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RESUMEN

OBJETIVO: Demostrar que los pacientes con sindrome metabdlico (SM) tienen
una disminucidn de la actividad serotoninérgica cerebral a través de la amplitud
dependiente de la intensidad del segmento N1/P2 del potencial auditivo evocado
(PAE) y de la concentracion plasmatica del L-triptéfano libre (FL).

MATERIAL Y METODOS: Se efectud un estudio transversal comparativo en dos
grupos de adolescentes: uno control y el otro con sindrome metabdlico. A todos
los adolescentes se les evalud la actividad cortical a través del potencial auditivo
evocado (PAE), ademas se les tomaron cinco ml de sangre para medirles glucosa,
colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de alta y baja densidad (HDL-C, LDL-C),
albumina y fracciones de L-Trp (libre, unida y total).

RESULTADOS: Los adolescentes con SM mostraron un aumento de la amplitud
del componente N1/P2 del PAE y una elevacion de la pendiente de éste
componente en relacion a los controles (p< 0.05), ademas tuvieron niveles
significativamente elevados del L-Trp libre y de la relacién de la FL/total del L-Trp
plasmatico en comparacion a los adolescentes controles (p< 0.05).
CONCLUSIONES: Se confirmé que los adolescentes con SM tienen una elevacion
de la concentracion de la FL del L-Trp en el plasma, ademdas un aumento de la
amplitud del componente N1/P2 del PAE y una elevacidén de la pendiente de este
componente. Estos resultados en conjunto sugieren que la amplitud del PAE
reflejan cambios de la actividad serotoninérgica cerebral en éstos pacientes con

SM.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

El sindrome metabdlico (SM) es un problema grave de salud publica
mundial, mediante los criterios del NCEP-ATP III, tiene una prevalencia
gue varia entre 7.9 al 56.7% de acuerdo a la edad, el sexo, el origen
étnico y al estilo de vida (1-3). En México se tiene reportado una
prevalencia del 26% en poblacion adulta y en los adolescentes es de 6.9%
en los hombres y 7.6% en las mujeres. Interesantemente se ha observado
gue el SM se presenta en el 1.3% en adolescentes con un indice de masa
corporal (IMC) normal, el 18.4% con sobrepeso y en el 58.6% en los
adolescentes obesos (4-6). Estos resultados apoyan el hecho de que el SM

es muy frecuente en la poblacion pediatrica de nuestro pais.

El SM es causado por la combinacién de factores genéticos y factores
asociados al estilo de vida, especialmente la sobrealimentacion y la
ausencia de actividad fisica; de forma que el exceso de grasa corporal
(particularmente la abdominal) y la inactividad, favorecen el desarrollo de
la resistencia a la insulina (1-7), ademas de que algunos individuos estan
genéticamente predispuestos a padecerlo (7). El interés por este sindrome
esta dado fundamentalmente por su elevada morbi-mortalidad, debido al
incremento en la mortalidad cardiovascular, aumento significativo del
riesgo de diabetes, ataques cardiacos y enfermedad cerebrovascular en la

poblacion adulta (1,7,8). Sin embargo, este aspecto no se ha abordado en



la poblacién pediatrica. El incremento insidioso en los elementos del SM,
obesidad, resistencia a la insulina (IR) y dislipidemia, son los responsables

de la actualmente considerada epidemia mundial de Diabetes tipo 2.

El SM es una enfermedad multifactorial que se acompafa de
obesidad abdominal, alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos,
lipidos e hipertension arterial (1-9). Se cuenta con criterios establecidos
para definir SM en poblacién adulta (NCEP-ATP III, OMS, EGIR, AAEC,
FID) (1,3,9), pero aun no se cuenta con criterios establecidos para
poblacién infantil. Actualmente el SM en la edad pediatrica ha sido
definido en base a modificaciones de los criterios del NCEP-ATP III por la
presencia de tres 6 mas de los siguientes componentes (4,10,11): 1)
obesidad central con circunferencia de la cintura = a la porcentila 90 en
mujeres y hombres; 2) concentraciones elevadas de triglicéridos = 110

mg/dL; 3) niveles de lipoproteinas de colesterol de alta densidad (C-HDL)

IA

40 mg/dL en hombres y mujeres; 4) presion arterial sistélica ¢ diastélica
> a la porcentila 90 para la edad, género y talla; 5) niveles de glucosa de

ayuno = 100 mg/dL; (4,10,11).

Las bases fisiopatoldgicas que participan en la concurrencia de las
alteraciones bioquimicas en el SM todavia permanecen desconocidas.
Muchas investigaciones han puntualizado la estrecha relacion que existe

entre los signos clinicos cardinales: resistencia a la insulina, exceso de



tejido adiposo abdominal, aumento de la tensidon arterial, anormalidades
de los lipidos y arteriosclerosis (12). También en el SM varios procesos
neurometabdlicos probablemente estén involucrados (13). Se sabe que el
Sistema Nervioso Central (SNC), ademas de regular los comportamientos
normales de los individuos como son: la alimentacién, locomocion,
reproduccion, control del suefio y vigilia, dolor, agresion y respuesta al
estrés (14); modula también multiples procesos metabdlicos a través de
vias autondmicas y neuroenddcrinas, de tal modo que el SM se asocia con
una activacion crénica del eje hipotalamo-hipdfisis-glandulas suprarrenales

(13).

El sistema serotoninérgico cerebral, en particular tiene rasgos
neuroanatémicos y funcionales que sugieren su participaciéon en la
fisiopatologia del SM. Las neuronas que sintetizan la serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT) se encuentran ubicadas en los nucleos del rafe del
tallo cerebral, cerca de la linea media. Esta formado por dos conjuntos de
neuronas que han sido divididas de acuerdo a su origen embrionario: el
grupo superior, procede del mesencéfalo, esta constituido por cuatro
subgrupos: el nucleo caudal lineal (NCL); el nucleo del rafé medio (NRM);
el nucleo del rafé dorsal (NRD) y el nucleo del lemnisco medial (NLM). El
grupo inferior, tiene su origen en el mielencéfalo, consta de cinco
subgrupos: el nucleo del rafé obscurus (NRO); el nucleo del rafé palidus

(NRP); el nucleo del rafé magnus (NRM); el nucleo ventro lateral medular
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(NVLM) vy el nucleo del area postrema (NAP). Ademas, existe un grupo de
neuronas serotoninérgicas localizado en los nucleos dorsomedial del
hipotalamo (15-17). Estas neuronas han sido demostradas por técnicas de
inmunocitoquimica, mediante anticuerpos especificos para serotonina en

humanos (17), ratas (18,19), monos (20) y gatos (21). (Fig. 1)

SEPTUM BASAL GANGLA

CINGULATE GYRUS

PITUITARY

Figura 1. Sistema serotoninérgico cerebral en el humano.

Las neuronas serotoninérgicas inician su funcidn durante la vida
fetal, su actividad la ejercen a través de un neurotransmisor especifico, la
5-HT (22), la cual reune todos los requisitos para ser considerada un
neurotransmisor 6 neuromodulador (23,24). Su maquinaria biosintética y
las enzimas catabdlicas se localizan en el soma y en las terminales

nerviosas de las células serotoninérgicas, ademas se ha identificado un
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sistema de receptores especificos en neuronas blanco de diferentes
regiones cerebrales (25). La 5-HT durante la embriogénesis participa en
los procesos de diferenciacion del SNC como son: axogénesis Yy
sinaptogénesis (26,27); la diferenciacion de neuronas blanco; control del
numero final de receptores especificos a la 5-HT (26) y en la modulacién
de su propia sintesis (27).

Este grupo de neuronas envia sus prolongaciones axdnicas a la corteza
cerebral, hipotalamo y nucleos del cerebro medio, entre otras estructuras
del SNC, en donde ejerce un amplio control nheuromodulatorio. (28-30). El
L-triptéfano (L-Trp) es el precursor metabdlico de la sintesis de 5-HT. El L-
Trp es un aminoacido esencial en el organismo, por lo que se debe de
obtener de las proteinas de la dieta, se encuentra en el plasma en dos
fracciones, el 90% se une a la albumina y el 10% restante se encuentra en
forma libre (FL). La relacién que guardan estas dos fracciones en el plasma
es la que determina la disponibilidad de la FL para su ingreso a los tejidos,
en donde participa en varias vias metabdlicas como la via del acido
nicotinico, del acido cinurénico, de la coenzima A y en la sintesis de
proteinas (31). Ademas la FL del L-Trp ingresa al cerebro a través de un
sistema de transporte activo dependiente de energia en donde estimula la
sintesis de 5-HT (32). Existen varios factores metabdlicos en el organismo
gue regulan la concentracion de la FL en la sangre. El grado de union que

tiene el aminoacido a la albumina y las concentraciones de albumina y los
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acidos grasos libres (AGL), juegan un papel importante en la disponibilidad
de la FL para su transporte al cerebro para la sintesis de 5-HT (33).

Se ha observado en ratas que la FL del L-Trp compite por su transportador
de membrana a nivel de los capilares de la barrera hemato-encefalica
(BHE), con otros aminoacidos aromaticos relativamente no polares
(aminoacidos neutros, AAN), de tal forma que una disminucion de la
concentracion de estos AAN en el plasma permitird un mayor paso de la FL
de L-Trp al cerebro y un aumento en la sintesis de serotonina (34-36), ¢ al
contrario, si existe un aumento de la concentraciéon de estos AAN en la
sangre se producira una disminucidén del ingreso de la FL del L-Trp al
cerebro y consecuentemente una disminucidn en la sintesis de este
importante neurotransmisor, serotonina (34-36).

Una vez que la FL de L-Trp ingresa al cerebro, de inmediato es captado
por las neuronas serotoninérgicas, en donde es hidroxilado en su posicidn
cinco por la triptéfano-5-hidroxilasa (TPH2) (37), el 5-hidroxitriptéfano
formado es descarboxilado por la descarboxilasa de los aminoacidos
aromaticos (DAA) para producir serotonina (38). La 5-HT sintetizada se
almacena en vesiculas sindpticas que se encuentran en las terminales
nerviosas serotoninérgicas, estas vesiculas varian de tamafio segln su
localizacidon. Recientemente se ha descrito en varias partes del SNC
terminales nerviosas no sinapticas. Este tipo de terminales le confiere

también a la 5-HT un papel de neuromodulador (39) ( Fig. 2).
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Figura 2. Metabolismo del L-Triptofano.

Recientemente se ha reportado un cambio especifico en el sistema
serotoninérgico cerebral durante el estado diabético, que consiste en una
disminucion de la biosintesis de 5-HT, debido a una disminucidon de la
concentracion de la FL del L-Trp en el plasma y en el cerebro, junto con
una inhibicién a largo plazo de la actividad de la TPH2 (40,41). Estos
hallazgos en conjunto apoyan una menor actividad de la neurotransmisién
serotoninérgica en el cerebro de los animales diabéticos. Esta misma
condicion también se ha observado que ocurre en los nifios con diabetes
tipo 1, ya que su FL del L-Trp esta significativamente disminuida (42,43).
La FL del L-Trp se encuentra en un equilibrio dindmico con otros AAN. En
los pacientes diabéticos se ha demostrado un desbalance de estos AAN en

el plasma, que favorece la disminucién de la disponibilidad de la FL del L-
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Trp para su ingreso al cerebro y consecuentemente una disminucién de la
sintesis de serotonina cerebral (44).

La serotonina cerebral participa en la modulacion de la respuesta de
las neuronas de la capa IV del area auditiva de la corteza cerebral en el
I6bulo temporal a nivel del area 41 de Brodman, sitio en donde se genera
el componente N1/P2 del potencial auditivo evocado (PAE) (45). Los
potenciales auditivos evocados son el registro amplificado de la actividad
eléctrica neuronal frente a estimulos acusticos, proporcionan datos de
como diversas estructuras del cerebro procesan la informaciéon del sonido.
Los potenciales evocados pueden clasificarse de acuerdo al momento de la
aparicion de la respuesta después del estimulo auditivo que los generen,
en tempranos, intermedios y tardios. Los tempranos resultan de la
activacién de la via auditiva hasta las estructuras del tallo cerebral,
mientras que los tardios representan la actividad de la corteza auditiva,
especificamente la corteza primaria. Las ondas que componen el registro
de los PAEs se designan como positivas (P) y negativas (N) y se les afade
un numero de acuerdo al orden de presentaciéon (46). La primera onda se
identifica como P1, el componente N1, es el pico mas negativo que se
presenta entre 60 y 120 milisegundos (mseg) después de la estimulacién
sonora, y el componente P2 es el pico mas positivo entre los 110 y 210

mseg, después de N1 (46).
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En afos recientes, el estudio de los efectos de la 5-HT en la corteza
cerebral ha ganado la atencion entre los neurocientificos, esto puede ser
debido al hecho que la 5-HT promueve la especificacion y diferenciacion de
varias areas corticales, en particular la capa IV de las cortezas
somatosensorial y auditiva primaria, ambas cortezas reciben inervacion
serotoninérgica procedente de los nucleos del rafé (47-49). Un concepto
importante para el presente estudio es que la 5-HT modula la excitabilidad
neuronal de la corteza auditiva primaria (50,51). Se ha observado que al
existir una disminucién del neurotransmisor en esta area cortical, se
produce un aumento de la respuesta neuronal y consecuentemente un
incremento de la intensidad del componente N1/P2. O lo contrario, al
haber un aumento de 5-HT cerebral se produce una disminucién de la
amplitud de este segmento N1/P2 del PAE (41,46,52).

A los PAEs también se les estudian la amplitud, la latencia y la
pendiente que relaciona la amplitud de la respuesta en funcién de la
intensidad sonora de los estimulos (AFIE) a diferentes decibeles. Por lo
tanto, se ha planteado que la amplitud del segmento N1/P2 dependiente
de la intensidad puede estar relacionada a la actividad de las neuronas
serotoninérgicas en la corteza auditiva primaria, donde la serotonina
ejerce efectos facilitatorios 6 inhibitorios de la actividad neuronal que
depende del tipo de receptor serotoninérgico que esté involucrado (53)

(Fig. 3 Ay B).
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Figura 3. A) El disparo rapido de las neuronas del rafé induce un
aplanamiento o respuesta inhibida de la pendiente relacionada a la
intensidad del estimulo en la corteza auditiva. B) Por el contrario, una
frecuencia de disparo disminuida produce una pendiente mas pronunciada.

En recientes hallazgos experimentales de nuestro laboratorio hemos
observados que ratas sometidas a desnutricion in-tUtero tienen un aumento
de la 5-HT cerebral que correlaciona con la concentracion de la FL del L-
Trp plasmatico y con la amplitud del componente N1/P2 del PAE. Ademas,
se demostré un alto valor predictivo de éstos parametros con la sintesis de
este neurotransmisor (54). Por otro lado, se ha observado que los
pacientes con Diabetes tipo 1 y 2 tienen un incremento significativo de la
pendiente de la amplitud en relacién con la intensidad de estimulo del
componente N1/P2, obtenido con varias intensidades del estimulo auditivo
(43,44). La amplitud del segmento N1/P2 del PAE ha sido propuesto como

un indicador no invasivo de la actividad serotoninérgica cerebral (43-45).

17



Mas especificamente, un incremento de la respuesta auditiva evocada con
el aumento de la intensidad del estimulo auditivo es el reflejo de una baja
actividad serotoninérgica, mientras una disminucion de la respuesta es
debido a un aumento de la actividad serotoninérgica. Asi pues, esta
aceptado actualmente que la amplitud de este componente N1/P2 del PAE
representa las funciones integrativas de la actividad de la corteza auditiva
primaria y el efecto modulatorio de la neurotransmision serotoninérgica
(43-45).

Por otro lado existen resultados que han evaluado la actividad
serotoninérgica en los pacientes adultos con SM (55,56) sin embargo no

existe ningln antecedente en la edad pediatrica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢El sindrome metabdlico se asocia a una disminucidn de la actividad
serotoninérgica cerebral?
HIPOTESIS
Los pacientes con sindrome metabdlico tienen una disminucidon de la
actividad serotoninérgica cerebral evaluado a través de la amplitud del
segmento N1/P2 del PAE y de la FL del L-Trp, con respecto a los controles.
OBJETIVOS
General
Demostrar que los pacientes con sindrome metabdlico tienen una
disminucion de la actividad serotoninérgica cerebral a través de la
amplitud dependiente del segmento N1/P2 del PAE y la FL del L-Trp
plasmatico.
Especificos

1. Determinar la amplitud del componente N1/P2 del PAE en

adolescentes con SM y controles.
2. Cuantificar la concentracién plasmatica del L-Trp libre, unido a

albumina y total en ambos grupos de adolescentes
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MATERIAL Y METODOS

Disefno del estudio: Transversal comparativo

Universo de trabajo: Pacientes adolescentes con sindrome metabdlico,
gue acudieron a la consulta externa del departamento de Endocrinologia
del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI vy
adolescentes sanos captados a través de la invitacidon directa a familiares
del personal que labora en la misma institucién y familiares de los

pacientes con SM.

Descripcion de las variables:

Segun la metodologia:

Variable de resultado: presencia 6 ausencia de sindrome metabdlico.
Variable predictoras: Niveles plasmaticos de L-Trp, amplitud del
segmento N1/P2 del PAE.

Variables de confusion: Otro tipo de enfermedades endocrinoldgicas y

psiquiatricas.

Descripcion operativa:

Sindrome metabdlico: Se definio de acuerdo al Panel de Expertos III
para el tratamiento del adulto, modificado para nifios y adolescentes
(10,11), los cuales debieron de presentar tres 6 mas de los siguientes

componentes: 1) obesidad central (circunferencia de la cintura = a la
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porcentila 90 en mujeres y hombres (57); 2) concentraciones de
triglicéridos =110 mg/dL, 3) niveles de C-HDL < 40 mg/dL en hombres y
mujeres, 4) presiéon arterial sistdlica 6 diastélica > a la porcentila 90 para
la edad, género y altura, y 5) niveles de glucosa de ayuno = 100 mg/dL.
variable de tipo nominal que se evalué como presente o ausente.
Concentracion plasmatica de L-triptofano libre: Es la diferencia que
resulta del L-Trp total menos la fraccidon unida a albumina. Se obtuvo
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), es una
variable cuantitativa, el resultado se expresé en umol/L.

Amplitud del componente N1/P2 del PAE: Es la distancia que existe
entre las crestas del N1 y P2, obtenidas mediante la medicién del registro
grafico del PAE a través de los cursores en el equipo de cédmputo utilizado
para su obtencion. Es una variable cuantitativa y se expresa en pV. Se
consider6é la amplitud del segmento N1/P2 en cuatro intensidades del

estimulo acustico (50, 70, 90 y 103 dB).

SELECCION DE LA MUESTRA

Tamaiio de la muestra: Se efectué mediante una varianza combinada de
0.84 en los valores de N1/P2 del PAE obtenido en un estudio previo,
diferencia minima de 2 unidades, = 5% Yy a= 0.01 se calcularon 10
pacientes por grupo mediante el programa Epistat. Se integraron dos

grupos: uno con sindrome metabdlico y el otro control.
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Criterios de inclusion:

Pacientes de 10 a 17 anos de edad, masculinos y femeninos, con el
diagnodstico de sindrome metabdlico. Sin ninguna ingesta de medicamentos
con actividad serotoninérgica (fenfluramina, buspirona, anticolinérgicos,
antihistaminicos y blogueadores H;), con cognicidon y audicion normal.

Para el grupo control se incluyeron adolescentes sanos de la misma edad y
géneros.

Criterios de exclusion:

Pacientes con SM que tuvieron antecedentes de enfermedades
psiquiatricas evaluadas a través del cuestionario CDI (inventario de
depresidn en el nifo, children depresion inventory) (58) (Anexo 10), o que
tuvieron otras endocrinopatias.

Criterios de eliminacion

Pacientes que presentaron alguna complicacion aguda de la via auditiva al

momento del estudio.

Muestreo y procedimientos

A todos los adolescentes que ingresaron al estudio y a los padres de ellos,
se les solicitd una carta de consentimiento informado, una vez que se les
explicd detalladamente y se les aclaré sus dudas con respecto a todos los
procedimientos a los que fueron sometidos (Anexo 1). Después de doce

horas de ayuno a todos los pacientes entre las 07:00 y 08:00 h se les
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tomaron cinco mililitros de sangre por puncién de la vena basilica, la
sangre se coloco en tubos de borosilicato que contenian una solucion ACD
(citrato de sodio 3.3 mg, acido citrico 1.2 mg y dextrosa 3.68 mg,
amortiguados con tris-base 50 mmol, pH 7.40; 150 pL por cada ml de
sangre). Los tubos con las muestras de sangre se protegieron del aire
atmosférico sellandolos inmediatamente con papel parafiim, se
centrifugaron a 600 g por tres minutos a temperatura ambiental. En estas
muestras se les mididé el L-Trp libre y total, glucosa sérica, triglicéridos,
colesterol, lipoproteinas de baja y alta densidad y albumina plasmatica.

Las muestras del L-Trp se determinaron en el Laboratorio de Patologia
Molecular de la Unidad de Investigacion Biomolecular del Hospital de
Cardiologia del CMN Siglo XXI. Ademas se les realizaron los PAE en la
misma unidad. Los registros fueron realizados mediante un aparato Viking
4, marca Nicolet. Los adolescentes fueron sentados comodamente en un
sillén con la cabeza quieta y con los ojos cerrados, evitando el parpadeo
continuo y los movimientos de la cabeza. Las respuestas evocadas fueron
registradas en dos canales referidos en Cz. Electrodos de AgCl fueron
utilizados (Electrodos de discos de EEG, NE-101, 10 mm de didametro). 200
tonos de 1 KHz de frecuencia, 100 mseg de duracién con 10 mseg de
elevacion y 10 mseg de tiempo de caida, en una ventana de 1000 y 1500
mseg con cuatro intensidades del estimulo sonoro 50, 70, 90 y 103 dB,

generado por un estimulador del mismo equipo Viking 4, los estimulos
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fueron presentados en forma biaural por medio de audifonos. Los registros
fueron colectados con una frecuencia de muestreo de 1000 Hz y un filtro
analogo de 0.1 a 150 Hz. Fueron evaluados 200 barridos para cada
intensidad, 200 mseg antes del estimulo y 200 mseg posestimulo. Los
artefactos en todos los ensayos se excluyeron cuando el voltaje excedié de
50 pV, en cualquiera de los dos canales y en cualquier momento del
registro. Las graficas X-Y de los PAEs fueron examinadas y las crestas mas
prominentes fueron identificadas mediante un software Viking 4, Nicolet.
Las graficas mostradas (Fig.6) son ejemplos ilustrativos de los PAEs
obtenidos a una estimulacién de 50, 70, 90 y 103 dB, en un adolescente
control (A) y un paciente con sindrome metabdlico (B). Las latencias en
mseg y las amplitudes en pV fueron también calculadas. La amplitud del
componente N1/P2 del PAE se considerd6 como la suma en pV entre las
crestas de las ondas N1 y P2.

Ademas se disefidé una hoja de concentracion de los datos clinicos:
identificacion, antecedentes patoldgicos, edad, datos antropométricos: que
incluyé peso, talla, indice de masa corporal, circunferencia de cintura,

presion arterial (Anexo 2).

Ensayos bioquimicos

Determinacidon de glucosa (Anexo 3)

Cuantificacidon de triglicéridos (Anexo 4)
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Determinacion de colesterol total (Anexo 5)

Determinaciéon de c-HDL (Anexo 6)

Determinacion de L-triptéfano (libre y total) en el plasma (Anexo 7)
Determinaciéon de Albumina (Anexo 8)

Ensayos electrofisiologicos

Potenciales auditivos evocados. (Anexo 9)

Analisis estadistico

Las diferencias entre los valores promedio fueron analizadas a través de la
prueba estadistica U de Mann Whitney con un nivel de significacion de p <
0.05. La reproducibilidad de las curvas fue evaluada por las pruebas de
Levene y el coeficiente de correlacidén. La amplitud del componente N1/P2
fue determinada en todas las intensidades 50, 70, 90 y 103 dB vy la
relacion entre la amplitud del componente N1/P2 en funcién de la
intensidad del estimulo sonoro fue calculada a través de un analisis de

regresion lineal para cada uno de los grupos del estudio.

CONSIDERACIONES ETICAS
El presente estudio fue aprobado por el comité de investigacidon y de ética
del Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro

Social.
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RECURSOS PARA EL ESTUDIO

Recursos humanos: Endocrindloga pediatra, residente de endocrinologia
pediatrica del departamento de Endocrinologia del Hospital de Pediatria e
Investigador titular del laboratorio de Patologia Molecular. Unidad de
Investigacion Biomolecular en Cardiologia del Hospital de Cardiologia,
ambos del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano del
Seguro Social.

Recursos materiales: Se utilizd un equipo de HPLC. Se utilizaron filtros
Nanosep de 30 daltons, reactivos y soluciones grado HPLC. Los estudios de
PAEs se realizaron en un equipo Nicolet Viking

Recursos Financieros: Se obtuvo un donativo econémico otorgado por la

Coordinacién de Investigacion en Salud del IMSS. No. 206/1A/1/048
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RESULTADOS
Los datos clinicos de los nihos con sindrome metabdlico se muestran

en la tabla 1.

Tabla 1.
Datos clinicos de adolescentes controles (C) y con sindrome
metabdlico (SM)

C SM
n=13 n=18
Edad (anos) 13.1 + 2.0 12.2 + 2.2
Género M 9 11
F 4 7
Peso (Kg) 49.1 + 11.8 77.9 £ 22.8 **
Talla (m) 1.5+ 0.1 1.5+ 0.1
IMC (kg/m?sc) 19.6 + 2.3 31.1 £ 5.3 **
Circunferencia de 71.5 £ 8.5 100.7 £ 14.0 **
cintura (cm)
Sistole (mmHg) 101.5 + 8.0 115.0 £ 12.1 **
Diastole (mmHg) 62.6 + 6.6 71.6 £ 10.8 *

Cada punto representa el promedio + desviacion estandar de cada
uno de los grupos correspondientes. La diferencia fue determinada
por la prueba de U de Mann-Whitney. *p< 0.05, ** p < 0.01
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En la tabla 2 se muestran los datos bioquimicos de los nifios
controles y con sindrome metabdlico. Como puede verse los pacientes con
el sindrome metabdlico mostraron concentraciones significativamente
elevadas de glucosa (p<0.05) vy triglicéridos (p<0.01), y disminucién de la
concentracion de HDL en el plasma (p<0.01) al compararlos con los
controles. En relacién a la albumina plasmatica no se observd diferencia
significativa entre los grupos del estudio.

Tabla 2
Datos bioquimicos en el plasma de los adolescentes controles (C) y

con sindrome metabdlico (SM)

C SM
n=13 n =18
Glucosa (mg/dL) 84.9 + 8.6 97.3 + 16.6%*
Colesterol total (mg/dL) 154.6 £ 24.7 171.1 + 35.9
Triglicéridos (mg/dL) 65.8 £ 16.6 217.3 £ 102.8%*
HDL-C (mg/dL) 54.3 + 6.9 34.4 £ 5.5%%
Albuamina (g/dl) 4.0 £ 0.3 4.1 £ 0.2

Cada punto representa los valores promedio + desviacion estandar
de cada uno de los grupos correspondientes. La diferencia fue
determinada por la prueba de U Mann Whitney. *p< 0.05, ** p < .01
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Uno de los parametros bioquimicos mas importantes que se
determind en los pacientes con SM y controles, fueron las diferentes
fracciones de L-Trp plasmatico. En lo que respecta a la FL del aminoacido,
el grupo con sindrome metabdlico mostré un aumento significativo en
comparacién al grupo control (p<0.01). Ademas, interesantemente los
adolescentes con sindrome metabdlico tuvieron un aumento significativo
de la relacion FL/Total del aminoacido al comparario con los adolescentes
normales (p<0.05) (Tabla 3 y Fig. 4)

Tabla 3
Concentracion de L-Triptéfano en el plasma de los adolescentes

controles (C) y con sindrome metaboélico (SM)

C SM
n=13 n=18
Libre 6.5 £ 0.9 7.7 £ 1.2%%*
Unido 56.0 * 8.6 53.1 £ 10.6
Total 62.8 £ 9.0 60.3 + 11.1
Relacion 0.108 + 0.03 0.136 + 0.03 *

Libre/total

Cada punto representa los valores promedio (uMol/L) * desviacion
estandar. Todas las determinaciones fueron efectuadas en muestras por
duplicado. La diferencia entre los grupos fue determinada por U de Mann

Whitney, *p < 0.05, **p < 0.01.
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Figura 4. Concentracion de L-triptofano en el plasma. C, control y SM, sindrome
metabdlico. Se presentan la mediana y los rangos minimo y méximo. Las
muestras fueron efectuadas por duplicado. ** p< 0.05, U de Mann Withney.

Los PAEs consisten en cuatro ondas que se inician después de 50
mseg de dar un estimulo sonoro. La primera onda se identifica como P1, la
siguiente onda se designa como N1 (cresta mas negativa dentro de los 60
y 120 mseg) y la segunda onda positiva corresponde a la P2 (es la cresta
positiva dentro de los 110 y 210 mseg). Ademas a partir de las crestas de
las ondas N1 y P2 se integra el componente N1/P2, parametro
electrofisioldgico que se midid en los pacientes con sindrome metabdlico y
controles. En ambos grupos de pacientes se les dio un estimulo auditivo

con cuatro intensidades sonoras 50, 70, 90 y 103 dB; con el patréon de
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respuesta cortical auditiva en las cuatro intensidades al estimulo sonoro

fue posible calcular la pendiente del componente N1/P2 del PAE (Figura 5).
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Fig. 5 Diagrama de dispersién y andlisis de regresion
lineal® controles, pendiente AFIE= -1.16 + 2.71
intensidad, r2 = 0.93, r = 0.96; ® Sindrome
metabdlico, pendiente AFIE= - 0.75 + 3.53

Es importante sefialar que el patrén de respuesta del componente N1/P2
del PAE en los adolescentes con sindrome metabdlico fue un patron
aumentador que se caracterizé por que a cada incremento en la intensidad

del estimulo, le correspondié un aumento en la amplitud de la respuesta;
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con este patron de respuesta fue posible determinar la pendiente del
componente N1/P2 a través de un analisis de regresion lineal, como una
medida de incremento de la amplitud en funcién de la intensidad del
estimulo (AFIE). Notese que los nifios con sindrome metabdlico mostraron
una mayor amplitud del componente N1/P2 en las cuatro intensidades del

estimulo sonoro, la pendiente conforme a la AFIE fue

Yy que

significativamente mas pronunciada (AFIE -0.75 + 3.53 dB) a la que

tuvieron los niflos controles (AFIE = -1.16 + 2.71 dB) (Ver Figura 5).

T
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Fig. 6. Ejemplos ilustrativos de los PAEs (promedio de 200 respuestas),
a estimulos de 50, 70, 90 y 103 dB de la intensidad del estimulo auditivo.
A) Adolescente control, B) Adolescente con SM. La amplitud del
componente del N1/P2 fue determinado desde las crestas N1 y P2.
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Las latencias en mseg de N1 y P2 registradas en Cz mostraron un
tendencia a incrementarse con la intensidad del estimulo auditivo de 135.1
+ 0.9 a 140.7 + 6.20 (N1) y 190.7 + 12.6 a 200.6 + 13.1 (P2) en el
grupo control y 130.5 £ 9.8 a 140.9 £ 5.5 (N1) y 172.0 £ 11.9 a 205.4 +
7.1 (P2) en los pacientes con sindrome metabdlico. Sin embargo no
existieron diferencias significativas en las latencias de estos componentes

(N1 y P2) en ambos grupos de adolescentes.
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DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue demostrar que los pacientes con
SM tienen una disminucidn de la actividad serotoninérgica cerebral a
través de la amplitud de la pendiente del segmento N1/P2 del PAE y la FL
del L-Trp plasmatico. Nuestros resultados actuales muestran que los
adolescentes con SM tienen una elevacidén de FL del L-Trp y de la relacion
FL/total del aminoacido en plasma. Se ha propuesto que la FL del L-Trp y
su unién a la albumina juega un papel importante en la regulacion de la
cantidad de L-Trp libre disponible en el plasma para su transporte al
cerebro. También, existen otros factores metabdlicos que contribuyen a
modificar la disponibilidad del aminoacido plasmatico, entre ellos se
encuentra la concentracién de albumina y la cantidad de AGL (31). Por lo
tanto, estos mecanismos regulan la cantidad del aminoacido disponible
para su paso al cerebro a través de la BHE, por un mecanismo de
transporte activo que estda mediado por un sistema de transporte
membranal al tejido nervioso (59,60), en donde es captado por las
neuronas serotoninérgicas. De este modo, estimula o disminuye la sintesis
del neurotransmisor, serotonina (34-36).

El aumento de la FL del L-Trp plasmatico que mostraron los
adolescentes con SM en este estudio, podria ser debido a la lipdlisis que
frecuentemente presentan estos pacientes (61), este hecho, ocasiona un

aumento de los AGL, que se sabe que compiten con el L-Trp por su union
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con la albumina (62). Estos eventos metabdlicos no ocurren en los
adolescentes normales, cuando por alguna circunstancia, la concentracion
de los AGL aumentan en el plasma, éstos tienen concentraciones de
albumina circulante normales que proporcionan cantidades suficientes de
sitios de unién para los AGL y el L-Trp plasmatico, asi evitan que la FL del
L-Trp aumente en el plasma (31,63,64). En cambio, los pacientes con SM,
independientemente de que tuvieron concentraciones normales de
albumina, los sitios de unidn son insuficientes para unir el L-Trp, debido a
la gran cantidad de AGL que se producen durante la lipdlisis que presentan
estos pacientes, lo que origina un aumento de la disponibilidad de la FL
aminoacido en el plasma, aspecto que se observd en estos pacientes con
SM (62).

Sin embargo, es importante senalar, que otro cambio metabdlico que
se presenta en la obesidad, parte importante del SM, es un aumento
significativo de los AAN (65), que compiten con la FL del L-Trp por el
mismo transportador en los capilares de la BHE (32). Fernstrom y col (34)
han postulado que para que haya un mayor paso de L-Trp al cerebro, el
grupo de AAN deberia de estar disminuido en la sangre o viceversa, es
decir, a mayor concentracién de AAN en el plasma, menor paso de L-Trp al
SNC. En este estudio no se midié la concentracién de AAN en la sangre en
estos pacientes con SM. Pero en base a lo previamente comentado en los

pacientes obesos que tienen un aumento significativo de la concentracién
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plasmatica de los AAN (65), nos permite plantear la hipdtesis de que la
relacion de la FL del L-Trp/AAN en la sangre, parece ser el factor
bioguimico determinante que regula el ingreso del L-Trp al cerebro para la
sintesis de serotonina cerebral (34,65) y en nuestros pacientes con SM
probablemente exista una disminucién del ingreso del L-Trp al cerebro y
por lo consiguiente una disminucion de la sintesis de serotonina cerebral.

Otra parte importante del presente trabajo fue demostrar que los
pacientes con SM tienen una disminucidon de la actividad serotoninérgica
cerebral a través del aumento de la amplitud dependiente de la intensidad
del componente N1/P2 del PAE. En efecto se observd que los pacientes con
SM mostraron una elevacién significativa de la pendiente del componente
N1/P2, lo que sugiere que la amplitud de éste segmento refleja la
actividad serotoninérgica cerebral, ya que se ha demostrado que al existir
una elevacion de la concentracion de serotonina en la corteza auditiva
primaria, se produce una disminucion del componente N1/P2 y lo contrario
sucede cuando hay una menor concentracion del neurotransmisor en esta
region cortical (43,44,54).

Hegerl y cols (45) observaron que la amplitud del componente N1/P2
del PAE a diferentes intensidades del estimulo sonoro produce una
pendiente, que representa la actividad neuronal de la corteza auditiva
primaria en especial la capa IV, sitio en donde arriban los estimulos

sonoros procedentes del tdlamo (66). Ademas, observaron que pacientes
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deprimidos bajo tratamiento con inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina presentaban un cambio significativo de esta pendiente,
sugiriendo que la serotonina juega un papel primordial en la modulacidn
de la actividad neuronal de la corteza auditiva primaria. El hecho de que
los pacientes controles en este trabajo mostraran una pendiente mas
horizontal del componente N1/P2, puede reflejar una mayor integridad
funcional del sistema serotoninérgico cerebral frente a la estimulacion
auditiva.

Asimismo evidencia experimental que apoya que un estimulo sonoro
favorece la sintesis y liberacidn de serotonina en las vias serotoninérgicas
que llegan a la corteza auditiva primaria, como ha sido descrito por
Boadle-Biber y cols (67). También se ha observado que la actividad de la
TPH2, enzima clave en la biosintesis de serotonina cerebral, se incrementa
gradualmente con el aumento de la intensidad del estimulo sonoro (41).
Por lo tanto, todos estos hallazgos apoyan el hecho de que la serotonina
modula la actividad neuronal de la corteza auditiva (51).

En nuestro laboratorio hemos demostrado en ratas adultas normales
gue la administracién de L-Trp a razén de 100 mg/Kg de peso corporal por
via intraperitoneal, produce una elevacién del aminoacido en la corteza
auditiva primaria, acompafado de un aumento de serotonina, 30 minutos
después de la administracién del L-Trp, ademas de una notable

disminucidn significativa del componente N1/P2 del PAE. De la misma
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manera se ha observado con agonistas serotoninérgicos. Lo contrario se
presentd con antagonistas serotoninérgicos. Todos estos resultados
apoyan el hecho de que un nutrimento esencial en la dieta modifica la
actividad neuronal de la corteza auditiva primaria (68). Por lo tanto, el
componente N1/P2 del PAE, ha sido propuesto como indicador de la
actividad modulatoria de las neuronas serotoninérgicas en la corteza
auditiva primaria, en donde un bajo tono serotoninérgico induce una
mayor dependencia de la intensidad de la respuesta registrada a través de
un aumento en la amplitud del componente N1/P2 vy viceversa
(43,44,54,68). Lo anterior sugiere fuertemente que existe una relacion
funcional entre la actividad serotoninérgica cerebral con los cambios del
componente N1/P2 (45,69). Este componente es el resultado de la
integracion espacial y temporal de varios procesos neuronales (46). El
analisis de origen del dipolo eléctrico ha permitido la identificacion de dos
componentes. Una fuente de un polo tangencial que representa la
activacion de la corteza auditiva primaria y un segundo polo radial
generado por la actividad de estructuras de la corteza auditiva secundaria
(46). Debido a que estas respuestas eléctricas también son inducidas en
los nifilos por estimulos auditivos vy registrados en las areas
correspondientes a las proyecciones auditivas del craneo, creemos que es
razonable aceptar que también en los adolescentes, como en los adultos

estas ondas reflejan la integracién cortical de la actividad auditiva (46).
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Alteraciones de la actividad auditiva cortical expresada por los
cambios en la dependencia de la amplitud al estimulo sonoro en los PAEs,
parece ser la consecuencia de un mecanismo central que regula la
sensibilidad sensorial. De acuerdo a esta hipodtesis, una reduccién de la
actividad cortical refleja una actividad pronunciada de este mecanismo
para proteger al organismo de una sobrecarga sensorial, mientras que un
aumento estaria relacionado a una falta de dicho mecanismo. Siguiendo
este concepto, el aumento de la dependencia a la intensidad del estimulo
observado en los pacientes con SM en el presente estudio, indicaria una
disminucidon de ese mecanismo regulador. Diversos autores han sugerido
gue este posible mecanismo se ubica a nivel del tallo cerebral y estaria
representado por el sistema serotoninérgico (67). Se sabe que la
serotonina tiene una funcion homeostatica en el sistema nervioso central
ajustando y controlando factores de ganancia y niveles de excitabilidad de
las neuronas corticales (70,73). La capa IV de la corteza sensorial,
especialmente la corteza auditiva primaria tiene una densa inervacion
serotoninérgica. Por otra parte, la capa IV recibe la mayoria de las
entradas sensoriales especificas provenientes del talamo (71,72). Por ello,
se ha propuesto que las proyecciones serotoninérgicas de los nucleos del
rafé del tallo cerebral, modulan el procesamiento de las senales iniciadas

en la corteza sensorial (50,51).
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Basados en los presentes resultados electrofisiolégicos, nosotros
proponemos que en los adolescente la respuesta de la corteza auditiva
dependiente de la intensidad del estimulo sonoro puede estar también
modulada por el tono serotoninérgico y en el caso de los adolescentes con
SM, una neurotransmisién serotoninérgica disminuida podria provocar un
comportamiento diferente de la corteza sensorial, y en el caso de este
estudio los cambios registrados en la respuesta de la corteza auditiva
como un aumento significativo en la amplitud del componente N1/P2.

En conclusidon, los presentes resultados confirman que los
adolescentes con sindrome metabdlico presentan una disminucién
significativa de la actividad serotoninérgica cerebral reflejada por un
aumento de la respuesta de la corteza auditiva primaria evaluada a través

del aumento en la amplitud del componente N1/P2 del PAE.
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CONCLUSIONES

Se puede concluir que el aumento de la amplitud y pendiente del
componente N1/P2 del PAE reflejan cambios en la respuesta de la corteza
auditiva. Estos hallazgos observados en los pacientes con SM
corresponden a una actividad serotoninérgica baja. Por ello, proponemos
el uso del componente N1/P2 dependiente de la intensidad del estimulo
sonoro de los PAEs como un indicador clinico electrofisiolégico no invasivo
de los cambios de la actividad serotoninérgica cerebral en los pacientes

con SM.
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Anexo 1

o))

IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

DELEGACION 3 SUROESTE DEL DISTRITO FEDERAL
HOSPITAL DE PEDIATRIA C.M.N. SIGLO XXI
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
México D.F. a de del 20
En la Unidad de Investigacion Biomolecular y el Departamento de Endocrinologia del Hospital de
Pediatria y Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, se realiza un estudio denominado :
CAMBIO ELECTROFISIOLOGICO DE LA CORTEZA AUDITIVA RELACIONADO A LA
NEUROTRANSMISION SEROTONINERGICA EN ADOLESCENTES CON SINDROME
METABOLICO. Cuyo objetivo es conocer si la serotonina (sustancia o neurotransmisor) producida
en el cerebro esta alterada y participa en el desarrollo del sindrome metabdlico. He sido informada(o)
gue se me realizard un examen de mi capacidad para oir (potenciales auditivos evocados) y se me
tomara una muestra de sangre para andlisis quimicos.
Posibles beneficios: Con mi participacion en el estudio es posible conocer si se encuentran
alteraciones en la glucosa y los lipidos sanguineos y el diagnéstico del Sindrome metabdlico con lo
cual recibiré asesoria en nutricion y en su caso manejo médico farmacoldgico para dislipidemia
Posibles dafios: Debido a la puncidn venosa y aunque es bajo el riesgo, puede presentarse un pequefio
hematoma (moretén) o sangrado en el sitio de la puncién (piquete), que sera tratado y contenido
oportunamente.
La informacion que proporcione se manejard en forma confidencial y se mantendrd mi identidad en
secreto. Me han informado también que en caso de tener alguna duda respecto al estudio podré
comunicarme al 56-27-69-00 ext 22156 0 22292 con el responsable y obtener toda la informacién que
necesite.
Entiendo que podré retirarme del estudio en cuanto asi lo decida sin que esto afecte la atencion médica
que recibo en la Institucién.
Por medio de la presente doy mi consentimiento para participar en el estudio titulado.

Nombre y firma
Paciente

Nombre y firma Testigo Nombre y firma Testigo

Investigador responsable

Dra. Rocio Herrera Marquez

Departamento de Endocrinologia del Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional,
Siglo XXI Tel. 56-27-69-00 Exts 22309 y 22292
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Anexo 2

A. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Fecha Folio
Nombre Edad Sexo
Ndmero de afiliacion Teléfono

Direccion

Clinica de adscripcion__ Servicio que refiere

Sindrome metabdlico Si [] No []  Fecha del diagnostico
Peso p Talla: p IMC: p

Cintura p TA p

Hora de obtencion de lamuestra__~ h

Glucosa sérica__ Triglicéridos

CT_____ HDLC LDL-C

L-Trp__ ,U-Trp , T-Trp , Rel L-Trp/T-Trp

Tratamiento

Observaciones

Potenciales evocados auditivos:

P1 amplitud latencia 50 70 90 103 dB
N1 amplitud latencia 50 70 90 103 dB
P2 amplitud latencia 50 70 90 103 dB

Pendiente AFIE
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Anexo 3

Determinacion de glucosa sérica

1. A 10 pL de suero se les adicionaron 2 ml del reactivo de glucosa
oxidasa.

2. Se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente

3. Se leyo la reaccibn a 400 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro.

4. En cada ensayo se realizé una curva estandar de glucosa.

5. La glucosa se expresé en mg/dL.

Anexo 4
Determinacion de HDL-c en suero
1. Se obtuvieron 5 ml de sangre en tubo sin anticoagulante.
2. Se centrifugd a 2,000 RPM por 10 minutos.
3. Se obtuvo el suero y se pasé a lectura del suero en cubetas de 1 ml.

4. Condiciones de lectura de la muestra:

¢ Volumen de la muestra ------ 3 uL

e Volumen de reactivo 1 ------- 300 uL

e Volumen de reactivo 2 ------- 100 pL

e Temperatura del ensayo ----- 370C £ 0.1 oC

e Longitud de onda ------------- 600 y 700 nm

e Tipo de medicién ------------- Punto final dicromatico
e Unidades ---------=--===---mu-- mg/dl (mmol/L)

5. La concentracién de HDL-c se expresé en mmol/l (mg/dl)
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6. Se utilizé el reactivo para HDL-c de DADE BHERING Inc. Dimension®,
Flex®

Anexo 5

Determinacion de L-triptofano libre y total en el plasma

1. Se obtuvieron dos ml de sangre en un tubo de borosilicato con 300 L

de una solucidn anticoagulante ACD (citrato de sodio 3.6 mg, acido citrico

9.9 mg y dextrosa 11 mg, amortiguados con solucién trisma base 50 mM,

pH 7.40.

2. Inmediatamente después de su obtencién los tubos con las muestras

de sangre se colocaron a temperatura ambiente y se protegieron de la luz.

3. Una hora después los tubos con la sangre se centrifugaron a 600 g,

durante 3 min.

4. Se obtuvo un ultrafiltrado del plasma con membranas Nanosep 30K, el

tiempo de centrifugacién empleado fue de 60 segundos a 3,000 g.

5. 20 pl del ultrafiltrado y del plasma total, se desproteinizaron con &acido

HCLO4, 0.1 M, mas metabisulfito de sodio 4 mM. Se centrifugaron a

15,000 g, 10 minutos.

6. Se utilizé una columna de simetria Cig de fase reversa, 3.9 X 150 mm

de longitud y 5 um de tamafio de la particula.

7. Mediante una fase binaria de un mililitro por minuto de un solucién

amortiguadora de fosfafato monopotasico 0.02 M, mas 1g/L de acido

heptanosulfénico sal de sodio, pH 3.50 y metanol/agua 3:2.
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8. La reaccidon se midi6 en un detector fluorométrico a 290 nm de
excitacién y 330 nm de emisidn. La respuesta se cuantificd por un sistema
analogo Millenium 2020.

9. La concentracidon de la forma libre y total del L-Trp en el plasma fué

expresada en umol/L

Anexo 6

Determinacion de Triglicéridos en suero

1. Se obtuvieron 5 ml de sangre en tubo sin anticoagulante.

2. Se centrifugd a 2,000 RPM por 10 minutos.

3. Se obtuvo el suero y se pasé a lectura del suero en cubetas de 1 ml.

4. Condiciones de lectura de la muestra:

e Volumen de la muestra ------ 4 uL
e Volumen de reactivo 1 ------- 133 uL
e Temperatura del ensayo ----- 370C £ 0.1 oC
e Longitud de onda ------------- 510y 700 nm
e Tipo de medicién ------------- Punto final dicromatico
e Unidades ---------------------- mg/dl (mmol/L
e Volumen de muestra sujeto
a autodilucién ----------------- 2 yuL

5. La concentracién de triglicéridos se expres6 en mmol/l (mg/dl)
6. Se utilizo el reactivo para TG de DADE BHERING Inc. Dimension®,

Flex®
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Anexo 7

Determinacion de Colesterol Total en suero

1. Se obtuvieron 5 ml de sangre en tubo sin anticoagulante.

2. Se centrifugd a 2,000 RPM por 10 minutos.

3. Se obtuvo el suero y se pasoé a lectura del suero en cubetas de 1 ml
4. Condiciones de lectura de la muestra:

e Limites del analisis (a 370C) ---- 50 - 600 mg/dl (1.3 - 15.5

mmol/I)
e Niveles de calibracién ----------- 50, 250, 450 mg/dl
e Esquema de calibracién --------- Tres niveles en triplicado
e Coeficientes asignados ---------- Co 0.3162

C1 0.7886
5. La concentracion de colesterol total se expresé en mmol/l (mg/dl)
6. Se utilizo el reactivo para TG de DADE BHERING Inc. Dimension®,

Flex®
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Anexo 8

Determinacion de albumina

La concentracion de albumina plasmatica se determind por el método
espectrofluorométrico de Doumas et al. (74) usando albumina humana
como estandar. A 25 pL de plasma total se les agregd 5 ml de una solucion
de verde de bromocresol 0.6 mM en una solucidon amortiguadora de acido
succinico 0.10 M, pH 4.20. Los tubos con la reaccién se agitaron
constantemente en un bafo metabdlico (Dubnoff) por 10 minutos a 25°C.
El desarrollo de la reaccion se midid en un espectrofotometro Varian DM a
628 nm de excitacion. En cada ensayo se incluyd una curva estandar de
albumina humana y las concentraciones se expresaron en gramos por

decilitro.
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Anexo 9
Registro del potencial auditivo evocado

1. Se efectuaron los registros a las 8:00 h en un cuarto oscuro, aislado
acustica y eléctricamente, con el paciente en reposo y con los ojos
cerrados.

2. Se realizd un registro de 2 canales (A1, A2). Se utiliz6 Cz como
referencia.

3. Se colocaron electrodos de plata con gel conductor, se midié la
impedancia del cuero cabelludo y se realizé el estudio siempre y cuando la
impedancia de todos los electrodos estaba por debajo de 5 ohms, en
ningun caso se requirié tricotomia.

4. El paciente se coloco en un silldn reclinable, se mantuvo en reposo con las
luces apagadas.

5. Se le colocaron audifonos ajustables y se procedido a la aplicacién de
series de 200 tonos de 1 KHz de frecuencia, 100 mseg de duracidon con 10
mseg de elevacion y 10 mseg de tiempo de caida, en una ventana de 1000
y 1500 mseg con cuatro intensidades del estimulo sonoro 50, 70, 90 y 103
dB, generado por un estimulador del mismo equipo Viking 4, los estimulos
fueron presentados en forma biaural por medio de audifonos.

6. Los registros fueron colectados con una frecuencia de muestreo de 1000

Hz y un filtro analogo de 0.1 a 150 Hz.
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7. Fueron evaluados 200 barridos para cada intensidad, 200 mseg antes del
estimulo y 200 mseg posestimulo. Los artefactos en todos los ensayos se
excluyeron cuando el voltaje excedié de 50 pV, en cualquiera de los dos
canales y en cualquier momento del registro.

8. Las graficas X-Y de los PAEs fueron examinadas y las crestas mas
prominentes fueron identificadas mediante un software Viking 4, Nicolet.
Las latencias en mseg y las amplitudes en pV fueron también calculadas.
La amplitud del componente N1/P2 del PAE se consider6 como la suma en

MV entre las crestas de las ondas N1 y P2.
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Anexo 10

CDI Describe como te has sentido en las Ultimas dos semanas.

Nombre:

Edad: afios Fecha: / /

Item 1

o Me siento triste de vez en cuando.
o Me siento triste muchas veces.

o Me siento triste todo el tiempo.

Item11l

0 Todo el tiempo me siento preocupado.
0 Muchas veces e siento preocupado.

O A veces me siento preocupado.

Item 2

o Nunca me vaair bien.

o Nosesimevaair bien.
0 Yosequemeva air bien.

Item 12

O Me gusta estar con la gente.

o Muchas veces no me gusta estar con la gente.
o No me gusta estar con la gente.

Item 3

o Casi todo lo hago bien.

0 Muchas cosas las hago mal.
o Todo lo hago mal.

Item 13

0 Nunca puedo decidirme.
o Esdificil decidirme.

0 Es Fécil decidirme.

Item 4

a Muchas cosas me divierten.
o Algunas cosas me divierten.
o Nada me divierte.

Item 14

0 Me veo bien.

a Enalgunas cosas me veo bien.
o Me veo mal.

Item 5

0 Todo el tiempo me siento mal.
0 Muchas veces me siento mal.
o A veces me siento mal.

Item 15

O Siempre me cuesta trabajo hacer mi tarea.

O Muchas veces me cuesta trabajo hacer mi
tarea.

o No tengo problema para hacer mi tarea.

Item 6

o Me odio a mi mismo.
o No me gusta como soy.
o Me gusta como soy.

O A veces creo que me van a pasar cosas malas. Item 16

0 Me preocupa que me vayan a pasar cosas 0 Todas las noches tengo problemas para
malas. dormir.

0 Estoy seguro que me van a pasar cosas 0 Muchas noches tengo problemas para dormir.
terribles. o Duermo bastante bien.

Item 7 Item 17

0 A veces me siento cansado.
Q Muchas veces me siento cansado.
Q Siempre me siento cansado.

Item 8

0 Todas las cosas malas son por mi culpa.

0 Muchas cosas malas son por mi culpa.

o Generalmente muchas cosas malas no son por
mi culpa.

Item 18

o Casi nunca tengo ganas de comer.

a Muchas veces no tengo ganas de comer.
o Como bastante bien.

Item 9

o No pienso en matarme.

0 Pienso en matarme pero no voy a hacerlo.
0 Quiero matarme.

Item 19

0 No me siento preocupado si algo me duele.

a Muchas veces me preocupa si algo me duele.

Q Siempre estoy preocupado porque algo me
duele.

Item 10

Q Todos los dias me dan ganas de llorar.
0 Muchos dias me dan ganas de llorar.
o A veces me dan ganas de llorar.

Item 20

o No me siento solo.

Q Muchas veces me siento solo.
a Siempre me siento solo.
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Item 21

a Nunca me divierto en la escuela.

o A veces me divierto en la escuela.

o Muchas veces me divierto en la escuela.

Item 24

0 Nunca puedo ser tan bueno como otros nifios.

a Siquiero puedo ser tan bueno como otros
nifios.

O Soy tan bueno como otros nifios.

Item 22
o Tengo muchos amigos.

o Tengo algunos amigos pero quiero tener mas.

0 No tengo ningln amigo.

Item 23

0 Me vahbien en la escuela.

o Antes e iba mejor en la escuela.

0 Me va mal en materias donde antes me iba
bien.
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Item 25

o Nadie me quiere.

0 No sé si alguien me quiere.

o Estoy seguro que alguien me quiere.

Item 26

o Generalmente hago lo que me dicen.
o Casi nunca hago lo que me dicen.

o Nunca hago lo que me dicen.

Item 27

a Me llevo bien con los demés.
0 Muchas veces me peleo.

o Siempre me peleo.

Recuerda contestar el otro lado.
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