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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

5-HT 5-Hidroxitriptamina (Serotonina)
TDAH Trastorno por déficit de atencién e hiperactividad
FL L- Fraccion libre de L-Triptéfano
Trp
PAEs Potenciales auditivos evocados de larga latencia
N1/P2 Componente N1/P2
DA Dopamina
NE Noradrenalina
L-Trp L-Tript6fano
DMS 5 Manual Estadistico de los trastornos mentales 5
SNC Sistema Nervioso Central
ISRS Inhibidores Selectivo de la recaptura de
Serotonina
5-HIAA Acido 5-hidroxi-indol-acético
IMC indice de masa corporal
mseg Milisegundos
9\ Microvolt
EEG Electroencefalograma
AgCl Cloruro de plata
kHz Kilohertz
dB Decibeles




RESUMEN

OBJETIVO. Determinar si los escolares con trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad (TDAH) tienen una disminucion significativa de la actividad serotoninérgica
cerebral a través de la fraccion libre (FL) del L-triptéfano (L-Trp) plasméatico y de la amplitud
del componente N1/P2 del potencial auditivo evocado (PAE).

MATERIAL Y METODOS. Se efectud un estudio transversal comparativo en 52 escolares
(veintidds con TDAH y 30 controles). A todos los escolares se les determiné el L-Trp libre,
unido a albumina, total y el PAE con 3 intensidades del estimulo sonoro. Los resultados
fueron analizados mediante la t de Student y Regresién Lineal Simple. Aceptando un nivel
de significacion de P <0.05.

RESULTADOS. Los escolares con TDAH mostraron una disminucion significativa del L-Trp
plasmatico libre, unido a albumina y total (P <0.001). Ademas tuvieron una pendiente mas
pronunciada del componente N1/P2 del PAE en relacién a los escolares controles (P <0.05).
CONCLUSIONES. Los presentes resultados confirman que los escolares con TDAH tienen
una disminucion significativa de la actividad serotoninérgica cerebral reflejada por un
aumento de la respuesta de la corteza auditiva primaria evaluada a través del incremento
en la amplitud del componente N1/P2 del PAE. Por lo tanto, todos estos hallazgos en
conjunto nos permiten propone el uso del registro del componente N1/P2 del PAE, junto
con la determinacion de la fraccion libre del L-Trp plasmatico como indicadores clinicos, no
invasivos de los cambios de la actividad serotoninérgica cerebral observada en estos

escolares con TDAH y en otros donde esté involucrada la serotonina cerebral.



ABSTRACT

OBJECTIVE. To assess the hypothesis that patients with attention-deficit/hyperactivity
disorder (ADHD) have a lower level of brain serotonergic neurotransmission through
measurement of plasma free fraction of L-tryptophan and intensity-dependence auditory

evoked potentials (IADEPs).

Material and Methods. A cross-sectional study was carried out in 52 children (Twenty-two
with ADHD and 30 controls). We measured the free fraction, bound and total plasma L-
tryptophan and recording IDAEPs with three intensities of sound stimulation. The results

were analyzed by Student’s t-test, with a level of significance of P < 0.05.

Results. The children with ADHD showed a significantly lower level in the free fraction,
bound to albumin and total plasma L-tryptophan (P <0.001). It is noteworthy that the slope
of amplitude/stimulus intensity functions (ASF) of the N1/P2 component was significantly

higher in children with ADHD (P <0.05).

Conclusions. The present results confirm that children with ADHD have a decrease
significant of the serotonergic activity reflected by an increase of the response of primary
auditory cortex evaluated through the increase in the amplitude of component N1/P2 of
IADEPs. These findings suggest an important deterioration of brain serotonergic activity as
a pathophysiological mechanism in children with ADHD. Therefore, we propose these
biochemical and electrophysiological procedures as noninvasive clinical indicators of brain

serotonergic activity in these patients.



) ANTECEDENTES CIENTIFICOS

El trastorno por déficit de atencién/hiperactividad (TDAH) es el sindrome neurobiol6gico del
desarrollo més frecuentemente diagnosticado en la infancia. Tiene una prevalencia mundial
de 8 al 12% en la etapa escolar (1-6), persiste en la edad adulta en mas del 60% de los
casos (7). En México, la prevalencia es del 8% en los escolares y adolescentes y en la edad
adulta se desconoce. El TDAH ocupa la primera causa de atencion psiquiatrica en la
poblacion infantil, alrededor del 44% segun la Encuesta Nacional de Epidemiologia en
Psiquiatria del 2012 (8). Se caracteriza por tener sintomas de inatencion e impulsividad/
hiperactividad en un grado que es incompatible con el nivel de desarrollo de los individuos.
Los sintomas del TDAH persisten en la edad adulta y en la mayoria de los pacientes esta
asociado con un deterioro funcional y mayor riesgo de depresion, abuso de sustancias, y
con comportamientos antisociales (1-6). El diagnéstico del TDAH se basa en los sintomas
conductuales que deberan de persistir durante mas de 6 meses y se efectla alrededor de
7 a los 12 afos de edad (2-5), el diagnéstico se define a través del Manual estadistico de
los trastornos mentales (DSM-5) emitido por la Asociacion Americana de Psiquiatria (9).
La presentacion clinica del TDAH es heterogénea con tres subtipos identificados de
acuerdo con el sintoma mas prevalente; principalmente inatentos, hiperactivos/impulsivos
y combinados, de curso cronico y con una gran variabilidad en la expresion de los sintomas
(1-9). EI TDAH por lo general se asocia con una deficiencia cognitiva en el control inhibitorio
y de la funcion ejecutiva, por ello los perfiles neuropsicoldgicos de los pacientes muestran
una gran heterogeneidad interindividual (1,6,10,11).

La heterogeneidad clinica del TDAH, posiblemente sea debida al conjunto de vias
neuronales causales que conducen al desarrollo del trastorno (3,6,10,12,13). Diversos
estudios apoyan que los factores genéticos estan involucrados activamente (7,10,12-16),

en las ultimas décadas se han sefalado diversas anomalias del Sistema Nervioso Central



(SNC) (3,6,10,12,17-20). Sin embargo, falta informacion sobre los mecanismos de
vinculacion de los genotipos, los procesos neuronales y los sintomas
cognitivos/conductuales. Hallazgos recientes sefialan que hay otros trastornos del
neurodesarrollo como el autismo, la esquizofrenia y la epilepsia que comparten variantes
genéticas con el TDAH (12,22,23). Estos avances cientificos apoyan la bausqueda de datos
clinicos o fenotipos cognitivos indefinidos que son mas propensos a relacionarse con los
mecanismos neurobioldgicos implicados en los sintomas del TDAH, en particular los rasgos
compartidos con diferentes condiciones neuropsiquiatricas y por lo tanto merecen una
mayor atencion clinica.

Recientemente ha cobrado importancia los aspectos genéticos causales en el TDAH
(7,10,12-16), estudios familiares han demostrado que los padres de los pacientes con
TDAH tienen mayor riesgo de tener el trastorno, y para estimar la contribucién relativa de
los genes y el medio ambiente, se han utilizado diversos estudios en gemelos para
determinar la varianza fenotipica del TDAH en la poblacion en general, ya que el conjunto
de sintomas del TDAH pueden ser explicados tanto por fuentes genéticas como
ambientales (7,15,24-27). Los estudios en gemelos han demostrado una heredabilidad del
76% en nifios y adolescentes y en los adultos es menor del 30% (7,15). Los esfuerzos
realizados en los ultimos 15 afios han identificado genes implicados en la etiologia del
TDAH, se han observado asociaciones significativas de varios genes candidatos:
Transportador de dopamina 1 (DAT1), receptores de dopamina 2, 3, 4y 5 (DRD2, DRD3,
DRD4 y DRD5), dopamino-descarboxilasa (DDC), transportador de serotonina (5-HTT),
receptores serotoninérgicos 5-HTia, 5-HTig, 5-HT2a ¥y 5-HT2c y proteina asociada a
sinaptosomal P-25 (SNAP25) (15,28-35).

Ademas, varios factores ambientales han sido identificados como factores de riesgo para

el desarrollo del TDAH. Eventos intrauterinos como el estrés materno durante el embarazo,



la exposicion prenatal al tabaco, alcohol, otras drogas y toxinas ambientales, asi como
complicaciones durante el embarazo y el parto, en donde se incluyen a la encefalopatia
hipoxico-isquémica, las convulsiones, las lesiones cerebrales por infecciones del SNC, la
exposicidn a plomo y otras sustancias toxicas (36-42) son factores de riesgo que intervienen
en el desarrollo de la enfermedad. Asimismo, las adversidades psicosociales y altos niveles
de conflictos familiares, crianza inadecuada e inconsistente, problemas maritales,
evaluacion negativa de los nifios a los conflictos familiares y aquellos que han sufrido
privacion temprana institucional (43-46).

Actualmente, se ha propuesto la hipétesis de la “Dopamina” con factor causal del TDAH,
debido a que su disfuncion produce los sintomas clinicos del trastorno (10,13,28,29,54-57).
La hipédtesis se basa en la eficacia clinica observada en los pacientes con TDAH tratados
con metilfenidato, ademas de la evidencia de los estudios de imagenes cerebrales, los
cuales sugieren una reduccion de la actividad dopaminérgica en la region fronto-estriatal
(57,58). Sin embargo, la hipétesis pasa por alto la complejidad fenotipica de la enfermedad
y las posibles interacciones con otros sistemas de neurotransmisién (Serotoninérgico,
Noradrenérgico, Glutamatérgico, etc). En consecuencia, el TDAH es un trastorno
heterogéneo que se manifiesta por diversas dimensiones del comportamiento, inatencién,
hiperactividad e impulsividad que a menudo concurren con otros trastornos del
comportamiento, como son los trastornos oposicionista desafiante y de la conducta
(17,20,28,29,54-56). Es probable que los diferentes sistemas de neurotransmision y su
relativo balance entre ellos, tengan diferentes grados de influencias sobre las dimensiones
del comportamiento. Ademas la variacién genética involucrada en estos sistemas de
neurotransmision probablemente participe en su delicado equilibrio y tengan un efecto
sobre la funcion de estos productos quimicos cerebrales, que juegan un papel importante

en la fisiopatologia del TDAH (6,12,13,17,20,28,29,54-58)



Un creciente numero de estudios en animales de experimentacion sugieren la participacion
activa de la 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina), como mediador de inatencion,
impulsividad e hiperactividad (32,33,54,56). Se ha observado que los roedores que tienen
mayor cantidad de 5-HT en la corteza frontal, efectian peores tareas de atencion e
impulsividad (34). Ademas estudios recientes en ratones hiperactivos por la anulacion del
gen del transporte de dopamina (DAT-KO), exhiben un aumento de los niveles
extracelulares de DA que ocasiona un aumento de la locomocion (34,59). Al tratar estos
ratones con psicoestimulantes, se observa un efecto de disminucién de actividad motora,
esta reduccion en la hiperactividad no se asocia con cambios en los niveles extracelulares
de DA (34,59). Estos resultados sugieren que la respuesta a estos farmacos es a través de
otro mecanismo distinto al bloqueo del transportador de dopamina. También estos ratones
cuando son tratados con farmacos serotoninérgicos, inhibidores de la recaptura de
serotonina (ISRS) y/o los precursores de la amina, producen disminucion de la actividad
motora en estos ratones, independientemente de los cambios en los niveles de dopamina,
sugiriendo que la serotonina juega un papel importante en la modulacién del
comportamiento hiperactivo en estos ratones (34,60,61). Por lo tanto, el sistema
serotoninérgico modula la neurotransmision dopaminérgica, la interrupcién de este sistema
podria modificar la actividad dopaminérgica cerebral y afectaria las conductas mediadas
por la DA.

Las neuronas serotoninérgicas ubicadas en los nicleos de rafe envian proyecciones a las
neuronas dopaminérgicas localizadas en las regiones del cerebro medio, (sustancia negra
y el area tegmental central) (62). Ademas se proyectan a las terminales dopaminérgicas
presentes en el cuerpo estriado, ndcleo accumbens y la corteza prefrontal (61). Estas
inervaciones permiten la regulacion funcional dopaminérgica, tanto en la descarga neuronal

y liberacién de DA (54,56). Sin embargo, no esta claro como la 5-HT tiene estos dos efectos,



inhibitorios y excitatorios. También diferentes receptores serotoninérgicos participan en la
regulacion de la neurotransmisién dopaminérgica entre los que se encuentran el 5-HT1a, 5-
HT1g, 5-HT2a, 5-HT2c (30,32,33,35,56). Se ha observado que agonistas de los receptores
5-HT1a y 5-HT1s aumentan la liberacion de dopamina estriatal, mientras que el antagonista
del receptor 5-HTig, inhibe la liberacién de dopamina (56). Estos datos proporcionan
evidencia del papel facilitador que tiene la 5-HT sobre la liberacion de DA en el estriado.
Alternativamente, los receptores 5-HT>a que se encuentran en las neuronas
dopaminérgicas inhiben el disparo neuronal mientras que el agonista del receptor 5-HT2a
libera DA (32,63).

Asi que la capacidad que tiene la 5-HT para ejercer sus influencias de facilitacion e
inhibicion sobre la neurotransmision dopaminérgica, depende de su grado de modulacion
sobre los comportamientos mediados por DA, este aspecto es un asunto complejo y puede
ser debido a la funcion especifica de la regidén cerebral estudiada, los farmacos utilizados y
los subtipos de receptores serotoninérgicos involucrados (30,32,33,35,54,56,59,60,63). Por
tanto, hay una gran cantidad de evidencia que demuestra que la neurotransmision
dopaminérgica estd funcionalmente regulada por la neurotransmision serotoninérgica, lo
gue tiene implicaciones importantes en el control de las conductas cominmente exhibidas
en los pacientes con TDAH.

Al respeto existen varios reportes en la literatura que han evaluado la actividad
serotoninérgica en los nifios con TDAH a través de medidas directas ¢ indirectas, se ha
reportado un aumento del acido 5-hidroxiindolacético en el liquido cefalorraquideo 6 en
pruebas farmacoldgicas que indican una funcién anormal serotoninérgica (64,65). También
se ha reportado una disminucién de la 5-HT plasmética en estos nifios (66). Ademas se ha
observado que los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina son eficaces en

disminuir el cuadro clinico del TDAH (34). Sin embargo, los resultados han sido



inconsistentes. Algunos muestran disminucion de la actividad serotoninérgica, mientras
otros indican un aumento de dicha actividad.

Recientemente se ha propuesto al componente N1/P2 de los potenciales auditivos
evocados (PAEs) y la fraccion libre del L-triptéfano plasmatico (FL del L-Trp), aminoacido
precursor de la sintesis de serotonina, como indicadores no invasivos de la actividad
serotoninérgica cerebral (67-75). Los PAEs se clasifican de acuerdo al momento de
aparicion después del estimulo sonoro, en tempranos, intermedios y tardios. Los tempranos
e intermedios representan la actividad neuronal de las estructuras desde el oido hasta el
tallo cerebral, mientras que los tardios reflejan la actividad de la corteza cerebral. Las ondas
gue lo componen se designan como positivas (P) o negativas (N) y se les afiade un numero
de acuerdo al orden de aparicion (67-75). A los PAEs se les estudia la amplitud, la latencia
y la pendiente que relaciona la amplitud del componente N1/P2 en funcion a la intensidad
de los estimulos auditivos a diferente intensidad en decibeles. El componente N1 es el pico
MAas negativo que se presenta entre 60 y 120 milisegundos después de la estimulacion y el
componente P2 es el pico mas positivo entre los 110 y los 210 milisegundos. La estabilidad
interindividual de los PAEs es excelente en las correlaciones test-retest con una r = 0.90.
La amplitud de N1 en sujetos adultos sanos mide 2.8 £ 1.7 pV, la amplitud de P2 es de 5.6
+ 2.8 pV, la latencia promedio de N1 es de 91.9 + 11 y la de P2 es de 167.3 = 24.3
milisegundos (67-75).

En diversos estudios en animales de experimentacion y humanos se ha demostrado que la
serotonina participa en la modulacién de la respuesta de las neuronas de la capa IV de la
corteza auditiva primaria localizada en el I6bulo temporal a nivel del &rea 41 de Brodmann,
sitio en donde se produce este componente. Al existir una disminucion de serotonina en
esta 4rea se produce un aumento de la respuesta neuronal y consecuentemente un

incremento de la intensidad del componente N1/P2 del PAE ¢ lo contrario se observa



cuando hay un aumento de serotonina, se produce una disminucion significativa del
componente N1/P2 del PAE (71-75). Ademas se ha observado en los pacientes diabéticos
tipo 1 y 2 un incremento significativo de la pendiente del componente N1/P2 en funcién de
la intensidad del estimulo, lo que sugiere una actividad serotoninérgica disminuida (73,75-
78), mientras que una intensidad disminuida indica una mayor actividad serotoninérgica,
como se ha observado en nifios y ratas con restriccion del crecimiento intrauterino (71,72).
Por lo tanto, debido a la elevada frecuencia de los cuadros de TDAH en los nifios escolares
gue normalmente se complican con cronicidad, recurrencia y resistencia al tratamiento, la
FL del L-Trp plasmético y la intensidad del componente N1/P2 del PAE podrian ser
indicadores no invasivos de la actividad serotoninérgica cerebral en estos pacientes con
TDAH.

1)) JUSTIFICACION

En la dltima década, la mayoria de la investigacién neurobioldgica del TDAH, ha propuesto
al sistema dopaminérgico como principal responsable en el desarrollo de TDAH y se ha
efectuado menos hincapié en la participacion del sistema serotoninérgico cerebral,
probablemente debido a que el metilfenidato, droga dopaminérgica que ha demostrado
eficacia en el tratamiento del TDAH.

Sin embargo, estudios en humanos y en animales de experimentacion han establecido la
participacién activa del sistema serotoninérgico, ya que se ha demostrado que interviene
en la regulacién de las conductas de atencién, impulsividad e hiperactividad, ademas,
diversos estudios en ratones knockout del transportador de dopamina, tratados con
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina 6 precursores de la sintesis del
neurotransmisor producen un efecto inhibitorio de la hiperactividad que muestran estos
ratones knockout, lo que sugiere que la serotonina juega un papel importante en la

modulacion de la neurotransmision dopaminérgica. La actividad serotoninérgica cerebral ha



sido evaluada en nifios con TDAH a través de métodos indirectos, cuyos resultados han
sido inconsistentes (serotonina plasmatica, medicion del precursor en LCR). Recientemente
se ha propuesto al componente N1/P2 del potencial auditivo evocado (PAE) y la fraccion
libre (FL) del L-triptéfano (L-Trp) plasmatico, aminoacido precursor de la sintesis de
serotonina, como indicadores no invasivos de la actividad serotoninérgica cerebral.
Teniendo en mente todos los hallazgos anteriormente comentado y debido a la elevada
frecuencia de los cuadros TDAH en los nifios escolares, y con el fin de saber si la
modificacion de los niveles de serotonina cerebral en estos pacientes proporciona
informacién que pueden cambiar la conducta de tratamiento y progresar en el modelo
fisiopatoldgico de la enfermedad.
) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pregunta de investigacién
¢ Esta disminuida significativamente la actividad serotoninérgica cerebral en los pacientes

con TDAH en comparacién a los nifios controles sanos?

IV) OBJETIVO GENERAL
Determinar si los pacientes con TDAH presentan una disminucién significativa de la

actividad serotoninérgica cerebral en comparacién a los controles sanos.

V) OBJETIVOS ESPECIFICOS
Se determiné la actividad serotoninérgica cerebral en los escolares con TDAH y controles
sanos a través de:

1. Medir las concentraciones de L-Trp libre y total.

2. Determinar la pendiente del componente N1/P2 del PAE dependiente de la

intensidad del estimulo.



VI) HIPOTESIS
Los pacientes con TDAH tienen una disminucién significativa de la  actividad

serotoninérgica cerebral en comparacion a los controles sanos

VII) MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio. Transversal, comparativo.

Universo de estudio. Pacientes escolares de la Ciudad de México, de ambos géneros que
acudieron al Laboratorio de Patologia Molecular de la Unidad de Investigacion Biomolecular
del Hospital de Cardiologia y al servicio de Psiquiatria del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Descripcion de las variables:

Segun la metodologia:

Variable independiente. Presencia o ausencia de TDAH.

Variables dependientes. Niveles séricos de L-triptoéfano libre y amplitud y pendiente del
componente N1/P2 del PAE.

Variables de confusion. Presencia de otros trastornos psiquiatricos (depresion, ansiedad,
etc) desnutriciébn aguda y cronica, diabetes mellitus, insuficiencia renal y hepética, otros
trastornos neuroldgicos, crisis convulsivas, tic crénico, trastornos del neurodesarrollo,

Trastorno de Tourette.

DESCRIPCION OPERATIVA DE VARIABLES:
TDAH. Es un trastorno de conducta que aparece en la infancia, en el intervienen factores

genéticos y ambientales. Se diagnostica a partir de los 7 afios de edad. Se manifiesta por



un aumento de la actividad fisica, impulsividad y dificultad para mantener la atencion en
una actividad durante un periodo de tiempo continuo. Frecuentemente se puede asociar a
otros problemas neuropsiquiatricos. Sus consecuencias se aprecian en distintos ambientes
de la vida del nifio, no solo en el escolar, sino que también afecta en gran medida las
relaciones interpersonales, tanto en la familia, con otros nifios y con sus maestros. El
diagndstico se establece de acuerdo a los criterios del DSM-5 (9). Es una variable nominal,
se medié como presente 0 ausente.

Actividad serotoninérgica cerebral. Se determind a través de los niveles plasmaticos de
L-Trp libre asi como amplitud y pendiente del componente N1/P2 del PAE. El L-Trp es un
aminoacido esencial que se obtiene de las proteinas de la dieta, existen dos fracciones del
aminodcido en el plasma, una unida a albumina y otra libre. La fraccion libre pasa al cerebro
a través de la barrera hematoencefalica, es captado por las nheuronas serotoninérgicas del
tallo cerebral donde es hidroxilada en su posicion cinco por la triptéfano-5-hidroxilasa y el
5-hidroxitriptéfano formado es descarboxilado por la descarboxilasa de los aminoacidos
aromaticos y transformado en serotonina. Las muestras del ultrafiltrado del plasma se corri
por duplicado para evaluar la confiabilidad de la medicién. Es una variable continua, se
expresé en uMol/L.

En relacién a la amplitud del componente N1/P2 de los PAEs, es la distancia que existe
entre las crestas de N1y P2, se obtiene mediante la medicién del registro gréafico del PAE
y el uso de los cursores del equipo Vikingo 4 (73,75-78). Se considerd la amplitud del
componente N1/P2 en tres intensidades del estimulo acustico (70, 90 y 103 dB). Se calculé
la confiabilidad del evaluador con dos mediciones en dias diferentes. La actividad
serotoninérgica cerebral estuvo representada por la pendiente de la amplitud del
componente N1/P2 del PAE en funcion del estimulo sonoro. Es una variable cuantitativa

continua y se expreso en pV.



SELECCION DE LA MUESTRA

Tamafo de la muestra: Para una varianza combinada de 0.84 en los valores de la
pendiente del componente N1/P2 del PAE obtenida en estudios previos (73,75-78),
diferencia minima de 2 unidades, B = 5% y a = 0.01 se calcularon 20 pacientes por grupo
mediante el programa Epistat. Se integrarén dos grupos:

Grupo |: Escolares con TDAH (22 escolares).

Grupo II: Controles sanos (30 escolares)

CRITERIOS DE INCLUSION

Generales. Todos los participantes en el estudio fueron de ambos géneros de 7 a 12 afios
de edad, con diagnéstico de TDAH de acuerdo a los criterios del DSM-5 (9), con audicién
normal determinada por audiometria tonal, que sabian leer y escribir y aceptaron participar
en el estudio.

Especificos

Grupo |. Escolares con diagnostico de TDAH, que cumplieran los criterios de DSM-5
Grupo Il. Controles sanos que no cumplieron los criterios de TDAH

Criterios de no inclusion.

Presencia de depresion, ansiedad, trastorno afectivo orgénico, esquizofrenia, otros
trastornos psicéticos. Coeficiente intelectual menor de 70, trastornos disociativos 6 de la
personalidad, adopcién, abuso fisico o sexual. Sin malformaciones congénitas, Patologias
cardiacas, endocrinoldgicas. Ingesta reciente de medicamentos las Ultimas 4 semanas con
actividad serotoninérgica (fluoxetina, sertralina, paroxetina, fluvoxamina, citalopram,
fenfluramina, buspirona, litio, sumatriptan o anélogos) o anticolinérgicos (antihistaminicos,

blogueadores H:) ingesta de alimentos psicoestimulantes como café o chocolate en los



tltimos 15 dias. Y los pacientes que no tuvieron los estudios completos tanto bioquimicos
como los PAEs.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se seleccionaron escolares con TDAH que acudieron al Servicio de Psiquiatria del Hospital
de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI y también pacientes que respondieron a
la invitacion para el proyecto, mediante el muestreo por bola de nieve y material visual
(anexo 11) en Unidades de Medicina Familiar, Hospitales Generales de Zona, Centros
Médicos Nacionales y escuelas de las colonias Roma, Narvarte y Doctores. Se solicité la
autorizacién de los padres y de los pacientes para participar en el estudio y una vez
aclaradas todas sus dudas se procedi6 al llenado de la hoja de consentimiento informado y
asentimiento (Anexos 2, 3). Enseguida se evalud el diagndstico de TDAH segun los criterios
de DSM-5 (9) (Anexo 1), como instrumento de tamizaje se realizé entrevista estructurada
neuropsiquiatrica MINI-KID donde se incluyeron solo los que fueron positivos en el médulo
O, posteriormente se realiz6 una entrevista clinica por especialista en Psiquiatria Infantil y
de la Adolescencia; ademas a los padres y maestros también se les solicité que contestaran
el instrumento de evaluacion Conners para padres, se les otorgd el instrumento de
evaluacion Conners para maestros, ho causo ningun riesgo o molestia a los pacientes, si
resultaron con diagnéstico de TDAH al final del estudio fueron enviados a departamento de
Psiquiatria de su unidad de adscripcién. Veinticuatro horas después de la aplicacion de las
escalas, a todos los pacientes se les tomaron 3 ml de sangre por puncién de vena periférica.
Las muestras de sangre fueron colocadas en tubos de borosilicato con 450 pyL de una
solucién anticoagulante ACD (citrato de sodio 3.6 mg, acido citrico 9.9 mg y dextrosa 11
mg, amortiguados con una solucion de trizma base 50 mM, pH 7.40). Los tubos con las
muestras sanguineas se protegieron del aire atmosférico sellandolos con parafilm y se

centrifugaron a 500 g. Se les midi6 el L-Trp total y el libre mediante un Kit Elisa. Para



disminuir las posibles variaciones atribuibles al ritmo circadiano, la obtencién de las
muestras de sangre se realizaron entre las 07.00 y las 08.00 h en todos los pacientes y las
determinaciones del L-Trp se efectuaron en el Laboratorio de Patologia Molecular de la
Unidad de Investigacion Biomolecular del Hospital de Cardiologia, CMN, Siglo XXI.

Ademas se les efectuaron los PAEs en la misma unidad de investigacion. Los pacientes
fueron sentados comodamente en un sillén con la cabeza quieta de frente a la pared 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 diametro). 200 Tonos
de 1 KHz de frecuencia, 100 milisegundos de duracién con 10 milisegundos de elevacion y
10 milisegundos de tiempo de caida, en una ventana de 1000 y 1500 milisegundos con tres
intensidades del estimulo sonoro 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.
Los registros fueron colectados con una frecuencia de muestreo de 1000 Hz y un filtro
analogo de 0.1 a 150 Hz. Se evaluaron 200 barridos para cada intensidad, 200 milisegundos
antes del estimulo y 200 milisegundos post estimulo. Los artefactos en todos los ensayos
se descartaron cuando el voltaje fue mayor 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
latencias en milisegundos y las amplitudes en pV fueron también calculadas. La amplitud
del componente N1/P2 del PAE se consideré como la suma en pV entre las crestas de las
ondas N1 y P2. El componente N1 representa la cresta mas negativa dentro de los 60 y
120 milisegundos y el componente P2 es la cresta positiva dentro de los 110 y 210
milisegundos. Estos dos componentes representan las funciones integrativas de la corteza

auditiva, cuya regulacion esta asociada a la inervacion serotoninérgica cortical (82).



Ademas se disefidé una hoja de concentracion de los datos clinicos: identificacion,
antecedentes patolégicos, edad, datos antropométricos que incluyeron peso, talla e indice
de masa corporal y comorbilidades.

VIII) ENSAYOS BIOQUIMICOS

Determinacion del L-triptéfano en el plasma libre y total y la diferencia entre ellos se
consider6 el unido a albumina (Anexo 6)

ENSAYOS ELECTROFISIOLOGICOS

Potenciales auditivos evocados de larga latencia (Anexo 7)

IX) ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé6 medias y desviaciones estandar para describir las caracteristicas clinicas de los
pacientes, y la diferencia entre ellos se determind mediante la prueba de t de Student, ya
gue lo valores obtenidos tuvieron una distribucion normal, con un nivel de significacion de
P <0.05. Para la comparacion de las concentraciones de L-Trp libre, unido y total, primero
se determinaron los valores promedio y las desviaciones estandar y la comparacion entre
ellas se efectud a través de la prueba t de Student aceptando un nivel de significacién de P
<0.05. La amplitud del componente N1/P2 fue evaluada en todas las intensidades 70, 90y
103 dB y la relacion entre las amplitudes del componente N1/P2 en funcién de la intensidad
de los estimulos sonoros, fue calculada a través de un andlisis de regresion lineal para cada

uno de los grupos del estudio y se compararon las pendientes obtenidas de cada grupo.



XIll) RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas de los escolares con y sin TDAH se describen en la Tabla 1. No
existieron diferencias significativas en la edad, peso corporal, talla e indice de masa
corporal entre los grupos. Interesantemente se observé que el 63% de los escolares con

TDAH se present6 en el género masculino en comparacion al género femenino.

Tabla 1. Datos clinicos de nifios controles y con TDAH

Controles TDAH
N =30 N =22

Edad (meses) 115 £4.92 101 £12



El pardmetro clinico mas importante que se determind en los pacientes con TDAH y
controles fueron las diferentes fracciones de L-Trp plasméatico, como se puede ver en la
Tabla 2 y Figura 1, los pacientes con TDAH tuvieron un disminucién significativa de las
concentraciones de L-Trp libre, unido a albumina y total al compararlos con los controles
sanos (P <0.001). En cuanto a la relacion FL/L-Trp total se observé una disminucion
significativa en estos pacientes con TDAH en relacion a la que mostraron los controles

sanos (P <0.001).

Tabla 2. Concentradon de L-TriptGfano en el plasma de ninos controles y

con TDAH
L-triptofano GControles TDAH
N=30 MN=22
Fracoon ibre 876132 356 240
Unido a albimina J6TO £ 267 1995 + 4 51*
Total 4553 £372 23502332
Relacon fracdon Ebreftotal 0.192 £ 0.007 0.151 £ 02

Cada punio representa los valores promedios ([pmoll) + desviadon eslandar de nifios controles
mn TDAH. Todas s deteminacones fuern efechadas en muesims por duplicado. La diferencia
enire grupo fue oblenida por fde Student * P <0.001
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Figura 1. Concentracion de L-Trp plasmatico. C) control y TDAH) trastorno por
déficit de atencidon. Cada barra representa los valores promedio £ desviacion
estandar de 30 nifios en el grupo control y 22 en el grupo con TDAH. Todas las
determinaciones fueron efectuadas por duplicado. La diferencia entre grupo fue
obtenida por la prueba t de Student . * P < 0.001
Los PAE consisten en tres ondas que se inician después de 50 milisegundos de dar un
estimulo sonoro. La primera onda se identifica como P1, la siguiente onda se designa N1
(cresta mas negativa dentro de los 60 y 120 milisegundos) y la segunda onda positiva
corresponde a P2 (cresta positiva dentro de los 110 y 210 milisegundos. Ademas a partir
de las crestas de las ondas N1 y P2 se integra el componente N1/P2, pardmetro
electrofisiolégico mas importante que se evalué en estos pacientes con TDAH y controles
sanos (ver Figura 2).
A todos los pacientes que ingresaron al estudio se les dieron estimulos auditivos con tres
intensidades 70, 90 y 103 dB, con el patron de respuesta cortical auditiva obtenida fue

posible calcular la pendiente del componente N1/P2 del PAE en cada uno de los grupos

(controles y con TDAH). Dicha pendiente proporciona una funcion que relaciona la amplitud



en pV del componente N1/P2 con la intensidad del estimulo auditivo. Notese que los
pacientes con TDAH mostraron una pendiente significativamente mas pronunciada

(pendiente = -4.72 + 3.96) a la que tuvieron los escolares controles (pendiente = -0.11 +

1.43), P <0.005 (Figura 3)
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Figura 2. Diagrama de dispersion y analisis de regresion lineal. , escolares controles
(n = 30), pendiente ASF =0.11 + 1.43 intensidad, r2 =0.88; , escolares con TDAH

(n = 22), pendiente ASF = -4.72 + 3.96 intensidad, r2 = 0.896. Prueba t Student, P
<0.05



XIV) DISCUSION

El propésito del presente estudio fue evaluar la actividad eléctrica de la corteza auditiva
primaria por medio del componente N1/P2 del PAE y la fraccion libre del L-Triptéfano
plasmatico como indicadores periféricos de la actividad y biosintesis de serotonina cerebral
en escolares con TDAH. Se ha demostrado que las alteraciones del componente N1/P2
reflejan la actividad cortical auditiva alterada secundaria a cambios en la sintesis y de la
neurotransmision serotoninérgica (71-75).

Resultados del presente estudio muestran que los escolares con TDAH tuvieron una
disminucion significativa de la fraccion libre del L-Triptéfano plasmatico. Existe evidencia en
la literatura que la fraccion libre del aminoacido y su unién a la albimina juega un papel
importante en regular la cantidad del L-Tript6fano libre disponible en el plasma para su
transporte al cerebro. Ademas existen otros factores metabdlicos que contribuyen a
modificar su disponibilidad del aminoacido a nivel sanguineo; entre ellos se encuentra la
concentraciéon de albumina y la cantidad de acidos grasos libres (67-75). Por lo tanto estos
mecanismos regulan la cantidad del L-Trp disponible en la sangre para su paso al cerebro
a través de la barrera hemato-encefalica por un mecanismo de transporte activo que esta
mediado por un sistema de transporte de membranas al cerebro (64-65), en donde es
captado por las neuronas serotoninérgicas; de este modo estimula o disminuye la sintesis
del neurotransmisor serotonina (66-75).

De forma interesante en nuestro estudio observamos que los escolares con TDAH
mostraron una disminucion significativa de la concentracion del L-Trp libre, unido a
albumina y total. Estos hallazgos en conjunto nos permiten plantear que durante la
evolucion del TDAH se produce un aumento de la enzima triptéfano pirrolasa hepatica (59-
62), secundario a la elevacién de los niveles de cortisol sanguineo que frecuentemente se

observan en estos pacientes que cursan con un estado de estrés (13), este mecanismo



metabdlico puede explicar la disminucion de L-Trp en la sangre, ya que es desviado a otras
vias metabdlicas como la sintesis de nicotinamida adenin dinucleétido, las vias de acido
nicotinico y cinurénico, y en la de gluconeogénesis(54-56); todos estos cambios
metabdlicos en conjunto contribuyen a disminuir la disponibilidad del L-Trp plasmético para
la sintesis de serotonina en el cerebro de los escolares con TDAH.

Otro aspecto importante del presente estudio fue que los escolares con TDAH tienen una
disminucion significativa de la actividad serotoninérgica cerebral a través del aumento de la
amplitud del componente N1/P2 del PAE dependiente de la intensidad del estimulo auditivo.
En efecto, se demostré que los escolares con TDAH tuvieron una elevacion significativa del
componente N1/P2, que sugiere que la amplitud de este componente refleja la actividad
serotoninérgica cerebral, ya que se ha demostrado que al existir una elevacién de la
concentracion de serotonina en la corteza auditiva, se produce una disminucion del
componente N1/P2 y lo contrario sucede cuando hay una menor concentracion del
neurotransmisor en la corteza auditiva primaria (72).

Hergel y cols (67-70), observaron que la amplitud del componente N1/P2 del PAE a
diferentes intensidades de estimulos sonoros producen una pendiente que representa la
actividad neuronal de la corteza auditiva primaria, en especial la capa IV, sitio en donde
arriban los estimulos sonoros del tdlamo (67); ademas observaron que los pacientes
deprimidos bajo tratamiento con inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina juega
un papel primordial en la modulacién de la actividad neuronal de la corteza auditiva primaria
(68). El hecho de que los escolares controles mostraron una pendiente mas horizontal del
componente N1/P2, refleja una mayor integracion funcional del sistema serotoninérgico
cerebral.

Asi mismo, evidencia experimental apoya que un estimulo sonoro favorece la sintesis y

liberacién de serotonina en las vias serotoninérgicas que llegan a la corteza auditiva



primaria, como ha sido descrito por Boadle-Biber y cols (83). También se ha observado que
la actividad de la enzima triptéfano-5-hidroxilasa, limitante de la biosintesis de serotonina
se incrementa progresivamente con el aumento de la intensidad del estimulo sonoro (83).
Todos estos hallazgos en conjunto apoyan el hecho de que la serotonina modula la
actividad neuronal de la corteza auditiva (67-83).

Recientemente se ha demostrado en ratas adultas normales que la administracion de L-
Trp arazén de 100 mg/kg de peso corporal por via intraperitoneal, se produce una elevacion
del L-Trp en la corteza auditiva primaria, acompafiado de un aumento de la concentracion
de serotonina 30 minutos después de la administracion del aminoacido, ademas una
disminucion del componente N1/P2 del PAE; de la misma manera se observé con los
agonistas serotoninérgicos. Todos estos hallazgos apoyan el hecho de que un nutriente
esencial en la dieta modifica la actividad neuronal de la corteza auditiva primaria (71-74).
Por lo tanto, el componente N1/P2 del PAE, ha sido propuesto como un indicador de la
actividad moduladora del sistema serotoninérgico sobre las neuronas de la capa IV de la
corteza auditiva primaria, en donde un bajo tono serotoninérgico induce una mayor
intensidad de la respuesta neuronal registrada a través del aumento en la amplitud del
componente N1/P2 y viceversa (71-78); este componente N1/P2, es el resultado de la
integracion espacial y temporal de varios procesos neuronales(71). El analisis del dipolo
eléctrico que comunmente se utiliza para la determinacién de los PAE en los pacientes, ha
permitido identificar dos sub-componentes (74). El polo tangencial registra la activacion de
la corteza auditiva primaria y el polo radial detecta la actividad generada por las estructuras
de la corteza auditiva primaria.

Recientemente se ha propuesto que alteraciones de la actividad auditiva cortical expresada
por cambios en la amplitud del componente N1/P2 dependiente de la intensidad del

estimulo sonoro de los PAE, parecen ser la consecuencia de un mecanismo central ubicado



en el tallo cerebral como un elemento importante para regular las entradas sensoriales a la
corteza cerebral (74-78). De acuerdo a esta hipotesis, una reduccion de la actividad cortical
refleja una actividad pronunciada de este mecanismo, cuyo propdsito es proteger al cerebro
sobre la carga sensorial, mientras que un aumento de la actividad cortical auditiva estaria
relacionada con una falta de dicho mecanismo; siguiendo con este concepto el aumento de
la amplitud del componente N1/P2 dependiente de la intensidad del estimulo sonoro
observado en los escolares con TDAH, indicaria una disminucién de este mecanismo
regulador; diversos autores han sugerido que este mecanismo se ubica a nivel del tallo
cerebral y esta representado por el sistema serotoninérgico (67-78). Se ha demostrado que
la serotonina tiene una funcion homeostatica en el SNC ajustando y modulando factores de
ganancia y niveles de excitabilidad de los nerviosos corticales (75). La capa IV de la corteza
cerebral, tanto sensorial como auditiva tienen una densa inervacién serotoninérgica
procedente de los nucleos del rafe del tallo cerebral y recibe la mayoria de las entradas
sensoriales procedentes del tadlamo (76). Por ello se ha propuesto que las proyecciones
serotoninérgicas modulan el procesamiento de las sefales sensoriales iniciado en la
corteza cerebral (71-78).

De tal forma que los resultados bioquimicos y electrofisioldgicos observados en los
escolares con TDAH sugieren que la respuesta de su corteza auditiva primaria dependiente
de la intensidad del estimulo sonoro puede estar también modulada por el tono
serotoninérgico y en el caso de estos escolares, una neurotransmisién serotoninérgica
disminuida podria producir un comportamiento diferente de dicha corteza auditiva, evaluada
en el presente estudio por medio de los cambios registrados en la respuesta de la corteza

auditiva como un aumento significativo en la amplitud del componente N1/P2 del PAE.



XV) CONCLUSIONES

En conclusion, los presentes resultados confirman que los escolares con TDAH tienen una

disminucion significativa de la actividad serotoninérgica cerebral reflejada por un aumento

de la respuesta de la corteza auditiva primaria evaluada a través del incremento en la

amplitud del componente N1/P2 del PAE. Por lo tanto, en base a todos los hallazgos, se

propone el uso del registro del componente N1/P2 del PAE, junto con la determinacién de

la fraccion libre del L-Trp plasmatico como indicadores clinicos, no invasivos de los cambios

de la actividad serotoninérgica cerebral observada en estos escolares con TDAH y en otros

donde esté involucrada la serotonina cerebral.
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XIX) ANEXOS
ANEXO 1

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DEL DSM- 5
A. Patrén persistente de inatencion y/o hiperactividad-impulsividad que interfiere con el
funcionamiento o el desarrollo, que se caracteriza por (1) y/o (2):
1. Inatencidn: Seis (0 mas) de los siguientes sintomas durante al menos 6 meses, en un
grado que no concuerda con el nivel de desarrollo y que afecta directamente las actividades
sociales y académicas/laborales:
a. Con frecuencia falla en prestar la debida atencién a detalles o por descuido se cometen
errores en las tareas escolares, en el trabajo o durante otras actividades (p. €j., se pasan
por alto o se pierden detalles, el trabajo no se lleva a cabo con precision).
b. Con frecuencia tiene dificultades para mantener la atencién en tareas o actividades
recreativas (p. €j., tiene dificultad para mantener la atencién en clases, conversaciones o
en la lectura prolongada).
c. Con frecuencia parece no escuchar cuando se le habla directamente (p. €j., parece tener
la mente en otras cosas, incluso en ausencia de cualquier distraccion aparente).
d. Con frecuencia no sigue las instrucciones y no termina las tareas escolares, los
guehaceres o los deberes laborales (p. €j., inicia tareas pero se distrae rapidamente y se

evade con facilidad).



e. Con frecuencia tiene dificultad para organizar tareas y actividades (p. ej., dificultad para
gestionar tareas secuenciales; dificultad para poner los materiales y pertenencias en orden;
descuido y desorganizacion en el trabajo; mala gestion del tiempo; no cumple los plazos).
f. Con frecuencia evita, le disgusta 0 se muestra poco entusiasta en iniciar tareas que
requieren un esfuerzo mental sostenido (p. €j., tareas escolares o quehaceres domésticos;
en adolescentes mayores y adultos, la preparacién de informes, completar formularios,
revisar articulos largos).

g. Con frecuencia pierde cosas necesarias para las tareas o actividades (p. ej., materiales
escolares, lapices, libros, instrumentos, billetero, llaves, papeles del trabajo, gafas, movil).
h. Con frecuencia se distrae con facilidad por estimulos externos, (para adolescentes
mayores y adultos, puede incluir pensamientos no relacionados).

i. Con frecuencia olvida las actividades cotidianas (p. ej., hacer las tareas, hacer las
diligencias; en adolescentes mayores y adultos, devolver las llamadas, pagar las facturas,
acudir a las citas).

2. Hiperactividad e impulsividad: Seis (0 mas) de los siguientes sintomas se han mantenido
durante al menos 6 meses en un grado que no concuerda con el nivel de desarrollo y que
afecta directamente a las actividades sociales y académicas/laborales:

Nota: Los sintomas no son sélo una manifestaciéon del comportamiento de oposicion,
desafio, hostilidad o fracaso para comprender tareas o instrucciones. Para adolescentes
mayores y adultos (a partir de 17 afios de edad), se requiere un minimo de cinco sintomas.
a. Con frecuencia juguetea con o golpea las manos o los pies o se retuerce en el asiento.
b. Con frecuencia se levanta en situaciones en que se espera que permanezca sentado (p.
ej., se levanta en la clase, en la oficina o en otro lugar de trabajo, o en otras situaciones que

requieren mantenerse en su lugar).



c. Con frecuencia corretea o trepa en situaciones en las que no resulta apropiado. (Nota:
En adolescentes o adultos, puede limitarse a estar inquieto.)

d. Con frecuencia es incapaz de jugar o de ocuparse tranquilamente en actividades
recreativas.

FaN]

e. Con frecuencia esta “ocupado,” actuando como si “lo impulsara un motor” (p. €j., es
incapaz de estar o se siente incbmodo estando quieto durante un tiempo prolongado, como
en restaurantes, reuniones; los otros pueden pensar que esta intranquilo o que le resulta
dificil seguirlos).

f. Con frecuencia habla excesivamente.

g. Con frecuencia responde inesperadamente o antes de que se haya concluido una
pregunta (p. ej., termina las frases de otros; no respeta el turno de conversacion).

h. Con frecuencia le es dificil esperar su turno (p. €j., mientras espera en una cola).

i. Con frecuencia interrumpe o se inmiscuye con otros (p. €j., se mete en las conversaciones,
juegos o actividades; puede empezar a utilizar las cosas de otras personas sin esperar 0
recibir permiso; en adolescentes y adultos, puede inmiscuirse o adelantarse a lo que hacen
otros).

B. Algunos sintomas de inatencién o hiperactivo-impulsivos estaban presentes antes de los
12 afos.

C. Varios sintomas de inatencién o hiperactivo-impulsivos estan presentes en dos 0 mas
contextos (p. €j., en casa, en la escuela o en el trabajo; con los amigos o parientes; en otras
actividades).

D. Existen pruebas claras de que los sintomas interfieren con el funcionamiento social,
académico o laboral, o reducen la calidad de los mismos.

E. Los sintomas no se producen exclusivamente durante el curso de la esquizofrenia o de

otro trastorno psicotico y no se explican mejor por otro trastorno mental (p. €j., trastorno del



estado de animo, trastorno de ansiedad, trastorno disociativo, trastorno de la personalidad,
intoxicacion o abstinencia de sustancias).

Nota: Los sintomas no son sélo una manifestacion del comportamiento de posicion, desafio,
hostilidad o fracaso en la comprension de tareas o instrucciones. Para los adolescentes
mayores y adultos (17 y mas afios de edad), se requiere un minimo de cinco sintomas.
Especificar si:

314.01 (F90.2) Presentacion combinada: Si se cumplen el Criterio Al (inatencion) y el
Criterio A2 (hiperactividad-impulsividad) durante los ultimos 6 meses.

314.00 (F90.0) Presentacion predominante con falta de atencion:

Si se cumple el Criterio Al (inatencién) pero no se cumple el Criterio A2 (hiperactividad-
impulsividad) durante los ultimos 6 meses.

314.01 (F90.1) Presentacion predominante hiperactiva/impulsiva:

Si se cumple el Criterio A2 (hiperactividad-impulsividad) y no se cumple el Criterio Al
(inatencion) durante los ultimos 6 meses.

Especificar si:

En remisién parcial: Cuando previamente se cumplian todos los criterios, no todos los
criterios se han cumplido durante los Gltimos 6 meses, y los sintomas siguen deteriorando
el funcionamiento social, académico o laboral.

Especificar la gravedad actual:

Leve: Pocos o ningln sintoma estan presentes mas que los necesarios para el diagnéstico,
y los sintomas s6lo producen deterioro minimo del funcionamiento social o laboral.
Moderado: Sintomas o deterioros funcionales presentes entre “leve” y “grave”.

Grave: Presencia de muchos sintomas aparte de los necesarios para el diagnéstico o de
varios sintomas particularmente graves, o los sintomas producen deterioro notable del

funcionamiento social o laboral. 3



ANEXO 2
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD Y HOSPITAL DE PEDIATRIA
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN
PROTOCOLO DE INVESTIGACION
México D.F, a de 201

Por medio de la presente carta estamos invitando a su hijo(a) a participar en el estudio:
ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD SEROTONINERGICA CEREBRAL EN LOS
ESCOLARES CON TRASTORNO POR DEFICIT DE ATENCION E HIPERACTIVIDAD
CON Y SIN OBESIDAD. Para que su hijo(a) participe es necesario contar con la
autorizacion tanto de su hijo como de usted. El estudio se realizar4 en el Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, y tiene el propésito de evaluar si los nifios
con Trastornos por déficit de atencion e hiperactividad que tiene obesidad presentan una
disminucion de una sustancia que se produce en el cerebro que se llama serotonina.
Procedimientos:

Si usted y su hijo aceptan participar en el estudio sucedera lo siguiente:

En la consulta externa del Servicio de Psiquiatria Infantil del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, se le pedir4 que conteste unas preguntas relacionadas
con su estado de &nimo y comportamiento en cuanto a atencién e hiperactividad en su casa
y en la escuela. La contestacion de las preguntas tarda aproximadamente 15 a 20 minutos,
de acuerdo al resultado de la encuesta, continuara o no en el estudio.

En caso de continuar en el estudio se le citara a las 08:00 am, en el laboratorio de Patologia
Molecular de la Unidad de Investigacion Biomolecular del Hospital de Cardiologia del Centro
Médico Nacional Siglo XXI en donde se le tomard tres mililitros de sangre (que equivale a
media cucharadita) a través de una puncion de la vena localizada en la parte anterior del
pliegue del antebrazo para determinar algunas sustancias como: acidos grasos libres,
albumina plasmatica y un aminoacido producto de la dieta diaria llamado L-triptéfano.

Ese mismo dia en el laboratorio de investigacion, a su hijo(a) se le realizara un estudio que
consiste en colocarle unos audifonos por los cuales escuchara 200 sonidos de diferente
intensidad, estos sonidos son detectados por el cerebro. Las respuestas cerebrales seran

registradas en una computadora, todo este estudio se conoce como potenciales auditivos



evocados, dura aproximadamente 30 minutos, se le colocaran unos electrodos encima del
cuero cabelludo y usted acompafiara a su hijo.

Posibles riesgos y molestias:

a) La puncion de la vena para obtener la muestra de sangre puede ocasionar dolor leve a
moderado que pasara después de la puncion, es posible que se presente un pequefio
moreton que desaparecera en unos dias. En caso de que se registre alguna complicaciéon
relacionada con la puncion sera atendido por los médicos responsables del estudio.

b) En cuanto a los potenciales evocados, la intensidad de los sonidos que se le aplicaran a
su hijo no causan ninguna molestia o dafio a su audicion.

c) Para este estudio se requiere que su hijo sea desvelado la noche previa, asi como que
sea lavado el cabello y durante el estudio el nifio debera permanecer quieto.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.

Su hijo no recibira ningln beneficio directo por su participacion, sin embargo los resultados
del estudio permitiran incrementar el conocimiento de como funciona la atencion y la
actividad motora en los nifios/o nifias con el trastorno por déficit de atencién e hiperactividad
obesos.

Informacion sobre resultados

En el momento que usted lo solicite se le dara la informacién requerida sobre los resultados
del estudio.

Participacion o retiro.

Usted conserva el derecho de que su hijo se retire del estudio cuando asi lo decida, sin que
ello afecte la atencién médica que recibe su hijo (a) en el Instituto.

Privacidad y confidencialidad.

La informacién que nos proporcione, como su nombre, teléfono y direccion sera guardada
de manera confidencial y por separado al igual que sus respuestas al cuestionario y los
resultados de sus pruebas clinicas, para garantizar su privacidad. Asimismo, el equipo de
investigadores, su médico en el Servicio Psiquiatria Infantil del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXl y las personas que estén involucradas en el cuidado de
su salud sabran que usted esta participando en este estudio. Sin embargo, nadie mas
tendréd acceso a la informacién que usted nos proporcione durante su participacion en este
estudio, al menos que usted lo autorice. S6lo proporcionaremos su informacion si fuera
necesario para proteger sus derechos o su bienestar (por ejemplo si llegara a sufrir algin

dafio fisico o si llegara a necesitar cuidados de emergencia), o si lo requiere la ley. En caso



de que los resultados de este estudio se publiqguen o se presenten en conferencias, no se
revelara la identidad de su hijo (a). Para proteger su identidad le asignaremos un nimero a
sus datos, y usaremos ese ndmero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos.
Declaracién de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas, y todas mis preguntas han sido contestadas a mi
satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo que mi hijo (a) participe en la investigacion que aqui
se describe y autorizo la utilizacién de los datos para investigaciones futuras que emanen
de esta y que estén o no relacionadas con el presente estudio.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (B55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico:

comision.etica@imss.gob.mx

Dr. Gabriel Manjarrez Gutiérrez (Teléfono 56 26 69 00, Extension 22156 de 7.30 a 15.30 h.
Celular 0445554192539, las 24 h del dia. Dra. Martha Cristina Fernandez Cruz (Teléfono
56 27 69 00 extension 22302 de 730 a 15.30 h. Celular 0445561161429, las 24 h del dia).
Dra. Rocio Herrera Marquez (Teléfono 56 27 69 00 extension 22306 de 730 a 15.30 h.
Celular 0445529710318, las 24 h del dia).



mailto:comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y Firma del padre, Tutor o representante legal Nombre y Firma del Investigador

Nombre y Firma del Testigo 1 Nombre y Firma del Testigo 2

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Les he explicado el estudio de investigacion a los padres y he contestado todas sus
preguntas. Considero que comprendié la informacion descrita en este documento y

libremente da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre y firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Fecha




ANEXO 3

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD Y HOSPITAL DE PEDIATRIA
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN PROTOCOLO
DE INVESTIGACION
Fecha:

Te estamos invitando a participar en un estudio de investigacion cuyo titulo es: ESTUDIO
COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD SEROTONINERGICA CEREBRAL EN LOS
ESCOLARES CON TRASTORNO POR DEFICIT DE ATENCION E HIPERACTIVIDAD
CON Y SIN OBESIDAD. EI objetivo o motivo del estudio es saber si una sustancia en el
cerebro llamada serotonina es diferente en nifios con problemas de atencidon que son
gorditos y los que no lo son. Al igual que ta seran invitados otros 60 nifios con Trastorno por
déficit de atencién e hiperactividad atendidos en este hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI.

Sera necesario tomarte una muestra de sangre (aproximadamente 3ml o media
cucharadita de sangre) de una vena de tu antebrazo.

El mismo dia de la toma de la sangre se te realizar4 un examen en un cuarto sin ruidos
colocandote unos audifonos en los oidos por medio de los cuales escucharas varios
sonidos, y también se te colocaran 4 parches pequefios (detras de los oidos, en la cabeza
y la frente) y tu actividad del cerebro serd captada en una computadora. La duracion del
estudio es de 30 minutos aproximadamente y no causa molestias.

Como ya sabes, cuando te saquen la sangre sentirds un piguete cuando la aguja entra en la
piel que molesta un poquito pero después de unos minutos ya no, a veces puede aparecer
un moretdn que se quita en pocos dias.

Cuando empieces a participar en el estudio si tienes alguna duda puedes preguntarme todo
lo que quieras saber. Si ahora decidas participar, y después ya no quieres estar puedes irte
del estudio cuando tu quieras y nadie se enojara contigo.

Nombre del menor:




ANEXO 4

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Fecha:
Nombre del paciente:
Nombre del familiar:
Parentesco del familiar: No. Expediente
Teléfono
Sexo: Femenino Masculino Edad: afios cumplidos

Grado escolar:

Fecha en que se dio diagnéstico de TDAH: Subtipo

Amplitud N1/P2

L-Trp Total

L-Trp Trp Libre

Peso (kg)

Estatura(cm)

IMC

Porcentil



ANEXO 4
Determinacion de L-triptéfano total y libre en el plasma

1. Se obtendra tres mililitros de sangre en un tubo de borosilicato con 750 pL de una
solucién anticoagulante ACD (citrato de sodio 3.6 mg, acido citrico 9.9 mg y
dextrosa 11 mg, amortiguados con solucion tris acetato de sodio 50 mM, pH 7.4.

2. Inmediatamente después de su obtencion los tubos con las muestras de sangre
seran colocados a temperatura ambiente y se protegeran de la luz.

1. Una hora después los tubos con la sangre se centrifugaran a 600 g, durante 3
minutos.

4.  Se obtendra un ultrafiltrado del plasma con membranas Nanosep 30K, el tiempo
de centrifugacién empleado sera de 60 segundos a 3,000 g.

5. Se tomaran 20 mL del ultrafiltrado y del plasma total, se desproteinizaran con
acido HCLO4, 0.1 M, méas metabisulfito de sodio 4 mM. Se centrifugaran a 15,000
g, 10 minutos.

6. Se utilizard una columna de simetria C1s de fase reversa, 3.9 X 150 mm de longitud
y 5 um de tamafio de la particula.

7. Se usara 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 3.3 y metanol/agua.

8. Lareaccion se medira en un detector fluorométrico a 290 nm de excitaciéon y 330
nm de emisién. La respuesta sera cuantificada por un sistema analogo Empower 2.

1. La concentracion de la forma libre y total del L-Trp en el plasma ser& expresada en

pmol/L



ANEXO 5
Registro del potencial auditivo evocado

Antes de realizar el estudio, se confirmara la audicién normal en los
pacientes con audiometria tonal, 20 dB

Los estudios se efectuaran a las 7:00 a 8:00 AM para evitar interferencias
acusticas, en un cuarto oscuro, aislado acustica y eléctricamente, con la
paciente en reposo por 10 minutos, con los ojos cerrados.

Se realizara un registro en 2 canales (A1, A2) con Cz como referencia.

Se colocaran electrodos de plata de 10 mm de didmetro con gel conductor,
se medird la impedancia del cuero cabelludo y se realizara el estudio siempre y
cuando la impedancia de todos los electrodos estén por debajo de 5 ohms, en
los casos que requirieran tricotomia, esta se realizara con tricétomo eléctrico,
previa autorizacion del paciente en un didmetro de un centimetro.

El paciente se colocara en un sillén reclinable, se mantendra en reposo 10
minutos con las luces apagadas.

Se le colocaran los audifonos ajustables y se procedera a la aplicacion de
series de 200 tonos, a una tasa de 1.1/segundo, frecuencia de 1.0 kHz y 100
mseg de duracién, con cuatro diferentes intensidades: 50, 70, 90 y 103 dB.

Se utilizara un filtro analogo de 150 Hz, se registraran los datos en una
ventana de 1500 mseg post-estimulo. Para suprimir los artefactos, se excluiran
todos los ensayos que rebasen los + 50 uV en cualquier canal en cualquier

momento de la promediacion.



8. Se obtendran el promedio de las curvas de todos los sujetos en el periodo del
componente N1/P2 y se imprimir4 el registro al final de la sesion que dura

aproximadamente 30 minutos.

ANEXO 6 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto no atenté contra la seguridad ni contra la dignidad de los pacientes y
cumplié los criterios de ética estipulados con la declaracién de Helsinki. El estudio
representd un riesgo minimo para los pacientes segun la ley general de salud en materia
de investigacion, ya que se compar6 la actividad serotoninérgica cerebral por medios no
invasivos. Existe evidencia en la literatura mundial que sustenta que estimulos auditivos por
arriba de 90 dB, e inclusive algunos autores utilizan estimulos de 113 dB producen una
reduccién paradojica de los PAEs con un impacto en la linearizacién de la pendiente que
relaciona la amplitud en pV del componente N1/P2 con la intensidad del estimulo auditivo.
Este fendmeno ha sido interpretado como un mecanismo de proteccién cortical a la sobre-
estimulacion sensorial. Por lo tanto, individuos que tienen pendientes pronunciadas con
estos estimulos tienen una disminucion de este mecanismo modulador ubicado en el tallo
cerebral y que esta representado por el sistema serotoninérgico. Por otro lado, no se ha
reportado ninguna complicacion auditiva y cortical con estimulos de 90 a 113 dB de
intensidad, debido probablemente a que son pocos estimulos con minima duracion. Y una
vez que se les explico a los pacientes y a los familiares todos los aspectos anteriormente
sefalados, se les solicitd su consentimiento informado y carta de asentamiento a los
pacientes. La informacién obtenida en los cuestionarios y entrevistas de cada paciente son
estrictamente confidenciales. Ademéas el estudio no tuvé ningun beneficio personal o

remuneracion econémica para ninguno de los investigadores participantes en el estudio.





