ref. 445 Ref.
errors (num) © <400 425 1.00* (0.64; 1.35) 437 0.88 (0.75; 1.04) 215 0.98 (0.82; 1.18)
>1000 239 0.93 (0.76; 1.14) 140 0.88 (0.72; 1.08) 133 0.97 (0.79; 1.19)
Omission errors 400-999 129 Ref. 216 Ref. 445 Ref.
(oum) © <400 425 1.21 (0.95; 1.54) 437 1.03* (0.58; 1.84) 215 0.85 (0.66; 1.09)
>1000 239 0.93 (0.72;1.22) 140 0.97# (0.46; 2.03) 133 0.75 (0.49; 1.16)
400-999 129 Ref. 216 Ref. 445 Ref.
Alerting © <400 425 —17.93 (—39.81; 3.95) 437 30.01 (12.96; 47.01) * 215 8.96 (—11.55; 29.48)
>1000 239 —16.14 (—38.53; 6.25) 140 6.23 (—10.86; 23.32) 133 —0.41 (—21.04; 20.23)
400-999 129 Ref. 216 Ref. 445 Ref.
Orienting ¢ <400 425 —18.07 % (—42.59; 6.44) 437 4.37 (—11.06; 19.80) 215 3.80 (—14.72;22.31)
>1000 239 —1247 (—29.91; 4.97) 140 13.27 (—4.56; 31.10) 133 7.65 (—11.74; 27.04)
400-999 129 Ref. 216 Ref. 445 Ref.
Conflict (ms) ¢ <400 425 7.88 (—5.98; 21.73) 437 1.74 (—11.32; 14.81) 215 5.06 (—9.98;20.11)
>1000 239 11.60 (—3.51;26.71) 140 1.77 (—12.15; 15.69) 133 3.70 (—12.04; 19.44)
N-back task
(n = 639)
& b 400-999 107 Ref. 168 Ref. 106 Ref.
ngmker <400 336 —0.01 (—0.25; 0.23) 343 —0.06 (—0.29; 0.18) 351 0.21 (—0.05; 0.46)
-bac >1000 196 0.00 (—0.26; 0.26) 128 0.09 (—0.18; 0.36) 182 0.28 * (0.01; 0.56)
& b 400-999 107 Ref. 168 Ref. 106 Ref.
“L‘mker <400 336 —0.06 (—0.27; 0.16) 343 0.14 (—0.07; 0.34) 351 0.12 (—0.11; 0.34)
3-bac >1000 196 0.09 (—0.14; 0.32) 128 0.14 (—0.10; 0.37) 182 0.32* (0.08; 0.56)

2 Models were adjusted by energy intake (in kilocalories), dietary folate intake per 100 ug/d increase, cohort,
social class (I + II (high), IIl or IV + V (low)), educational level (primary or less, secondary, or university), parity
(0 or >1), tobacco exposition during the periconceptional period (no or yes), mother’s age (in years), mother’s
BMI (continuous), father’s BMI (continuous), and child’s age at 7 y follow-up examination (in years). b Robust
linear regression model was used for hit reaction time and hit reaction time SE (HRT-SE). Negative binomial
regression model was used for commission and omission errors (estimates are incidence rate ratios, IRR). Tobit
regression model was used for N-back task outcomes and accuracy. ¢ Higher scores means lower performance.
* p-value < 0.05. #12 > 50%, random models were used.

When the analyses were stratified by sex, no statistically significant associations
were found between the maternal use of FAs during the periconceptional period and the
cognitive outcomes (ANT—attention—and N-back task—working memory) for the girls
(Table 3) or for the boys (Table 4).

During the second period of pregnancy, we found a detrimental effect of the maternal
FAs use of <400 ng/day, compared to the recommended use of FAs (400999 ug/day), on
the girls” alerting (ANT outcome) (3 = 30.01, 95% CI 12.96; 47.01) (Table 3), but this effect
was not statistically significant in the boys (f = 12.05, 95% CI —4.15; 28.25) (Table 4). In
the boys, we observed a statistically significant association between the maternal use of
FAs below the recommended dose (<400 ng/day) and working memory (N-back task).
Specifically, the boys whose mothers used <400 pg/day FAs doses compared to those who
used 400-999 ug/day performed worse in the d” numbers 2-back (3 = —0.25, 95% CI —0.49;
0.01) (Table 4). We found no other statistically significant associations in either the girls
or boys.
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Table 4. Fully adjusted combined association between folic acid supplements (FAs) intake during
pregnancy and attentional function in boys aged 7-9 y of INMA cohort study, Spain, 2003-2008.

Periconceptional Period # Second Period ? Entire Pregnancy ?
Attentional
Network Test FAS (ug/d) n gP (95% CI) n (s (95% CI) n b (95% CI)
(n = 816)
400-999 104 Ref. 210 Ref. 166 Ref.
HRT-SE (ms) © <400 449 —8.92 (—27.00; 9.16) 470 7.19 (—10.05; 24.43) 440 5.15 (—10.20; 20.50)
>1000 263 —8.59 (—27.10; 9.92) 136 —320  (—23.69;17.28) 210 —235  (—19.44;14.73)
400-999 104 Ref. 210 Ref. 166 Ref.
Accuracy <400 449 0.01 (—0.00; 0.01) 470 —0.00 (—0.01; 0.00) 440 0.00 (—0.00; 0.01)
>1000 263 0.01 (—0.00; 0.01) 136 ~0.00 (—0.01; 0.01) 210 0.00 (—0.00; 0.01)
Commissi 400-999 104 Ref. 210 Ref. 166 Ref.
ergén(l;sjrlr??c <400 449 0.88 (0.72; 1.07) 470 1.15 (0.97;1.37) 440 1.04 (0.87;1.23)
>1000 263 0.84 (0.68; 1.03) 136 1.06 (0.86;1.29) 210 0.94 (0.78; 1.14)
Omissi 400-999 104 Ref. 210 Ref. 166 Ref.
ml(srf:l‘;;‘)efrors <400 449 1.05 (0.79; 1.39) 470 1.02 (0.80; 1.30) 440 1.10 (0.87; 1.40)
>1000 263 1.05 (0.79; 1.41) 136 0.99 (0.74;1.31) 210 1.00 # (0.61; 1.61)
400-999 104 Ref. 210 Ref. 166 Ref.
Alerting © <400 449 2.08 (—16.12; 20.28) 470 12.05 (—4.15; 28.25) 440 2.75 (—12.31; 17.81)
>1000 263 116 (—18.37; 20.70) 136 7.84 (—9.81; 25.49) 210 0.52 (~15.97; 17.02)
400-999 104 Ref. 210 Ref. 166 Ref.
Orienting © <400 449 9.27 (~7.58; 26.12) 470 —020  (—15.00; 14.61) 440 1.12# (—23.82; 26.05)
>1000 263 —1.66 (~19.91; 16.59) 136 —1431  (—32.49;3.88) 210 —6.17 (—22.30; 9.95)
400-999 104 Ref. 210 Ref. 166 Ref.
Conflict (ms) © <400 449 2.44 (—11.16; 16.05) 470 —225 (—14.45; 9.96) 440 —5.38 (—17.30; 6.53)
>1000 263 222 (—11.48; 15.91) 136 0.48 (—13.18; 14.14) 210 —5.78 (—18.74;7.18)
N-back task
(n = 673)
400-999 86 Ref. 178 Ref. 132 Ref.
d’ number <400 367 —0.10 (—0.38;0.17) 378 —025%  (—0.49;0.01) 358 0.07 (—0.17; 0.31)
2-back >1000 220 —0.07 (—0.36; 0.21) 117 -0.13 (—0.40; 0.13) 183 0.12 (0.14;0.37)
J— 400-999 86 Ref. 178 Ref. 132 Ref.
“Emker <400 367 0.15 (—0.09; 0.39) 378 0.00 (—0.24; 0.24) 358 —0.01 (—0.21; 0.20)
3-bac >1000 220 —0.03 (—0.27; 0.22) 117 ~0.15 (—0.42; 0.11) 183 —0.19 (—0.41; 0.03)

@ Models were adjusted by energy intake (in kilocalories), dietary folate intake per 100 ug/d increase, cohort,
social class (I + II (high), IIl or IV + V (low)), educational level (primary or less, secondary, or university), parity
(0 or >1), tobacco exposition during the periconceptional period (no or yes), mother’s age (in years), mother’s
BMI (continuous), father’s BMI (continuous), and child’s age at 7 y follow-up examination (in years). ® Robust
linear regression model was used for hit reaction time and hit reaction time SE (HRT-SE). Negative binomial
regression model was used for commission and omission errors (estimates are incidence rate ratios, IRR). Tobit
regression model was used for N-back task outcomes and accuracy. ¢ Higher scores means lower performance.
* p-value < 0.05. #12 > 50%, random models were used.

Throughout pregnancy, compared to the recommended use of FAs (400-999 ug/day),
we observed a statistically significant association between > 1000 ug/day maternal FAs use
and girls” attentional function (ANT). Specifically, the girls whose mothers used higher than
recommended doses of FAs (>1000 ng/day) had a lower HRT-SE score (§ = —20.38, 95%
CI —39.12; —1.63), which indicates better sustained attention (Table 3). These FAs doses
were also associated with an improved working memory performance (N-back task) in the
girls, particularly regarding both the d” numbers 2-back and d” numbers 3-back (3 = 0.28,
95% C1 0.01; 0.56 and 3 = 0.32, 95% CI 0.08; 0.56, respectively) (Table 3). No statistically
significant associations were found between the maternal use of FAs and the attentional
function or working memory for the boys in this period of pregnancy (Table 4).

3.4. Sensitivity Analyses

We carried out several sensitivity analyses under different scenarios to assess the
robustness of the association found between FAs use in the second period of pregnancy
(<400 vs. 400-999 pg/day) and the children’s alerting (Figure 3).
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Alerting and Folic Acid Supplements

<400ug/d FAS 1000ug/d FAS and more

Base model,n=1609 -

Adjusted for iodine supplements during pregnancy,n= 1609 -

Adjusted for mother's fish intake during pregnancy,n= 1568 -

Adjusted for mother's verbal reasoning,n= 1455 -
Adjusted for time of initiating FAS usage,n=1609 -

Adjusted for mother's acetaminophen use during pregnancy,n= 1609 -
Adjusted for mother's NO2 exposition,n=1570 -

Adjusted for breastfeeding,n=1573 -

Adjusted for child's dietary folate+energy intake,n=1596 -

Excluding preterm,n= 1527 -

Excluding non-users FAs mothers,n= 1499 -

Excluding mothers with medical conditions, n=1318 -

Excluding obese children,n= 1329 -

Excluding children with low score at McCarthy's Executive Function,n=1283 -

Excluding children with psychomotor delay at Bayley test,n=1434 -
Excluding children with inattentiveness at K-CP T,n= 1087 -
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Figure 3. Sensitivity analyses of the associations between FAs use (<400 and >1000 compared to 400-999 nug/day) during the second period of pregnancy and
alerting in all children (n = 1609) at age 7-9.
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Overall, the associations remained similar to the basal model ( = 18.70, 95% CI 7.51;
29.89). We observed a slightly stronger association when we adjusted for some mothers’
conditions, such as the initiation of FAs use (3 = 19.71, 95% CI 8.20; 31.22), the non-use
of FAs in any period of pregnancy (3 = 20.11, 95% CI 8.68; 31.54), and verbal reasoning
(B =19.45,95% CI 7.70; 31.19) and also when we excluded mothers with medical conditions
(B =19.24, 95% CI17.03; 31.46). In contrast, the association became slightly weaker when
we adjusted for the dietary folate intake of the children at age 8 (3 = 17.48, 95% CI 6.12;
28.84) and when we excluded those children with obesity (3 = 16.67, 95% CI 4.04; 29.31)
(Figure 3).

4. Discussion

In this study, we found that the children of mothers using less than 400 pg/day of FAs
during the second period of pregnancy presented more impairment in attentional function
(i.e., alertness) at the age of 7-9 y than the children of mothers using 400-999 pg/day. We
also found that the girls whose mothers used <400 ng/day FAs had a poorer attentional
function (i.e., alertness) at the age of 7-9 y, while the boys showed a poorer working
memory. Moreover, the girls whose mothers used >1000 pg/day FAs during the entire
pregnancy showed a better sustained attention and working memory at 7-9 y. Finally,
contrary to our expectations, we did not find associations between periconceptional FAs
use and children’s neurocognitive functions.

It is well known that the use of recommended doses of FAs (400 ng/day) during
the periconceptional period can prevent abnormalities in fetal central nervous system
development, such as neural tube defects [47]. A growing number of studies have shown
that the use of recommended periconceptional FAs doses is related to improvements in
the neurocognitive functioning in childhood [48]. Conversely, a deficient periconceptional
FAs use has been associated with a harmful effect on mental development at age 1 [49],
while a high FAs use may be related to a psychomotor delay at age 1 [16] and verbal
deficits at age 5 [17]. In a previous study, when mothers who used recommended peri-
conceptional FAs doses were compared to those who used non-recommended doses, a
negative association between FAs use of <400 and >1000 pg/day and children’s attentional
function at age 5 was observed [15]. The use of a similar population of study led us to
hypothesize a potential association between non-recommended periconceptional FAs use
and the attentional function and/or working memory of children at age 7-9, but contrary
to our expectations, we did not find any association. We do not have a clear explanation
for this lack of association, although it could be due in part to the difference in age of the
children in the two studies and thus to a different level of brain maturation and cognitive
function development [35,50,51].

We found a reduced alertness in children of 7-9 y whose mothers used low doses of
FAs during the second period of pregnancy. The use of FAs during this period of pregnancy
has not been sufficiently studied because recommendations for its use are focused on
the periconceptional period. Nevertheless, the results on the use of FAs in this second
period reported by the Folic Acid Supplementation in the Second and Third Trimesters
(FASSTT trial) randomized trial support our findings [22]. To our knowledge, this is the
only randomized trial which analyzed the effects of continuing to take 400 pg/day of FAs
after the first trimester of pregnancy. In this trial, before the second period of pregnancy
began, 119 mothers who took 400 pg/day during the first trimester of pregnancy were
randomized into two groups, placebo or continuing to take 400 pug/day. They found that
children whose mothers continued to take 400 ng/day scored higher in word reasoning
at age 7 [23] and cognition at ages 3 [23] and 11 [24]. Similarly, an observational study
has associated a deficient maternal folate status after the first trimester with detrimental
effects on children’s neurocognitive functions, such as reduced brain volume at 6-8 y and
lower language and visuospatial abilities [10]. This could be because the second period of
pregnancy is characterized by the rapid growth and myelinization of the fetal brain, which
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are processes closely related to optimal cognitive functioning and are particularly sensitive
to maternal folate deficiency [19-21].

We also found that the association between maternal FAs use beyond the first trimester
and children’s cognitive functions at 7-9 y was different in girls and boys. We observed
that a low use of FAs during the second period of pregnancy was associated with a poorer
alertness in girls and a poorer working memory in boys. In contrast, a previous study [15]
showed that girls at 4-5 y whose mothers took low FAs doses after the first trimester pre-
sented higher attentiveness, although an association in boys was found. The discrepancies
between the results of the two studies can be explained by the children’s age difference and,
thus, the different development levels of their cognitive functions. The attentional func-
tion and working memory undergo important development during early childhood [52],
especially at age 7-9 [53,54]. This age is characterized by a pronounced development
of the brain frontal lobe [35], a key structure which contributes to the improvement of
both these high cognitive functions [36]. In particular, during this stage, girls perform
more accurately in tasks related to the working memory [55] and attentional function than
boys [37], suggesting that girls have a more developed cognitive function than boys at the
same age. This fact may partly explain the different effect of maternal FAs on the cognitive
function of girls and boys.

To our knowledge, no other previous studies have specifically analyzed the effect
of the maternal use of FAs after the first trimester of pregnancy on children’s attention
and/or working memory. However, in line with our present results, some studies have
shown different sex-specific effects of maternal FAs use on other cognitive functions, such
as verbal function. For instance, Caffrey et al. [24] found a beneficial effect of 400 ng/day
FAs use beyond the first trimester on verbal comprehension in girls at age 11, but not in
boys. Similarly, an observational study carried out in the Indian population found that
the association between an adequate maternal folate status at week 30 of pregnancy with
verbal fluency was stronger in girls than boys at 9-10 y [56]. One explanation for these
findings could be the sex-specific DNA methylation response to FAs use after the first
trimester. In this regard, a previous study has shown that the DNA methylation in genes
related to brain development appears to be different in boys and girls [57]. Another possible
explanation could be the sex differences in brain activity patterns related to cognition and
functional brain development in infancy, childhood [19], and even in adolescence [39]. Girls
present a higher rate of myelination than boys in some brain structures between 3 and
60 months, such as the corpus callosum and left frontal and left temporal white matter [58].
At 7-9y, a rapid growth takes place in the connections of the frontal lobe, a brain structure
which is closely related to working memory and attentional function [53,54]. During this
period, a more pronounced cognitive growth was documented in girls [55]. Specifically,
girls appeared to experience earlier working memory maturation peaks [59,60] and more
advanced attentional function [37], suggesting a biological basis for the differences found
between boys and girls.

We also found that the use of high doses of FAs (>1000 pg/day) throughout pregnancy
improved girls” sustained attention and working memory at 7-9 y. High FAs use may
result in the presence of unmetabolized folic acid in the bloodstream that can saturate
our body mechanism to convert folic acid to folate [61], leading to a reduced involvement
of folate in fetal neurodevelopmental processes. For this reason, we expected to find a
negative effect, if any, of high FAs use during pregnancy on children’s cognitive function.
This can be justified in two ways. First, girls have been described as presenting better
sustained attention than their male peers [62]. Second, the effect of high FAs use during
pregnancy on the health of offspring is still inconclusive [61]. The maternal use of high
periconceptional doses of FAs has been associated with a higher risk of newborns being
small for gestational age for both weight and height at birth [63,64]. In contrast, the
maternal use of high FAs doses during pregnancy did not appear to increase the risk of
neural tube defects [65] or preterm births [66]. In addition, high FAs doses have been
associated with a reduced risk of congenital heart problems [67], low weight at birth [66],
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and congenital male genital abnormalities at birth [68]. With regard to cognitive function,
high FAs use has been associated with poorer attention at 4-5 y in both boys and girls [15]
but also with an improved vocabulary at 18 months [69]. We have no explanation for this
unexpected finding, although this is not the first time that a protective effect on children’s
cognitive function of an apparently harmful exposure during pregnancy has been described
in the scientific literature. A multicentric birth cohort study in six European countries has
associated higher prenatal mercury levels and maternal alcohol consumption, two harmful
exposures, during pregnancy with better cognitive performance in children at 6-11 y [70].
Similarly, another study has shown that higher organochlorine prenatal exposure can
increase attentional function (i.e., the hit reaction time) in girls at age 8 [71]. Nevertheless,
we should also be aware that all the above unexpected results may be due to reverse
causation or residual confounding. For instance, one possible outcome related to high FAs
use, and thus to residual confounding, is maternal illness. Pregnant women who take high
doses of FAs during pregnancy usually do so because they have an illness which can reduce
the absorption of folic acid. This is the case for epilepsy, whose treatment acts as a folic
acid antagonist, thus making a high dose of FAs necessary to prevent neural tube defects
in offspring [72]. However, in our study population, when we performed the sensitivity
analyses excluding mothers with health conditions that could influence the associations
found, the results did not change.

Our findings can also be explained by the involvement of folic acid in epigenetic
mechanisms during pregnancy. Inadequate maternal nutrition can disrupt the fetal epi-
genetic mechanisms [73], which can lead to adverse postnatal health outcomes, such as
neurodevelopmental disorders [74]. Folic acid is involved in a complex pathway called
one-carbon metabolism, which is responsible for providing a number of substrates for
fetal epigenetic processes [75]. In addition, one-carbon metabolism appears to control the
fetal brain cell population and brain epigenetic expression through DNA methylation [6].
Thus, alterations in the one-carbon metabolism, especially folate deficiency, could be as-
sociated with neurodevelopmental disorders and behavioral and cognitive problems in
childhood [7,9]. However, the role of one-carbon metabolism in brain development and the
long-term cognitive effects are still mostly unknown.

In brief, our findings provide new evidence on the effects of the use of non-recommended
FAs doses during different periods of pregnancy on cognitive function in children at age 7-9.
Although our results are not confirmatory enough and they need to be confirmed, they may
help to establish new recommendations for the use of FAs in the Spanish population, with
a special focus on mid-late pregnancy, as the recommended FAs use during this period can
be beneficial to cognitive development in children. In addition, our results suggest that
girls are more susceptible than boys to non-recommended doses of FAs during pregnancy,
although this is a subject of study that requires further investigation.

This study presents some limitations. First, it has an observational design, and the risk
of uncontrolled or residual confounding exists. Although we have adjusted the models for
a wide variety of potential risk factors and have also conducted sensitivity analyses, it is
possible that we have overlooked some potentially confounding variables. In this sense, we
have not taken into account the variation between neurocognitive assessors as a possible
confounder variable, although all the assessors were trained to conduct the evaluations, so
differences between them should be minimal. Second, there is a possible bias due to subjects
lost to follow-up. However, the mothers of those children who performed the cognitive
assessment at age 7-9 presented very similar age, educational, and socioeconomic statuses
as well as FAs use compared to mothers who were excluded from the analyses because of
lost to follow-up or because their children did not carry out the cognitive assessment. Third,
our results should be interpreted with caution because no formal interaction by sex was
observed. Fourth, maternal FAs use was calculated according to self-reported responses,
which tend to be overreported in the case of healthy behaviors and underreported in the
case of negative ones. Self-reported estimations can cause a misclassification, but if it does,
it would likely be non-differential. In this sense, to classify mothers according to their
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FAs use, we used an FFQ which may be limited when estimating exact absolute values,
although it was previously validated in this population of pregnant women [28]. Fifth,
our results may not be generalizable to all countries due to differences in food folic acid
fortification policies; it should be noted that in Spain and most of Europe, foods are not
fortified. Finally, our results do not explain the neurophysiological mechanisms which lead
the use of non-recommended doses of FAs during pregnancy to affect cognitive function at
7-9y.

Several strengths should be also considered. The prospective design of the INMA
project may help to minimize recall and selection bias, and although the sample size
was not very large, we were able to detect significant associations from the joint efforts
of four well-established INMA cohorts with common protocols. In addition, we used a
validated FFQ test to estimate the maternal FAs intake during pregnancy. We also used
standardized and computerized batteries to assess children’s cognitive function, which
can detect small changes in children’s responses and provide objective assessments. The
cognitive assessment was performed by trained personnel blinded to exposure status,
representing a more unbiased assessment of the possible associations between maternal
FAs use and cognitive function. We showed the detailed information on the doses of FAs
use during two distinct periods of pregnancy, which few published studies have provided.
Thus, the present study together with our previous study are the only ones that have
examined the effect of maternal FAs use in different periods of pregnancy on children’s
attentional function and working memory in the Spanish population. Finally, we carried
out several sensitivity analyses which reinforced the consistency of our results, and they
also provide evidence of sex differences in the effects of maternal FAs use during pregnancy,
opening new lines of research.

5. Conclusions

This study suggests that FAs use beyond the first trimester of pregnancy at the current
periconceptional recommended dose to prevent neural tube defects can improve children’s
alertness at age 7-9. In addition, a low FAs use can have a different effect on girls and
boys. In the case of girls, it can reduce alertness, while in boys, it can reduce working
memory, two essential cognitive functions for academic and daily life performance. Thus,
although the existing recommendations for FAs use focus on the periconceptional period
of pregnancy, our findings may add evidence to support the need to continue taking the
recommended FAs dose of 400 ug/day after the first trimester of pregnancy to ensure the
proper cognitive development of both girls and boys at age 7-9. Further studies in this line
of research are needed to determine these recommendations.
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