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ACM. Arteria cerebral media

ACP. Andlisis de componentes principales
ANOVA. Analisis de varianza
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RESUMEN

La restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) es la segunda causa de morbilidad y
mortalidad neonatal en todo el mundo. Definida como la incapacidad del feto para alcanzar
su potencial genético de crecimiento, puede tener multiples etiologias y dos cursos de
evolucién: temprano y severo, que generalmente produce nacimiento prematuro y
complicaciones secundarias a este; o leve y tardio, en el cual el feto nace a término, pero
puede presentar dafo cognitivo y conductual a largo plazo. No quedan secuelas de daio
neurologico focalizado cuando la RCIU cursa sin complicaciones como: el internamiento
del neonato en cuidados intensivos, un bajo conteo de Apgar, hiperbilirrubinemias
superiores a 10 mg/ml, hemorragia intraventricular, sepsis neonatal, ventilacion mecanica,
enterocolitis necrotizante y leucomalacia periventricular. Sin embargo, numerosos estudios
demuestran que entre un 45 y un 50% de los nifios con antecedentes de RCIU pueden
presentar trastornos de conducta, menores indices de desarrollo, psicomotricidad y cociente
intelectual mas bajo al llegar a la edad escolar o en la adolescencia, que sus coetaneos que
nacieron con peso normal. Es necesario iniciar terapias de neurohabilitacion precozmente
en estos pacientes, pues la deteccion temprana del dafio neuroldgico y su tratamiento
mejoran el pronostico a largo plazo de estos nifos. El estudio de la actividad eléctrica
cerebral espontdnea (EEG) y los Potenciales Evocados Visuales (PEV) y auditivos de
tronco encefalico (PEATC), son pruebas objetivas, no invasivas y que no requieren
cooperacion del paciente, por lo que se utilizan frecuentemente en neonatos. Con la
hipotesis de que los neonatos con RCIU presentaran mas signos de dafio neurofisioldgico,
se realizd este estudio transversal y prospectivo, en el cual se evaluaron
neurofisiologicamente tres grupos independientes, constituidos por: 1) 17 recién nacidos
sanos con peso al nacer superior al 15 percentil para la edad; ii) 17 neonatos que cursaron
con RCIU leve (solo disminucion del peso por debajo del 10 percentil); i11) un grupo de 17
neonatos con restriccion severa, que presentaron un peso inferior al 10 percentil y
alteraciones sugestivas de redistribucidon hemodinamica fetal, como alteracion de los
indices de pulsatilidad de la arteria cerebral media y/o de la arteria umbilical. El grupo con
RCIU severa naci6 con caracteristicas antropométricas significativamente afectadas, como:
peso al nacer (Hxw=34.5, p<0.0001); perimetro cefélico al nacer (Hxkw=13.2, p=0.001);
indice de Cefalizacion (Hkw=11.5, p=0.003) y perimetro cefalico en el momento del
estudio (Hxkw=28.5, p<0.0001). No se encontraron diferencias significativas entre los tres
grupos en las latencias absolutas e interpicos del PEATC (p>0.16). Aunque el 40% de los
neonatos con RCIU severa mostré ausencia de respuestas identificables en los PEV por
estimulacion del ojo derecho (¥*=12.2, p=0.002), las comparaciones de latencias y
amplitudes de las ondas N2, P2 y N3 del PEV no mostraron diferencias entre los tres
grupos (p>0.13). Una proporcion significativamente mayor de neonatos con RCIU severa
presentd alteraciones paroxisticas intercriticas en su EEG (x*=12.4, p=0.001), asi como
discontinuidades mas prolongadas en sus trazados (Hkw=6.6, p=0.03). Se realizé un



analisis cuantitativo de banda estrecha del EEG, que permitié obtener matrices de espectros
por derivaciones por grupos, en fases de suefio activo (SA) y quieto (SQ). Un andlisis de
componentes principales (ACP), permiti6 identificar tres bandas anchas de frecuencia en el
EEG neonatal, una banda lenta de 2 a 6 Hz; una banda intermedia, de 7 a 13 Hz y otra
banda rapida, de 13 a 30 Hz. Un analisis de varianza de tres factores (grupo de RCIU x fase
de suefio x derivaciones) mostrd diferencias significativas entre fases de suefio (F=9.85,
p=0.003) y derivaciones (F=3.43, p=0.001), no asi entre los grupos (p>0.17). Se calcularon
las diferencias de energia entre SA y SQ, para los tres grupos. Se encontré un cambio entre
las fases significativamente mayor para la banda lenta en los neonatos sanos con respecto a
aquellos con RCIU severa (F=3.19, p=0.04; comparaciones multiples post-hoc, p<0.05).
CONCLUSIONES. La RCIU con compromiso hemodindmico de arteria cerebral media y/o
arterias umbilicales afecta la maduracion normal de la actividad lenta en el EEG neonatal
durante el suefio tranquilo, incrementa la duracion de los intervalos de discontinuidades
electroencefalograficas y genera actividad paroxistica anormal que no se encontrd en los
neonatos sanos. Es necesario realizar un estudio de seguimiento longitudinal de este grupo
de nifios para precisar las implicaciones en el pronostico a largo plazo de estas alteraciones.
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ABSTRACT

Fetal growth restriction (FGR) is the second cause of mortality and morbidity in newborns
worldwide. Defined as the fetal incapability for achieve his/her genetic potential of
growing, FGR has two clinical forms: one early-onset and severe, that produces preterm
birth and early postnatal complications, and the second one, late-onset and mild, that may
cause cognitive and behavioral damage in the long term. When FGR has no complications
as respiratory distress, hyperbilirubinemia higher than 10 mg/ml, intraventricular bleeding,
and leukomalacia, the child posteriorly has no neurological stigmas. However, several
reports showed that 45 to 50 % of children with antecedents of FGR, presented inferior
index of development and psychomotricity and intellectual quotient in their scholar years or
in the adolescence. It is necessary to offer early neurohabilitation therapies to these
patients, but an accurate detection of damage is difficult in the newborn age. For years, the
spontaneous electrical cerebral activity (EEG), and evoked responses to auditory and visual
stimuli (brainstem auditory evoked responses —BAER- and visual evoked potentials or
VEPs, respectively) have been studied in newborns, because they are objective,
noninvasive tests, and they do not require patient cooperation. With the hypothesis of FGR
neonates will have signals of damage in their EEG, BAER or VEPs, we prospectively
studied three independent groups of newborns: 1) 17 Healthy neonates with normal prenatal
Doppler ultrasound study and birth weight higher than 15 percentile for gestational age; ii)
17 newborns with Mild FGR (they only presented fetal estimated weight inferior to the 10
percentile for gestational age, without other alterations in their prenatal Doppler ultrasound
examination, and iii) 17 newborns with Severe FGR, with fetal estimated weight inferior to
the 10 percentile for gestational age and hemodynamic redistribution, as alterations of the
pulsatility index of middle cerebral artery and/or the umbilical artery. RESULTS. Severe
FGR group were born with significant decrease of their anthropometrical measures: birth
weight (HKW=34.5, p<0.0001); head circumference at birth (HKW=13.2, p=0.001);
Cephalization Index (HKW=I11.5, p=0.003) and head circumference in the study
(HKW=28.5, p<0.0001). No significant differences were found in BAER variables
(p>0.16). Although 40% of severe FGR newborns showed non reproducible VEPs at the
right eye stimulation (32=12.2, p=0.002), the latency and amplitude comparisons were non-
significant (p>0.13). In the EEG, severe FGR newborns group showed subclinical
paroxysmal activity (y2=12.4, p=0.001), and longer flats episodes (HKW=6.6, p=0.03).
Quantitative EEG analysis of narrow bands, in active sleep (AS) and quiet sleep (QS)
showed, by a principal components analysis (PCA), three broad bands of frequencies,
different of traditional EEG broad bands (o, 05-3.9 Hz; 0, 4-6.9 Hz; a, 7-12.9 Hz, and f,
13-30 Hz). The new bands in the neonatal EEG were: slow, 2-6 Hz; intermediate, 7-13 Hz;
rapid, 13-30 Hz. Repeated measures ANOVA of three factors (FGR group x sleep stage x
EEG derivations) showed significant differences between sleep stages (F=9.85, p=0.003)
and derivations (F=3.43, p=0.001), non-significant between FGR groups (p>0.17).
Differences of EEG’s absolute power between AS and QS were calculated, we found a
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significant increased change in the healthy newborns in comparison with severe FGR
neonates (F=3.19, p=0.04; post-hoc multiple planned comparisons, p<0.05).
CONCLUSION. Altered maturation of slow EEG activity during QS was found in FGR
newborns with alterations of middle cerebral artery and/or umbilical artery. Also, they have
increased duration of flat intervals and presence of subclinical paroxysmal activity, which
were not found in the healthy newborn group. Future longitudinal study of these newborn
groups are necessary for to precise the implications of these neurophysiological alterations
in the long term prognosis of FGR.
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1. INTRODUCCION

La restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) es la segunda causa de morbilidad y
mortalidad neonatal en todo el mundo, precedida por la prematurez (Murray y cols., 2015).
Considerada un problema de salud publica, la RCIU se ha definido como la incapacidad
del feto para alcanzar su potencial genético de crecimiento (Philip y cols., 2009; Figueras y
Gratacds, 2014). De acuerdo con estos autores, la definicion de pequetniez fetal se basa en el
calculo del peso fetal estimado (PFE), realizado a partir de mediciones antropométricas,
accesibles mediante el ultrasonido Doppler a color de alta resolucion (USDopp). El
diagnostico prenatal de RCIU se realiza cuando el PFE se encuentra por debajo de un
umbral arbitrariamente definido, en la actualidad es el 10° percentil de los valores
esperados en una poblacion de fetos en la edad gestacional (EG) correspondiente (Philip y
cols., 2009, Baschat, 2011). No todos los neonatos pequenos deben ser considerados como
restringidos en su crecimiento, pueden existir recién nacidos pequefios constitucionalmente,
en los cuales se desarrolla con normalidad su potencial genético. La RCIU es una
enfermedad secundaria a la insuficiencia del aporte sanguineo placentario, que cursa con
hipoxia cronica fetal, por lo que no es trivial la deteccion correcta de los neonatos

afectados.

Una identificacion temprana es importante porque la RCIU se asocia con una evolucién
perinatal adversa, caracterizada por un aumento de muertes intrauterinas fetales, dafio
cerebral perinatal y severo estrés fetal intraparto (Philip y cols., 2009; Figueras y Gratacos,
2014). Existe evidencia acumulada a lo largo de los ultimos 20 afios que demuestra que la
RCIU y el nacer pequefio para edad gestacional (PEG), no sélo tienen implicaciones
importantes para el neurodesarrollo, sino que pueden comprometer la salud en la etapa
adulta ya que son factores de riesgo para hipertension arterial esencial, diabetes mellitus y
enfermedad coronaria (Baschat, 2011; van Wassenaer, 2005; Arcangeli y cols., 2012;

Leitner y cols., 2007).
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Factores tales como la causa, la duracion y la severidad de la agresion al feto en desarrollo,
la salud y el estado nutricional de la madre, determinan las caracteristicas fenotipicas de la
RCIU (Villar y cols., 2006; Mullis y Tonella, 2008). De ahi que las consecuencias a largo
plazo sean también heterogéneas y que afecten de modo diferente elementos especificos del
desarrollo. Fisiopatologicamente, esta enfermedad se presenta en dos fenotipos distintos,

con diferentes causas y perfil de riesgos (Figueras y Gratacds, 2014; Baschat, 2011).

De acuerdo con la intensidad del trastorno y su patron temporal de presentacion se
distinguen la RCIU severa y temprana, en contraste con la RCIU leve y tardia. Desde el
punto de vista de la intensidad, pueden distinguirse aquellos fetos con disminucion de su
crecimiento, que solo tienen afectacion del peso, que son diferentes de los que cursan con
verdadera RCIU, los cuales tienen un riesgo mayor de deteriorarse intrauterinamente, de
morir antes del nacimiento y de presentar complicaciones perinatales. En estos ultimos
fetos, ademas de existir una reduccion del peso, también se observan signos vasculares en
el ultrasonido Doppler a color de alta resoluciéon, que sugieren redistribucion
hemodindmica. Esta redistribucion ha dado lugar al concepto de ‘brain sparing’, o
preservacion cerebral, que es una respuesta adaptativa del feto a la insuficiencia placentaria,
en la cual se modifica la circulacion fetal para mantener el suministro adecuado de oxigeno
y nutrientes al cerebro, en detrimento de otros 6rganos como el higado, los rifiones y las
suprarrenales (Figueras y Gratac6s, 2014; Baschat, 2011). Esta hemodinamica cerebral
alterada no siempre logra ser beneficiosa, y puede persistir después del nacimiento (Cohen

y cols., 2015; van Wassenaer, 2005; Arcangeli y cols., 2012).

Es de la mayor importancia distinguir los neonatos con RCIU que han tenido mayor dafio
cerebral, porque existe riesgo de secuelas a largo plazo. Una incorporacion temprana a
terapias de neurohabilitacion es decisiva en la prevencion y tratamiento de las lesiones que

puedan ocurrir secundariamente a estas alteraciones (Fattal-Valevski y cols., 2009).

Actualmente, el método de diagnodstico por imagen con mayor sensibilidad para lesiones
estructurales es la resonancia magnética cerebral. Sin embargo, esta no siempre es una

opcidn factible en recién nacidos, pues requiere inmovilidad absoluta del sujeto en estudio.
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El traslado y la necesaria sedacion implican riesgos para la supervivencia en neonatos
prematuros. Es necesario aplicar en estos casos evaluaciones diagndsticas del sistema
nervioso central con elevada sensibilidad, funcionales, no invasivas y que no requieran
cooperacion del paciente, como el estudio de la actividad eléctrica cerebral espontanea o
electroencefalograma (EEG) y los potenciales evocados sensoriales visuales (PEV) y
auditivos de tronco encefalico (PEATC), los cuales se consideran métodos excelentes para
evaluar la maduracion cerebral en neonatos (Ozdemir y cols., 2009; Scher y cols., 2011;

Jiang y cols., 2013).

1.1 Actividad eléctrica cerebral evocada auditiva

El estudio de potenciales evocados auditivos de tronco encefalico es un método confiable,
objetivo y no invasivo de examinar la actividad neural auditiva, ampliamente usado en
neonatos, lactantes y nifios, ya que permite distinguir entre pérdidas auditivas
sensorineurales y conductivas. Son considerados como la prueba de referencia en el
tamizaje audiologico (Baldwin, 2014; Radeloff, 2014; Stipdonck 2016, Shi y cols., 2016).
En los neonatos, los PEATC son claramente discernibles a partir de las 35 semanas de edad
gestacional. Se generan por la activacion neural sucesiva en varios niveles del tronco
cerebral, que permite obtener en la superficie craneal un potencial evocado con aspecto
tipico, compuesto por las ondas I, III y V (Husain, 2011; Krumholtz, 2005). En los
primeros estudios realizados, Todorovich y cols., 1987 y Saintonge y cols, 1985, reportaron
aumentos de latencias para las ondas Il y V, asi como en la duracion del intervalo I-V, que
consideraron sugestivas de inmadurez funcional del tronco encefélico auditivo en neonatos
pequenos para edad gestacional. Sin embargo, reportes mas recientes no logran replicar
estos hallazgos, y la baja sensibilidad de los PEATC realizados a frecuencias de
estimulacidon convencionales pudiera ser una explicacion para esto (Moreno Aguirre y cols.,

2010; Angrisani y cols., 2012).

1.2 Actividad eléctrica cerebral evocada visual

En los recién nacidos, una respuesta evocada visual normal indica una maduracion neural
adecuada de la corteza cerebral, de acuerdo a la edad del neonato (Cruz y cols., 2015; Kato

y Watanabe, 2006). Por lo tanto, los potenciales evocados visuales han sido frecuentemente
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utilizados para identificar cualquier anormalidad del desarrollo de esta via sensorial (Cruz y
cols., 2015; Kato y Watanabe, 2006; McGlone y cols., 2013), ya que no requieren
cooperacion del paciente, son objetivos y sensibles a dafio estructural y funcional (Hrbek y

cols., 1973; Vieira y cols., 2015).

Una temprana deteccion de las alteraciones provocadas por la RCIU es de gran interés, con
el fin de iniciar precozmente tratamientos de apoyo en la educacién, que permitan
desarrollar en estos niflos estrategias tempranas para disminuir en lo posible el dafio
conductual y cognitivo que aparecerd posteriormente (Harmony y cols., 2016; Spittle y
Orton, 2015). Identificar qué neonatos con RCIU estan en mayor riesgo de dafio
neuroldgico es esencial, pero no es sencillo encontrar biomarcadores tempranos de estas

alteraciones.

En este trabajo se describen los hallazgos postnatales encontrados en los estudios de la
actividad eléctrica cerebral espontinea (EEG), en los potenciales evocados visuales y
auditivos, en relacion con las alteraciones provocadas por la restriccion del crecimiento

intrauterino en neonatos explorados durante su primer mes de vida.

1.3 Actividad eléctrica cerebral espontinea

La electroencefalografia es el estudio de las sefales registradas en la piel del craneo,
generadas continuamente por la actividad eléctrica cerebral, con origen en dipolos creados
entre el soma y las dendritas apicales de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza
cerebral (Steriade. 2004; Amzica, 2011). El EEG no debe verse como un fenémeno
generado aisladamente en la corteza cerebral, sino como la actividad cambiante, continua y
modulada por la interaccion entre las neuronas de las columnas corticales y las conexiones
talamo-corticales (Steriade, 1984, 2003, 2004). Esta actividad cambia con los distintos

niveles de vigilancia y alerta en la vigilia y durante las diferentes fases del suefio.

En estos momentos, so6lo el EEG puede brindar un registro continuo y no invasivo de la
funcion cerebral, durante periodos de tiempo prolongados. Esto lo hace tnico en la

caracterizacion evolutiva de las estructuras cerebrales a lo largo del tiempo (Gloor, 1985).
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Un adecuado conocimiento de las bases bioldgicas de los patrones observados, asi como el
uso de métodos automaticos y objetivos para caracterizarlos adecuadamente son esenciales
para comprender el desarrollo electroencefalografico en etapas tempranas de la vida y las
desviaciones anormales de este (Scher, 2003; Vanhatalo, 2010, Otero y Ricardo, 2003,
2011; Bosch y Ricardo, 2012).

A partir de variables como la amplitud, reactividad y sincronia del EEG, la presencia de
grafo-elementos apropiados para la edad concepcional, la ausencia de actividad
epileptiforme, las caracteristicas de los ciclos del suefio y de la respiracion, puede
caracterizarse la maduracion neonatal del SNC, cuyas alteraciones tienen valor prondstico

(Watanabe y cols., 2009; Mizrahi, 2011).

En el neonato, el EEG puede documentar confiablemente el desarrollo y la maduracion de
los patrones electrofisiologicos regionales, intrahemisféricos, interhemisféricos y globales,
asi como los ritmos generados y cambiantes durante los diferentes estados del ciclo suefio-
vigilia. Con un adecuado conocimiento de los patrones normales para cada edad, es posible
identificar grafo-elementos y actividad de base tipica y adecuada de cada estado conductual
y de este modo aprovechar al maximo la capacidad diagnéstica del EEG neonatal (Scher,
2003, 2011). Se han descrito alteraciones electroencefalograficas durante el suefio en nifios

con antecedentes de RCIU y prematurez (Yiallourou y cols., 2018)

2. ANTECEDENTES

En todo el mundo, mas de 20 millones de nifios nacen con un peso inferior a los 2500 g.
Entre un 30 y un 40% de ellos nacen a término y por tanto se encuentran en un nivel de
peso por debajo del esperado para su edad (Ozdemir y cols, 2009). Varios estudios han
demostrado que estos neonatos tienen riesgo incrementado de no alcanzar un
neurodesarrollo normal. En estudios de seguimiento a largo plazo, los nifios con RCIU,
aunque no tienen defectos motrices o sensoriales evidentes, presentan disfunciones

neurologicas menores, como trastornos de conducta y déficits en su desempefio escolar, que
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algunos reportan en una proporcion de un 45 a 50% del total de los casos (Roth y cols.,

1999).

La restriccion del crecimiento intrauterino es un fendémeno complejo, secundario a la

interaccion de multiples factores, maternos y fetales, resumidos en la Figura 2.1.

Potencial Insuficiencia
genético Placentaria
Crecimiento
Fetal

Factores Infecciones,
nutricionales y de malformaciones,
salud maternos cromosomopatias

oy vy

Figura 2.1. Se representa como la interaccion entre diversos factores maternos, fetales y ambientales puede
estimular o afectar el desarrollo del potencial esperado de crecimiento de un feto.

Por lo tanto, los neonatos con RCIU son un grupo heterogéneo con muchas causas
probables para su escaso crecimiento (Kliegman y cols., 2006). En su prondstico a largo
plazo inciden no solo la severidad del proceso de restriccion en si, sino también la etiologia
del trastorno, que puede tener una marcada influencia adversa a largo plazo (Roth y cols.,
1999; Kliegman y cols., 2006). En la Figura 2.2 se muestra la evolucion natural de la

enfermedad y como un trastorno en apariencia benigno puede tener consecuencias graves.
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Fase preclinica Fase clinica

Hipoxemia
Cambio cerebral
de dfilizacion de
nuinentes
artenal

Crecimiento Disminucion

T0mo percerndil

Sio percernti
Jar percertil

Figura 2.2. Evolucion natural de la restriccion del crecimiento intrauterino. Se muestran las tres
etapas de la enfermedad y como a medida que esta avanza, disminuyen los percentiles del crecimiento
fetal, hasta llegar la fase final de descompensacion. Si esta no queda resuelta por un parto prematuro
espontaneo o por una intervencion cesarea de urgencia, puede llegar a la muerte fetal. (Imagen
modificada de Baschat, 2011).

El desarrollo actual de la medicina materno-fetal ha permitido clasificar diferentes grados
de alteraciones hemodinamicas fetales mediante el ultrasonido Doppler a color de alta
resolucion (USDopp). En la Tabla 2.1 se muestra la clasificaciéon en etapas mas reciente
de la RCIU (Figueras y Gratacés, 2014).

Tabla 2.1. Clasificacion de los tipos de restriccion del crecimiento intrauterino,
determinados por ultrasonido Doppler de alta resolucion.

Etapas | Correlato fisiopatologico Criterios
I Pequefiez severa o insuficiencia | Peso fetal estimado inferior al 3er percentil
placentaria ligera IP ACM o Ratio cerebroplacentario inferior al

5 percentil.

IP Arterias uterinas o umbilicales superior al
95 percentil

11 Insuficiencia placentaria severa | UA AEDV , flujo reverso en el istmo adrtico




19

I Baja sospecha de acidosis fetal | UA REDV, IP del ducto venoso mayor al 95

percentil
v Sospecha elevada de acidosis | Flujo reverso en el ducto venoso, cCTG< 3
fetal ms

Desaceleraciones de la FHR.

Modificado de: Figueras F, Gratacés E. Stage-based approach to the management of fetal growth
restriction. Prenat Diagn. 2014. Abreviaturas utilizadas: IPAcm: Indice de pulsatilidad de la arteria
cerebral media, Aut: Indice de pulsatilidad de las arterias uterinas.

Entre las consecuencias a corto plazo de la RCIU se encuentran la muerte fetal y las
complicaciones peri y postnatales. A largo plazo, se describen en la enfermedad tres tipos

de consecuencias.

Consecuencias de la RCIU
1. Neurologicas
2. Metabdlicas

3. Cardiovasculares

En particular, la afectacion del neurodesarrollo puede tener un profundo impacto en la
calidad de vida y en el potencial del individuo. Como el encéfalo en desarrollo muestra
notable plasticidad, asi como una capacidad limitada para la regeneracion después del dafio,
es importante detectar tempranamente la posibilidad de un neurodesarrollo anormal, para
garantizar una adecuada prevencion y tratamiento de la futura disfuncidon cognitiva

(Arcangeli y cols., 2012; Leitner y cols., 2007).

Las consecuencias cognitivas adversas de la RICU se manifiestan en la nifiez y la
adolescencia (Murray y cols., 2015; Leitner y cols., 2007), cuando los requerimientos
escolares y sociales comienzan a sobrepasar la capacidad de rendimiento del nifio,
neurologicamente sin alteraciones, pero con antecedentes pre y perinatales positivos. Los
nifios que presentaron RCIU muestran disminuciéon del rendimiento cognitivo y
alteraciones en su conducta (Arcangeli y cols, 2012). En aquellos RCIU que nacen
prematuramente antes de las 35 semanas de gestacion, el nivel de afectacion es mayor

(Murray y cols., 2015; Arcangeli y cols, 2012)
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2.2 Causas de los efectos adversos sobre el desarrollo cognitivo

Considerada como una respuesta adaptativa fetal a la hipoxia cronica, la RCIU trata de
preservar el suministro de oxigeno hacia el cerebro y el corazon, con desventaja para otros
organos como el higado (Figueras y Gratacos, 2014; Hernandez-Andrade y cols., 2008;
Baschat, 2011). La perfusion preferencial al cerebro puede mantener su adecuada
oxigenacion, es favorable para la supervivencia del feto y la preservacion de su funcién
motora. Sin embargo, esta perfusidon no es homogénea en todo el sistema circulatorio
cerebral (Murray y cols., 2015; Hernandez-Andrade y cols., 2008). En efecto, el flujo
sanguineo cerebral es dirigido desde los 16bulos frontales hacia los ganglios basales, en
detrimento del desarrollo normal de las estructuras corticales anteriores, lo cual explicaria
las asociaciones descritas entre RCIU y futuras alteraciones cognitivas, de conducta y de

lenguaje (Arcangeli y cols., 2012; Leitner y cols., 2007).

La afectacion prenatal pudiera comprometer el crecimiento de la arquitectura neural en los
lobulos frontales, necesaria para el posterior desarrollo de las funciones ejecutivas
complejas (Murray y cols., 2015; Benavides-Serralde y cols., 2009; Tolsa y cols., 2009). Se
ha comprobado una reduccion en el volumen frontal, mediante resonancia magnética y
ultrasonografia transcraneal, no solo en términos absolutos, sino también con respecto al
volumen intracraneal total, lo cual sugiere un trastorno especifico en el crecimiento de los
l6bulos frontales (Tolsa y cols., 2009; Makhoul y cols. 2004). Esta restriccion del
crecimiento frontal podria conducir al desarrollo insuficiente de los sustratos neuronales de
las funciones ejecutivas y a incapacidades en las conductas relacionadas con la atencion, lo
cual podria explicar el patron de alteraciones cognitivas ya descrito (Makhoul y cols. 2004;

Shue y cols., 1992).

Otra region preferencialmente afectada por un medio prenatal adverso es el hipocampo
(Isaacs y cols., 2003). Se ha demostrado que un bajo peso al nacer se asocia con una
disminucién del volumen hipocampal (Isaacs y cols., 2000; Mallard y cols., 2000). Estudios
en animales han demostrado que la reduccién del flujo sanguineo placentario en la segunda

mitad de la gestacion reduce en un 30% el nimero de las neuronas hipocampales y retrasa
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su arborizacion (Mallard y cols., 2000; Dieni y cols., 2003). Ademas, se afecta el desarrollo
normal del circuito septo-hipocampal y sus proyecciones hacia la corteza frontal (Isaacs y
cols., 2000, 2003). La lesion de estas vias pudiera ser responsable de la alteracién en
conductas relacionadas con el hipocampo, tales como la memoria y el aprendizaje, lo cual

afectard desde sus inicios el futuro desarrollo cognitivo de estos neonatos (Tolsa y cols.,
2009; Shue y cols., 1992).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Entre un 45 y un 50% de los neonatos que cursaron con RCIU presentaran dificultades
escolares, trastornos de conducta en la nifiez y en la adolescencia. La restriccion del
crecimiento intrauterino es un trastorno frecuente, multicausal y, en segundo lugar después
de la prematurez, origina trastornos perinatales y muerte intrauterina de origen
insospechado. Es factor de riesgo para el estrés respiratorio neonatal, la enterocolitis
necrotizante y otras complicaciones, cuyo pronostico es peor a medida que es menor el
peso de neonato. Se debe establecer en estos casos la severidad y la localizacion del dafo,
para poder decidir el inicio temprano de terapias de neurohabilitacion y ofrecer un

prondstico.

Las alteraciones electrodiagnosticas neonatales, que comenzaron a estudiarse a partir de
1960, fueron descritas antes de que el ultrasonido Doppler de alta resolucién permitiera

definir alteraciones fetales con mayor precision.

No existen investigaciones acerca de la actividad eléctrica cerebral espontdnea y evocada

en neonatos, con conocimiento prenatal del tipo de restriccion del crecimiento intrauterino.

Las pruebas neurofisiologicas, al ser objetivas, no invasivas y no requerir cooperacion del
paciente, resultan ideales para ser aplicadas en neonatos y pueden identificar
tempranamente aquellos que necesiten atencion especializada para mejorar su prondstico de

neurodesarrollo.
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4. PREGUNTA PRINCIPAL DE
INVESTIGACION

(Existe relacion entre la severidad de la restriccion del crecimiento intrauterino y la
presencia de signos de deterioro neurofisiolégico en la actividad eléctrica cerebral

espontanea y evocada?

4.1 Hipotesis de Investigacion

Dado que la restriccion del crecimiento intrauterino implica redistribucion del flujo
sanguineo cerebral y que, al ser sobrepasados estos mecanismos de adaptacion aparece
disminucion tanto del peso fetal y neonatal como del perimetro cefalico, la funcion cerebral
al nacer estard afectada y los neonatos con RCIU leve y/o severa mostraran diferencias con
respecto a un grupo de neonatos sanos en su actividad eléctrica cerebral espontdnea,
evaluada mediante el EEG y en las respuestas evocadas a estimulo auditivo en el tronco
encefalico (PEATC) y a estimulo visual en la corteza cerebral (Potenciales Evocados

Visuales).
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OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar si los neonatos con restriccion leve y severa del crecimiento intrauterino

muestran diferencias neurofisioldgicas con respecto al grupo control de neonatos sanos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

En los grupos de neonatos estudiados:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Describir las caracteristicas antropométricas observadas en cuanto a peso y
perimetro cefalico al nacer, edades gestacional y postconcepcional, ¢ Indice de
Cefalizacion.

Identificar la existencia de diferencias antropométricas entre los grupos.

Comparar las latencias de las ondas I, IIl y V y los intervalos interpicos del PEATC
en los grupos de neonatos estudiados.

Analizar y comparar la reproducibilidad, las latencias absolutas, los intervalos
interpicos y amplitudes de los componentes N2, P2 y N3 del PEV.

Comparar los aspectos cualitativos del EEG neonatal en los tres grupos, en cuanto a
presencia de actividad paroxistica, inmadurez del trazado acorde la duracion de las
discontinuidades, presencia de apneas, alertamientos, proporcion de vigilia, suefio
activo, suefio quieto, trazado discontinuo, alternante e indeterminado.

Analizar las bandas de frecuencias propias del neonato en el andlisis de banda
estrecha en el EEG.

Comparar a los grupos de neonatos en las energias absolutas de las bandas anchas,

para sueflo quieto, activo y las diferencias entre ambas etapas.
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Para poder contestar estos objetivos fue necesario realizar previamente dos
experimentos, los cuales se muestran en detalle en los Anexos 1 y II,

respectivamente, y que se resumen en los parrafos siguientes:

Experimento 1

Los PEATC realizados con frecuencias de estimulacion de 10 a 20 clicks/seg
muestran valores de especificidad de 95%, pero su sensibilidad puede ser de 35%
(Moreno-Aguirre y cols., 2010). Para elevar la capacidad de deteccion de una lesion
funcional de vias auditivas en neonatos, se realizo un primer experimento con el fin
de mejorar la sensibilidad del PEATC, comparando la frecuencia
convencionalmente utilizada de 10 clicks/seg, con respecto a una frecuencia de
estimulacion mas elevada, de 60 clicks/seg. Dicho estudio se llevd a cabo
prospectivamente con dos grupos independientes de neonatos, 30 sanos y 30 con
factores de riesgo de dano auditivo. Se demostré que los PEATC registrados a 60
clicks/seg muestran una mayor precision diagndstica y se realizan en un tiempo
mucho menor que los registrados con frecuencia de 10 clicks/seg (Cubero-Rego y

cols., 2017; ver Anexo IV).

Experimento 2

Los PEV muestran una gran variabilidad en neonatos, debido a que no se ha
considerado la fase del ciclo suefio-vigilia en que se registran, lo cual puede afectar
su capacidad de detectar alteraciones sutiles en la via visual. Por lo tanto, se realizo
un segundo experimento con el fin de caracterizar los PEV durante el suefio quieto
(SQ, precursor del NREM o lento) y durante el suefio activo (SA, precursor del
REM o parad¢jico). Este estudio incluyé a 20 neonatos sanos y sin factores de
riesgo, a los cuales se les registraron los PEV durante el suefio quieto y el activo,
controlados polisomnograficamente. Este estudio mostr6 que los PEV muestran
menos variabilidad y son mas faciles de obtener durante el suefio activo en los

neonatos (en revision para publicacion, ver Anexo III).
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6. METODOS

6.1 Diseno del estudio

Se realiz6 un estudio transversal, prospectivo, de tres muestras independientes, constituidas
por neonatos sanos y por dos grupos de recién nacidos con restriccion del crecimiento
intrauterino, leve (sélo con disminucion del peso) y severa (adicionalmente con cambios

hemodinamicos).

6.2 Sujetos

Se evalu6 prospectivamente una muestra no aleatoria, consecutiva de neonatos sanos y con
RCIU, durante su primer mes de vida, procedente del Hospital de Especialidades del Nifio y
la Mujer “Dr. Felipe Nufez Lara”, de Querétaro. Las madres de estos neonatos fueron
examinadas al menos una vez durante la gestacion mediante Ultrasonido Doppler de alta
Resolucion para evaluar RCIU. Se tomaron los datos correspondientes a la Ultima
clasificacion por USDopp a la que fueron asignados los neonatos antes del parto. En este
reporte se incluyen los resultados de los estudios realizados a 51 recién nacidos, divididos
en tres grupos de 17 neonatos cada uno, que fueron emparejados entre si de acuerdo a la
edad postconcepcional (EPC) que tenian en el momento del estudio. La composicion de
estos grupos es la siguiente: 17 neonatos SANOS; 17 con restriccion del crecimiento
intrauterino, o sea, con peso inferior al 10° percentil sin cambios hemodinamicos (RCIU
LEVE); y 17 recién nacidos con peso inferior al 10° percentil y con alteraciones del indice
de pulsatilidad de la arteria cerebral media y/o de la arteria umbilical (RCIU SEVERA).
Los criterios para evaluar la severidad de la RCIU estdn basados en los de Figueras y
Gratacos, 2014, resumidos en la Tabla 2.1. No fue posible incluir pacientes con
insuficiencia placentaria severa por el alto indice de mortalidad y de complicaciones

postnatales que se observaron en estos grupos.
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6.3 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de Inclusion: Neonatos con EG >26 semanas y edad concepcional menor o igual a
44 semanas, cuyas madres expresaron su consentimiento informado para participar en el

estudio (Ver Anexo III).

Grupo control de Neonatos Sanos: Que presentaran resultados normales en el
USDopp prenatal, sin complicaciones pre, peri o postnatales, con peso fetal y al

nacer superior al 15° percentil para la edad.

Grupo con RCIU leve: Peso fetal estimado inferior al 10° percentil, que se
confirmara con un peso al nacer inferior al 10° percentil. Ausencia de cambios
hemodindmicos en las arterias cerebral media, uterinas y umbilicales en los

ultrasonidos prenatales realizados. Ausencia de complicaciones peri o postnatales.

Grupo con RCIU severa: Peso fetal estimado inferior al 10° percentil, que se
confirmara con un peso al nacer inferior al 10° percentil. Presencia en al menos un
ultrasonido prenatal de alteraciones en el indice de pulsatilidad (IP) de la arteria
cerebral media y/o de la arteria umbilical o en su medida comun, la razén entre

ambos o indice cerebro-placentario. Ausencia de complicaciones peri o postnatales.

Criterios de exclusion: Neonatos que cumplieran los criterios de inclusion pero que
presentaron cromosomopatias o malformaciones, identificadas en el ultrasonido prenatal o
en el examen clinico postnatal, asi como aquellos cuyas madres no desearon participar en el

estudio.

Criterios de eliminacion: Neonatos con diagnostico prenatal de RCIU en los cuales se
detect6 en el examen clinico que nacieron con un peso superior al 15 percentil para su edad

gestacional, por lo que la RCIU no quedo6 confirmada al nacer, o aquellos que presentaron
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antecedentes significativos pre, peri o postnatales, tales como cifras de hiperbilirrubinemia
superiores a los 15 mg/dl, ventilacion mecéanica durante cinco dias o mds, conteo de Apgar
al nacer inferior a 4 en el primer minuto y de 0 a 6 en el segundo minuto, sepsis neonatal
que requiridé el uso de tres o mas antibioticos, encefalopatia hipoxico-isquémica,
hemorragia intraventricular de cualquier grado y leucomalacia periventricular.

También fueron excluidos aquellos que no cooperaron al estudio, o los que se tornaron
inestables durante el mismo, por dificultad respiratoria, regurgitacion o irritabilidad

marcada durante las pruebas.

6.4 Procedimientos:

Mediante la revision de los expedientes clinicos del hospital se registraron los siguientes
datos de los recién nacidos: peso, talla, perimetro cefalico al nacer y el dia del estudio,
sexo, edad gestacional al nacer, complicaciones perinatales, postnatales, el grado y tiempo
de restriccion del crecimiento al que estuvieron expuestos los enfermos. En el Anexo IV se
muestra la Hoja de Registro de Datos utilizada. Los estudios neurofisiologicos se realizaron
siempre en el mismo orden, primero los PEATC, luego ya con el paciente dormido, se
inici6 el registro del EEG, durante el cual se obtuvieron los PEV, mientras el neonato se
encontraba en fase de suefio activo. Como medidas de preparacion para el estudio se les
solicitd a todas las madres o acompanantes que mantuvieran ayuno y desvelo en los
neonatos durante las dos horas previas al estudio. Todas las pruebas se analizaron en un
momento varios dias posteriores al registro, a ciegas de la clasificacion prenatal de los

neonatos.

6.4.1 Registro de Potenciales Evocados

En ambos tipos de potenciales evocados se realizd estimulacion monoaural y monocular,
respectivamente. Se utilizaron electrodos superficiales de disco, dispuestos en derivaciones
ubicadas de acuerdo al Sistema Internacional 10-20, luego de limpiar adecuadamente la
piel, con el fin de garantizar valores de impedancias similares e inferiores a los 5 kQ. Los

estudios de potenciales evocados auditivos y visuales se realizaron en un Sistema Digital
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para Potenciales Evocados y Electromiografia Neuronica 05, de Neuronic Mexicana, SA,

1998.

6.4.1.1 Registro de Potenciales Evocados Auditivos

Fue el primer estudio que se realizo, generalmente con el neonato en brazos de su madre o
acompanante, después de ser alimentado. Para los PEATC se colocd el electrodo de
referencia en vértex (Cz), el activo en la apofisis mastoides ipsilateral a la estimulacion y el
electrodo de tierra en la ap6fisis mastoides contralateral. La sefial se amplificé con un nivel
de ganancia de 100000x, con filtraje de 10 Hz a 3 kHz, con el filtro notch activado. Se
promediaron hasta 1000 ensayos para obtener cada curva o promedio, con al menos dos
repeticiones para confirmar la reproducibilidad de los registros, segin métodos ya descritos
(Husain, 2011, Krumholz, 2005). Se aplicaron monoauralmente mediante audifonos,
estimulos auditivos de tipo chasquidos (“clicks” en inglés), con intensidad de 70 dB. Se
utilizo una frecuencia de estimulacion (FE) de 60 clicks/seg, ya que, como se demostro en
el Experimento 1, la precision diagndstica de la prueba es mayor si se estimula a esta
frecuencia (Cubero-Rego y cols., 2017, ver Anexo I). Se identificaron visualmente las
ondas I, IIl y V del PEATC, se calcularon sus latencias absolutas, midiendo desde el punto
0 o estimulo hasta la latencia del pico maximo. Se calcularon los intervalos interpicos I-1II,
II-V y I-V, como las diferencias de latencias entre las ondas respectivas (American

Clinical Neurophysiology Society, 2006).

6.4.1.2 Registro de Potenciales Evocados Visuales

El estudio de los PEV a LEDs, se realizo con registro simultaneo del EEG, de manera que
fuera posible determinar la fase del suefio en que se encontraba el neonato durante los PEV.
Todos los PEV de los bebés sanos y con RCIU se realizaron durante el suefio activo (SA),
ya que, como se demostré en el Experimento 2, en este estado los PEV son mas
reproducibles, confiables y se puede lograr una mayor cooperacion de los recién nacidos
(articulo enviado a revision, ver Anexo II). Se excluyeron del anélisis los PEVs obtenidos

durante cambios de fase de suefio.
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Para los registros se utilizaron dos derivaciones: Cz-Oz y A1-Oz, considerando como
activo Oz y como referencia el otro electrodo. El electrodo de tierra siempre estuvo ubicado
en la apo6fisis mastoides derecha, segiin recomendaciones publicadas (American Clinical
Neurophysiology Society, 2006; Odom y cols., 2016). Para obtener cada curva de los PEV
se promediaron hasta 20 ensayos, realizando un minimo de dos repeticiones al estimular
cada ojo, para asegurar una adecuada reproducibilidad. Se identificaron los componentes
N2, P2 y N3 del potencial evocado visual a LEDs y se midieron sus latencias absolutas,
intervalos interpicos N2-N3, N2-P2 y P2-N3, asi como la amplitud N2-P2 y P2-N3. La
reproducibilidad de la sefial se evalu6 mediante la apreciacion visual de la similitud entre
las curvas obtenidas. Se cuantificd el nimero de ensayos necesarios para obtener un PEV

reproducible.

6.4.2 Registro y Analisis del Electroencefalograma

6.4.2.1 Registros electroencefalograficos

A todos los neonatos se les realizdo un estudio de EEG de suefio diurno, espontaneo, con una
duracion igual o mayor a 45 minutos, en un horario entre las 10 a.m. y las 12 p.m., o entre la 1:00 y
las 3:00 p.m., aprovechando el patron polifasico del suefio fisiologico neonatal, con el fin de evaluar
la madurez del EEG del suefio para la edad concepcional (EPC). Para ello se realizd registro
polisomnografico digital, que comprendi6 las derivaciones de EEG establecidas para neonatos: Fp3,
Fp4, C3, C4, O1, 02, T3 y T4, dos para registro de movimientos oculares, (ROG para el electrodo
ubicado 1 cm por debajo del angulo externo del ojo derecho, y LOG para el electrodo colocado 1
cm por encima del angulo externo del ojo izquierdo), como se muestra en la Figura 6.1. Cada una
de estas derivaciones fue referenciada a las orejas cortocircuitadas (A1-A2). No se utilizaron las
gorras convencionales de EEG para el registro, dado que, por el pequefio tamafio de las cabezas de
los neonatos, resulta frecuente la formacion de puentes salinos con el gel, aumentando asi las
probabilidades de crear una comunicacion indeseada entre electrodos contiguos. Los electrodos
superficiales de registro fueron colocados uno a uno, utilizando pasta conductora Ten-20 y se
fijaron en sus ubicaciones con una venda de malla eléstica tubular Le Roy de tamafio 4, de manera

que se ajustaran al perimetro cefalico del neonato (Figura 6.1).
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También se registraron el electromiograma de superficie submentoniano, el esfuerzo respiratorio

toracico y el electrocardiograma, de acuerdo a los estandares publicados (Grigg-Damberger, 2016).

Se utilizo un electroencefalografo digital Medicid 3E, distribuido por Neuronic Mexicana S.A..

Figura 6.1. Montaje de electrodos utilizado para el registro polisomnografico diurno neonatal.

Tabla 6.4.1. Resumen de los criterios para la deteccion de los patrones
electroencefalograficos propios del neonato

Patron en el EEG

Definicion

Fase del suefio

Comentarios

Ondas lentas de gran
amplitud

Salvas de ondas lentas (1
a 30 Hz), continuas,
simétricas, sincronicas,
con amplitud de 50 a 150
Vv, con predominio
frontal u occipital.

Suefio quieto
(precursor del
NREM), rara vez
en suefio REM o
activo.

Es el patron mas
maduro en el neonato a
término. Se pueden
distinguir husos de
suefio de bajo voltaje
de 12 a 14Hz a partir
de las 43 semanas.

Trazado alternante

Tres o mas alternancias
entre salvas de ondas
lentas de gran amplitud de
5 a 6 segundos y periodos

Suefio quieto
(precursor del
NREM)

Aparece desde las 37
semanas EPC, es
prominente a las 40
semanas y desa-parece
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de actividad theta con
amplitud menor (25 a 50

uv).

después de las 44
semanas. Los
intervalos intersalvas
duran 4-6 seg a las 35-
36 semanas; 2-4 seg a
las 37-44 sem.

Irregular de baja
amplitud

Actividad continua de
frecuencias mixtas (4-7
Hz) y baja amplitud (25-
50 uV), con predominio
de actividad theta.

Suefio activo
(precursor del
REM)

Se observa durante el
suefio activo,

tipicamente después de

un periodo de NREM.

Las fases de suefo neonatal activo (SA) y quieto (SQ), trazado discontinuo, indeterminado

y alternante fueron identificadas visualmente, luego de varios dias de realizado el estudio,

por una neurofisidloga clinica (LCR), a ciegas de la identidad y caracteristicas clinicas de

los pacientes. Para identificar las fases se visualizaron segmentos de EEG digital de 30

segundos de duracion y se aplicaron los criterios de Anders, 1971 y de Grigg-Damberger,

2016, resumidos en las Tablas 6.4.1 y 6.4.2. En la edicion de los registros se utilizo el

software para andlisis de EEG disponible en el sistema TrackWalker, version 5.10.0, de

Neuronic. Mexicana S.A., Ciudad de México, 2005.

Tabla 6.4.2. Resumen de los criterios aplicados para la deteccion visual de las fases del
sueflo neonatal

Fase del ciclo suefo-
vigilia

Patrén predominante
en el EEG

Movimientos oculares

EMG del menton

Vigilia

Irregular de baja
amplitud.

Ojos abiertos,
parpadeo, cierre
transitorio al llorar.

Presente, frecuentes
artefactos por
movimientos.

Suefio activo o REM,
(SA)

Irregular de baja
amplitud

Ojos cerrados con
movimientos oculares
rapidos

Ausente o0 en su nivel

el registro.

menos amplio en todo

Suefio quieto o
NREM, (SQ)

Ondas lentas de gran
amplitud y Tracé
alternant

Ojos cerrados, sin
movimientos.

Tono muscular
presente, menor que
en vigilia.

Suefo Indeterminado

Presentes en una
misma época de 30
segundos 3 rasgos de
NREM y 2 de REM o
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viceversa.

En el andlisis cualitativo del EEG se identifico la presencia o no de actividad paroxistica, de
alertamientos y de apneas, de acuerdo a los criterios mostrados en la Tabla 6.4.3. Se estimo
la edad electroencefalografica del neonato, en el momento del estudio, como semanas de
edad postconcepcional y se calculo la diferencia entre esta edad y la real. Se calcularon los
porcentajes de las distintas fases, con respecto al tiempo total en suefo, a excepcion del

porcentaje de vigilia, que se calcul6 sobre el tiempo total de registro.
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Tabla 6.4.3. Resumen de los criterios para la deteccion de eventos aislados en el EEG

Eventos Rasgos tipicos
Actividad Existen frecuentes transientes agudos fisioldgicos en el neonato
paroxistica que pueden ser confundidos con actividad paroxistica

epileptiforme, por ejemplo, las ondas agudas frontales que,
simétricas, amplias y limitadas a estas regiones son faciles de
diferenciar de los transientes anormales. Estos tltimos, amplios y
agudos, se caracterizan por ser, ademas, persistentemente
asimétricos, muy frecuentes y si se mantienen durante las
discontinuidades del trazado alternante y en el REM.

Apneas durante el Son comunes en neonatos y lactantes entre 0 y dos meses. En su
sueflo mayoria de tipo central (70-80%), duran mas de 3 y menos de 10
seg. Se ha propuesto como normal un limite superior de 45 apneas
centrales por hora de suefio en el menor de un mes. Los eventos
obstructivos y mixtos son muy raros en estas edades y se
considera anormal un indice mayor a 1 evento/hora.

Discontinuidades Son segmentos del trazado con amplitud inferior a los 25 uV, que
se mantienen durante dos segundos o mas. Son fisioldgicos, con
duracion de 10 a 20 segundos en el prematuro menor de 32
semanas. Su duracion se acorta paulatinamente con la maduracion
del trazado alternante.

Alertamientos o Cambios bruscos en la actividad de base del EEG, que puede
Arousals acompanarse o no de movimientos corporales, oculares, aumento
transitorio del tono muscular o activacion autondmica.
Tipicamente su duracion es inferior a los 30 segundos.

6.4.3.2 Analisis cuantitativo del EEG

Para realizar el analisis cuantitativo del EEG neonatal se seleccionaron manualmente al
menos diez segmentos estacionarios del trazado digital, para cada una de las fases SA y SQ,
con una duracion minima de 2.8 segundos cada uno. Se denominan estacionarios porque se
excluyeron de estos segmentos variaciones bruscas de la seial, o sea, los eventos que
interrumpieran la estabilidad del EEG, tales como movimientos oculares o corporales,

cambios bruscos de la linea de base, transientes con aspecto paroxistico o contaminacion por
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movimientos oculares rdpidos y electromiograma. Esta seleccion fue realizada por un
neurofisidloga clinica con experiencia en la visualizacién de estudios de EEG neonatal
(LCR), y fue revisada posteriormente por otra neurofisidloga (J.R.G.), ambas a ciegas de las
caracteristicas clinicas de los pacientes y de los sujetos sanos examinados. Los segmentos
electroencefalograficos seleccionados incluyeron las derivaciones Fp3, Fp4, C3, C4, O1, O2,
T3 y T4. Los segmentos seleccionados para cada sujeto entraron al andlisis de frecuencia del
EEG digital que ofrece el sistema TrackWalker, de Neuronic Mexicana, S.A., el cual realiza
un analisis espectral, que consiste en aplicar a las ondas del EEG la Transformada Répida de
Fourier en cada una de las derivaciones. Este analisis permite obtener el espectro de potencia
de la sefial electroencefalografica en cada derivacion, o sea, la cantidad de energia en pV?,
aportada por cada Hz de frecuencia, en un rango entre 1 a 30 Hz. De esta forma se generaron
matrices de valores de energia por Hz, para cada derivacion, fase del suefio y sujeto. Estos
archivos entraron a un analisis de componentes principales, con el fin de determinar las
bandas de frecuencia que aportaran una variabilidad comun en el espectro del EEG entre 1 a

30 Hz.

6.5 Analisis estadistico

En la Tabla 6.5 se muestran las variables medidas en este estudio. Se tom6 como variable
independiente el grado de RCIU (Sanos, RCIU leve y RCIU severa). Se analiz6 la
normalidad de las variables cuantitativas utilizando la prueba de Shapiro-Wilks. No todas
las variables se distribuyeron en forma normal, por lo que en las comparaciones entre los
tres grupos para las variables antropométricas se utilizo el andlisis de varianza por rangos

no paramétrico de Kruskal-Wallis.

Las variables de latencias e intervalos interpicos del PEATC mostraron una distribucion
normal, por lo que fueron comparadas aplicando las pruebas t-Student para muestras
dependientes (con el fin de comparar resultados entre oidos derecho e izquierdo) Para
comparar los tres grupos de sanos y RCIU se utilizé el analisis de varianza paramétrico
(ANOVA), considerando como dependientes las variables del PEATC y como

independientes la pertenencia a los grupos de RCIU y la prematurez.
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Aspectos clinicos y antropométricos

Variables Tipo Variables Tipo

Edad gestacional (semanas Cuantitativa Tiempo de evolucion de la RCIU (en  Cuantitativa
cumplidas) discreta semanas) discreta
Edad postconcepcional (semanas Cuantitativa Peso al nacer (gramos) Cuantitativa
cumplidas) discreta continua
Edad postnatal (dias) Cuantitativa  Perimetro cefalico al nacer (cm) Cuantitativa

discreta continua
Sexo Cualitativa  Perimetro cefalico en el momento  Cuantitativa

MoF) del estudio (cm) continua
Tipo de la restriccion del crecimiento ~ Cualitativa  Indice de Cefalizacién Cuantitativa
intrauterino (Sanos, continua

RCIU Leve,

RCIU

Severa)

Variables del PEATC
Latencia al inicio de la onda I, por Cuantitativa Intervalo interpico entre las ondas [y  Cuantitativa
estimulacion auditiva (ms). continua I (ms). continua
Latencia al inicio de la onda III, por Cuantitativa Intervalo interpico entre las ondas [l  Cuantitativa
estimulacion auditiva (ms). continua y V (ms). continua
Latencia al inicio de la onda V, por Cuantitativa Intervalo interpico entre las ondas [y  Cuantitativa
estimulacion auditiva (ms). continua V (ms). continua

Variables del PEV

Latencia al inicio de la onda N2, por Cuantitativa Intervalo interpico entre las ondas  Cuantitativa
estimulacion visual (ms). continua N2 y N3 (ms). continua
Latencia al inicio de la onda P2, por Cuantitativa Intervalo interpico entre las ondas  Cuantitativa
estimulacion visual (ms). continua N2 y P2 (ms). continua
Latencia al inicio de la onda N3, por Cuantitativa Intervalo interpico entre las ondas P2  Cuantitativa
estimulacion visual (ms). continua y N3 (ms). continua
Amplitud de pico a pico entre las Cuantitativa Amplitud de pico a pico entre las  Cuantitativa
ondas N2 y P2, por estimulacion continua ondas N2 y P2, por estimulacion continua

visual (uV).

visual (uV).
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Aspectos del EEG cualitativo

Variables Tipo Variables Tipo
Edad postconcepcional estimada por e Cuantitativa Porcentaje en tracé Alternant durantc Cuantitativa
EEG discreta el tiempo total de suefl continua
(EC-EEQG, en semanas) % TAlternante
Diferencias entre la edad estimada po Cuantitativa Porcentaje en suefio indeterminad¢ Cuantitativa
EEG y la real discreta durante el tiempo total de suefio continua
(Diff EC-EdadEEG, semanas) % S.Indeterm
Porcentaje en vigilia durante el tiemp« Cuantitativa Duracion maxima de la.  Cuantitativa
total de registro continua discontinuidades continua
(% Vigilia) (Max Disc, en segundos)
Porcentaje en suefio quieto durante ¢ Cuantitativa Cantidad de Alertamientos Cuantitativa
tiempo total de suefio continua (N Alertamientos) discreta
(% Sueno Quieto)
Porcentaje en suefio actio durante e Cuantitativa Cantidad de Apneas Cuantitativa
tiempo total de suefi continua discreta
(% Suefio Activo)
Porcentaje en tracé Discontinou durantr Cuantitativa  Presencia de actividad paroxistica en Binaria
el tiempo total de suefio continua el EEG
(% TDiscontinu)
Aspectos del EEG cuantitativo
Energia por bandas en el EEG: Cuantitativa  Diferencias de energia entre suefio Cuantitativa
Banda lenta de 2-6 Hz (uWV?*/Hz) continua quieto y activo: continua
Banda lenta de 2-6 Hz (uwV*/Hz)
Banda intermedia de 7-13 Hz Cuantitativa Banda intermedia de 7-13 Hz Cuantitativa
(WV*/Hz) continua (WV*Hz) continua
Banda rapida de 13-30 Hz Cuantitativa Banda rapida de 13-30 Hz Cuantitativa
(WV*/Hz) continua (WV*Hz) continua

Como se describe en el Anexo I, para calcular la precision diagndstica de las dos

frecuencias de estimulacion (10 y 60 clicks/seg), se calcularon curvas ROC (de “receiver

operating characteristic”), estimadas a partir de los hallazgos en una poblacion

independiente de 30 RNS y 30 RNFR con dos o mas factores de riesgo para dafio auditivo

peri o postnatal, utilizando la metodologia descrita por Hanley y McNeil, 1987. Con el fin

de detectar diferencias en la capacidad diagnostica del PEATC a las dos frecuencias de

estimulacion, se calcularon las areas bajo la curva ROC y sus valores de error estandar. Las
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areas se compararon usando el estadistico de Wilcoxon, con un nivel de confianza de 95%
(0<0.05). Para la comparacion de los resultados de los PEV en fases del suefio en el grupo
de nifios sanos se compararon las latencias de los componentes N2, P2, N3, intervalos y
amplitudes, mediante la prueba de comparacion de rangos de Wilcoxon, para muestras

dependientes, ver Anexo II.

Se describen los hallazgos observados en variables electroencefalograficas tales como edad
concepcional estimada por EEG (EC-EEGQG); tiempo total de registro electroencefalografico
(TTR); tiempo total de suefio (TTS); porcentaje del TTS en vigilia (% Vigilia); porcentaje
del TTS en suefio lento o tranquilo (% NREM); porcentaje del TTS en suefio de
movimientos oculares rapidos (% REM); porcentaje del TTS en trazado discontinuo (%
Disc); cantidad de apneas (Cant apn); duracion méaxima de las apneas (Apn Mx). Se

considerd como variable binaria la presencia o no de actividad paroxistica en los trazados.

Todas las variables de latencias absolutas e interpicos de los potenciales evocados auditivos
y visuales se distribuyeron en forma normal. Para la evaluacion de los potenciales
izquierdos y derechos, asi como para los realizados en neonatos a término y pretérmino, se
compararon las latencias de los componentes mediante la prueba t de Student, para

muestras dependientes.

Para comparar las latencias de los PEATC y los PEV en los tres grupos de neonatos, se
realizaron andlisis de varianza (ANOVA). Se tom6 como variable independiente el grado
de RCIU (Sano, RCIU leve y RCIU severa) y como variables dependientes, los valores de
latencias absolutas e interpicos de las ondas del PEATC y el PEV. Para examinar
asociacion entre variables de intervalo se utilizo el coeficiente de correlacion r de Pearson.
Cuando se analizaron variables categoricas se aplico la prueba de chi cuadrado (¥2). En
todas las pruebas se consideraron significativas aquellas diferencias con valores de
p<=0.05. Los andlisis se realizaron utilizando el sistema R, version 3.2.5 (Fundacion R,

Austria, 2013)
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis de los datos antropométricos neonatales

En la Tabla 7.1 se muestran las caracteristicas generales en cuanto a edades y variables
antropométricas de los grupos de neonatos estudiados. La edad postconcepcional se
mantuvo constante en los tres grupos alrededor de las 40 semanas, como puede apreciarse
en la Tabla 7.2, (Hkw=4.5, p=0.10). Dado que, por su evolucidn natural, la severidad de la
RCIU se caracteriza por una mayor incidencia de nacimientos prematuros, resultd
imposible en la practica igualar los grupos en cuanto a edad gestacional (Hxw=12.3,
p=0.002), por lo cual quedé una mayor cantidad de neonatos prematuros en el grupo de los
severos. El peso y el perimetro cefalico al nacer y su razén derivada, el Indice de
Cefalizacion, asi como el perimetro cefélico en el estudio y el tiempo con RCIU mostraron
el empeoramiento esperado en los grupos de neonatos (Hxw=34.5, p=0.0001, Hxkw=13.2,
p=0.001, Hxw=11.5, p=0.003, Hxw=28.4, p<0.0001, Hgkw=36.5, p=0.0001,
respectivamente). Estas diferencias se ilustran en las Figuras 7.1 a 7.6.

Tabla 7.1. Valores centrales y de dispersion de las edades y variables antropométricas
en los grupos estudiados

Caracteristicas Sanos RCIU leve RCIU severa
n=17 n=17 n=17
antropométricas
Mediana  IQT Mediana  IQT Mediana  IQT
EPC (semanas) 40.6 40-41.3 40.5 39.5-41 40 39-40.5
Edad Gestacional 37.5 37-39 38. 37.5-39 36 34.2-37.6
Peso al nacer (g) 3000 2800- 2420 2210- 1950 1420-
3060 2600 2130
PC al Nacer (cm) 33 32-35 32 31.5-33 30 5.5-30
Indice Cefalizacién 1.1 1-1.2 1.31 1.23-1.44 1.89 1.2-2.04
PC Est (cm) 36 35.3-36 34.3 33.8-35 33.5 31-34.5
Tiempo en RCIU 0 0 5 3-6 7 5-8
(semanas)

EPC, edad postconcepcional; PC al Nacer, perimetro cefalico al nacer; PC.Est, perimetro cefalico en el estudio;

IQT, intervalo inter cuartiles, RCIU, restriccion del crecimiento intrauterino.
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Tabla 7.2. Resultados de la comparacion de las variables antropométricas mediante la
prueba de Kruskal Wallis

Caracteristicas Sanos-Leves-Severos
antropométricas Hiw P

Edad PostC 4.5 0.10
(semanas)

Edad Gestacional 12.3 0.002
Peso al nacer (g) 34.5 <0.0001
PC al Nacer (cm) 13.2 0.001
Indice Cefalizacion 11.5 0.003
PC. Est (cm) 24.8 <0.0001
Tiempo en RCIU 36.5 <0.0001
(semanas)

Edad PostC, edad postconcepcional; PC al Nacer, perimetro cefalico al nacer; PC.Est, perimetro cefalico en el

estudio; Hkw, estadistico H de Kruskal Wallis.
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Figura 7.1. Comparacion de las edades postconcepcionales. Se muestran los valores medios y el
error estandar de la Edad Postconcepcional en semanas en los grupos examinados: sanos o
controles, restriccion del crecimiento intrauterino leve, restriccion del crecimiento intrauterino
severa.
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Figura 7.2. Comparacion de las variables antropométricas: Diferencias en el peso al nacer (y2=34.5,
df=3, p<0.0001). Se muestran los valores medios y el error estandar del Peso al nacer expresado en
gramos en los grupos examinados: sanos o controles, restriccion del crecimiento intrauterino leve,
restriccion del crecimiento intrauterino severa.
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Figura 7.3. Comparacion de las variables antropométricas: Diferencias en el Perimetro cefalico al
nacer (HKW=13.2, p=0.001). Se muestran los valores medios y el error estandar del Perimetro
cefalico al nacer expresado en cm en los grupos examinados: sanos o controles, restriccion del
crecimiento intrauterino leve, restriccion del crecimiento intrauterino severa.
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Figura 7.4. Comparacion de las variables antropométricas: Diferencias en el Perimetro cefalico en
el estudio (HKW=24.8, p<0.0001). Se muestran los valores medios y el error estindar del Perimetro
cefalico en el estudio, expresado en cm en los grupos examinados: sanos o controles, restriccion del
crecimiento intrauterino leve, restriccion del crecimiento intrauterino severa.
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Figura 7.5. Comparacion de las variables antropométricas. Se muestran los valores medios y el error
estandar del Indice de Cefalizacion, calculado como el cociente entre peso y perimetro cefalico al
nacer en los grupos examinados: sanos o controles, restriccion del crecimiento intrauterino leve,
restriccion del crecimiento intrauterino severa. Se observaron diferencias significativas entre los
grupos (HKW=11.5, p=0.003).
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En particular, la Figura 7.5 muestra la comparacion entre los distintos grupos en cuanto al
indice de Cefalizacion, o sea, la correspondencia existente entre el peso del bebé y su
perimetro cefalico, en el momento del nacimiento. Sus valores normales oscilan alrededor
de 1, mientras mas elevado el indice, mas probable es que exista asimetria del crecimiento
y una desproporcion anormal entre ambas medidas. Un cuerpo pequefio, con un peso
demasiado bajo con respecto al PC indica un efecto marcado y probable del fendmeno de
‘brain sparing’ durante el embarazo, que se observa mas acentuado en el grupo con RCIU

severa.
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Figura 7.6. Se muestran los valores medios y el error estandar del Tiempo en restriccion del
crecimiento intrauterino, en semanas, en los grupos examinados: sanos, restriccion del crecimiento
intrauterino leve, restriccion del crecimiento intrauterino severa. Se encontraron diferencias
significativas entre los grupos RCIU leve y severa (HKW=36.5, p=0.0001)

7.2 Potenciales evocados Auditivos de Tronco encefalico

La Figura 7.7 ilustra los grandes promedios de los PEATC obtenidos en neonatos sanos de

edades similares a las del grupo de bebés presentados en este estudio.
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Figura 7.7. Curvas de gran promedio de los Potenciales Evocados Auditivos de Tronco Encefélico,
obtenidas en neonatos sanos. I. Onda I del PEATC; III. Onda III; V. Onda V.

La comparacion de las variables del PEATC entre ambos oidos no mostr6 diferencias
significativas (p<0.09), por lo que en los analisis se utilizaron los valores medios entre
oidos izquierdo y derecho en cada neonato.

En la Tabla 7.3 se pueden observar los resultados de la comparacion de las variables del
PEATC de neonatos a término y pretérmino mediante la t-Student, que no muestra
diferencias significativas entre ambos grupos (t>1.54, p>0.12), por lo que los neonatos

pueden considerarse como un solo grupo.

Tabla 7.3 Resultados de la comparacion de las variables del Potencial Evocado
Auditivo de Tronco Encefalico entre neonatos de término y pretérmino

Latencias Comparaciéon
Absolutas € @t P
Onda I 1.26 0.21
Onda III 0.39 0.69
Onda V 1.20 0.23
Intervalos Interpicos

Interv I-111 0.46 0.64
Interv I1I-V 1.54 0.12

Interv I-V 0.92 0.36
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En la Tabla 7.4 se observan las caracteristicas de las ondas del PEATC en los grupos
estudiados. La Tabla 7.5 muestra los resultados del andlisis de varianza de un factor con
tres niveles (neonatos sanos, con RCIU leve y con RCIU severa), que no mostro diferencias
significativas entre los tres grupos (F(2,48)<1.85, p>0.16), tanto para las latencias absolutas,

como para los intervalos interpicos, como se ilustra en las Figuras 7.8 y 7.9.

Tabla 7.4. Valores medios y dispersion de las variables del Potencial Evocado
Auditivo de Tronco Encefalico

PEATC eda DS Vs DS Media DS
Latencias

Absolutas

Onda I 2.73 0.20 2.79 0.16 2.85 0.23
Onda I1I 5.57 0.28 5.59 0.33 5.70 0.37
Onda V 7.95 0.38 8 0.41 8.22 0.48
Intervalos interpicos

Intervalo I-111 2.83 0.27 2.80 0.26 2.85 0.27
Intervalo III-V 2.40 0.31 242 0.27 2.53 0.34
Intervalo I-V 5.23 0.41 5.23 0.33 5.38 0.39

Tabla 7.5. Resultados del Analisis de Varianza de un factor (grupos), por tres niveles
(Sanos, RCIU leve, RCIU severa)

Sanos-Leves-Severos

Latencias .
Absolutas (g1=2.48) p

Ondal 1.47 0.23
Onda III 0.81 0.54
Onda V 1.85 0.16

Intervalos Interpicos

Intervalo I-111 0.14 0.86
Intervalo III-V 0.91 0.58
Intervalo I-V 0.94 0.59
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Figura 7.8. Se muestran los valores medios y el error estandar de las latencias absolutas del Potencial
Evocado Auditivo de Tronco Encefalico en los neonatos y la ausencia de diferencias entre los sanos y
con restriccion del crecimiento intrauterino.

Intervalos Interpicos

B Sanos
_| O RCIU Leves
O RCIU Mod-Sev

Tiempo (ms)

-Hil -V -V

Figura 7.9. Se muestran los valores medios y el error estandar de los intervalos interpicos del
Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico en los tres grupos de neonatos estudiados.
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7.3 Potenciales Evocados Visuales

7.3.1 Replicabilidades

A la inspeccion se observaron respuestas reproducibles en ambos ojos en el 87.5% de los
recién nacidos sanos, pues uno de ellos mostro respuesta no reproducible unilateral derecha.
Como se muestra en la Figura 7.10, todos los RCIU del grupo leves presentaron respuestas
reproducibles en ambos ojos, mientras que en el grupo con afectacion severa, un neonato
presentd bilateralmente respuesta no identificable y 4 mostraron ausencia de respuesta al

estimular el ojo derecho, (¥*=12.2, p=0.002).

B Mo reproducibles
B Reproducibles

]
—

Mumero de Pacientes
10

Sanos RCIU leve RCIU severa

Figura 7.10. Diferente grado de reproducibilidad de los Potenciales Evocados Visuales entre los
grupos de neonatos con restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU). El 87.5% de los neonatos
sanos mostrd respuesta visual identificable, a igual que el 100% de los que presentaron restriccion
leve. Una proporcion significativamente mayor de neonatos con RCIU severa mostré ausencia de
respuestas visuales evocadas reproducibles (¥2=12.2, p=0.002).

Como un bebé sano y varios con RCIU mostraron ausencia de respuestas reproducibles al
estimular el ojo derecho, todos los analisis estadisticos de latencias, amplitudes y latencias
interpicos fueron realizados considerando solamente los valores obtenidos al estimular el

ojo izquierdo en todos los neonatos evaluados.
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7.3.2 Analisis de los componentes del PEV

En la Tabla 7.6 se resumen los valores medios y de dispersion de las latencias de las ondas
del PEV. Se observo cierta tendencia al incremento en latencias y disminucion de
amplitudes para las ondas N2 y P2 en el grupo con restriccion severa con respecto a los
neonatos sanos, sin embargo, estas diferencias no llegan a alcanzar significacion estadistica
en el analisis de varianza de un factor con tres grupos (sanos, restriccion leve y restriccion

severa) como se muestra en la Tabla 7.7 y las Figuras 7.11 a 7.13.

Tabla 7.6. Valores medios y Desviacion Estandar de las variables del Potencial
Evocado Visual

PEV ‘ Sanos . RCIU leve RCIU severa
Media DS Media DS Media DS

Latencias

Absolutas

Onda N2 143.9 29.6 159.7 24.1 155.8 30.5

Onda P2 212.4 19.7 217.02 25.6 221.6 31.9

Onda N3 309.9 50.6 295.8 36.5 309.9 50.6

Intervalos interpicos

Interv N2-N3 159.3 33.7 140.05 40.2 168.5 48.7

Interv N2-P2 68.4 20.7 57.3 17.6 65.7 26.4

Interv P2-N3 90.8 25.7 85.8 32.05 97.7 32.9

Amplitudes

Ampl N2-P2 10.05 5.5 7.08 3.9 7.5 2.7

Ampl P2-N3 15.6 11.2 12.7 6.1 10.6 4.8
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Tabla 7.7. Resultados del Analisis de Varianza de un factor (grupos) por tres niveles
(Sanos, RCIU Leve, RCIU Severa)

Sanos-Leves-Severos

Latencias F
Absolutas (81=2,48) p
Onda N2 1.44 0.23
Onda P2 0.52 0.60
Onda N3 0.45 0.64
Intervalos Interpicos
Interv N2-N3 2.10 0.13
Interv N2-P2 0.14 0.30
Interv P2-N3 0.65 0.53
Amplitudes Hkw p
Ampl N2-P2 3.60 0.16
Ampl P2-N3 2.17 0.33
Latencias Absolutas del PEV
o B Sanos
& — 0 RCIU Leve
= E RGIU Mod-Sev _‘,
g [<>]
2 . 1
£ 8-
= R

N2

P2

N3

Figura 7.11. Se muestran los valores medios y el error estandar de las latencias absolutas de las ondas
N2, P2 y N3 del Potencial Evocado Visual en los neonatos con Restriccion del crecimiento

intrauterino.
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Figura 7.12. Ausencia de diferencias entre grupos para los intervalos interpicos del Potencial Evocado
Visual en los neonatos con restriccion del crecimiento intrauterino. Se muestran los valores medios y
el error estandar de los intervalos interpicos (IPL).

Comparacion de las Amplitudes del PEV

B Sanos
@ = B RCIULevs
B RCIU Mod-Se

Amplitud (UV)

P1-12 H2-P2 P2-M3

Figura 7.13. Valores medios y errores estandar de las amplitudes del Potencial Evocado Visual en los
neonatos en los neonatos con restriccion del crecimiento intrauterino. Se demuestra la ausencia de
diferencias entre grupos.
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7.4 Electroencefalograma

7.4.1 Analisis cualitativo

Los estudios de EEG se realizaron con una duracion promedio de 67.8 minutos, con un
maximo de 94 y minimo de 45 minutos. El 95% de los estudios tuvo una duraciéon de 60
minutos o superior. Los grupos fueron comparados en cuanto a las caracteristicas del EEG y
los porcentajes de las distintas fases, como se muestra en la Tabla 7.8. Se observd que la
duracion de las discontinuidades fue aumentando significativamente en los grupos a medida
que se empeora la RCIU (Kw=6.63 p=0.03). En el grupo de neonatos sanos se aprecioé una
diferencia significativamente menor en la edad estimada por EEG con respecto a la real
(F=5.05, p=0.02). Los porcentajes de vigilia, suefio quieto, suefio activo, trazados

discontinuo, alternante e indeterminado, asi como el niimero de alertamientos, de apneas y la

duracién méxima de estas no mostraron diferencias entre los grupos (p>0.08).

Tabla 7.8. Valores medios, Desviacion Estandar y Comparacion de las variables

cualitativas del EEG en los tres grupos estudiados

](Ejﬁgitativo Sanos RCIU Leve RCIU Severa Comparacion

n 17 17 17
EC-EEG (semanas) 38.8+1.52 37.5+0.96 37.6 £1.97 F=0.36 p=0.54
Diff EC-EdadEEG 1.87+9.84 3.16 £1.33 221+1.74 F=5.05 p=0.02 *
% Vigilia 16 +12.3 17.2+12.7 15.02+7.2 Kw=0.22 p=0.89
% Suefio Quieto 13.4+6.8 10.03+ 6.7 8.85+42 Kw=5.01 p=0.08
% Suefio Activo 36.1 £9.7 359+13.1 322+129 F=0.92 p=0.34
% T.Discontinu 416+2.8 49+34 9.13£11.6 Kw=0.55 p=0.75
% T.Alternante 46.5+7.5 32.1+9.9 32.7+123 Kw=1.9 p=0.38
% S.Indeterm 11.2£5.8 11.5+4.8 11.4+5.8 F=0.009 p=0.92
Max Disc 45+1.7 5.7+ 1.46 8.1+55 Kw=6.63 p=0.03 *
N Alertamientos 13.2+£7.2 12.8+7.2 11.4+£6.8 Kw=5.01 p=0.08
N Apneas 44.6 [21-59] 50.6 [19-77] 45.5[11-92] Kw=0.91 p=0.63
Duracion max. Apn. | 7.6 + 2.15 7.7+2.06 7.1+24 Kw=0.33 p=0.84

Abreviaturas utilizadas: EC-EEG, edad estimada por el electroencefalograma; Diff EC-Edad EEG, diferencia
entre la edad estimada por EEG y la edad neonatal real; T.Discontinu, trazado discontinuo; T.Alternante, trazado
alternante; S.Indeterm, suefio indeterminado; Max Disc, duracion maxima de las discontinuidades; N
Alertamientos, cantidad de alertamientos; N Apneas, numero de apneas; Duracion max.Apn. Duracion méaxima
de las apneas registradas.
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En las Figuras 7.14 y 7.15 se muestran ejemplos de trazados con actividad paroxistica
anormal. Aunque ninguno de los neonatos registrados mostré manifestaciones clinicas
epileptiformes, el 58% de los pacientes con restriccion leve y el 64% con restriccion severa
presentaron descargas paroxisticas intercriticas en el EEG, lo cual constituyd una proporcion
significativamente superior a lo observado en los neonatos controles, que no presentaron

descargas paroxisticas anormales (y*=12.4, p=0.001).

Descargas paroxisticas focales en regiones eceipito-
temporales y centrales izguierdas

i Descargas paroxisticas a puntas
----- - - e aisladas generalizadas

...a."1.'|-|_‘-,':-1..-1---‘14.r'l|~||a-‘-.-|1---1-'1-

Figura 7.14. Ejemplos de trazados electroencefalograficos con descargas paroxisticas intercriticas
neonatales, observadas en un 58 a 64% de los neonatos con restriccion del crecimiento intrauterino.
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Descargas paroxisticas focales a ondas agudas fronto-
centrales y temporales con predominio izquierdo
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Figura 7.15. Ejemplos de trazados electroencefalograficos con descargas paroxisticas intercriticas focales,
frecuentes en un 58 a 64% de los neonatos con restriccion del crecimiento intrauterino.

7.4.2 Analisis cuantitativo del EEG

En las Figuras 7.16 y 7.17 se muestran dos ejemplos de los espectros de energia, expresada
en pV2/Hz, aportada por las oscilaciones del EEG obtenidos en bebes sanos en suefio quieto y
activo, en las frecuencias de 1 a 30 Hz para cada derivacion, que fueron generados mediante

la Transformada Répida de Fourier en el andlisis cuantitativo de banda estrecha.



Transformada
Rapida de Fourier
(FFT

Figura 7.16. Ejemplo de los resultados del analisis espectral de banda estrecha

Espectros de energia pos
frecusncias, Suefio quisto/NREM

riAL 341 |

registradas en un neonato sano durante suefio quieto, precursor del NREM.
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en las derivaciones de EEG

v &L

Figura 7.17. Ejemplo de los resultados del analisis espectral de banda estrecha en las derivaciones de EEG

registradas en un neonato sano durante suefio activo.
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Con el fin de identificar las bandas de frecuencias con aporte de variabilidad comun en el
EEG neonatal y asi reducir el nuimero de frecuencias a considerar, se realizaron analisis de
componentes principales, sobre las matrices de valores de energia por frecuencia del EEG.
En la Figura 7.18 se muestra la salida final de los componentes principales, que permitio
identificar tres bandas de frecuencias consistentes, con caracteristicas similares en neonatos a

término y pretérmino.

Eigenval £ de Warianza
1 14,8148 43,38 43,38
2 48827 16.21 £5.53
3 5.3327 17.78 83.37

Wectores Rotados:

1 0.023 0.224 0.089

2 0.048 0.926 0.058

3 0.035 0.941 0.132

4 0.04 0.901 0.266

5 0.072 0.825 0.293

& 0.01 0.708 0.54

7 0.187 0.538 0.63

2 0.111 0.477 0.733

9 0.206 0.313 0.785
10 0.466 0.313 0.695
11 0.392 0.297 0.776
12 0.575 0.221 0.637
12 0.592 0.27 0.598
14 0.664 0.208 0.565
15 0.74 0.17 0.4&
1& 0.771 0.146 0.455
17 0.366 0.092 0.332
13 0.362 0.141 0.333
19 0.907 0.062 0.294
20 0.908 0.097 0.202
21 0.908 0.044 0.237
22 0.933 0.066 0.124
3 0.956 0.054 0.178
4 0.962 0.0428 0.145
a5 0.955 0.055 0.109
26 0.932 0.017 0.164
27 0.962 0.041 0.095
28 0.942 0.005 0.184
29 0.95 0.032 0.101
20 0.954 0.027 0.137

Figura 7.18. Resultados del andlisis de componentes principales con rotacion VARIMAX de las potencias
absolutas de cada frecuencia de 1 a 30 Hz. Dicho analisis permitio identificar las bandas de frecuencias con
variacion comun en el EEG neonatal. EI componente 1, sombreado en rosa, muestra varianza comun para las
frecuencias de 13 a 30 Hz, que explica el 49.38%. El segundo componente incluye las frecuencias lentas, de 2 a
6 Hz, y explica el 16.2% de la varianza de los datos, mientras que tercer componente, sombreado en la columna
extrema derecha, muestra variacion conjunta para las frecuencias de 7 a 13 Hz, y explica el 17.7% de la
varianza. Eigenval, peso de cada componente.
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Estas bandas incluyeron el componente 1. Frecuencias rapidas, de 13 a 30 Hz, que explicaron
el 49.4 % de la variabilidad; Componente 2. Frecuencias lentas, de 2 a 6 Hz, que explicaron
el 16.2 % de la varianza y Componente 3. Frecuencias intermedias, de 7 a 13 Hz, que
explicaron una proporcion de varianza similar a la anterior, un 17.8 %. En la Figura 7.19 se
observa el espectro promedio para las fases de suefio activo y quieto, en todos los neonatos
estudiados, asi como la diferenciacidon entre las tres bandas anchas de frecuencia

identificadas.

Eigenvector  Bandas (Hz)  Varianza explicada (%)

1 13-30 483

! 2 26 16.2
3 113 1.7

TOTAL 83.2

Figura 7.19. Representacion del espectro promedio de las potencias absolutas de cada frecuencia de 1 a 30 Hz,
luego de realizarseles una transformacion logaritmica. La linea azul oscura representa el espectro para el suefio
activo, la azul mas claro, para el suefio quieto. El cuadro superior a la derecha muestra las tres bandas de
frecuencias identificadas con el analisis de componentes principales.

Teniendo en cuenta los limites definidos por las bandas anteriores, se calcularon los valores
medios de energia para cada una, obtenidos en las ocho derivaciones del EEG, en los tres
grupos de neonatos, durante los estados de suefio activo y quieto. Como se muestra en las
Tablas 7.9 y 7.10, los valores de energia en las tres bandas de frecuencia son mayores en el
suefio quieto que en el suefio activo, en todos los grupos. Las Figuras 7.20 a 7.22 muestran

estos resultados en forma gréfica, solo en la banda lenta se observan diferencias entre suefio
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quieto y suefio activo. En esta banda, el grupo de neonatos sanos muestra una cantidad mayor
de energia en el suefo quieto que los grupos de RCIU, que muestran valores similares. En la
Tabla 7.11 se pueden observar los resultados de la comparacion mediante el ANOVA de los
tres grupos de recién nacidos con respecto al estado de suefio, que muestra un efecto
significativo de este ultimo en los tres grupos (F>9.85, p<0.003), pero sin que se demuestren
diferencias entre los grupos de neonatos (F<0.45, p>0.66).

Tabla 7.9. Valores medios y desviacion estandar de las energias absolutas totales por
bandas por grupos de restriccion, durante el sueiio quieto

EEG cuantitativo . Sanos - RCIU leve RCIU severa
Valores en gV Media DS Media DS Media DS
Banda de 2-6 Hz 19.7 9.85 17.1 7.63 16.5 7.4
Banda de 7-13 Hz 1.41 0.50 1.47 0.55 1.58 0.65
Banda de 13-30 Hz 0.30 0.11 0.31 0.21 0.34 0.30
Valores en Log

Banda de 2-6 Hz 2.86 0.51 2.73 0.47 2.69 0.48
Banda de 7-13 Hz 0.27 0.39 0.31 0.39 0.38 0.39
Banda de 13-30 Hz -1.26 0.37 -1.25 0.44 -1.19 0.47

Abreviaturas utilizadas: RCIU, restriccion del crecimiento intrauterino; DS, desviacion estandar; Log, valores
transformados a logaritmos.

Tabla 7.10. Valores medios y desviacion estandar de las energias absolutas totales por
bandas, por grupos de restriccion, durante el sueiio activo

EEG cuantitativo . Sanos - RCIU leve RCIU severa
Valores en pV Media DS Media DS Media DS
Banda de 2-6 Hz 7.60 3.04 7.80 2.96 7.68 3.39
Banda de 7-13 Hz 1.16 0.43 1.32 0.50 1.43 0.63
Banda de 13-30 Hz  0.27 0.09 0.30 0.31 0.33 0.32
Valores en Log

Banda de 2-6 Hz 1.94 0.42 1.98 0.38 1.93 0.46
Banda de 7-13 Hz 0.08 0.36 0.22 0.35 0.27 0.42

Banda de 13-30 Hz -1.37 0.37 -1.31 0.45 -1.25 0.47
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Abreviaturas utilizadas: RCIU, restriccion del crecimiento intrauterino; DS, desviacion estandar; Log, valores
transformados a logaritmos

Banda entre 2 y 6 Hz

L

B Sanos
B RCIU Lav
B RCIU say

M

1#
|
¥

Energias Absaluas

S0 SA

Figura 7.20. Se muestran la media y el error estandar de la banda lenta, de 2 a 6 Hz, en suefio quicto (SQ) y
suefio activo (SA), en los tres grupos comparados: neonatos sanos, con restriccion leve (RCIU lev) y con
restriccion del crecimiento severa (RCIU sev). Se observaron diferencias significativas entre SA y SQ en los
tres grupos de neonatos (F>9.85, p<0.003).
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Figura 7.21. Se muestran la media y el error estdndar de la banda intermedia de 7 a 13 Hz, en suefio quieto (SQ)
y suefio activo (SA), en los tres grupos comparados: neonatos sanos, con restriccion leve (RCIU lev) y con
restriccion del crecimiento severa (RCIU sev).
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Banda entre 13 y 30 Hz
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Figura 7.22. Se muestran la media y el error estandar de la banda rapida de 13 a 30 Hz, en suefio quicto (SQ) y
suefio activo (SA), en los tres grupos comparados: neonatos sanos, con restriccion leve (RCIU lev) y con
restriccion del crecimiento severa (RCIU sev).

Tabla 7.11. Resultados del Analisis de Varianza mixto (grupos de restriccion por
estados de sueiio) para la potencia absoluta de las tres bandas anchas.

EEG Sanos-Leves- Fases del sueio AxB
Severos
A B
F p F p F p
Banda de 2-6 Hz 0.52 0.60 46 0.0000 1.94 0.15
Banda de 7-13 Hz 1.80 0.17 22.5 0.0001 1.02 0.36
Banda de 13-30 Hz 0.69 0.51 9.85 0.003 0.43 0.66

Con el fin de evaluar el efecto de la restriccion del crecimiento intrauterino sobre las
modificaciones electroencefalograficas fisiologicas relacionadas con los cambios entre las

fases de suefio quieto a suefio activo, se calcularon las diferencias en los valores de energia

entre ambas etapas, suefio quieto y suefio activo (SQ-SA), para las tres bandas: lenta,

intermedia y rapida. Como se puede observar en la Tabla 7.12, los valores diferencia SQ-SA,
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solo muestran una tendencia consistente a la disminucion gradual en la banda lenta (2 a 6 Hz)

entre los neonatos sanos (12.18 uV?), con RCIU leve (9.34 uV?) y aquellos con RCIU severa,

en los que descendi6 a 8.82 pV?2.

Tabla 7.12. Valores medios y desviacion estandar de las diferencias de energias

absolutas entre ambos tipos de suefio, por bandas del EEG neonatal

EEG cuantitativo ' Sanos . RCIU leve RCIU severa
Valores en pV Media DS Media DS Media DS
Banda de 2-6 Hz 12.18 8 9.34 6.12 8.82 6.14
Banda de 7-13 Hz 0.24 0.37 0.14 0.43 0.15 0.39
Banda de 13-30 Hz 0.030 0.08 0.007 0.14 0.01 0.08
Valores en Log

Banda de 2-6 Hz 2.29 0.73 2.02 0.77 1.89 1
Banda de 7-13 Hz 0.51 0.98 0.25 0.78 0.33 0.93
Banda de 13-30 Hz 0.06 0.16 0.03 0.18 0.02 0.18

Abreviaturas utilizadas: RCIU, restriccion del crecimiento intrauterino; DS, desviacion estandar; Log, valores

transformados a logaritmos.

Como se muestra en la Tabla 7.13, estas diferencias resultaron significativas (F=3.19,

p=0.04) en el ANOVA de dos factores, un factor A con tres niveles, dados por los grupos

control, restriccion leve y severa, y un factor B, constituido por las ocho derivaciones

registradas, que mostr6 una variacion significativa para las tres bandas de frecuencia (F>3.43,

p<0.001).
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Tabla 7.13. Resultados del analisis de varianza (grupos por derivaciones) de las
diferencias de energias absolutas, entre ambos tipos de suefio por cada banda del EEG

EEG Sanos-Leves- Derivaciones del Interaccion de
Valores en Lo Severos EEG AxB
g A B
F p F p F p
Banda de 2-6 Hz 3.19 0.04* 20.6 <0.0001 0.65 0.82
Banda de 7-13 Hz 1.27 0.28 3.43 0.001 0.98 0.52
Banda de 13-30 Hz 0.54 0.58 4.03 0.0005 1.18 0.28

Tabla 7.14. Resultados de la comparacion post-hoc entre los tres grupos de las diferencias
entre SQ y SA, para la bandade 2 a 6 Hz en el EEG

Sanos vs leves p>0.05, NS

RCIU leve p>0.05, NS

VEersus severa

Sanos versus RCIU severa p<0.05 *

Abreviaturas utilizadas: SA, suefio activo, SQ, suefio quieto, RCIU, restriccion del crecimiento intrauterino;
NS, diferencias no significativas.

La Tabla 7.14 muestra los resultados de las comparaciones multiples entre los grupos de
RCIU, para las diferencias entre SQ y SA en la banda lenta de 2 a 6 Hz. Las diferencias
encontradas fueron significativas entre el grupo de neonatos sanos con respecto al grupo con
restriccion severa (p<0.05). En la Figura 7.23, A, B y C se muestran graficamente los valores

diferencias en los grupos estudiados, para las tres bandas de frecuencias.
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Figura 7.23. Se muestran los valores medios y el error estandar de las diferencias entre suefio quieto y suefio
activo (SQ-SA) en los valores de energias absolutas para las bandas del EEG: A. Banda lenta: de 2 a 6 Hz; B.
Banda intermedia: de 7 a 13 Hz; C. Banda rapida: de 13 a 30 Hz. Observe sefialadas con asterisco en A, las
diferencias significativas entre el grupo de neonatos sanos y con RCIU severa (p<0.05).
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8. DISCUSION

En el presente estudio se compararon las caracteristicas antropométricas y de la actividad
eléctrica cerebral espontanea y evocada en tres grupos de neonatos: sanos, con restriccion
del crecimiento intrauterino leve y con restriccion severa. Los neonatos fueron evaluados
con las pruebas neurofisioldgicas mas usadas en esta edad, como son los PEATC, los PEV,
el EEG clinico cualitativo y el EEG cuantitativo. Se confirmo6 la hipdtesis de investigacion
en cuanto a los efectos de la RCIU en la actividad eléctrica cerebral espontanea, ya que el
analisis cualitativo del EEG mostro alteraciones cualitativas dadas por aumento de la
actividad paroxistica intercritica y en la duracion de los intervalos de discontinuidades. El
EEG cuantitativo mostré mayores diferencias electroencefalograficas entre suefio activo y
suefio quieto en el grupo de sanos, con respecto a aquellos con restriccion severa, que
pueden interpretarse como signos de inmadurez acentuada en este ultimo grupo. También
fue confirmada la hipdtesis relacionada con los fuertes efectos antropométricos de la
restriccion. Sin embargo, contrario a la hipétesis inicial, no se encontraron alteraciones en
la actividad eléctrica cerebral evocada por estimulo auditivo ni en las caracteristicas de los

Potenciales Evocados Visuales.

Es conocido que la RCIU tiene consecuencias a largo plazo sobre el funcionamiento
cognitivo y conductual. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados en estos
neonatos definen la RCIU a partir del peso del neonato al nacer e ignoran las caracteristicas
hemodindmicas prenatales, que solo pueden identificarse adecuadamente con un
Ultrasonido Doppler realizado al feto. Por otra parte, los estudios incluyen sin distincion
neonatos con RCIU con complicaciones severas, tales como ventilacion mecdanica asistida,
hemorragias intraventriculares, hiperbilirrubinemias multifactoriales, etc. (Yiallourou y
cols., 2018; Ozdemir y cols., 2009) De tal forma que no ha sido posible establecer con
certeza, si las alteraciones encontradas en estos infantes se deben a comorbilidades o

solamente a la RCIU.
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8.1 Consecuencias antropométricas de la restriccion del crecimiento
intrauterino

La presencia de un alto Indice de Cefalizacion al nacer, asi como de un bajo perimetro
cefalico en el momento del estudio fueron rasgos presentes en los neonatos con restriccion

del crecimiento, mas acentuados en aquellos con compromiso severo.

La desproporcion anormalmente grande en el crecimiento cefélico con respecto al corporal
y el interés del Indice de Cefalizacion como expresion de esta anomalia, fueron descritas
por Harel en 1985. Ha sido utilizado por varios grupos para evaluar el efecto de las
cardiopatias congénitas o del sindrome alcohdlico fetal sobre el crecimiento ceféalico y el
desarrollo cognitivo futuro de los bebés (Jansen y cols., 2016; Carter y cols., 2016). Los
resultados mostrados en este estudio coinciden con lo reportado por estos autores y alertan
sobre la necesidad de aplicar la medicion temprana del crecimiento cefdlico como un signo
de alarma precoz, que en nuestra muestra fue ya evidente en el primer mes de vida, en el
momento de decidir qué neonatos son tributarios de un tratamiento de neurohabilitacion

temprana.

Un elemento que seria interesante analizar en el futuro en estos pacientes es el fenomeno de
“catch up” o recuperacion de los valores de crecimiento cefalico adecuados para la edad, el
cual requiere de un seguimiento evolutivo durante al menos 6 meses, un tiempo mayor que
el considerado en este estudio transversal en el primer mes de vida. Segin Brandt, Sticker y
Lentze, 2003, la recuperacion del perimetro cefalico ocurrié en un 59% de los neonatos con
RCIU hacia el afio de edad, y se correlacion6 con los indices de desarrollo e inteligencia
desde los 18 meses hasta los seis afios. Jensen y cols en el 2015 no encontraron diferencias
en el coeficiente intelectual entre adolescentes que nacieron pequefios para edad gestacional
con respecto a otros que nacieron normales, sin embargo, entre los pequefios para edad
gestacional y RCIU, un adecuado alcance de los valores antropométricos normales se
relaciond con mayor estatura, incremento en el perimetro cefalico y en el coeficiente

intelectual total, en comparacion con aquellos que no lograron un adecuado “catch-up”.
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Las caracteristicas antropométricas encontradas confirman que se realizé una adecuada
clasificacion prenatal en la muestra evaluada y sugieren que un temprano seguimiento
evolutivo del crecimiento cefalico postnatal de los neonatos con antecedentes de RCIU

puede ser de gran interés en su evaluacion, prondstico y tratamiento.

8.2 Consecuencias de la restriccion del crecimiento intrauterino sobre la
actividad eléctrica cerebral evocada por estimulo auditivo

Los PEATC se registraron con una frecuencia de 60 clicks para obtener una mejor
sensibilidad, como se demostré en el estudio previo, que compar6 la efectividad de la
frecuencia de estimulacion a 10 clicks/s con respecto a 60 clicks/s (Cubero-Rego y cols.,

2017).

A pesar de esto, no se confirmé la hipotesis de que existan diferencias entre los grupos
normal y con restriccion del crecimiento intrauterino, en ninguna de las ondas e intervalos
del PEATC. Esto constituye evidencia de que, en estas edades, a esta frecuencia de
estimulacion y en ausencia de otros factores de riesgo de dafio neurologico, no se detectan
alteraciones en la conduccidn nerviosa por la via auditiva en el tronco encefélico, en los

neonatos con RCIU.

Estos hallazgos son similares a los reportados por Jiang y cols, quienes en estudios
sucesivos s6lo encontraron diferencias muy leves en el intervalo III-V, estimulando a 91
clicks/seg, que atribuyeron a un grado sutil de disfuncion neural central, asociada con el
pequefio perimetro cefalico secundario a la RCIU. De modo semejante, Kohelet en 2000,
tampoco encuentra diferencias entre neonatos pretérmino con y sin restriccion del
crecimiento intrauterino, para ninguna de las ondas e intervalos del PEATC. Angrisani y
cols., 2012, compararon neonatos a término sanos y pequefios para edad gestacional, sin

lograr identificar diferencias en las ondas del PEATC entre ambos grupos.

Por otra parte, los neonatos con RCIU estudiados solo se expusieron a niveles moderados

de deterioro por la restriccion. De acuerdo a los criterios de Figueras y Gratacos, solo
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presentaron una insuficiencia placentaria ligera, sin llegar a niveles extremos de acidosis

fetal, como puede llegar a ocurrir en la RCIU de grados II o IIL

Estos resultados en los PEATC son diferentes a lo descrito en otras enfermedades como la
asfixia perinatal, en la cual la hipoxia, intensa y brusca, genera alteraciones detectables en
el PEATC, con aumento de los intervalos centrales de conduccion (entre las ondas Il y V),
o como disminucién de amplitudes de las ondas III y V, a tasas altas de estimulacién (Jiang
y cols, 2008, 2009). A diferencia de la asfixia, en los fetos con RCIU, la hipoxia es de
instauracion lenta, no se acompana de isquemia y, como trastorno crénico, permite una
adaptacion gradual a las alteraciones, lo cual consigue evitar que se comprometan

estructuras bdsicas para la supervivencia como el tronco encefdlico (O'Dwyer y cols.,

2014).

8.3 Consecuencias de la restriccion del crecimiento intrauterino sobre la
actividad eléctrica cerebral evocada por estimulo visual (PEV)

Para la obtencion de los PEV, se tomd en cuenta el estado del ciclo suefio-vigilia del
neonato y la fase del suefio en que éste se encontraba. Todos los PEV descritos en este
estudio se registraron durante SA confirmado polisomnograficamente, dado que en el
estudio previo (Cubero-Rego y cols., en revision), se demostrd que el PEV es mas confiable

y se obtiene con mayor facilidad en esta fase, que durante el SQ.

Una cantidad significativamente mayor de neonatos con RCIU severa mostro respuestas
visuales no reproducibles a la estimulacion del ojo derecho. Aunque seria tentador atribuir
este hecho a determinado grado de asimetria en la mielinizacién de las vias visuales en la
RCIU severa, consideramos que este resultado debe analizarse con cautela, dada la ausencia
de hallazgos consistentes en los estudios del EEG y el hecho de que un neonato del grupo
de sanos también presentd ausencia de respuestas visuales reproducibles al estimular el ojo
derecho. Estudios de PEV y EEG en un grupo mayor de neonatos sanos permitiran llegar a

conclusiones definitivas acerca de la validez de estos hallazgos en la muestra de RCIU.
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En el resto de los neonatos que mostraron respuestas reproducibles, no se observaron
diferencias entre los bebés sanos y aquellos con restriccion del crecimiento intrauterino, en
cuanto a latencias, intervalos y amplitudes de las ondas N2, P2 y N3 del Potencial Evocado
Visual. La consistencia de las latencias, intervalos interpicos y amplitudes del complejo
N2-P2-N3, tanto en los neonatos sanos como en aquellos con restriccion, sugiere que en
ausencia de complicaciones severas, la integridad de la via visual esta respetada. Estos
resultados apoyan la confiabilidad de los PEV para evaluar la integridad de la via sensorial
y sugieren robustez del sistema neural para lograr una funcion aparentemente normal, a
pesar de existir una disminucién en el volumen talamico y cortical, demostrado en estudios

de imagen con resonancia magnética en los pacientes con RCIU (Tolsa y cols, 2004).

Estos resultados son consistentes con estudios que han comparado mediante métodos
clinicos la agudeza visual en neonatos sanos y con RCIU, que no muestran diferencias entre
grupos (Rutstein y cols, 1989; Stanley y cols., 1986). Asimismo, se ha descrito ausencia de
alteraciones en los potenciales evocados somato-sensoriales y auditivos de tronco
encefalico en casos con alteraciones incompletas que no comprometan la mayoria de la via

sensorial, como fue demostrado por Horn y Tjepkema-Cloostermans en 2017.

La ausencia de diferencias en el PEV en este estudio contrasta con Feng y cols. en el 2013,
quienes reportan haber encontrado diferencias en los PEV a flash entre bebés sanos y con
RCIU, pero estas solo fueron evidentes para nifios con un peso al nacer extremadamente
bajo (inferior a los 1000 g). Si consideramos que en esta muestra solo hay un bebé con peso

por debajo de dicho umbral, no es sorprendente que no se hayan encontrado diferencias.

Los hallazgos del presente estudio apoyan una conservacion funcional de ambos l6bulos
occipitales en neonatos con RCIU sin complicaciones graves y cuando son estudiados en
edades postnatales inferiores a los dos meses. La ausencia de diferencias con los neonatos
sanos, podria atribuirse a la integridad funcional de la via sensorial visual, pero no puede
descartarse que haya alteraciones que se manifiestan en edades mas avanzadas y que la
misma prueba PEV encuentre diferencias relevantes en edades mas avanzadas como lo han

hecho Stanley y cols. en 1991, quienes describen haber encontrado aumento de latencias y
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disminucion de amplitudes en el PEV a flash en el seguimiento evolutivo de nifios de 18
meses que presentaron restriccion del crecimiento intrauterino en comparaciéon con un

grupo de nifios sanos sin antecedentes.

Si consideramos reportes recientes que sugieren que la mayor afectacion en la RCIU ocurre
a nivel de los 16bulos frontales, los PEV estan demostrando no ser la medida mas adecuada
para evaluar este trastorno, al menos en el neonato. Estudios futuros deberan hacer énfasis
en el examen de la funcidn frontal, que puede ser explorada electrofisiologicamente sin la
cooperacion del sujeto mediante el uso de paradigmas odd-ball, los cuales pudieran resultar

de mayor interés que los PEV en los neonatos con RCIU.

8.4 Consecuencias de la restriccion del crecimiento intrauterino sobre la
actividad eléctrica cerebral espontanea

8.4.1 Analisis cualitativo

La diferencia entre la edad por EEG (EC-EEG) y la edad postconcepcional real resulto
significativamente mayor en los grupos con restriccion, leve y severa. Esto puede
interpretarse como una mejor expresion electroencefalografica de las fases del suefio en los
nifios sanos con respecto a aquellos con RCIU, que permiti6 identificar con mayor precision

la edad por EEG de los neonatos sanos.

El resto de las variables electroencefalograficas cualitativas no mostraron diferencias
significativas entre los neonatos sanos y los de restriccion, excepto en la maxima duracion de
las discontinuidades, que fue significativamente mayor en el grupo con RCIU severa
(Kw=6.63 p=0.03). Este hallazgo sugiere una mayor inmadurez electroencefalografica en
este grupo de neonatos (Scher y cols, 2011). Aunque este resultado pudiera atribuirse a la
mayor cantidad de nacimientos prematuros en este grupo, sus edades postconcepcionales
fueron similares. El hecho de que las edades estimadas por EEG sean semejantes en los
grupos con RCIU hace poco probable el efecto de la prematurez, ya que el grupo con RCIU
leve esta constituido por una mayoria de neonatos a término y muestra una edad EEG

estimada y valores diferencia que son similares a los neonatos con RCIU severa.
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La presencia de actividad paroxistica fue significativamente mayor en el grupo con
restriccion. Las caracteristicas de los grafoelementos observados difieren de los transientes
agudos fisiologicos y normales en cuanto a su asimetria interhemisférica, su caracter
repetitivo y estereotipado, su generalizacion y lo abrupto de las pendientes, como se puede
observar en las Figuras 15 y 16. Los grafoelementos observados en los neonatos con RCIU
cumplen con los criterios definidos para considerar estas actividades como anormales y
distintas de otros transientes fisioldgicos como las ondas agudas frontales, cuyo aspecto es
simétrico, bilateral y limitado a dichas regiones (Grigg-Damberger, 2016). Las descargas
paroxisticas anormales identificadas en los neonatos con RCIU probablemente guarden
relacion con la hipoxia cronica a que han estado expuestos estos neonatos (Lamblin y cols,
2013; Awal y cols,, 2014). Como varios autores reportan una mejoria rapida de las
alteraciones electroencefalograficas neonatales con el desarrollo (Watanabe y cols, 2013;
Dwayer y cols, 2014), seria interesante evaluar el verdadero valor prondstico de estos
cambios, realizando seguimiento a largo plazo de los pacientes con descargas paroxisticas
intercriticas anormales en su EEG, sin manifestaciones clinicas durante el periodo de registro,
ya que el pronostico se considera mds ominoso cuando existen crisis epileptiformes
(Garfinkle y Shevell, 2011; Painter y cols,, 2012). No se puede ignorar una posible relacion
futura con los cambios cognitivos en edades escolares y en la adolescencia que se han

descrito en estos pacientes y la presencia de actividad paroxistica subclinica en el EEG.

8.4.2 Analisis cuantitativo del EEG

El analisis de componentes principales permitio reducir la informacion de 30 bandas
estrechas de 1 Hz e identificar 3 bandas anchas en los neonatos al mes de nacidos: una banda
lenta de 2 a 6 Hz, otra intermedia de 7 a 13 Hz y una banda répida de 13 a 30 Hz, con la
frecuencia de 13 Hz compartida entre dos bandas. Este andlisis permitio simplificar la
caracterizacion cuantitativa del EEG, y obtener bandas de frecuencia apropiadas al neonato.
Estudios cuantitativos previos de EEG en el recién nacido (Ozdemir y cols, 2009; Scher y
cols., 2012) han utilizado la division convencional de las bandas anchas del EEG, clasificadas

como delta, theta, alfa, sigma, beta y gamma, que se origin6 con la inspeccion visual del EEG
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en el adulto y que por lo tanto no necesariamente corresponden a etapas de desarrollo de la

actividad eléctrica cerebral ni a la actividad espontanea del suefio (Corsi-Cabrera y cols.,

2000; 2001).

Las bandas detectadas por el andlisis de componentes principales, sorprendentemente son

semejantes a las encontradas para el EEG del suefio de adultos normales (Corsi-Cabrera y

cols., 2001):

a)

b)

Una banda que comprende lo que comunmente se describe como delta y theta (2 a 7
Hz), que por estudios realizados en gatos (Steriade y cols., 2001), obedece a la
hiperpolarizacion de las neuronas de relevo Talamo-Corticales debido a la inhibicion
GABA¢érgica proveniente de las neuronas de los nucleos reticulares del talamo,
aunado a una desfacilitacion proveniente de la via cortico-talamica y de los sistemas

activadores del tallo cerebral que convergen sobre la neurona tdlamo-cortical.

Una banda intermedia de 7 a 13 Hz, que es semejante a la banda de Sigma o de husos
del sueno pero mas lenta que en el adulto, en el que llega hasta 16 Hz, tanto en
humanos (Corsi-Cabrera y cols., 2001) como en gatos (Steriade y cols., 2001), y que
se genera mediante los mismos mecanismos descritos para la banda lenta pero con

niveles menores de hiperpolarizacion.

Una banda rapida de 13 a 30 Hz que se ha descrito en estudios electrofisiologicos
como de origen prominentemente cortical (McCormick y cols, 2005) y debida a
influencias activadoras del tallo cerebral y de los nucleos intralaminares del tdlamo

(Llinas, 2005; Steriade y cols., 2001).

La potencia absoluta de las 3 bandas fue significativamente mayor en el SQ que en el SA y

no mostro diferencias significativas entre los nifios sanos y aquellos con RCIU.

El EEG espontaneo en diferentes derivaciones ofrece informacion acerca de la sincronia de

las oscilaciones de la poblacion neuronal. Los cambios en la actividad eléctrica en el SQ y el
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SA en neonatos han sido ampliamente descritos (Grigg-Damberger, 2016; Lamblin y cols.,
2012) y la diferenciacion entre estas dos etapas del suefio, con mayor energia en las bandas
lentas en el SQ y mayor energia de las frecuencias rapidas en el SA, junto con la reduccion de
los intervalos de discontinuidades, se consideran indicadores de una maduracién cerebral
adecuada (Ozdemir y cols., 2009; Scher, 2011). Fisiologicamente, las diferencias entre SQ y
SA aumentan, a medida que van madurando las conexiones cortico-corticales y talamo-
corticales y se hace mas amplia, continua y sincronizada la actividad lenta del SQ, (Steriade y
cols.; 2004, Meeren y cols., 2009) por lo tanto, las diferencias entre las dos fases del suefio
puede considerarse un indicador de la maduracion electrofisioldgica cerebral. Estos
resultados son consistentes con los de Ozdemir y cols., 2009 y muestran que, en los neonatos
sanos, la maduracion alcanzada en esta edad se manifiesta en la banda de frecuencias lentas

de 2 a 6 Hz.

El hecho de que la diferencia entre SQ y SA en la banda lenta de 2 a 6 Hz haya sido menor en
los neonatos con RCIU severa, con edades postconcepcionales similares, sugiere que estos no
han alcanzado el mismo nivel de maduracidon que los recién nacidos sanos y es consistente

con un probable retraso difuso en la maduracion de toda la corteza cerebral.

En todas las edades de la vida, los cambios electroencefalograficos generados por la apertura
y cierre de los ojos son claves en la determinacion de la normalidad de un trazado. La
ausencia de cambios entre estados, o su asimetria topografica, son hallazgos sugestivos de
anormalidad en la electrogénesis cerebral (Mizrahi, 2011). En los recién nacidos no se
observan ain cambios electroencefalograficos a la apertura y cierre de los ojos, pero las
modificaciones del trazado secundarias a los cambios de fases del suefio y la clara
diferenciacion entre las mismas son considerados elementos sugestivos de una adecuada
maduracion de la actividad eléctrica cerebral espontanea (Grigg-Damberger, 2016; Mizrahi,

2011, Scher, 2011).

El hecho de que las diferencias entre fases sean menores podria ser atribuido a la mayor
cantidad de neonatos prematuros en el grupo con RCIU severa, sin embargo, el grupo con

restriccion leve, con un nimero de neonatos a término mayor que el grupo control, también
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muestra las diferencias reducidas, aunque con menor intensidad que el grupo con restriccion
severa. Esta disminucion en las modificaciones electroencefalograficas con los cambios de
fase del suefio podria estar en relacion con las alteraciones observadas en la resonancia
magnética craneal de estos neonatos, en los cuales se describe disminucion del volumen
taldmico, de los ganglios basales y de la sustancia blanca frontal (Bruno y cols., 2017;

Arthurs y cols., 2017).

8.4.3 Limitaciones del estudio

El alcance del presente estudio se encuentra limitado por el nimero reducido de pacientes y
por la desigual distribucion de los grupos de neonatos a término y pretérmino en los tres
grupos. Profundizar en el analisis del EEG en un grupo mayor de neonatos sanos, donde se
encuentren igualmente representados neonatos a término y prematuros permitiria generalizar

su aplicacion en poblaciones de riesgo.

Aunque podria considerarse como limitacion la no inclusion de neonatos con RCIU de tipos
IT y IIT en este estudio, las altas probabilidades de mortalidad temprana y la frecuente
susceptibilidad a complicaciones en estos neonatos, hicieron imposible incluirlos en esta

investigacion.
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9. CONCLUSIONES

1. La medicién, precoz y seriada, del perimetro cefalico en los neonatos y lactantes
con antecedentes de restriccion del crecimiento intrauterino puede constituir un
biomarcador temprano relacionado con el pronostico y la necesidad de un

seguimiento a largo plazo de estos pacientes.

2. Los neonatos con RCIU severa no mostraron alteraciones en las latencias absolutas
de las ondas I IIl y V del PEATC y en sus intervalos interpicos. Estos hallazgos
sugieren integridad relativa en la funcion auditiva periférica y central, hasta nivel de
tronco encefalico, aunque se debe considerar la necesidad de un seguimiento a

mayor edad en estos pacientes.

3. Existe una mayor correlacion entre los ensayos del PEV realizados durante el suefio
activo, por lo tanto, es recomendable hacer el registro preferentemente en esta fase,

ya que el estudio obtenido durante el suefio quieto es poco reproducible.

4. Los potenciales evocados visuales no mostraron diferencias entre neonatos con
RCIU vy sanos, lo cual sugiere integridad de la via visual en estos casos. El uso de
paradigmas de exploracion de la funcion frontal puede resultar de mayor interés que

los PEV en la evaluacion de los pacientes con RCIU sin otras complicaciones.

5. Los neonatos con restriccion del crecimiento severa mostraron una mayor
inmadurez electroencefalografica (dada por intervalos de discontinuidad mayores),
asi como descargas multifocales de actividad paroxistica intercritica y, menos
frecuentemente, generalizadas, que no estuvieron presentes en el grupo de neonatos

Sanos.
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6. La realizacion de un andlisis de componentes principales de las bandas estrechas del
EEG neonatal permiti¢ identificar tres bandas anchas en este estudio: una banda
lenta, de 2 a 6 Hz; una intermedia, de 7 a 13 Hz y una banda rapida, de 13 a 30 Hz.
Esta clasificacion es mas adecuada para el momento del desarrollo en que se

encuentran estos neonatos y es semejante a las del adulto normal en suefio.

7. Existe una menor diferencia en el EEG del suefio quieto con respecto al activo en
los neonatos con restriccion severa. Esta disminucién en las modificaciones por
estado del suefio podria estar expresando funcionalmente un retraso en la
maduracion y probablemente la afectacion de estructuras anatomicas, detectada por

alteraciones en la resonancia magnética craneal.
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10. PERSPECTIVAS

1. Es necesario dar seguimiento evolutivo a largo plazo a este grupo de nifios sanos y con
restriccion del crecimiento intrauterino, para estudiar aspectos antropométricos como el
fenomeno de “catch-up” o recuperacion. Esto permitiria definir el verdadero valor
pronostico del perimetro cefalico en la identificaciéon temprana de alteraciones del

neurodesarrollo.

2. Los potenciales evocados auditivos de tronco encefélico y los PEV resultan de interés
en los neonatos con RCIU mas severa o complicada por factores adicionales de riesgo
como la asfixia perinatal, las hiperbilirrubinemias severas, el peso extremadamente
bajo o la retinopatia del prematuro. En los casos no afectados severamente, es muy

probable que se obtengan respuestas normales en ambas modalidades de estimulacion.

3. Una adecuada interpretacion de las verdaderas implicaciones de los patrones
inmaduros y paroxisticos observados en el EEG de los neonatos con restriccion severa
requiere de un seguimiento evolutivo a largo plazo de los pacientes examinados en este

estudio.

4. Es necesario profundizar en el estudio en los aspectos cuantitativos del EEG neonatal
relacionados con las tres bandas anchas de frecuencia y la ausencia de modificaciones
con los cambios de fases del suefio en la RCIU complicada, asi como con otras
encefalopatias neonatales bien definidas, para poder evaluar sus posibilidades

diagnosticas y su valor prondstico.
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ANEXO 1. Carta de Consentimiento Informado

CONZENTIMIENTO INFORMADO A L.OS SUTETOE QUE PARTICIPAN EN EL
ESTUDIO "EFECTO DE LAS AT TERACIONES HEMODINAMICAS FETALES 30BRE
LA ACTIVIDAD ELECTRICA CEREBRAL EEPONTANEA Y EVOCADA EMN
NEONATOS"

Yo he sido informado acerca del

acteal esmdio goe =& vz 2 reabizar 3 mu bebé, comprendo cudles son zuz objetvos 7 estor de
acuerdo en realizagde loz estudics de Electroencefalograma, Potenmales Evocados Vissales v
Potenmales Evocado: Anditiros. Comprendo que los resultzdos de dichos estudios no revelardn
nformacidn povads alpona, 7 gque =erin uhlizados con fines investigativos, 2:{ como que los
pesultados parciales o finzles del estudio, en parte o en o totalidad, podrin ser publicados en

gevistas crentificas namonales v extrangeras, sm sevelsr la identidad de los suetos.

Facha-

Lugar:

Hoza:

Firmz del parsepante:

Firmz del responsable de la investipacidn:
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ANEXO II. Hoja de Datos Clinicos

UNIDAD DE INVESTIGACION EN NEURODE SARROLLO CO0DIGa:
INSTITUTO DE NEUROEIOLOGIA, UNAM, CAMPUS JURIGUILLA PROTOCOLG:
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES DEL NINO Y LA MUJER, QRO
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EMBARAZD ALTORIESGD o CERMICITISE o ADICCIOMES o FUMA o SOBREPS o
EMBARAZD GEMEELAR = DIABETES o EFILEPSIA O SEPSIS URMNARIA o DOPFLER o
HIPERTENS. ARTERIAL O QBESIDAD o INCOMPATIERH o INCOMPAT ASC o GRUPO SANG:
AMENAZA ABORTOPRETERM o ECLAMPSIA o PREECLAMPEIA o VITAMINOTERAFIA o INFECC =
ANTECEDENTES PERINATALES

FARTO PRETERMNOD o CLIGOHIDRAMNIOS o ERACIC FETAL o RPM o HORAS |
ALTERACIONES U3 DOPPLER MATERMO-FETAL o RCM o GRADD

PARTOEUTOCICO = CES&REA o POR:

ANALGESIA o EPIDURAL = GRAL o APGAR POHOY:
LIQ. MECONIAL o CIRCULAR CORDON o ALT PLACENTA o

REAMIMACION MEOMATAL HABITUAL o AVANZADA o INTUBACION o OXIGEMOTERARIA = ASFIX MEOM o
PESO: TALLA: PERIM CEFALICO: cagl 0 CTORAC
GASOMETRIA: pH: pC0: pid:: HCO: EB:

ERITROELASTOS:

OTRCS:

ANTECEDENTES POSTMATALES

50R o CARDICPATIA o SEPSIS NEONATAL o ENTERIDC. NECROTIZ o COMWUILSIONES o
HEMORRAG INTRAVENTRIC. o GRADD ENCEFALOP.HIPCEICOISD. o GRADD
LEUCOMALAC PERIVEMTRIZ o ANORM TONOMUSZ o TIPOD DIAS EN UCI HECMAT.
ICTERICIA O GRADD_ CAUSA: FOTOTERAFIA o EXANGUINOTRANSFUSION o
SILIRRRLUEBMA | Fechas

Directa

Tatal

Indirzcta
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ANEXO III. Articulo enviado a publicacion. Experimento 2.

A continuacién se incluye el manuscrito enviado a revision, donde se describen los
resultados del Experimento 2. Se anexa porque a partir de sus resultados se tomaron
decisiones metodoldgicas acerca de la realizacion del PEV en los recién nacidos estudiados.

Enviada a consideracion del International Journal of Clinical Neurosciences.
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ABSTRACT

Because of their high prognostic value, Visual Evoked Potentials (VEPs) have often been
studied in newborns to identify abnormal development of visual pathways; however, large
variability has been reported. While it is well-known that the morphology and late
components of evoked potentials change depending on wake-sleep stages in adults, there is
uncertainty as to the effect of sleep stages on VEPs in neonates. OBJECTIVE. To describe
the characteristics of VEPs in healthy full-term newborns during active sleep (AS) and
quiet sleep (QS), determined by polysomnography (PSG). METHODS. VEPs were
obtained by monocular LEDs stimulation during AS and QS, identified by simultaneous
PSG recording, in 20 healthy full-term newborns (gestational age 37-40 weeks) with
normal birth weights and normal prenatal Doppler ultrasound indices. The replicability of
VEPs and the latencies and amplitudes of N2, P2 and N3 components in AS and QS were
compared. RESULTS. Typical, symmetrical waveforms were obtained in all newborns in
AS. In contrast, no VEPs could be identified clearly in 15% of the babies in QS (McNemar
¥*=15, p<0.0001). There were no significant differences in VEP latencies and amplitudes
between sleep stages. Replicability was significantly lower in QS, where higher averaging
was required; correlation was significantly lower between the VEP blocks (F(1,76=4.72,
p=0.03); and a higher number of babies needed more than two blocks (¥2=7.5, df=1,
p=0.006). CONCLUSIONS. Recording neonatal VEPs is more reproducible and easier to
obtain during AS. Systematic VEP recording during AS, and polysomnographic control to
identify this stage, are highly recommended as methods that can increase the reliability of
neonatal VEPs.

Keywords: visual evoked potentials, active sleep, quiet sleep, newborns



1. INTRODUCTION

The early detection of abnormal
development of the central nervous
system of at-risk newborns is crucial for
successful early intervention (Harmony et
al., 2016; Spittle and Orton, 2015). In
newborns, a normal visual evoked
response indicates adequate neural
maturation of the cerebral cortex,
according to the neonate’s age (Cruz et
al., 2015; Kato and Watanabe, 2006).
Therefore, neonatal Visual Evoked
Potentials (VEPs) have often been studied
to assess neurodevelopment and identify
any abnormal development of the visual
pathways (Cruz et al., 2015; Kato and
Watanabe, 2006; McGlone et al., 2013)
because they are objective, sensitive to
structural and functional brain damage,
and do not require patient cooperation
(Huang et al., 2016; Vieira et al., 2015).
However, considerable variability has
been observed in newborns (Benavente et
al., 2005; Kraemer et al., 1999; Roy et al.,
2004). This has been related to several
causes: 1) lack of definition of the
behavioral state of the babies during
recording (awake vs. asleep); 2) the rapid
developmental changes characteristic of

the first weeks of life; 3) the small
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number of full-term babies of the same
age in previous studies; and 4) the source
of stimulation, usually either stroboscopic
flash or light-emitting diodes (LEDs).

Not all studies in newborns have taken
into account the behavioral state of the
infants when recording VEPs (Kraemer et
al., 1999; McGlone et al., 2013). Some
have performed recordings only during
wakefulness (Kraemer et al., 1999; Roy et
al., 2004), others distinguished between
wakefulness and sleep but did not analyze
AS and QS separately (Benavente et al.,
2005; Cruz et al., 2015; Tsuneishi et al.,
1995). Some of those distinguishing
between wakefulness and sleep have
found significant differences in amplitude
and latencies between the two stages
(Hrbek et al., 1973; White et al., 1987).
Studies that distinguished between AS
and QS have not found amplitude
differences, though latency variability
was found to be higher during AS than
QS and W (Apkarian et al., 1991). Other
research found no differences between
AS and QS, but in those cases the
distinction between the two sleep states
was based on behavioral observation only
(Mercuri et al., 1995; Shepherd et al.,
2000). In several studies, the number of

full-term newborns of the same age was



below seven (Apkarian et al., 1991;
Mercuri et al.; Shepherd et al., 2000). In
light of these results, it is hardly
surprising that large variability in the
characteristics of VEPs has been reported.
Another source of variability is the type
of stimulus used to elicit the VEPs. Some
studies employed flashes of white light
(Apkarian et al., 1991; Benavente et al.,
2005; Hrbek et al., 1973; Kraemer et al.,
1999), but this is less consistent than light
emitting diodes, which can be used easily
in neonatal intensive care units (Kato and
Watanabe, 2006; Taylor et al., 1987).
Reversal pattern stimulation is the most
consistent approach, but it requires
patient cooperation, so is not optimal for
neonates (Benavente et al., 2005; Roy et
al., 2004). Mercuri et al. (1995) employed
LEDs, but their distinction between AS
and QS was based only on behavioral
criteria and their sample of six newborns
was very small.

In the case of adult humans, it is well-
known that morphology and late
components of evoked potentials change
depending on the level of arousal and
states of vigilance (Corsi Cabrera et al.,
1999; Hoedlmoser et al., 2011). While
early and mid-latency components like

those of Brainstem Auditory Evoked
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Potentials are unaffected by sleep stage
(Husain,  2011), late components
associated with complex processing —
likely of cortical origin— do vary in
relation to this state (Coenen et al., 2008;
Naatanen and Michie, 1979).

Although sleep is not yet fully developed
in neonates, it is possible to distinguish at
least four stages, both behaviorally and
using polysomnography (PSG):
wakefulness (W), quiet sleep (QS), active
sleep (AS), and an indeterminate state
(Anders et al., 1971; Grigg-Damberger et
al., 2016; Mizrahi, 2011; Prechtl, 1974).
Wakefulness is characterized by strong
diffuse motor activity, open eyes and
irregular breathing. Quiet sleep shows
high-voltage slow or tracé alternant
activity with no rapid eye movements,
while behaviorally it can be identified by
quiescence, closed eyes and regularity of
breathing. Active sleep is manifested in
low-voltage irregular activity in EEG,
with rapid eye movements, irregular
breathing, and frequent facial movements.
Though it is widely recognized that VEP
recording should be performed in well-
defined behavioral states (Apkarian et al.,
1990; Cruz et al., 2015; Mercuri et al.,
1995; Whyte et al., 1987), uncertainty



persists regarding the effect of sleep
stages on VEPs in neonates.

Given the importance of the -early
verification of the functioning of the
visual system, it is necessary to obtain
better, more reliable, characterizations of
VEPs in normal, full-term newborns that
consider the different maturation rates of
AS and QS. In this initial approach, we
describe the characteristics of monocular
VEPs recorded from both eyes using
LEDs goggles in 20 full-term babies
during the first month of life in sleep
stages AS and QS, as determined by
polysomnography.

2. METHOD

2.1 Participants

Twenty healthy full-term newborns
between 37 and 40 weeks of gestational
age at birth (12 girls, 8 boys; 55%
spontaneous vertex delivery) participated
in this study. All were born at the
Children’s and Women’'s Specialty
Hospital of Querétaro, Mexico, between
December 2012 and November 2015.
They were referred as normal control

babies and were deemed eligible after
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applying the following inclusion criteria:
1) singleton newborns with gestational
age at birth of 37-40 weeks determined by
a first trimester prenatal Doppler
ultrasound study; 2) normal birth weight
(between the 10M and 90" percentile
according to local standards); 3) normal
prenatal Doppler ultrasound pulsatility
indices in the umbilical artery, middle
cerebral artery and uterine arteries; and 4)
absence of neonatal morbidity. Special
care was taken to include only babies of
similar postnatal age within narrow limits
(Table 1).

The exclusion criteria applied were:
congenital malformations, chromosomal
abnormalities, and prenatal infections
such as cytomegalovirus. The
experimental protocol was approved by
the Hospital’s Ethics Committee and
follows the principles of the World
Medical Helsinki

Association’s

Declaration. ~ Written  consent  for
participation was obtained from all
parents involved. All babies were
asymptomatic at the time of the VEPs

studies.

Table 1. Neonatal and anthropometrical data of the group

Mean Standard Range
Deviation
Gestational age at birth (weeks) 39.02 1.03 37-40




Postnatal age (days) 24.5 10.7 8 -47
Birth weight (g) 3117 378 2530 - 4065
5-minutes Apgar 9 0

2.2 Procedure

In all 20 newborns, VEPs and
spontaneous diurnal polysomnography
were recorded simultaneously.
Polysomnographic studies lasted 60 to 90
minutes to allow sufficient observation of
both AS and QS. VEPs were recorded
during both sleep stages,
polysomnographically identified. VEPs
recording was suspended if the newborn
cried, or if transition to another stage
occurred.

2.3 Sleep recording
Sleep recording included
electroencephalography (EEG), ocular
movements (EOG), and sub-mental
electromyography (EMG), in accordance
with the published standards for neonates
(Grigg-Damberger, 2016). With the baby
resting in a hospital crib, gold cup
electrodes were placed at F3, F4, C3, C4,
T3, T4, Ol and O2 of the International
10-20 System and referred to linked
mastoids. EOG were recorded in two
channels from two electrodes, one placed

1 cm above the external canthus of the

left eye, the other 1 cm below the external

canthus of the right eye, also referred to
linked mastoids. Filters were set between
1-30 Hz for EEG and EOG, and between
10-100 Hz for EMG. Polygraphic signals
were digitized at a sampling rate of 256
Hz in a Medicid 3E EEG system
(Neuronic Mexicana S.A., Mexico City).
2.4 VEP recording

Visual stimulation was monocularly
presented by goggles equipped with an
LEDs matrix that was held by hand 2 cm
directly above each newborn’s eyes.
Duration of the stimuli was 10 ms with an
intensity of 102 cd.s/m? at a 1-Hz
stimulation frequency. Two or more
blocks of 20 trials each were obtained to
ensure replicability during both AS and
QS.

After gently cleaning the babies’ skin,
surface electrode disks were placed at Cz
and Oz of the 10-20 International System.
The ground electrode was placed on the
right mastoid. Electrode impedances were
below 5 kOhm. VEPs were recorded
bipolarly from Cz-Oz. The Cz derivation
was chosen to minimize rapid eye

movement artifacts during active sleep.



VEPs were recorded with filters set
between 1-100 Hz and the notch filter
activated. The amplification gain was
100000. VEPs were recorded using an
evoked potential system (Neuronica 05,
Neuronic S.A., Mexico City). Recordings
of several blocks of averaged responses
were made for each eye until at least two
replicable blocks clearly showed the VEP
potential. To this end, P2 was recognized
visually, since this component has been
considered the hallmark of VEPs at full-
term age (McGlone et al., 2013; Odom et
al., 2016).

Successful studies using this technique
depend on obtaining reproducible
waveforms; thus, achieving replicability
of the VEPs is indispensable. An evoked
potential is deemed replicable when the
recording of a repeat response can be
superimposed over the first response with
only minimal differences between them.
Replicability was assessed for all 20
babies using three methods: 1) visual
inspection of the VEP morphology by
two independent clinical
neurophysiologists (L.C.R. and J.R.G.),
who were blind to the babies’ behavioral
state; 2) Pearson correlation coefficients
between the two best blocks; and 3)

differences larger than one standard error
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in the amplitude of N2-P2 and P2-N3 and
P2 latency for AS and QS.

2.5 PSG analysis

Behavioral states were classified as
wakefulness, active, quiet and
indeterminate sleep (Grigg-Damberger,
2016). Quiet sleep was characterized by
high-voltage slow activity or tracé
alternant in EEG with no rapid eye
movements observed in EOQG,
accompanied by behavioral quiescence,
closed eyes and regularity of breathing.
Active sleep was identified by low-
voltage irregular activity at frequencies
between 5-8 Hz and, occasionally, 1-5
Hz, with amplitudes of 20-35 pV; rapid
eye movements were present at EOG,
either singly or in bursts; large amounts
of activity intermingled with periods of
quiescence, together with frequent facial
movements, such as smiles and grimaces;
respiration was typically irregular, and
very low-voltage EMG was present.
Wakefulness was identified when the
PSG was dominated by the presence of
artifacts with diffuse low-voltage, as well
as strong diffuse, motor activity, open
eyes, irregular breathing, and high-
amplitude tonic and phasic EMG.
Indeterminate sleep was considered to

occur in epochs that did not meet the AS



or QS criteria. Offline inspection was
used to eliminate EEG and VEP
recordings during indeterminate sleep and
tracé discontinu before final analysis.

2.6 VEP analysis

Based on visual inspection, VEPs were
judged to be present and replicable, or
absent. For recognition, the maximal
positive component between 126 and 300
ms was defined as P2, preceding a
maximal negative wave between 200 and
400 ms, or N3. The negative wave before
P2 was defined as N2 (McGlone et al.,
2013).

N2, P2, N3 latencies and interpeak
latencies (IPL) between N2-N3, N2-P2
and P2-N3 were measured by the time
that elapsed, in ms, between the stimulus
and the maximal or minimal peak. Peak-
to-peak amplitudes in pV were assessed
for N2-P2 and P2-N3.

2.7 Statistical analysis

The number of blocks needed to achieve
adequate replicability, and the number of
newborns that required three or more

blocks in AS and QS, were compared

3. RESULTS
Since AS and QS were clearly identified
by PSG recording, VEP averaging could

be initiated and finalized reliably during
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using McNemar chi-square test in a 2x2
contingency table. Between-block
correlations were compared by a two-
factor analysis of variance (ANOVA) for
repeated measures using as factor
variables (1) type of sleep, and (2)
laterality (i.e., right or left eye
stimulation). The original correlation
values were previously normalized using
Fisher’s Z transformation.

The normality of VEP latencies, interpeak
intervals, and amplitudes were all
assessed using the Shapiro Wilk’s test.
VEP measurements from the right and
left eyes were compared, as were AS and
QS, wusing Student’s t-tests or the
Wilcoxon test for paired samples. The
confidence level was 95% (0<0.05). For
all statistical analyses, the R program,
3.2.5 version, was used (R Core Team,

2013).

both stages. Averaging during
wakefulness and indeterminate sleep was
not considered in the analysis.

3.1 Replicabilities



Visual inspection of the VEPs showed
reproducible waveforms in AS in both
eyes for all newborns, but during QS no
VEPs could be clearly identified in three
babies (15% of the sample, McNemar
¥*=15.06, p<0.0001).

As Figure 1 shows, correlation between
the two best blocks of averaged responses
showed a significant sleep stage factor
(Fa,76=4.72,
correlation values for QS (r = 0.52; SD =
0.26) than AS (r = 0.71; SD = 0.18). No

p=0.03) with  lower

differences were found for the laterality
factor (F(1,76=2.76, p=0.10) or the
interaction between sleep stage and
laterality (Fa,76=1.53, p=0.21).
Correlation values between blocks were

non-significant (p> 0.05) for three babies
in QS.
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Amplitude/latency deviations of 1 SE
from the group showed deviations in 3
newborns in AS and QS. These babies
were the same ones who had non-
identifiable VEPs and non-significant
correlation values between the two blocks
corroborated by visual inspection. Two
other newborns deviated from SEs, one in
AS and one in QS; however, they had
reproducible waveforms and significant
correlation values between the two
blocks. Thus, 3 babies fulfilled the three
non-replicability criteria; i.e., no clear
VEP waveforms in either eye during QS;
non-significant correlation values
between the two blocks; and consistent
amplitude/latency deviations. For this
reason, they were excluded from further

statistical analyses.



Pearson comrelation coefficients

Figure 1. Differences in Mean and Standard Error between the two VEP blocks in AS and
QS. The asterisk indicates significant differences between AS and QS, (p=0.03).

3.2 Differences between AS and QS

As Figure 2A shows, the number of
babies that required more than two blocks
to obtain an 1identifiable VEP was
significantly higher for QS than AS. A
total of 16 newborns needed three or

more blocks in QS (80%), while only
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eight needed three or more in AS (40%).
This
significant (y2=7.5, df=1, p=0.006).

The number of blocks (Figure 2B) needed

difference =~ was  statistically

to obtain at least two replicable blocks
was also significantly higher in QS than
AS (x2=3.56, df=1, p=0.05).
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Figure 2. Comparison of AS and QS. A: the number of newborns that needed three or more
blocks to obtain a reproducible VEP; B: the number of blocks recorded in the two eyes that
were needed to obtain at least two replicable potentials was also higher in QS than AS
(x2=3.56; p 0.05). Asterisks indicate significant differences.

3.3 VEP analysis

First, symmetry between left and right
eye PEV latencies and amplitudes were
compared for each sleep stage. Since
there were no significant differences
between the two eyes, as was expected for
normal babies (p>0.07), VEPs were
averaged for both eyes to permit
additional statistical comparisons between
QS and AS.

Figure 3 illustrates the grand average of
the VEPs for the 17 babies, showing a
replicable waveform in AS and QS. A

6T Active Sleep

N3

0 200 400 600

clear positivity around 200 ms can be
appreciated, which is compatible with the
P2 component. A preceding negative
small potential (N2) was evident at about
130 ms. The large P2 component was
followed by a negativity of approximately
310 ms or N3, which corresponds to the
morphology reported for newborns of this

age.

Quiet Sleep

N3

200 400 gop | 2WV
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Figure 3. Grand average of the VEPs in full-term newborns obtained during
polysomnographically-confirmed AS and QS.

Table 2 shows the absolute latencies for
waves N2, P2 and N3, N2-P2, P2-N3 and
N2-N3 interpeak latencies, and N2-P2
and P2-N3 peak-to-peak amplitudes.
According to our statistical results, there

were no significant differences between

AS and QS. A comparison of variance
using the Bartlett test, showed no
differences in VEP latencies, interpeak
latencies or amplitudes between sleep

stages.



Table 2. Comparison of VEP variables in AS and QS

Active Sleep Quiet Sleep  Comparison
Latencies (ms) Mean SD Mean SD tar=16) P
Lat N2 133.9 338 138.7 384 0.72 0.47
Lat P2 213.6  34.1 216.5 322 0.36 0.71
Lat N3 308.6 41.2 310.5 30.6 0.16 0.86
IPL (ms)
IPL N2-N3 174.6 334 1833 39.01 0.85 0.40
IPL P2-N3 94.9 21.9 94.04 349 0.09 0.92
IPL N2-P2 79.7 22.8 77.8 27 0.24 0.80
Amplitudes (pV)
Ampl N2-P2 10.2 3.6 9.6 3.6 0.45 0.65
Ampl P2-N3 13.2 4.5 11.5 5.6 0.08 0.93
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Table 2. Comparisons of means and standard deviations for absolute latencies and interpeak

latencies of VEPs. Abbreviations: SD, standard deviation; df, degree freedom; ms,
milliseconds; Lat, absolute latency; IPL, interpeak latency; Ampl, amplitude; pV,

microvolts.

4. DISCUSSION

Simultaneous recording of VEPs with
polysomnography made it possible to
obtain visual evoked responses in 20
healthy newborns during active and quiet
sleep stages. In AS, all infants showed
reproducible evoked potentials, and the
number of blocks of averaged responses
required was significantly lower than in

QS. In QS, in contrast, no reproducible

responses were obtained in 15% of the
newborns and the number of infants that
needed three or more blocks to obtain a
reproducible ~ VEP  doubled.  Thus,
recording in this stage was less reliable
and required additional testing.

According to the criteria described by
McGlone et al. (2013) and Taylor et al.
(1987) for neonates, VEP waveforms

with replicable N2, P2 and N3



components were identified in all 20
newborns in AS, but only in 17 in QS.
The morphology and characteristics of the
VEPs corroborated descriptions obtained
with fewer infants of this age in previous
studies (Apkarian et al., 1991; Benavente
et al., 2005).

The use of monocular stimulation with
LEDs allowed better focus in the
application of the luminous stimulus and
the analysis of the bilateral symmetry of
the normal characteristics of the VEPs
(Taylor et al., 1987; Watanabe et al.,
2005). Symmetric VEPs were obtained in
both eyes as expected for healthy
newborns which, together with the
reproducible VEPs and  typical
morphologies in AS, suggests normal
development of the visual pathways
(Benavente et al.,, 2005; Cruz et al.,
2015), and integrity of the thalamic-
cortical connections (Coenen, 1995;
Vanhatalo, 2010) in this group of healthy
full-term newborns.

The  greater reliability of VEP
characteristics in AS, compared to QS,
might be due to differences in the
development of the
electroencephalographic patterns during
these two sleep stages. While AS can be

identified electroencephalographically
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from 35 weeks of post-conception age
and maintains a similar, stable appearance
throughout the first month of life
(Mizrahi., 2011), QS shows a rapid
electrophysiological evolution between
30 and 45 weeks with persistence of
alternating tracing until 43-44 weeks of
post-conception age (Grigg-Damberger,
2016; Mizrahi, 2011). This may have
contributed to the lower replicability
found for this sleep stage.

Although differences in the
electroencephalographic  evolution of
neonatal sleep stages could lead
researchers to expect differences in VEP
characteristics obtained during AS and
QS, contrary to our expectations there
were no significant differences in VEP
latencies and amplitudes between AS and
QS. This is consistent with findings
obtained with smaller groups of neonates
(Mercury et al., 1994; Shepherd et al.
1999). One explanation for the absence of
differences between AS and QS could be
the disparity in the maturation rate of
brainstem REM sleep mechanisms, which
mature faster than the inhibitory
GABAergic influences from the thalamic
reticular nucleus, the neural generator of
NREM spontaneous activity, sleep

spindles, and the attenuation of thalamo-



cortical  transmission  of  sensory
information to the cortex during mature
NREM sleep (Steriade and Timofeev,
2003). During the first month of life,
immature GABAergic synapses may
continue to provoke an excitatory action
because of the immaturity in the chloride-
extruding K(+)-Cl(-) cotransporter KCC2.
As  up-regulation and  increased
expression of KCC2 occurs, the
proportion of extracellular Cl- also
increases, and the function of GABAergic
receptors becomes inhibitory (Jovanovic
and Thomson, 2011; Rivera and Kaila,
2005; Salmaso et al., 2014). Accordingly,
the sensory blockade that occurs later
during NREM sleep would not appear
during immature QS (Clawson et al.,
2016). Thus, the similar cortical
responses in the two types of neonatal
sleep may be attributable to the absence
of  physiological reticular-thalamic
inhibition during QS in newborns and the
predominance of brainstem activating
mechanisms. It is not until 2-3 months of
postnatal age that sleep spindles, an
electrophysiological expression of the
inhibitory action of the thalamic reticular
nucleus, begin to become visible in EEGs

(Grigg-Damberger, 2016), so differences
in VEPs recorded during the REM and
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NREM stages might be expected. Further
studies are needed to ascertain whether
there is an association between the degree
of maturity of the spontaneous electrical
activity recorded and the characteristics
of EEGs and VEPs during neonatal sleep.
Another explanation for the absence of
differences between AS and QS VEPs
may be cortical immaturity. Classic
works by Coenen (1995) and Creudtzfeldt
(1973) showed the occipital cortical
origin of VEPs in several species of
animals during wakefulness and sleep.
VEPs in response to luminous stimuli
depend on synchronized neuronal
activation in the primary visual cortex in
newborns (Ceschin et al., 2015). Hence, it
may be that the lack of maturation of the
visual cortex, together with the immature
thalamo-cortical network, induce a
similar synchronized response of cortical
neurons to luminous  stimulation,
regardless of sleep stage.

Our findings are limited to full-term
infants because of the exclusion of
preterm newborns from the study to avoid
variability due to differences in
neurodevelopment. It was not possible to
completely control for postnatal age
because our evaluations had to be

performed at the moment when the



newborns were close to being discharged
and decisions had to be taken as to
whether they required neuro-rehabilitative
care. An important source of VEP
variation is the postnatal age of the
newborn at the time of recording
(Benavente et al., 2005; Kato and
Watanabe, 2006). The evaluation of
neonates of distinct postnatal age (8 and
45 days) may have contributed to the
variability of the latency and amplitude
values described. For future studies, we
would propose characterizing VEPs in a
larger group of term and preterm
newborns in several conceptional and
postnatal ages during the first 45 days of
life.

In this study, unlike other authors, we
deliberately decided not to record VEPs
during wakefulness. Though there is
some evidence that VEPs obtained during
this state have larger amplitudes and
lower latencies than during sleep
(Benavente et al., 2005; Shepherd et al.,
2000), most of those studies did not apply
polysomnographic criteria, but relied only
on behavioral criteria. Also, it 1is
especially difficult to distinguish the
transition from wakefulness to AS in
neonates (Grigg-Damberger, 2016). Thus,
the possibility that what may be
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considered wakefulness might include AS
cannot be ruled out, because AS is the
stage in which neonatal sleep begins, and
thus induced high variability. Also,
cephalic movements to avoid the
luminous stimuli,  blinking, and
electromyographic interference of the
EEG due to the newborns’ muscular
contractions may compromise recording
quality and increased duration
excessively. For these reasons, similar to
Benavente et al. (2005) and Kraemer et
al. (1999), we judged that it would be
difficult and unreliable to achieve a
continuous state of active vigilance and
immobility in the newborns during
several minutes.

The lack of differences between AS and
QS in the characteristics of the VEPs
could make the distinction between the
two types of neonatal sleep irrelevant;
however, the fact that up to 15% of
healthy infants do not present an
identifiable visual response in QS makes
VEP recording in this stage less reliable.
Given that abnormal VEPs in newborns
are associated with poor neurological
prognosis and long-term disabilities, and
the importance of early intervention (Kato

and Watanabe, 2005; McGlone et al.,
2013; Shepherd et al., 1999), it is crucial



to obtain reliable VEPs. Our results show
that recording VEPs during AS may help
avoid false positives in diagnoses.

From a practical point of view, muscular
atony during AS guarantees maximum
relaxation in the newborn, thus
minimizing technical artifacts caused by
movements. AS is the stage in which
neonatal sleep begins physiologically
(Grigg-Damberger, 2016), so it is not
necessary to wait a long time for it to

appear.

4.1 Conclusions
According to this study, the recording of

neonatal VEPs is more reproducible
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Recent evidence suggests that Auditory Brainstem Responses (ABR), in neonates with risk factors for neu-
rological damage, may show auditory brainstem abnormalities, even in patients with normal hearing. To
compare the recording and diagnostic accuracy of neonatal Auditory Brainstem Responses (ABR), using
10 and 60 clicks/s stimulation rates, two groups of neonates were prospectively studied: 30 healthy
full-term neonates, with no peri- or postnatal complications; and 30 high-risk newborns with two or

Keywords: more of the following conditions: hyperbilirubinemia, use of ototoxic drugs, birth weight inferior to
zggmtes 1500 g, perinatal sepsis, intraventricular hemorrhage, and/or mechanical ventilation. Correlation
Risk factors between ABR trials, recording duration, and the absolute and interpeak latencies of ABR waves I, III
ROC curves and V, were measured. ROC-curve analysis assessed the diagnostic accuracy of both stimulation rates.

The correlations between ABRs trials were significantly higher at 60 clicks/s than at 10 clicks/s
(F1116)=14.5, p<0.0002). Recording duration at 60 clicks/s was significantly lower (t=20.9,
p <0.0001). ROC-curve comparisons showed increased diagnostic accuracy at the stimulation rate of
60 clicks/s, for waves I (D=2.04, p=0.04), V (D=2.02, p=0.04), interpeak latencies III-V (D=2.2,
p=0.02), and I-V (D = 2.86, p = 0.004). In neonates, the use of 60 clicks/s stimulation rate permits a sub-
stantial shortening of the ABR recording, with greater diagnostic accuracy and replicability.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Sensitivity

1. Introduction

Auditory Brainstem Responses (ABRs) are reliable, objective,
non-invasive tests of the auditory neural activity, that are
widely-used in newborns, infants and children [1-3]. ABRs allow
early detection of damage to the auditory neural pathway, in
peripheral and brainstem levels [3,4]. Several studies have
described functional abnormalities of the auditory brainstem in
neonates with hyperbilirubinemia, chronic lung disease and peri-
natal asphyxia [5-7]. ABRs have shown to improve the validity
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and predictive value of clinical scales as the Neonatal Neurological
Inventory and the Neurobiological Risk Score [8].

In newborns, a typical evoked waveform, composed of waves I,
Il and V, is generated when successive brainstem structures are
activated. Wave I is abnormal if the inner-middle ear and auditory
nerve are not functioning normally. The integrity of the caudal pro-
tuberance is determined by the characteristics of wave III, while
wave V shows the mesencephalic function at the level of the infe-
rior colliculus [9].

However, ABR recording is time-consuming and requires spe-
cialized interpretation [10]. Aguirre et al. have found that the sen-
sitivity of ABRs, recorded at 10 clicks/s stimulation rates, is reduced
in certain neonatal groups [11].

Given the importance of early detection of auditory compro-
mise for a normal development of language [12,13], it is necessary
to find paradigms that increase the diagnostic accuracy of ABRs,
while also reducing test duration. To this end, techniques as max-
imum length sequences (MLS), continuous loop averaging decon-
volution (CLAD), quasiperiodic sequence deconvolution (QSD),
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least-squares deconvolution (LSD), and randomized stimulation
and averaging (RSA) have been developed [14-16]. Although their
results are promising, they have not yet reached wide clinical
application [3,17].

Since the first studies with ABRs, the use of different stimula-
tion rates (SR) has been evaluated in adult and child populations
[18]. Effects of high stimulation rates on ABRs include increased
latencies and decreased amplitudes of all waves, with increases
in the SR [19,20]. It was suggested that the decrease in wave’s
amplitudes, observed at 50-70 clicks/s, could compromise their
identification when compared to the amplitude obtained at a stim-
ulation of just 10 clicks/s [9]. Currently, for neurological applica-
tions, trains of auditory stimuli at rates of 10-39.1 clicks per
second (click/s) are considered the best stimulus for the ABRs
recording [3,17].

The purpose of this study was to assess whether stimulation at
60 clicks/s increases the diagnostic accuracy of ABR, in newborns.
We choose 60 clicks/s stimulation rate because this value triplicate
the conventional SR, and it is well below the maximum allowable
rate, using a 15 ms analysis window. Our specific aims were to
describe, in newborns: (1) the replicability of ABR waveforms at
60 clicks/s; (2) the changes in latencies of ABR waves with this
stimulation rate; (3) the diagnostic accuracy at 10 and 60 clicks/s
stimulation rates.

2. Material and methods
2.1. Subjects

As part of a study for early detection of brain injury in neonates
with risk factors for neurological damage, 60 consecutive singleton
newborns were included in a prospective cohort. Two groups,
paired by chronological age, were formed, according to the babies’
health condition and the presence of risk factors. All babies had
been referred to the laboratory at 32-44 weeks of postmenstrual
age (PMA), as normal control newborns, or for early detection of
neonatal brain damage. The first group included 30 healthy new-
borns (HNb), 16 girls and 14 boys, after applying the following
inclusion criteria: 1) singleton newborns at 37-44 weeks of PMA;
2) normal birth weight; 3) normal prenatal Doppler ultrasound
studies; and, 4) no peri- or postnatal morbidity.

The group with risk factors (RFNb) included 30 neonates, 14
girls and 16 boys, with two or more of the following conditions:
[6-8] hyperbilirubinemia (unconjugated blood bilirubin > 15 mg/dl),
n=23 (76.6%); use of two or more ototoxic drugs, as Amikacin,
Vancomycin, Furosemide or Gentamicin, n=20 (66.6%); birth
weight inferior to 1500 g, n=15 (50%); neonatal sepsis, n=23
(43.3%); mechanical ventilation, n =23 (26.6%); and/or intraven-
tricular hemorrhage, n = 23 (30%). Table 1 shows the general char-
acteristics of both groups.

All babies were born at the Specialized Hospital for Women and
Children in Querétaro, Mexico, between December 2012 and
November 2015. The exclusion criteria for both groups were: con-
genital malformations, chromosomal abnormalities, and prenatal
infections as cytomegalovirus. The experimental protocol was

Table 1
General characteristics of neonates groups.

approved by the Hospital’s Ethics Committee and follows the prin-
ciples of the World Medical Association’s Declaration of Helsinki.
Written consent for participation was obtained from all parents
involved. All neonates were asymptomatic at the time of the ABR
studies.

2.2. ABR recording

ABRs were recorded during spontaneous sleep with the baby
resting in his/her mother’s lap. After gently cleaning the skin, sur-
face disk electrodes were placed at cranial and mastoid locations
[3,17]. The active electrode, Cz (+), was located at the vertex, with
the reference in the mastoid apophysis, ipsilateral to the stimu-
lated side. The ground electrode was placed on the contralateral
mastoid. Electrode impedances were less than 5 kOhm [3,9].

ABRs were obtained by monaural stimulation using rarefaction
clicks at 70 dB NHL, with masking of white noise at 30 dB NHL in
the contralateral ear, at stimulation rates of 10 and 60 clicks/s.
We used an evoked potentials equipment (Neuronica 05, Neuronic
S.A., Mexico City), with NA942 headphones. The amplification gain
was 100,000, and filters were set between 10 Hz and 3 kHz. The
notch filter was activated. Two or more trials of 1000 averages
each were obtained to ensure replicability at both the 10 and
60 clicks/s SR.

Reliability of the studies using this technique depend on obtain-
ing reproducible and consistent waveforms; thus, the replicability
of the ABRs recorded is indispensable. An evoked potential is
deemed replicable when the recording of a repeat trial can be
superimposed on that of the first trial with only minimal differ-
ences between them [9].

2.3. Measurements

We assessed replicability using the Pearson’s correlation coeffi-
cient (CCR), calculated between the two trials obtained, in each ear
of patients, for 10 and 60 clicks/s. Using MATLab software, the dig-
italized ABRs signals were segmented, including for the analysis
the time between one standard deviation below the wave I latency
for each newborn, and one standard deviation above the wave V
latency. The standard deviation values used were calculated for
each ear, SR and group.

Absolute latencies for waves I, Il and V were measured between
stimulus application and the maximum peaks of the waves. Then,
we calculated interpeak latencies (IPL), between waves: I-1I, IlI-V
and I-V. All measurements were reviewed by two clinical neuro-
physiologists (L.C.R. and G.0.0.), who were blind to the patients’
antecedents. A consensus was reached between the two evaluators
to define the measurements of the potentials. The recording dura-
tion was timed.

2.4. Statistical analysis

Inter-trial correlations, waves latencies and interpeak latencies
were compared with an analysis of variance (ANOVA), using as
independent variables the SR, the group of newborns and the

Characteristics Healthy newborns

Risk Factor newborns

Mean SD Range Mean SD Range
Gestational age (weeks) 37 1.8 37-42 35.2 2.9 31.3-39.6
Postmenstrual age (weeks) 42.4 1.7 39-44 40.1 2.55 38-44
Postnatal age (days) 34.2 15.5 3-45 35.6 20.3 4-62
Birth weight (g) 2899 463 2355-3900 2150 709 1125-3600

SD, standard deviation.
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laterality (right or left ear). The original correlation values were
previously normalized, using the Z transformation of Fisher.
Normality of variables was confirmed using Shapiro Wilk’s test.
The homogeneity of variances was assessed with Bartlett’s test.
The number of trials and recording duration were compared in
each group, using the Student’s t-test. The confidence level used
was 95% (o < 0.05).

The Receiver Operating Characteristic (ROC) curves allow a
comprehensive assessment of diagnostic tests accuracy. It has the
advantage of calculate sensitivity and specificity at different cutoff
values, rendering the area under the curve (AUC), as a measure of
diagnostic accuracy.

We assessed the diagnostic accuracy of ABRs by ROC curves, cal-
culated for the 10 and 60 clicks/s stimulation rates (AUC10 and
AUC60), using the pROC library of the R program [21]. Several cut-
off levels were automatically applied to calculate the different val-
ues of sensitivity and specificity, for the HNb and RFNb groups.
ROC curves for each wave latency and IPL were built with multiple
iterations, and automatically smoothed. The areas under ROC
curves were compared for specificity values superior to 75%. Data
processing and analyses were performed using Matlab (MATLAB
with Statistics and PLS Toolbox Release 2014, The MathWorks,
Inc., Natick, MA, USA), and R, version 3.2.5 [21,22].

3. Results

All newborns presented I, IIl and V waves with a typical aspect,
at 10 and 60 clicks/s. Fig. 1 illustrates the grand average waveforms
for each ear, at the two SR, in both groups of neonates.

As Fig. 2 shows, correlations between trials were similar in both
ears, but differences were found between SR of 10 and 60 clicks/s.
There was a significantly lower correlation in the group of neo-
nates with risk factors (Table 2).

The test duration and the number of trials required to obtain
the ABRs were compared for the stimulation rates. The number
of trials did not differ between the two rates (meangcicks;s = 11.7
+ 2.8 trials; meangocicks;s=11.8 + 2.8 trials; t=0.55, p=0.58).
Recording duration at 60 clicks/s was less than half that at
10 clicks/s, (meanjociicks;s = 8.83 £2.4 minutes; Mmeangoclicks/s =
3.47 £ 0.91 minutes; t=20.9, p <0.0001).

Fig. 3 shows the absolute latencies of ABR waves I, IIl and V,
with their IPL, for each group of newborns. As Table 1 shows, sig-
nificant differences between the 10 and 60 clicks/s stimulation
rates were found for all absolute latencies and the I-III, I-V inter-
peak latencies in both groups. The IPL III-V showed no differences
between the two SR. Differences between groups were present for
all latencies and IPL.
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Fig. 2. The correlation between ABR trials differed for the 10 and 60 clicks/s
stimulation rates, with increased replicability at 60 clicks/s. Asterisks indicate
significant differences (p<0.002). HNb, healthy newborns; RFNb, risk factors
newborns.

Fig. 4 shows the ROC curves, for both stimulation rates, for ABR
absolute latencies and IPL. Diagnostic accuracies were compared
for specificity values of 100 to 75%. For this values, there was dif-
ferences between AUC10 and AUC60, for latencies I (D =2.04,
p=0.04), V (D=2.02, p=0.04), and interpeak latencies III-V
(D=2.2, p=0.02), and I-V (D = 2.86, p = 0.004).

4. Discussion

As hypothesized, ABR waves [, Il and V were identifiable in both
groups of neonates, at 60 clicks/s stimulation rate. Test duration
was shorter; replicability and -more importantly- diagnostic
potential, were higher than at 10 clicks/s.

The advantages of stimulation rates of 55 clicks/s were sug-
gested by Stockard, when ABRs were first used in clinical applica-
tions [18]. Rates higher than 60 clicks/s, as 75, 91-900 clicks/s,
have been studied [19,20]. Stimulation rates superior to
100 clicks/s require the use of MLS, that is not always available
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Fig. 1. Grand average waveforms, obtained at 10 and 60 clicks/s rates in (A) healthy and (B) risk factors newborns. r, correlation coefficient of Pearson.
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Table 2
Statistical results of ANOVA for ABRs measurements, by factors.
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10 vs 60 clicks/s rate Laterality Neonates group
F1,232) p value F1,232) p value F1,232) p value
CCR 28.06 0.0001 0.28 0.59 9.73 0.002
Waves’ latencies (ms)
I 12.7 0.0004 0.01 0.97 52.6 0.0001
il 28.1 0.0001 0.36 0.54 63.07 0.0001
\Y 26.3 0.0001 1.27 0.26 70.05 0.0001
Interpeak latencies (ms)
I-111 14.7 0.0001 0.67 0.41 14.4 0.0001
-V 2.8 0.09 1 0.31 12.2 0.0005
I-v 133 0.0003 1.62 0.20 25.2 0.0001
ABR, Auditory Brainstem Responses; CCR, correlation between trials of ABR.
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Fig. 3. Absolute and interpeaks latencies of ABR’s waves: A, compared by stimulation rate; B, compared by group. Asterisks indicate significant differences (p < 0.0003). HNb,

healthy newborns; RFND, risk factors newborns.

in all evoked potentials equipment. Thus, 60 clicks/s stimulation is
a valid and reliable option, when there is no easy access to MLS,
CLAD or other techniques.

Similar to Jiang and Burkard, [19,20] we found differences
between 10 and 60 clicks/s, for all absolute latencies and IPLs,
except for the III-V interval. The increased latencies at 60 clicks/s,
compared to 10 clicks/s has been attributed to the different effi-
cacy of synaptic transmission in the two stimulation conditions
[23]. These changes could be explained by an adaptation mecha-
nism,; i.e., a larger number of neurons remain in refractory period
when the presentation of the stimulus is faster. This produces neu-
ronal desynchronization, with increased duration of ABR waves,
decreased amplitude and increased interpeak latencies [19]. The

system’s vulnerability would be increased for immaturity or neu-
ronal damage, so an increase in SR would make evident these dis-
orders [24].

Supporting this, changes at 60 clicks/s stimulation rates were
more pronounced in the RFNb group. These results are similar to
those of Santos et al., who found that increasing the stimulus rate
to 51-71 clicks/s detected ABR abnormalities in multiple sclerosis
patients, with normal magnetic resonance images [25].

The main limitation of this study is the uncertainty about the
future repercussion of this mild alterations of the neural auditory
pathway. While we know that the RFNb group were exposed to
auditory risk factors, the lack of subsequent monitoring prevents
us from knowing the consequences of this exposition over their
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Fig. 4. ROC curves for absolute latencies and IPLs of ABR, at stimulation rates of 10 and 60 clicks/s. Vertical gray lines show the specificity limits of 100 to 75%. Diagonal lines

represent diagnostic accuracy of 0.5. IPL, interpeak latencies.

linguistic and auditory function. Despite this, the study demon-
strates the possibility of achieving greater reliability and efficiency
of ABRs in neonates, using a 60 clicks/s stimulation rate.
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