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Resumen

El Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad es uno de los trastornos
del neurodesarrollo mas frecuentes de la infancia. Segun la quinta edicion del Manual
Diagnostico de Enfermedades, DSM-5, su prevalencia se estima alrededor del 5 %. Sus
sintomas nucleares y su elevada comorbilidad hacen que aquellos que la padecen

presenten dificultades para el desarrollo pleno de su vida académica, familiar y social.

Sin embargo, a pesar de la importancia en términos de salud publica, ain
desconocemos de manera precisa el origen y la etiologia del trastorno. Parece tratarse de
una entidad multifactorial, donde se describe un importante papel de la interaccion entre

la herencia genética y la exposicion medioambiental.

Las teorias neurotransmisoras que apuntan a desordenes en los niveles de
dopamina y catecolaminas, asi como las modificaciones neuroanatoémicas observadas en
determinadas regiones cerebrales parecen ser los mecanismos fisiopatologicos mas
estudiados y que presentan mayor evidencia cientifica. Sin embargo, la participacion de
otros sistemas biologicos, como el eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal, o la
influencia del estrés oxidativo y la neuroinflamacion conforman las nuevas lineas de

investigacion que sustentarian la base multifactorial y plural de esta entidad.

En cuanto a su diagnoéstico, la falta de un marco tedrico que explique con
exactitud los mecanismos neurobiologicos que subyacen al trastorno dificulta el
desarrollo de biomarcadores cuantificables, que faciliten el proceso diagnostico, el
pronostico y el seguimiento de los tratamientos. Por ello, el diagndstico contintia siendo
puramente clinico, basado en la evaluacién de una serie de sintomas conductuales y
cognitivos, y mediante la aplicacion de criterios establecidos por los sistemas
internacionales de clasificacion, DSM y CIE (Sistema de Clasificacion Internacional de
Enfermedades). Sin embargo, y a pesar de la existencia de éstos, en ocasiones el

diagnostico resulta complejo, ya que la evaluacion subjetiva de los sintomas puede
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derivar en una variabilidad considerable en la precision diagndstica.

En cuanto al tratamiento, desde hace décadas, el metilfenidato se ha consagrado
como el principal farmaco empleado en los pacientes diagnosticados de Trastorno por
Déficit de Atencion e Hiperactividad. Su eficacia y seguridad parecen demostradas, pero
los efectos sobre determinados marcadores y estructuras que parecen ser relevantes en el
trastorno atn no estan claros.

El hallazgo de marcadores en sangre periférica relacionados con estas nuevas
entidades (estrés oxidativo, neuroinflamacion o la reactividad del eje hipotalamo-
hipofisario-suprarrenal) y su posible modificacion con el tratamiento podria brindar
informacion util sobre la fisiopatologia del Trastorno por Déficit de Atencién e
Hiperactividad, proporcionar una mayor objetividad y precision en el diagnostico,
ayudar a monitorizar y predecir la eficacia de los tratamientos y, en definitiva, permitir
un enfoque mas personalizado de cada paciente.

Este estudio, en el que participaron 59 pacientes diagnosticados con Trastorno
por Déficit de Atencidén e Hiperactividad segun los criterios de la quinta edicion del
Manual Diagndstico de Enfermedades, tuvo como objetivo principal evaluar los
cambios inducidos por el tratamiento en el estado oxidativo/nitrosativo y en los niveles
de cortisol.

El estudio se llevo a cabo entre septiembre de 2020 y mayo de 2023, consistid en
un estudio prospectivo, cuasi-experimental, de seguimiento longitudinal basado en la
practica clinica diaria. Todos los sujetos del estudio fueron reclutados por el Servicio de
Pediatria del Hospital Universitario Clinico San Cecilio, fueron sometidos a una
entrevista clinica estructurada y a un analisis de sangre y saliva antes de iniciar el
tratamiento prescrito y tras tres meses del inicio de este. Todos ellos dieron su

consentimiento informado por escrito.
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Para ello, se utilizaron muestras de sangre periférica antes del inicio del
tratamiento habitualmente prescrito en estos casos (metilfenidato) y tres meses después,
con el fin de medir una serie de marcadores oxidativos e inflamatorios, asi como la
actividad antioxidante enddgena.

De manera similar, también se recogieron muestras de saliva antes y después del
tratamiento para estudiar los cambios en los niveles de cortisol, evaluados mediante la
respuesta al despertar del cortisol (del inglés “Cortisol Awakening Response”, CAR).
La respuesta al despertar del cortisol se ha consagrado en los ultimos tiempos como la
medida mas apropiada para evaluar la activacion del eje hipotdlamo-hipofisario-
suprarrenal en relacion con diferentes factores psicosociales, dejando en un segundo
plano la medicion aislada del cortisol.

Los resultados de nuestro estudio mostraron una mejora relacionada con el
tratamiento en el perfil redox mediante la reduccién de los niveles de productos
proteicos de oxidacion avanzada (AOPP), peroxidacion lipidica (LPO) y nitritos y
nitratos (NOx). Asimismo, también se observé un aumento de las actividades
enzimaticas de glutation reductasa (GRd) y catalasa (CAT), ambas enzimas del sistema
antioxidante endogeno. Ademas, el area bajo la curva (AUC) de la respuesta al
despertar del cortisol aumentd significativamente, indicando una mayor reactividad del
eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal.

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan aun mas la hipdtesis de que el
estrés nitrosativo/oxidativo, la inflamacién y el eje hipotdlamo-hipofisario-suprarrenal,
que parecen desempefiar un papel clave en otras afecciones psiquiatricas (como el
Trastorno del Espectro Autista), estan efectivamente implicados en la fisiopatologia de
esta entidad y constituyen una base sobre la que seguir investigando para el desarrollo

de biomarcadores relacionados con el TDAH.
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Introduccion

L TRASTORNO POR DEFICIT DE ATENCION E

HIPERACTIVIDAD (TDAH)

1. Evolucion historica del Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad

(TDAH)

La comprension y el concepto del trastorno por déficit de atencion e hiperactividad
(TDAH) han evolucionado a lo largo de la historia, entre otros motivos, por los
constantes cambios que ha habido en su definicion y por la gran heterogeneidad de
los sintomas asociados. “Defecto anormal del control moral en nifios” [1], “trastorno
hipercinético en la infancia” [2] o “disfuncion cerebral minima” [3] son solo algunos de

los ejemplos de las definiciones que han sido empleadas desde comienzos del siglo XX.

No es hasta la década de 1980, con la publicacion del Manual Diagndstico y
Estadistico de Trastornos Mentales, DSM-III [4], cuando se acufia por primera la
denominacion “Trastorno por Déficit de Atencidon con o sin Hiperactividad™, la cual no
estuvo exenta de polémica por la subdivision generada y que, finalmente, fue revisada y
modificada en la siguiente edicion del manual, DSM-3-R [5], al término que utilizamos

hoy en dia “Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad”, TDAH.

En cuanto a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), es en el afio 1992
cuando el TDAH se reconoce por primera vez como entidad clinica al ser
incluido en la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10), quedando
recogido en el grupo de trastornos del comportamiento y de las emociones, de
comienzo en la infancia y la adolescencia, dentro del subgrupo de Trastornos
Hipercinéticos [6]. Durante esta década se experimentan avances significativos en
varias disciplinas relacionadas con la Genética, la Neurologia, la Pedagogia y la
Psicologia, que contribuyeron a un mayor conocimiento del TDAH.

3
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Figura 1. Evolucion historica del concepto de Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad.

Creada con BioRender.com

2. Definicion actual del TDAH

La definicién actual del TDAH se basa en la quinta edicion del Manual Diagnostico
y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-5) [7], que fue presentado en mayo de
2013 en el Congreso Anual de la Asociacion Americana de Psiquiatria (APA) en San
Francisco (Estados Unidos). Esta nueva version define el TDAH como un trastorno del
neurodesarrollo cuyos sintomas principales son la inatencion, la hiperactividad y la
impulsividad y establece tres presentaciones diferentes en funcion de la sintomatologia

presentada durante los ultimos seis meses [7]:

* Presentacion predominante con falta de atencion: Si se cumple el criterio
A1, pero no se cumple el criterio A2 (hiperactividad-impulsividad).

* Presentacion predominante hiperactiva/impulsiva: Si se cumple el criterio A2
(hiperactividad-impulsividad) y no se cumple el criterio A1 (inatencion).

= Presentacion combinada: Si se cumplen el criterio Al (inatencion) y el criterio

A2 (hiperactividad-impulsividad).
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Tabla 1. Criterios Al y A2 para la clasificacion de las diferentes presentaciones clinicas.

Criterio A1l

Criterio A2

Patron persistente de inatencion caracterizado
por presentar 6 o mas de los siguientes

sintomas:

Patron persistente de hiperactividad-
impulsividad caracterizado por 6 o mas de

los siguientes sintomas:

1. Dificultad para la atencion a detalles en

tareas escolares.

1. Golpear manos y pies o retorcerse en el

asiento.

2. Dificultad para mantener la atencién en

tareas o actividades recreativas.

2. Levantarse en situaciones en que deba

permanecer sentado.

3. No parecer escuchar cuando se le habla

directamente.

3. Corretear en situaciones en las que no es

apropiado.

4. No seguir instrucciones y no completar

tareas escolares/domésticas.

4. Incapacidad de jugar o de ocuparse

tranquilamente.

5. Dificultad para organizar tareas y

actividades.

5. Dificultad para estar quieto en situaciones

que lo requieren

6. Evitar o rechazar participar en tareas que

requieran un esfuerzo mental prolongado.

6. Hablar excesivamente.

7. Extraviar objetos necesarios para tareas o

actividades.

7. Dar respuestas impulsivas antes de que se

completen las preguntas.

8. Distraerse con facilidad por estimulos

externos.

8. Dificultad para esperar su turno

9. Olvidar hacer actividades cotidianas.

9. Interrumpir  conversaciones 0

actividades de otros.

A diferencia del DSM-IV, donde el TDAH era considerado como un trastorno de la

conducta, en esta nueva version se clasifica dentro del capitulo de “Trastornos del

neurodesarrollo”. Ademds de esto, el manual DSM-5 presenta otra serie de

modificaciones e incorporaciones con respecto a la version anterior [7]:

= Retraso en la edad limite de aparicion de sintomas. Se establece una ampliacion

del periodo durante el cual los sintomas del TDAH pueden aparecer para

establecer el diagnéstico. Anteriormente se consideraba que estos debian
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manifestarse antes de los 7 afos, sin embargo, con esta nueva version la edad
limite se retrasa hasta los 12 afios, ya que considera que existen sintomas
relacionados con el aprendizaje que pueden ponerse de manifiesto a medida que
el nifio avanza durante la educacion primaria.

» Incorporacion del diagnoéstico de TDAH en adultos, ya que se considera que el
trastorno no se limita al nifio y adolescente, sino que la patologia psiquiatrica tiene
una continuidad desde la infancia hasta la edad adulta.

» En adolescentes y adultos se considera suficiente el cumplimiento de 5 de los 9
criterios diagnosticos en lugar de los 6 que son necesarios para el diagnostico en
nifios.

= Los anteriores subtipos de TDAH son reemplazados por “presentaciones
clinicas”, para remarcar que los sintomas no son estaticos, y que la relevancia
clinica de cada uno de ellos se modifica con el neurodesarrollo.

* Ya no existe una "exclusion mutua" en el diagndstico entre el TDAH y el
Trastorno del Especto Autista (TEA). En se esta nueva version se reconoce que
ambos trastornos pueden coexistir en un mismo individuo, de tal forma que ahora

pueden diagnosticarse y tratarse como comorbilidades.

3. Epidemiologia

Sabemos que el TDAH es una de las patologias psiquiatricas mas frecuente de la
infancia [8—10]. No obstante, a pesar de su gran relevancia en términos de salud publica
su prevalencia no esta bien establecida [11]. E1 DSM-5 situa esta cifra entorno al 5 % en
nifios y al 2,5 % en adultos [7], sin embargo, los estudios epidemiologicos muestran
datos inexactos sobre estos porcentajes debido sobre todo a las diferencias existentes en
el tipo de muestra estudiado, los criterios diagndsticos y los instrumentos de

evaluacion empleados [12].



Introduccion

En una revision sistematica y en un analisis de meta regresion realizados en el
ano 2014 donde se incluyeron 154 estudios que habian empleado criterios
diagnosticos del DSM o del CIE, se concluyo que la prevalencia mundial del TDAH

en menores de 18 afios era aproximadamente del 5 % [10].

En cuanto a la prevalencia en Espafia, un metaanalisis realizado en 2012, donde
se revisaron 14 estudios epidemioldgicos observacionales, concluyd que la prevalencia

del TDAH en nifios y adolescentes espafoles era del 6,8 % [11].

En lo que respecta a la distribucion por sexos, la mayoria de los estudios
cientificos indican una mayor prevalencia en varones [13]. Asi lo manifiesta también el
DSM-5, donde se establece que el TDAH es mas frecuente en hombres que en mujeres,
con una proporcion de aproximadamente 2:1 en nifios y 1,6:1 en adultos [7]. En cualquier
caso, esta diferencia, que suele ser mas acusada en nifios y adolescentes, tiende a

disminuir en la edad adulta.

Por otro lado, el TDAH es un ejemplo tipico de trastorno que tiene una
presentacion clinica diferente segun el género [7]. Por lo general, las nifias tienden a
manifestar predominantemente rasgos de inatencidon, mientras que los sintomas “mas
llamativos”, relacionados con la hiperactividad e impulsividad son mas caracteristicos en
nifos y adolescentes varones. Esto posiblemente pueda llevar a diagnosticar mas
precozmente los casos de los nifios en comparaciéon con las nihas [7,14-16].
Posteriormente, con el neurodesarrollo, se hace predominante la presentacion inatenta

en ambos Sexos.

En cuanto a las diferentes presentaciones, la literatura cientifica establece que la

presentacion de tipo combinado es la mas frecuente, seguida de la presentacion
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predominante con falta de atencidon y seguida, a su vez, de la presentacion predominante

hiperactiva/impulsiva [17,18].

En lo que concierne a su evolucion, y aunque durante un tiempo se creyo que el
TDAH se limitaba a la infancia y a la adolescencia, en la actualidad se estima que hasta
dos tercios de los niflos afectos continuardn con sintomatologia parcial en la edad
adulta [19-21], lo que se traduce en una prevalencia entorno al 2-3 % de la poblacion

adulta [7].

El TDAH afecta de forma significativa a la adaptacion académica, familiar,
social y laboral de las personas que lo padecen. Por ello es considerado por
muchos un importante problema de salud publica, por el impacto a corto y largo
plazo para el individuo y la sociedad, tanto en la esfera social como econémica [22—

26].

4. Etiologia

Aunque en las ultimas décadas ha habido importantes avances, seguimos sin
conocer con precision la etiologia y fisiopatologia del TDAH. Parece tratarse de una
entidad multifactorial, donde se describe un importante papel de la herencia genética y
de la interaccion medioambiental, neurobiologica y neurotransmisora. Sin embargo, los
mecanismos neurobioldgicos exactos que subyacen al trastorno siguen sin conocerse

[27].

Los factores etioldgicos se han dividido en dos grandes grupos: factores
genéticos, que abarcan una serie de genes candidatos vinculados al TDAH, y
los factores ambientales que intervienen en su desarrollo. Sin embargo, cabe destacar
que, aunque estos se expliquen por separado, muy probablemente sea la interaccion

gen-ambiente el principal mecanismo fisiopatolégico en el desarrollo del TDAH [28].
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4.1 Factores genéticos

Existen muchas lineas de investigacién que justifican la condicién hereditaria
del TDAH [29]. Estudios realizados en familias con hijos adoptivos,
gemelos monocigoticos y dicigoticos han estimado una heredabilidad media del TDAH
del 76 % y sefialan que los familiares de individuos diagnosticados de TDAH tienen

un riesgo significativamente mayor de padecer dicho trastorno [30].

Con el desarrollo de la genética molecular, se han identificado varios genes
relacionados con las vias de sefializacion de neurotransmisores (dopamina, noradrenalina

y serotonina) como genes candidatos implicados en la susceptibilidad del TDAH [31].

= Genes del sistema dopaminérgico
La dopamina es una de las dianas terapéuticas del metilfenidato [31],
el principal farmaco empleado en esta patologia. Algunos de los genes mas
estudiados y con una relacion aparentemente mas soélida con el TDAH son
los genes SLC6A3/DATI, que codifican para el transportador de dopamina, y el
gen DRD4, que codifica para el receptor de dopamina D4 [30,32-35].
=  Genes del sistema noradrenérgico
La noradrenalina también actia como diana farmacoldgica del
metilfenidato y, sobre todo, de la atomoxetina y de la guanfacina, otros farmacos
de uso habitual en esta entidad [36]. Ademas, también ejerce un papel modulador
en determinadas funciones corticales como la atencién, la vigilancia y las
funciones ejecutivas [37].
Los principales genes estudiados son el gen NET (SLC6A2), que codifica
el transportador de norepinefrina (NET), y el gen ADRA2A, que codifica el

receptor adrenérgico a2A [35].
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= Genes del sistema serotoninérgico
El sistema serotoninérgico se considera un firme candidato a contribuir a
la etiologia del TDAH por su implicacién tanto en las conductas agresivas e
impulsivas, como por su papel en el desarrollo del sistema nervioso central (SNC)

[31]. Destacan los genes HTR1B y SLC6A4 [30,35,38,39].

En cualquier caso, el conocimiento actual parece indicar que no existe ningiin gen
necesario o suficiente para la aparicion del trastorno, sino que se postula una herencia

poligénica multifactorial [40].

4.2 Factores ambientales

Los factores hereditarios no son la tnica explicacion del TDAH. El ambiente
también constituye una fuerte influencia en la entidad del TDAH ya que éste puede
interactuar con la herencia genética, modular su expresion y resultar determinante en el

desarrollo del trastorno y sus sintomas [41].

Se estima que entre el 10 y el 40 % de los casos de TDAH estén relacionados con
los factores ambientales [42]. Algunos de los méas estudiados son la prematuridad
extrema, el bajo peso al nacer, el sindrome de alcoholismo fetal, la exposicion a metales
pesados, la preeclampsia y la meningitis virica [43—45]. Estos casos se suelen describir

como TDAH secundario, para diferenciarlos del primario o genético.

El andlisis independiente de cada uno de estos factores de riesgo pone en
evidencia que, si el hecho de tener un progenitor con diagndstico de TDAH multiplica
por 7,4 el riesgo de padecerlo, el bajo peso al nacer lo multiplica por 3,1 y el consumo
materno de alcohol y de tabaco durante el embarazo lo multiplica por 2,2 en ambos

casos [46,47].

10
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5. Fisiopatologia
Existe evidencia solida de que los factores neuroanatémicos y neuroquimicos, asi
como las alteraciones en determinados sistemas bioldgicos constituyen una base sobre la

que se asienta el desarrollo del TDAH.

5.1 Factores neuroanatomicos

Las técnicas de imagen como la tomografia computarizada por emision de
positrones (PET) o las imagenes por resonancia magnética (IRM) han permitido estudiar
de forma no invasiva a pacientes y sujetos sanos y asi poder realizar comparaciones de
las diferentes estructuras cerebrales. Algunas de las conclusiones observadas son las

siguientes [48]:

* Reduccion del volumen cerebral: Los pacientes con TDAH presentan, en
comparacion con los controles, un volumen cerebral entorno al 3-5 % mas
pequefio, siendo esta reduccion mas acusada en regiones prefrontales [49,50].

» Diferencias en el grosor cortical: El grosor de la corteza cerebral parece ser
menor en ciertas areas en individuos con TDAH. Esto puede estar relacionado con
problemas en la regulacion de la atencion y la inhibicion de impulsos [51].

* Maduracién mas lenta de lo normal: Parece existir un enlentecimiento del
proceso de maduracion funcional en determinadas zonas intercomunicadas por
redes neuronales, como la corteza prefrontal o el cerebelo, lo que tiene como
consecuencia una actividad neuronal reducida en zonas responsables de funciones
como la atencion, el pensamiento o el comportamiento [52,53].

* Alteracion de circuitos neuronales: Parece existir una conectividad alterada en
algunas redes neuronales relacionadas con la motivacion, la atencion y el control

inhibitorio. Entre estas redes se encuentran el circuito de activacion por defecto

11
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(DMN, Default Mode Network) y los circuitos mesocorticolimbicos, donde la

dopamina es el neurotransmisor predominante [54,55].

5.2 Factores neurobioquimicos

El papel modulador que se atribuye a dopamina y noradrenalina en diversas
funciones corticales (como la atencion, la vigilancia, las funciones ejecutivas y el
comportamiento motor), junto a su distribucion anatdmica, coincidente con aquellas
regiones que han demostrado estar relacionadas con el TDAH, asi como la efectividad
terapéutica de los farmacos psicoestimulantes, han puesto de manifiesto el papel que estos

neurotransmisiones desempenan en este trastorno.

En el TDAH existe una desregulacion en los neurotransmisores que explicaria la
aparicion de los sintomas nucleares del trastorno [56]. Los estudios realizados con
modelos animales sugieren la participacion de los sistemas dopaminérgicos y
noradrenérgicos y también, aunque de forma menos consistente, de los sistemas
serotoninérgicos en la fisiopatologia del TDAH [57-59]. De hecho, la alteracion del
sistema de neurotransmision catecolaminérgico es considerado por algunos autores como

el principal factor fisiopatologico del TDAH [60,61].

También cabe mencionar el papel del glutamato y su posible relacion con el
TDAH, por ser el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central y
ejercer un papel clave en algunas tareas relacionadas con la memoria o el aprendizaje

[62].

5.3 Eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal

A pesar del amplio reconocimiento de las teorias catecolaminérgicas, en los
ultimos tiempos ha habido una mayor investigacioén en otros mecanismos biologicos que

también pudieran estar asociados con el TDAH. Asi pues, cada vez existe mas bibliografia

12
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que sugiere que varios sistemas bioldgicos relacionados con el estrés, como el eje
hipotalamo-hipofisario-suprarrenal (HHS), desempefian un papel crucial en este

trastorno, asi como en otras enfermedades del neurodesarrollo como ¢l TEA [63].

El eje HHS es un sistema formado por la hormona liberadora corticotropina
(CRH) en el hipotalamo, la hormona adrenocorticotropa hipofisaria (ACTH) y el cortisol
de la glandula suprarrenal [64]. El eje HHS participa en la regulaciéon de los
neurotransmisores y es el principal sistema encargado de la respuesta al estrés. Su

activacion tiene como punto final la liberacion del glucocorticoide cortisol [65].

El conocimiento que se tiene sobre la relacion entre el eje HHS y el TDAH no es
un aspecto estrictamente novedoso. Ya en el afio 1993, en un estudio realizado en 30 nifios
diagnosticados de TDAH en el Hospital Universitario de Fukushima, se observo la
existencia de un ritmo anormal de secrecion de cortisol y se sefiald que el eje HHS podria
verse alterado en algunos tipos de TDAH debido a un trastorno en la regulacion del

metabolismo de la serotonina [66].

Posteriormente, varias investigaciones han establecido que los pacientes con
TDAH presentan una baja reactividad del eje HHS cuando se exponen a situaciones de
estrés [67]. La existencia de una relacion entre el TDAH y la regulacion a la baja del eje
HHS encajaria con aquellas teorias que sugieren que el TDAH se produce como

consecuencia de la falta de excitacion [68,69].

Se ha argumentado que la inhibicion deficiente de la respuesta, ligada a la funcion
hipoactiva del eje HHS es una caracteristica central en el TDAH. Sin embargo, los
estudios que miden la funcion HHS en nifios con diagndstico clinico de TDAH han

obtenido resultados inconsistentes: algunos autores encuentran una asociacion entre los
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niveles bajos de cortisol y los sintomas del TDAH [70-72], mientras que otros, no han

logrado demostrar dicha relacion [73,74].

Un aspecto fundamental que podria aclarar el porqué de la variedad de los
resultados es que el cortisol, ademas de presentar un ritmo circadiano (caracterizado por
niveles elevados al despertar y una disminucion gradual a lo largo del dia hasta alcanzar
su minima concentracion a la medianoche [75], también experimenta un pico agudo en
los primeros momentos del despertar. Esto se conoce como “Respuesta al Despertar del

Cortisol” (Cortisol Awakening Response, CAR).

El CAR es un fendmeno dindmico desencadenado por el propio proceso del
despertar matutino. Consiste en un aumento del 50-75 % en los niveles de cortisol dentro
de los 30-45 minutos después del despertar [76—80] y se observa aproximadamente en el
75 % de los individuos sanos. Desviaciones de un patrén CAR tipico o normal

orientan hacia procesos neuroendocrinos desadaptativos [78].

Es importante destacar que el CAR no es una mera continuacion del aumento de
cortisol previo al despertar, sino que comprende una respuesta superpuesta al despertar
[81]. Combina aspectos tanto de reactividad (respuesta al despertar) como de regulacion
circadiana [82]. Segun indican diversos estudios, el CAR se ha convertido actualmente
en la medida mas apropiada para evaluar la activacion del eje HHS en relacion con
diferentes factores psicosociales, dejando en un segundo plano la medicion aislada del
cortisol y que, hasta no hace mucho, era la empleada en la mayoria de los estudios
realizados [76,83]. Asimismo, la variedad de los resultados también podria deberse a la
gran variedad de trastornos comorbidos, los tamafio de la muestra y las técnicas de

medicion hormonal [84].
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5.4 Estrés oxidativo e inflamacion
En los ultimos afios ha habido un creciente interés en cémo el estrés
oxidativo/nitrosativo y la neuroinflamacion podrian contribuir en la fisiopatologia del

TDAH. Este apartado se desarrollard con mayor profundidad més adelante.

Eje hipotalamo
hipofisario suprarrenal

[Neuroinﬂamacién]

&

[ Estrés oxidativo]

Alteraciones
neuroanatomicas

Alteraciones
neurotransmisores

Figura 2: Contribucion de los diferentes factores fisiopatologicos en el desarrollo del TDAH.

Creada con BioRender.com
6. Diagnostico

El diagndstico del TDAH contintia siendo puramente clinico, ya que no existe
ningun marcador o prueba con la suficiente sensibilidad y especificidad como para ser

considerada diagnostica por si misma [85].

En la esfera de la patologia psiquiatrica existen dos sistemas de clasificacion
reconocidos por la comunidad cientifica: el “Manual Diagnostico y Estadistico de los
Trastornos Mentales” (DSM), desarrollado por la Asociacion Americana de Psiquiatria

(APA), y la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE), elaborado por la
15
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Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Las tltimas versiones de estas clasificaciones
son el DSM-5 [7], publicado en el afio 2013, y la CIE-11 [86], que entrd en vigor en enero

del 2022.

En lo que respecta al TDAH, pese a que persisten algunas diferencias, ambos
sistemas de clasificacion buscan seguir una senda comun y converger en una misma
direccion [87]. Tanto DSM-5 como el CIE 11 dictaminan que, para llegar al diagndstico,
los sintomas deben persistir durante al menos seis meses y manifestarse antes de los 12
afios. Sin embargo, mientras que el DSM-5 considera que para un diagndstico
positivo de TDAH el paciente debe presentar un minimo de 6 de los 9 sintomas para
cada uno de los subtipos, el CIE 11 no considera que deba existir un minimo de
sintomas. Ademas, estos sintomas deben estar presentes y ser cuantificados en varios

entornos diferentes (hogar, escuela etc) [7,86,88].

En el diagnostico diferencial se deben descartar otras patologias y trastornos
comorbidos. Para ello es necesario llevar a cabo una entrevista clinica estructurada con el
paciente y sus progenitores, una exploracion fisica, y en ocasiones una valoracion
neuropsicologica. También se suele recurrir a cuestionarios y escalas de evaluacion de los
sintomas que son cumplimentados tanto por los padres/tutores como por los profesores.
Las escalas de evaluacion son herramientas empleadas tanto para el diagndstico clinico
del trastorno como para la distincion de los subtipos y estan disefiadas sobre la base de

los criterios del Manual Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales.

Algunas de las escalas mas empleadas son la Escala de Conners, que se usa para medir
los principales rasgos del TDAH y de los trastornos de conducta que puedan coexistir
[89]; la escala BRIEF2 (Behavior Rating Inventory of Executive Function), que se emplea

para evaluar las funciones ejecutivas en nifios y jovenes de entre 5 y 18 afios, a través de

16



Introduccion

un listado de conductas relacionadas con el control de las respuestas emocionales, la
memoria de trabajo o la planificacion, entre otras [90]; y la escala Vanderbilt, que se
emplea para la evaluacion psicométrica y permite, ademas de evaluar los sintomas

nucleares del TDAH, el despistaje de otras comorbilidades asociadas [91].

7. Tratamiento

Debido a la heterogeneidad de los sintomas y la variabilidad existente tanto en la
etiologia como en el diagndstico, el tratamiento del TDAH ha de ser individualizado y
multimodal, teniendo en cuenta las caracteristicas del paciente y su entorno familiar. Este
debe abarcar tanto el tratamiento farmacologico propiamente dicho, como el tratamiento

conductual y psicoeducativo [92].

En su aplicacion deben participar padres, profesores y los diferentes profesionales
con formacion en este trastorno: pediatras, psiquiatras, psicologos y pedagogos, entre
otros [93]. El objetivo de esta terapia combinada es reducir los sintomas nucleares del
TDAH, facilitar estrategias y herramientas para su control y mejorar el rendimiento
académico, logrando asi una mayor calidad de vida [94]. Por estos motivos, la estrategia

multimodal ha demostrado ser la alternativa mas eficaz en el tratamiento del TDAH [95].

7.1 Tratamiento farmacologico
El tratamiento farmacoldgico ha demostrado una gran eficacia en la reduccién de
la sintomatologia y en el aumento de la atenciéon, de hecho, con los

tratamientos disponibles en la actualidad, se consigue mejorar la sintomatologia del

80-90 % de los pacientes [94].

Los principales farmacos empleados para el tratamiento del TDAH pueden

dividirse en dos grandes grupos: psicoestimulantes (derivados del metilfenidato y las
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anfetaminas) y no estimulantes (atomoxetina, guanfacina y clonidina, aunque esta tltima

se usa poco por sus mayores efectos secundarios) [96].

En cuanto a los farmacos psicoestimulantes, estos se conocen también como
farmacos simpaticomiméticos por su similitud estructural con las catecolaminas. El
mecanismo de accion del metilfenidato consiste en inhibir la recaptacion de dopamina y
noradrenalina en la unidon sinaptica, con la consecuente elevacion de ambos
neurotransmisores a nivel central. Las anfetaminas, ademas de utilizar este mecanismo,
aumentan también la liberacion de dopamina al espacio sindptico [94,96,97]. La elevacion
de dopamina en areas basales (nlicleos accumbens y estriados) y en mucha menor medida
en el cortex prefrontal produce una mejora de los sintomas motores (relacionados con la

hiperactividad e impulsividad), de la atencion y de la memoria, respectivamente [98,99].

Los simpaticomiméticos son los medicamentos mas empleados en el tratamiento
del TDAH. En nuestro pais, disponemos de dos farmacos aprobados para el tratamiento

del TDAH [97]:

=  Metilfenidato (MPH): Desde su comercializacion en los afios 50, es
considerado el farmaco de primera linea en el tratamiento del TDAH. Mejora
la atencion y concentracion, potencia la memoria a corto plazo, reduce los
sintomas de hiperactividad e impulsividad y mejora el rendimiento escolar y
el comportamiento social [100].

= Lisdexanfetamina (LDX): Es una dextroanfetamina aprobada en Europa en
2013 en nifios mayores de seis aflos como terapia de segunda linea al

Metilfenidato.

Aunque los fArmacos psicoestimulantes son seguros y eficaces, un 10-30 % de los

pacientes con TDAH no responden a ellos o no toleran algunos de sus efectos secundarios
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(insomnio, disminucion del apetito, cefalea...). Es entonces cuando se recurre a los
farmacos no psicoestimulantes [98]. Entre ellos cabe destacar la atomoxetina, cuyo
principal mecanismo de accidon es inhibir de forma muy selectiva el transportador
presindptico de NA, inhibiendo asi su recaptacion a nivel frontal [36]y la guanfacina y
clonidina, que son agonistas del receptor de NA y actiian estimulando los receptores
postsinapticos [96]. También encontramos en este grupo antidepresivos como el
bupropién, los antidepresivos triciclicos, los inhibidores de la aminooxidasa y la
viloxazina, un modulador de la actividad serotoninérgica generalmente prescrito como

antidepresivo y aprobado por la FDA para el tratamiento del TDAH [94,101].

7.2 Tratamiento no farmacolégico

El tratamiento farmacoldgico no debe ser el inico abordaje de este trastorno. Entre
las principales medidas no farmacoldgicas podemos destacar la Terapia Cognitivo-
Conductual (que ayuda a desarrollar habilidades de autocontrol, organizacion,
planificacion y gestion del tiempo), los tratamientos de modificacion de la

conducta, la terapia psicoldgica y el ejercicio fisico, entre otros [102,103].
8. Panorama actual del TDAH. Nuevos retos en su investigacion

El TDAH no es una entidad de reciente aparicion. En 1902, el pediatra britanico
George Still, hizo la primera definicion del trastorno en un articulo publicado en la revista
The Lancet, al describir a un grupo de nifios que tenian problemas para mantener la
atencion y controlar su conducta, cuadro clinico que hoy encajariamos en la definicion
del TDAH [1]. Desde entonces, tanto el término como la propia definicion han
evolucionado mucho hasta llegar a la actual descripcion del trastorno.

Segun el manual DSM-5, el TDAH es un trastorno del neurodesarrollo

con una altisima prevalencia a nivel mundial (5 %) [7]. Sus sintomas nucleares
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y su elevada comorbilidad hacen que aquellos que lo padecen presenten dificultades
para el desarrollo pleno de su vida académica, familiar y social.

Aunque no podemos considerar que se hayan invertido pocos recursos en su
estudio [104], la realidad es que, a pesar de varias décadas de investigacion, la etiologia
y los mecanismos fisiopatoldgicos del TDAH siguen siendo practicamente desconocidos.
Esto dificulta el desarrollo de herramientas que utilicen variables cuantificables y que
facilitarian considerablemente el proceso diagnostico, el prondstico y el seguimiento de
los tratamientos.

El diagnostico del TDAH es clinico y se basa en la evaluacion subjetiva de una
serie de sintomas conductuales y cognitivos, mediante la aplicacion de los criterios
establecidos por los sistemas internacionales de clasificacion diagnédsticos DSM y CIE
[93]. Sin embargo, y a pesar de la existencia de €stos, en ocasiones el diagndstico resulta
complejo, ya que la evaluacion subjetiva de los sintomas puede derivar en una
variabilidad considerable en la precision diagnostica.

De hecho, algunos especialistas consideran que las pautas establecidas por la
ultima version del DSM-5 son tan amplias que, en ocasiones, resulta complejo diferenciar
entre los comportamientos normales y los patologicos, al no existir unas fronteras
claramente definidas entre ambos [105,106]. La falta de marcadores bioquimicos
especificos contribuye a esta variabilidad y dificulta la diferenciacion entre el TDAH y
otras condiciones psiquidtricas que presentan sintomas similares.

Ademas, la ausencia de biomarcadores que nos permitan evaluar la respuesta
al tratamiento y predecir el curso clinico del trastorno, hacen que el seguimiento del
TDAH se base unicamente en el relato de los pacientes y sus familiares y en la

observacion de los especialistas, lo que en ocasiones puede resultar subjetivo y sesgado.

20



Introduccion

Por ello, uno de los principales retos que se nos presenta en la actualidad es
identificar marcadores bioquimicos que nos permitan comprender los mecanismos
fisiopatologicos que subyacen al trastorno. Las nuevas lineas de investigacion parecen
sefialar que, ademds de las teorias catecolaminérgicas, y debido al caracter
multifactorial del TDAH, el eje hipotadlamo-hipofisario-suprarrenal como estructura
responsable de la respuesta a los estimulos estresantes, asi como el estrés oxidativo y la

inflamacién podrian desempenar un papel crucial en la fisiopatologia de esta entidad.

El metilfenidato, farmaco de primera linea para el tratamiento del TDAH, ejerce
sus efectos terapéuticos a través de la modificacion de neurotransmisores. Ademas,
multiples estudios han investigado su efecto en la modificacion de otros parametros
como los niveles séricos de S100B [107], los metabolitos del triptofano [108] o las
concentraciones de neuroesteroides como la alopregnanolona y la DHEA-s [109]. Sin
embargo, seguimos sin conocer con precision los efectos que éste podria tener sobre
otros sistemas bioldgicos [110], como el eje HHS o sobre el estrés oxidativo e
inflamacion, que como indicabamos anteriormente, podrian estar involucrados en la
enfermedad.

El hallazgo de marcadores en sangre periférica relacionados con estas entidades
y su posible modificacion con el tratamiento podria proporcionar informacion 1til sobre
la fisiopatologia del TDAH, proporcionar una mayor objetividad y precision en el
diagnostico, ayudar a monitorizar y predecir la eficacia de los tratamientos y permitir,

en definitiva, un enfoque mas personalizado de cada paciente.
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II. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un estado caracterizado por un desequilibrio entre la
produccion de radicales libres y la capacidad del sistema antioxidante endogeno para

neutralizarlos, generando asi un importante dafio a nivel celular, tisular y sistémico [111].

El estrés oxidativo se ha relacionado con la fisiopatologia de mas de 100
enfermedades, no solo del neurodesarrollo, sino también de otras entidades diferentes

como el cancer, la EPOC o la diabetes mellitus [111-113].

1. Concepto de radical libre (RL)

Los radicales libres (RL) son especies quimicas que presentan uno o mas electrones
desapareados en su orbital mas externo, lo que los convierte en moléculas muy inestables
y extraordinariamente reactivas [114]. Es por ello por lo que tienden a reaccionar con
otras moléculas cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando con
ello la configuracion electronica de las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas
a su vez en especies reactivas e iniciando asi reacciones en cadena [115].

Existen una gran cantidad de radicales libres, pero los mas dafiinos son aquellos que
se originan a partir del oxigeno y del nitrogeno. Se conocen como “especies reactivas de
oxigeno” (Reactive Oxygen Species, ROS) y “especies reactivas de nitrogeno” (Reactive
Nitrosative Species, RNS)”.

Entre ellos destacan fundamentalmente: el radical hidroxilo (OH"), que es el radical
libre més agresivo, al que se atribuye la mayoria de los efectos negativos del estrés
oxidativo, ya que es capaz de reaccionar de manera inespecifica con cualquier molécula
proxima a si misma [116]; el anidon superoxido (O2 ), que aunque es poco reactivo es
potencialmente toxico [117]; el radical hidroperoxilo (HOO"); y el peroxido de hidrogeno

(H202) que, aunque no es un radical libre como tal, en presencia de catalizadores
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metélicos como el hierro o el cobre, da lugar a la formacion del radical OH® mediante la
reaccion de Fenton [117].

También destacan el radical dioxido de nitrogeno (NO") y el radical 6xido nitrico
(NO), que reacciona con el anion O; - y produce el anidon peroxinitrito (ONOO-), un
oxidante muy potente que puede producir a su vez OHe [118]. En la figura 3 se muestra

el proceso de formacion de algunas de estas especies.

1e Te
02—> 02 ) HzOz HO + HzO Hzo
Oxigeno  Superéxido Peréxido Radical
de hidroxilo
hidrégeno

Figura 3. Esquema de formacion del anién superoxido, peroxido de hidrogeno y radical

hidroxilo.

2. Fuentes enddgenas y exogenas de radicales libres

Los radicales libres proceden de fuentes enddgenas y exogenas. En cuanto a las
fuentes enddégenas, la formacion de radicales libres en el organismo es inevitable, ya que
se producen de manera constante en todos los 6rganos y tejidos como subproductos de
procesos fisioldgicos normales, como la respiracion celular aérobica [119-121]; las
cascadas de senalizacion celular [121]; la actividad de sistemas enzimaticos como el
citocromo P450, NADPH oxidasas y xantina oxidasa [121]; los procesos de fagocitosis
llevados a cabo por los neutrofilos, monocitos y macrofagos [122]; y la muerte celular
programada (apoptosis) [121,123].

Ademas de las fuentes endogenas, existen multiples desencadenantes externos que
actian como fuentes exégenas de radicales libres. Estos provienen principalmente de las
radiaciones ionizantes y no ionizantes; la contaminacion del aire; el tabaquismo; el
consumo de alcohol y drogas; la dieta (aditivos quimicos y pesticidas, asi como el
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consumo elevado de carnes rojas) y la exposicion a algunos farmacos y agentes
antineoplédsicos como la ciclosporina, bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina y
cisplatino) [124,125].

3. Sistemas de proteccion frente a radicales libres: mecanismo de defensa
antioxidante

La formacion de radicales libres en nuestro organismo es inherente al propio
metabolismo aerdbico celular y a otras reacciones celulares esenciales para la vida. Sin
embargo, a pesar de su capacidad para ocasionar dafios celulares, en condiciones
normales el dafio oxidativo que realmente generan es minimo, ya que su formacion esta

estrictamente regulada por un efectivo sistema antioxidante [126].

Los sistemas antioxidantes son moléculas “electronicamente estables” que
reaccionan con los radicales libres para cederles un electron, neutralizarlos y disminuir
asi el potencial toxico de éstos al finalizar las reacciones en cadena que producen. Los
antioxidantes pueden ser enzimaticos o no enzimaticos y pueden tener un origen
enddgeno u exdgeno.

Los sistemas de defensa antioxidante se dividen en tres niveles en funcion de su
mecanismo de accion: prevencion, eliminacidon y reparacion de dafios inducidos por
radicales libres [127].

3.1 Primer nivel de defensa

Representa la primera linea de defensa frente al estrés oxidativo. Su mecanismo
de accion consiste en prevenir la formacion de radicales libres mediante su
transformacion en moléculas menos perjudiciales para el entorno celular. En este grupo
encontramos las enzimas superoxido la dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GRd) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

(G6PDH). Esta categoria también incluye a transferrina y ceruloplasmina, que tienen
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como funcién quelar el hierro y cobre para disminuir su disponibilidad en la formacién
de radicales libres [127].
=  Superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1)

Es considerada como la primera linea de defensa enzimatica que presenta la
célula para hacer frente a la produccion del radical O,". La SOD cataliza la
dismutacion del O™ con la consiguiente formacion de peroxido de hidrogeno y
oxigeno (1). Su mecanismo de accion se acopla con el de las enzimas CAT o GPx

para evitar el acaimulo de H,O> [128].

(1) 20,7+ 2H* ﬂ, H20,+ O,

En funcion de su localizacion y del metal empleado como cofactor, se
distinguen tres isoformas: la superoxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD) que es
intramitocondrial; la cobre-zinc superéxido dismutasa (CuZn-SOD) que es
citplasmatica; y la superdxido dismutasa extracelular (Ec-SOD) que se encuentra en
el espacio extracelular [129].
= (Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6)

La catalasa es una enzima antioxidante compuesta por 4 subunidades, que
desarrolla aproximadamente el 80 % de su actividad en los peroxisomas y el 20 %
en el citosol. No estd presente en la mitocondria. Cataliza la descomposicion

del perdxido de hidrégeno en agua (2) [130].

2)2H:0, —2Ts 2H,0+ 0,

=  Glutation peroxidasa (GPX, EC 1.11.1.9)
La GPx es una enzima tetramérica que contiene en cada una de sus cuatro

subunidades un residuo de selenio-cisteina, esencial para el desarrollo de su actividad
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[131]. Se encuentra mayoritariamente en el citosol, aunque también esta presente en
la matriz mitocondrial.

Al igual que la enzima CAT, cataliza la reaccion de transformacion peroxido de
hidrégeno a agua (3). Asimismo, la enzima GPx también cataliza la descomposicion
de los hidroxiperoxidos organicos a alcoholes estables y agua (4). Ambas reacciones
se llevan a cabo a expensas de glutation reducido (GSH), que se convierte en glutation

oxidado (GSSG) [132].

(3)2GSH +H,0, X%, GSSG +2H,0

P
(4) ROOH + 2 GSH —2*+ ROH + GSSG + H,0

= Glutation reductasa (GRd, EC 1.8.1.7)

La enzima GRd previene el estrés oxidativo al mantener adecuadamente el ratio
GSSG/GSH. El acimulo de GSSG en la célula, como producto de reacciones llevadas
a cabo por otras enzimas, es reciclado a su forma reducida por la enzima glutation
reductasa (5), con el fin de que pueda ser reutilizado como sustrato en reacciones

antioxidantes esenciales, como la catalizada por la GPx [133].

(5) GSSG + NAPDH + H* -SBd, 2 GsH + NAPD*

*  Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, EC 1.1.1.49)

Esta enzima cataliza la primera reaccion de la via de las pentosas fosfato,
produciendo asi el NADPH necesario para la actividad de la GRd. Es, por tanto, una
enzima fundamental en los sistemas de defensa antioxidante al mantener el pool de

glutation reducido.
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Figura 4: Relacion de las enzimas del sistema antioxidante enddégeno. Creada con

BioRender.com

3.2 Segundo nivel de defensa

Su mecanismo de accion consiste en eliminar los radicales libres ya formados

mediante su neutralizacion, con el fin de impedir el inicio y/o propagacion de las

reac

ciones en cadena. En este grupo destaca fundamentalmente la melatonina, por su

capacidad, directa e indirecta, para eliminar y neutralizar radicales libres a cualquier

nivel celular, gracias a su elevada capacidad de difusion y lipofilia [128]. Otras

moléculas antioxidantes no enzimaticas son la vitamina E y vitamina C, la albimina, la

bilirrubina, y el &cido urico [127].

3.3 Tercer nivel de defensa

Este nivel involucra respuestas adaptativas y de reparacion celular ante un dafio

oxidativo que ya estd instaurado. Engloba a un conjunto de enzimas que reparan los dafios

causados por los radicales libres y eliminan proteinas y otras moléculas oxidadas con el

fin de evitar su acamulo [127]. Por ejemplo, la enzima 8-oxoguanina-glicosilasa 1, se

encarga de evitar la acumulacion del metabolito 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-0xo-

dG), uno de los productos toxicos resultantes de la oxidacion de la base nitrogenada

guanina [134].
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4. Fisiopatologia del estrés oxidativo

Los mecanismos antioxidantes no poseen una eficacia absoluta. Por ello, cuando
se produce un desequilibrio entre las especies oxidantes y antioxidantes a favor de las
primeras, el resultado es la aparicion del dafio oxidativo, que constituye la base sobre la
que descansa la definicion del estrés oxidativo y su implicacion con diversas
enfermedades [135].

Debido a su elevada reactividad, las ROS/RNS reaccionan con casi cualquier
molécula (especialmente sobre los lipidos, las proteinas y los dcidos nucleicos), alterando

su integridad estructural y modulando su funcién biologica [136].

4.1 Lipidos

Los lipidos son, junto a las proteinas, los principales componentes de las
membranas celulares. Son las biomoléculas més susceptibles al proceso de oxidacion, que
ocurre principalmente en los acidos grasos poliinsaturados presentes en dichas
membranas [136]. De hecho, la membrana plasmatica es la primera estructura celular que
se ve afectada en situaciones de estrés oxidativo, lo que conlleva a una modificacion de
su estructura, fluidez y permeabilidad y, por tanto, una alteracion en su correcta
funcionalidad [137,138].

La peroxidacion lipidica consiste en una reaccion en cadena que incluye las etapas
de inicio, propagacion y terminacion [139]. Se inicia por el ataque de radicales hidroxilo
sobre los 4cidos grasos poliinsaturados de la membrana plasmatica, lo que conduce a la
formacion de isoprostanos y aldehidos reactivos, como el malondialdehido (MDA) y el
4-hidroxinonenal (HNE) [140], que a su vez pueden interaccionar y dafiar diferentes

estructuras proteicas y al ADN [141].
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Tanto los niveles de MDA como los de HNE reflejan con precision el estrés
oxidativo, lo que los convierte en marcadores tutiles de la peroxidacion lipidica, y por

tanto, del estrés oxidativo [142,143].

4.2 Proteinas

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas son susceptibles de ser atacados
por los radicales libres, si bien metionina y cisteina son los mas facilmente oxidables
[136]. La oxidacion puede producirse por el ataque directo de los radicales libres, en
especial el radical OH® por ser el mas reactivo, o bien ser atacadas por los productos
generados en los procesos de peroxidacion lipidica [139].

El fenémeno de oxidacion proteica desencadena una serie de transformaciones
complejas, entre las que destacan fundamentalmente la fragmentacion de cadenas
polipeptidicas; modificaciones y entrecruzamientos de las cadenas laterales de
aminoacidos; variaciones en la hidrofobicidad de la molécula; cambios en la
conformacidon estructural; aumento en la susceptibilidad a la accién de enzimas
proteoliticas; y la formacion de nuevos grupos reactivos como los grupos carbonilos e
hidroperdxido [144]. Todos estos cambios van a ocasionar graves alteraciones en la

funcion biologica de dichas proteinas.

4.3 Acidos nucleicos

Tanto el acido desoxirribonucleico (ADN) como el &cido ribonucleico (ARN) son
altamente susceptibles al dafo oxidativo [117,145].

La oxidacion de las bases nitrogenadas es la forma mas habitual de dafio oxidativo
al ADN, mediante el ataque directo de radicales libres sobre sus bases nitrogenadas,
siendo la guanina la mas susceptible de todas ellas [135]. La union del radical OH a la

posicion C8 de la guanina, da lugar a la formacion de la molécula 8-0xo0-dG (8-oxo0-2'-
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desoxiguanosina), que se empareja con la adenina en lugar de con la citosina y genera
mutaciones de transversion tras la replicacion [134].

Los aldehidos endogenos producidos durante el proceso de peroxidacion lipidica (MDA,
HNE) también pueden generar mutaciones en el ADN al formar aductos exociclicos con

la doble hélice [146].
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Figura 5. Principales modificaciones de las ROS sobre diferentes biomoléculas. Creada con

BioRender.com

5. Biomarcadores de estrés oxidativo

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha definido como biomarcador a
cualquier sustancia, estructura o proceso que pueda ser medida en el cuerpo e influir o

predecir la incidencia de un resultado o enfermedad [147].
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En lo que respecta al estrés oxidativo/nitrosativo, aunque se han propuesto una
gran cantidad de biomarcadores, muchos de ellos no correlacionan bien entre si, no
reflejan con exactitud el estado de estrés oxidativo o no son realmente especificos. Por
ello, solamente unos pocos pueden considerarse verdaderamente utiles en el estudio del
dafio oxidativo [148].

Estos marcadores pueden clasificarse en directos o indirectos. Los directos se
corresponden con aquellos capaces de cuantificar las ROS/RNS, lo que en la practica
resulta muy complejo por su elevada reactividad y su vida media muy corta.

En cuanto a los métodos indirectos, encontramos por un lado aquellos que se
basan en la determinacion de antioxidantes enddégenos no enzimaticos como el glutation,
la coenzima Q, la bilirrubina y la ferritina [149], o bien, los que se fundamentan en la
medicion de las actividades enzimaticas que conforman los sistemas de defensa
antioxidante, como las enzimas CAT, SOD, GPx y GRd. Por otro lado, también
existen biomarcadores indirectos que evidencian la accion oxidante sobre las
estructuras de sistemas bioldgicos como los lipidos, las proteinas y 4cidos nucleicos.

Con respecto a los biomarcadores de oxidacion lipidica, resaltan
fundamentalmente los prostanoides y los aldehidos MDA y HNE, siendo estos
dos ultimos los mas estudiados y empleados [148].

En cuanto a las proteinas, destaca la medicion de los productos proteicos de
oxidacion avanzada (AOPP) [150], un marcador que refleja la formacion de ditirosina,
puentes disulfuro y grupos carbonilo durante los procesos de estrés oxidativo [151] y
que ha demostrado ser un marcador temprano de dafio tisular oxidativo, ademas de
actuar como mediador activo de la inflamacion [152,153].

En lo que respecta al ADN, el 8-oxo0-2'-desoxiguanosina, un derivado de la

oxidacion de bases de guanina es uno de los productos de dafio oxidativo al ADN mas
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estudiados y es considerado como uno de los biomarcadores mas utiles de estrés oxidativo
celular [154].

Por ultimo, en cuanto a marcadores de estrés nitrosativo, debido al caracter tan
inestable del oxido nitrico (NO) y a su répida degradacion a nitritos y nitratos, la
determinacion de nitritos y nitratos (NOx) resulta un buen estimador del indice de

produccion de NO* y, por tanto, del estrés nitrosativo [155-157].

6. Estrés oxidativo y TDAH

El cerebro es un 6rgano particularmente vulnerable al estrés oxidativo. Esto se
debe principalmente a la elevada cantidad de oxigeno que consume (un 20 % del total
del inspirado), a su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados y a su baja
concentracion de enzimas antioxidantes [158,159].

Los estudios realizados sobre el impacto del estrés oxidativo en las estructuras
cerebrales sefialan que los radicales libres tienen efectos perjudiciales en el desarrollo
cerebral al interferir con los procesos de migracion neuronal [160] y al disminuir la
disponibilidad de factores neuroprotectores, como el factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) [159,161].

Ademas, el dafio oxidativo a nivel cerebral también provoca mutaciones en genes
cruciales en la regulacién de los neurotransmisores. Estos cambios van a modificar la
estructura y funcion de los neurotransmisores y van a reducir la afinidad de éstos por sus
receptores [162—164].

En este contexto, en los ultimos tiempos ha habido un creciente interés en el
estudio de la influencia del estrés oxidativo en los trastornos del neurodesarrollo. La
evidencia cientifica actual sefiala que el estrés oxidativo predispone a una amplia gama
de afecciones psiquiatricas como el autismo, la esquizofrenia, la depresion, la ansiedad y
el trastorno bipolar [165-168].
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Dado que el TDAH comparte bases genéticas con todos estos trastornos [169—
172], cabria esperar que parte de esta diatesis compartida est¢ mediada por anomalias en
las vias de respuesta al estrés oxidativo [173].

Los estudios realizados hasta el momento sefalan que los pacientes con TDAH
presentan un mayor nivel de dafio oxidativo y una disminucidn en la actividad de diversas
enzimas antioxidantes, lo cual reafirma la idea de que el estrés oxidativo podria ser
considerado como un factor fisiopatoldgico més en este trastorno [173—179].

El estrés oxidativo conduce a la oxidacion de diferentes biomoléculas esenciales
para el organismo, lo que provoca una potente respuesta neurotoxica e inflamatoria. El
estrés oxidativo modifica las vias de sefializaciéon que modulan el sistema inmunolégico
y provoca un entorno inflamatorio al activar la secrecion de quimiocinas y citocinas
proinflamatorias [175,180,181].

Ademas, el estrés oxidativo y la neuroinflamacion son mecanismos que estan
relacionados bidireccionalmente: la neuroinflamacion provocada por el dafio oxidativo
va a mediar, a su vez, la activacion de células gliales. La microglia, los oligodendrocitos
y los astrocitos van a secretar mediadores inflamatorios (citocinas, quimiocinas, ROS,
RNS, prostaglandinas etc), aumentando de esta forma el estrés oxidativo y provocando

cambios en el desarrollo neurologico y pérdida de la funcion neuronal [28,175,176].

Por otro lado, durante el periodo prenatal, la exposicion a determinados factores
ambientales (los contaminantes, el tabaquismo o las infecciones) conduce a un estado
inflamatorio en el entorno intrauterino [178] que puede asociarse con cambios en el
desarrollo cerebral del feto como la activacion de células gliales [182], la disfuncion
neurotransmisora [183], la reduccion en los factores de crecimiento neurotrdpicos [184]
y un incremento en la produccion de radicales libres [185]. Todo ello respalda la hip6tesis

de que los procesos inflamatorios que ocurren durante el desarrollo embrionario conducen
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a un estado de neuroinflamacion que posiblemente desempefie un papel crucial en la

fisiopatologia del TDAH [178].

El desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes, la desregulacion
catecolaminérgica y la interaccion entre multiples factores genéticos y ambientales
producen un estado de estrés oxidativo y neuroinflamaciéon que, a su vez, aumentan ain

mas los sintomas del TDAH debido a un paraddjico circulo vicioso [175].
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Hipotesis y objetivos

1. Hipotesis

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es una entidad con
una etiologia multifactorial donde juegan un papel muy relevante el eje hipotdlamo-
hipofisario-suprarrenal, la neuroinflamacion y el estrés oxidativo. Se han encontrado
asociaciones entre un CAR atipico en diferentes trastornos del neurodesarrollo, asi como
un patron de estrés oxidativo e inflamatorio alterado en pacientes con TDAH.

Existen una serie de marcadores bioquimicos relacionados con el eje hipotalamo-
hipofisario-suprarrenal y el estrés oxidativo que se encuentran particularmente alterados
en esta entidad. Dichos pardmetros, podrian verse modificados al recibir tratamiento
farmacologico y, por tanto, convertirse en marcadores clinicamente utiles en la evaluacion

de la respuesta al tratamiento.

2. Objetivos

Objetivo principal/general:

El objetivo principal de este estudio es medir los niveles de cortisol y de diferentes
marcadores de estrés oxidativo/nitrosativo e inflamatorio en pacientes pre puberes y
puberes con TDAH, para determinar si se producen diferencias significativas tras recibir
el tratamiento farmacologico habitual. Esto podria ser utilizado como indicador objetivo
para evaluar la eficacia del tratamiento en pacientes con TDAH.

Objetivos secundarios/especificos:
1. Evaluar el grado de inflamacion y estrés oxidativo/nitrosativo mediante la
determinacion de diversos marcadores en pacientes con TDAH.
2. Evaluar la funcion del eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal, mediante el estudio
de la respuesta al despertar del cortisol.
3. Determinar si se producen diferencias significativas de estos parametros después

de haber recibido tratamiento farmacoldégico con metilfenidato.
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4. Establecer si existen diferencias entre pre piberes y puberes en las circunstancias

anteriores.
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1. Sujetos del estudio

El estudio se llevd a cabo en un total de 59 sujetos que fueron clasificados en dos
grupos en funcion del estadio madurativo que presentaban: nifios pre puberes y puberes.
Para ello se utilizo la escala de Tanner, que es un sistema de clasificacion empleado para
valorar el estado de maduracion sexual de nifios desde el inicio de la pubertad hasta

alcanzar el desarrollo sexual completo [186].

Los sujetos clasificados en el estadio I formaban el grupo de nifios pre puberes

(n = 34), mientras que los de los estadios II-IV constituian el grupo de puberes (n = 25).

Los criterios de inclusién en ambos grupos fueron:

Presentar una capacidad intelectual normal: esto fue evaluado mediante el

test breve de inteligencia de Kaufman.

= Haber sido diagnosticado de TDAH, segun los criterios de clasificacion del
Manual Diagnostico y Estadistico de Salud Mental, quinta edicion (DSM-5)
[7].

= Ausencia de otras patologias de interés, salvo las comorbilidades
habitualmente descritas en estos pacientes.

= Ausencia de tratamiento farmacologico.

= Firma del consentimiento informado (Anexo I) por parte de los pacientes o

sus progenitores.

Los criterios de exclusion fueron: la ausencia de consentimiento informado, la
existencia de discapacidad intelectual, la presencia de otras enfermedades crénicas y

aquellos pacientes que estuviesen en tratamiento farmacoldgico previamente.
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El protocolo fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario Clinico
San Cecilio (n° 0250-N-20) y el estudio se realizé de acuerdo con las directrices de la

declaracion de Helsinki de 1975 revisada en 2013 [187].

2. Diseiio de la investigacion

El estudio se llevo a cabo entre septiembre de 2020 y mayo de 2023. Se trata de
un estudio prospectivo, cuasi-experimental, de seguimiento longitudinal basado en la
practica clinica diaria. Los sujetos del estudio fueron reclutados por el Servicio de
Pediatria del Hospital Universitario Clinico San Cecilio. Todos ellos dieron su
consentimiento informado por escrito y fueron sometidos a una entrevista clinica
estructurada y a un analisis de sangre y saliva antes de iniciar el tratamiento prescrito y

tras tres meses del inicio de este.

Pediatria Dia 1
Entrevista clinica
estructurada +
consentimiento Inicio del Andlisis de las
informado tratamiento muestras

« 12 determinacién . C:)nsulta qe sgguimiento
e g
almacenamiento :
de las muestras. ﬁ:T:;f::lmemo de las
Dia 0
Dia 90

Figura 6: Representacion esquematica del protocolo del estudio.

El diagndstico se realizd en base a los criterios de clasificacion del Manual
Diagnostico y Estadistico de Salud Mental, quinta edicion (DSM-5) [7]. Los pacientes

también se subclasificaron en diferentes grupos en funcion de la presentacion
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predominante de TDAH: presentacion predominantemente inatenta, presentacion
predominantemente hiperactiva/impulsiva o presentacion combinada. Ademas, se entrego
a padres y profesores las escalas Vanderbilt para la evaluacion de las condiciones
comorbidas existentes. Las principales caracteristicas clinicas y demograficas de los

participantes se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de los participantes.

Parametros Grupo pre ptberes (n = 34) Grupo puberes (n = 25)
Edad (afios) 7,74 £ 1,29 12,7+1,03
Género ) ) ) .
(nifios/nifias) 26 nifios/8 nifas 14 nifios/11 nifias
Presentacion combinada: 14 Presentacion combinada: 7
Presentacion TDAH Presentacion inatenta: 14 Presentacion inatenta: 15
Presentacion hiperactiva-impulsiva: 5 Presentacion hiperactiva-impulsiva: 2
Sin clasificar:1 Sin clasificar:1
Tratamiento Metilfenidato Metilfenidato

El estudio incluyo 59 participantes divididos en dos grupos. El grupo de nifios
prepuberes estaba formado por 34 participantes: 26 nifios y 8 nifias, con una edad media
de 7,74 £+ 1,29 afios. Un total de 14 nifios tenian TDAH de presentacion
predominantemente inatenta, otros 14 nifios TDAH de presentacion combinada y el resto
de los nifios (6) TDAH de presentaciéon predominantemente hiperactiva/impulsiva. El
grupo de nifios puberales estaba formado por 25 participantes: 14 nifios y 11 nifias, con
una edad media de 12,7 = 1,03 afios. En total, 15 nifios tenian un diagnostico de TDAH
de presentacion predominantemente inatenta, otros 7 tenian TDAH presentacion

combinada, y los nifos restantes (3) tenian TDAH de presentacion predominantemente
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hiperactiva/impulsiva. Todos los participantes recibieron metilfenidato como tratamiento

del TDAH.

3. Muestras de sangre

Se realizaron dos extracciones de sangre: una antes de recibir el tratamiento
farmacologico y otra tres meses después del inicio del mismo. Las muestras se extrajeron
de la vena antecubital del brazo a primera hora de la mafiana, tras un ayuno nocturno de

aproximadamente 12 horas.

Las muestras sanguineas se recogieron en 2 tubos Vacutainer con EDTA-K3 como
conservante (Beckton Dickinson, Madrid, Espafia) para la obtencién de plasma y
hematies. Después de centrifugar los tubos a 3500 rpm, durante 15 minutos y a 4 °C, se
separd el plasma de los hematies utilizando una pipeta Pasteur. A continuacion,
los hematies se lavaron dos veces seguidas con solucidn salina fria. Las muestras de
plasma y eritrocitos se alicuotaron y se almacenaron congeladas a -80 °C.

El dia de los experimentos, las muestras de plasma se descongelaron
lentamente en un bafio de hielo. En lo que respecta a los hematies, estos se
descongelaron y se hemolizaron empleando tampdn fosfato (10 mM de fosfato sodico,
1 mM de EDTA-Na2, pH 6,25), se desproteinizaron con acido tricloroacético al 10 %
y se centrifugaron de nuevo a 20.000x g durante 15 min. Los sobrenadantes
obtenidos se emplearon para las mediciones que se detallan a continuacion.
3.1 Medicion de los productos proteicos de oxidacion avanzada (AOPP)

Los niveles de  AOPP se midieron en plasma, por
duplicado, mediante  espectrofotometria en un lector de  microplacas
(PowerWaveX; Bio-Tek Instruments, Inc., Winoosky, VT, EE.UU.). Esta medicion

se basa en la deteccion de ditirosina (un marcador especifico de la oxidacién de
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proteinas) que, al reaccionar con yoduro potasico y acido acético, forma un
componente que absorbe a 340 nm.

Para ello, se realizé una curva de calibracion mediante el empleo de diluciones
seriadas de cloramina T. A continuacion, en cada uno de los pocillos de muestra de la
microplaca, se afiadieron 200 pL de muestra diluida, 10 uL. de PBS y 20 uL &cido
acético, y se midid la absorbancia frente a un blanco. Los resultados se expresan en
nmol/mL de equivalentes de cloramina T.

3.2 Medicion de los productos de la peroxidacion lipidica (LPO)

Los niveles de LPO se determinaron en plasma, por duplicado, mediante un kit
comercial (KB03002, Bioquochem S.L., Oviedo, Espafia) que media las concentraciones
de malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (HNE) como indicadores de la
peroxidacion lipidica.

Las muestras de plasma se descongelaron y se centrifugaron a 5.000 g durante 5
minutos y a continuacion, se afiadieron 100 pL del sobrenadante obtenido a una mezcla
formada por 325 pL del reactivo A y 75 uL del reactivo B del kit comercial y se dejo
incubar a 40 °C al bafio Maria durante 40 minutos. Esta reaccion producia un compuesto
cromdéforo con una absorbancia maxima a 586 nm, que se leyo mediante un lector de
placas. Las concentraciones de LPO se expresan en nmol/mL [188].

3.3 Medicion de nitrito + nitrato (NOx)

Dado que el 6xido nitrico (NO) es una molécula muy inestable, la medicion directa
de su contenido resulta dificil, por lo que a menudo se recurre un método indirecto de
mayor estabilidad como lo es la determinacidn de nitritos y nitratos (NOXx).

La concentracion de NOx se determindé mediante la reaccion de Griess, que

produce un compuesto detectado espectrofotométricamente a 550 nm [189].
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Para ello, las muestras primero se trataron con acido sulfosalicilico al 6 % para
llevar a cabo la precipitacion de las proteinas. A continuacion, se centrifugaron durante
15 minutos a 10,000x g y 50 uL del sobrenadante obtenido se mezcldo con 4 uL de
NaOH al 1,25 % y una mezcla formada por nitrato reductasa (NRd), glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa (G6PDH), glucosa-6-fosfato (G6P) y NADPH, con el fin de reducir los
nitratos a nitritos. La mezcla se dejo incubar a temperatura ambiente durante una hora y,
finalmente, se anadieron 100 pL de reactivo de Griess (mezcla 1:1 de 0,1 % de
naftil-etilendiamina y 1 % de sulfanilamida en H;PO4 al 5 %) a cada pocillo de
muestra. La absorbancia se midi6 a 550 nm en un espectrofotometro de placa
(PowerWaveX; Bio-Tek Instruments, Inc., Winoosky, VT, EE. UU). Sus valores se

indican en nmol/mL.

3.4 Medicion de la actividad enzimadtica de glutation peroxidasa (GPx), glutation

reductasa (GRd) y catalasa (CAT)

Las enzimas GPx, GRd y CAT constituyen la primera linea de defensa
antioxidante de nuestro organismo. La cuantificacion de las actividades enzimaticas se
realizo en la fraccion eritrocitaria de cada paciente.

En el caso de GPx, su actividad enzimatica se midid por espectrofotometria en
una placa de 96 pocillos (PowerWaveX; Bio-Tek Instruments, Inc., Winoosky,
VT, EE.UU.). El método consiste en una medicion indirecta del consumo de NADPH.

La actividad GRd también se midi6 espectrofotométricamente utilizando un kit
comercial (703202; Cayman chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU.). La oxidacion de
NADPH a NADP" da lugar a una disminucion de la absorbancia a 340 nm, que es
directamente proporcional a la actividad GRd.

La actividad de la enzima CAT se midi6 por la velocidad de descomposicion del

H>03, segtin el método de Aebi [190].
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Todas las actividades enzimaticas se expresan como umol/min/g Hb. La
concentracion de hemoglobina se determin6 espectrofotométricamente por el método de

Drabkin [191].

3.5 Medicion de a-Klotho

a-Klotho es una proteina relacionada con el envejecimiento, que posee
propiedades antinflamatorias, por bloquear la acciéon y activacion del TNF-a, y
antioxidantes [192]. Los niveles plasmaticos de a-Klotho se midieron con un ELISA en
fase solida tipo sandwich (Bionova Cientifica S.L, Madrid, Espafia), basado en dos
reacciones especificas antigeno-anticuerpo y en una posterior medicién semicuantitativa
por espectrofotometria. Cada placa ELISA tiene 96 pocillos y cada uno de ellos contiene
un anticuerpo monoclonal soluble anti-humano (IgG) a-Klotho.

Para llevar a cabo la primera reaccion, se afiadié a cada uno de los pocillos las
muestras y el estandar correspondientes y se dejo incubar durante 60 minutos a 23 °C. A
continuacion, se realizé un lavado con el fin de eliminar la fraccién de muestra no unida
al anticuerpo inmovilizado. Después, se afiadido un segundo anticuerpo conjugado con
HRP y se dejoé incubar durante otros 30 minutos para que tuviese lugar la segunda
reaccion. Tras un nuevo lavado, se afiadi® a cada pocillo una solucion de
tetrametilbencidina (TMB) y 4cido sulftrico, que provoco un cambio de color que se
midi6 espectrofotométricamente a 450 nm. Los niveles de a-Klotho se expresan en

pg/mL.

4. Muestras de saliva

Para poder evaluar la respuesta al despertar del cortisol (CAR), se pidio a los
participantes que recogieran tres muestras de saliva en casa: inmediatamente al despertar,
30 y 60 minutos después. Las muestras de saliva fueron recolectadas utilizando los
dispositivos Salivette© (Sarstedt, Niimbrecht, Alemania). Estos dispositivos contienen en
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su interior un hisopo de algodon que se ha de introducir en la boca, sobre la base de la
lengua, durante al menos dos minutos, sin llegar a ser masticado ni ingerido. Tras esto, la
torunda de algodon impregnada de saliva se devuelve al interior del tubo cilindrico de
polipropileno y se enrosca la tapa herméticamente. Se proporciond a los familiares un
protocolo escrito con instrucciones detalladas (Anexo II). Asimismo, se indicd a los
familiares de los nifios que éstos no comieran ni se cepillaran los dientes al menos 30

minutos antes de completar la toma de muestra para evitar la contaminacion de la saliva.

Los familiares anotaron en cada uno de los dispositivos el nombre completo de
cada participante y la hora exacta a la que se tomd cada una de las muestras. Ademas, se
hizo coincidir el dia de la recogida de muestras de saliva con el andlisis de sangre, de tal
forma que los pacientes acudian a primera hora al hospital para la extraccion sanguinea
y posteriormente entregaban las muestras de saliva al personal de enfermeria de la Sala

de extracciones.

Una vez recibidas en el laboratorio, las muestras se centrifugaron a 3000x
g durante 10 minutos y luego se congelaron a -80 °C. Al igual que con las muestras
de sangre, también se recogieron muestras de saliva al inicio del estudio (antes de

empezar el tratamiento) y tres meses despucés.

4.1 Medicion del cortisol salival

La medicion del cortisol en saliva es un buen sustituto del cortisol plasmatico
debido a la buena correlacion con los niveles de cortisol libre sérico, a su gran
estabilidad incluso a temperatura ambiente y a la forma no invasiva empleada para

su obtencion [193].

El cortisol en saliva se midid por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de masas en tdindem (LC-MS/MS), empleando el kit comercial MassChrom® Cortisol
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(Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Gréfelfing, Alemania). Este método
se considera actualmente el método de referencia para medir el cortisol salival, entre otras
razones, por su alta sensibilidad y especificidad, su estandarizaciéon y porque evita

problemas de reactividad cruzada con otros esteroides [194].

Las muestras de saliva se prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante y
se inyectaron en el instrumento 15 pL de cada muestra a un flujo de 0,5 mL/min. La
cuantificacion se llevo a cabo en el equipo de cromatografia liquida Nexera XR LC
(Shimadzu, Kyoto, Japon) acoplado a un espectrometro de masas QTRAP 4500 LC-
MS/MS4500 (AB Sciex, Framinham, MA, EE.UU.). La separacion cromatografica se
realizO mediante una columna analitica Chromsystems (MassChrom® Cortisol
chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Grifelfing, Alemania) utilizando el

perfil de elucion en gradiente. Los resultados se expresan en pg/L.

5. Analisis de datos

Todos los datos se expresan como media + SEM. Los datos se analizaron mediante
analisis de la varianza (ANOVA) unidireccional no apareado seguido de la prueba de
Student para identificar diferencias significativas entre todas las variables. También se
utilizo ANOVA de dos vias para identificar la influencia del estado puberal y el
tratamiento en los resultados. Ademas, también se realizd un analisis de correlacion y
regresion entre las variables de los grupos PreT y PostT. Para todos los analisis
estadisticos se utilizo GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

EE.UU.). Un valor de p <0,05 se considero estadisticamente significativo.

En el caso particular del cortisol, para poder evaluar la respuesta al despertar del
cortisol (CAR), ésta se codific6 como presente cuando la segunda medicion era al

menos un 50 % superior a la basal [77,195].
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Ademas, se llevo a cabo un analisis adicional mediante el calculo del area bajo la
curva (AUC) para cada una de las mediciones utilizando el método propuesto por
Pruessner et al. La concentraciéon media de cortisol en cada uno de los tres puntos
temporales dibuja una curva que representa el AUC. Pruessner et al. disefiaron dos
formulas para calcular el area bajo la curva: una con respecto al suelo (AUCg) y otra con
respecto al incremento (AUC) [196]. Los sujetos a los que les faltaba alguna de las tres

muestras fueron excluidos de los analisis.
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Parte de los resultados mostrados en esta seccion estan incluidos en el siguiente articulo

de investigacion:

Garre-Morata Laura, de Haro Tomas, Gonzélez Villén Raquel, Fernandez-Lopez
Maria Luisa, Escames Germaine, Molina-Carballo Antonio, Acufa-Castroviejo Dario.
Changes in Cortisol and in Oxidative/Nitrosative Stress
Indicators after ADHD Treatment.

Antioxidants, 2024
doi: 10.3390/antiox13010092

Factor de Impacto: 7,0 (D1)
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1. Evaluacion del estado oxidativo e inflamatorio en los pacientes antes y después

del tratamiento

La caracterizacion del estado oxidativo/nitrosativo de los sujetos de nuestro
estudio se realizdo mediante el analisis de los niveles plasmaticos de AOPP, LPO y NOx.
Después de tres meses de tratamiento con metilfenidato, se produjo una marcada

disminucién de los niveles de LPO (p <0,001), AOPP (p <0,05) y NOx (p <0,05) (Figura

7A-C).
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Figura 7. Analisis de los parametros de estrés oxidativo plasmatico y eritrocitario en
pacientes con TDAH. Se representan los siguientes niveles de estrés oxidativo: (A) niveles
plasmaticos de productos de proteinas de oxidacion avanzada (AOPP); (B) productos de
peroxidacion lipidica (LPO); (C) niveles de nitrito mas nitrato (NOx); (D) actividad de la glutation
peroxidasa (GPx); (E) actividad de la glutation reductasa (GRd); (F) actividad de la catalasa
(CAT); (G) o-Klotho. Los datos se presentan como media £ SEM. PreT, pre tratamiento (en
negro); PosT, post tratamiento (en rojo). * p <0,05; ** p < 0,01 y *** p <0,001 frente a PreT.
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La actividad enzimatica de CAT y de las enzimas del ciclo de glutatiéon, GPx y
GRd, se midi6 en la fraccion eritrocitaria. Tras el tratamiento, se registrd6 un aumento
significativo en la actividad enziméatica de GRd y CAT (p < 0,05, Figura 7E,F), mientras

que la actividad de GPx no mostr6é cambios significativos (Figura 7D).

En cuanto a los niveles de a-Klotho, se observd una disminucidén tras el

tratamiento, aunque esta reduccion no fue estadisticamente significativa (Figura 7G).

2. Evaluacion del estado oxidativo e inflamatorio en funcion del estadio

madurativo: grupos de nifos prepuberales frente a puberales

Para valorar si el desarrollo puberal tenia alguna influencia en el estado oxidativo
e inflamatorio medido anteriormente, clasificamos a los sujetos de nuestro estudio en
diferentes estadios madurativos (I-IV), segun los criterios de la escala de Tanner. Los
pacientes clasificados en el estadio I formaron el grupo de nifios pre puberes (n = 33),

mientras que los de los estadios II-IV constituyeron el grupo de puberes (n = 25).

Con esta categorizacion, observamos una disminucion significativa de los niveles
de LPO después del tratamiento, tanto en el grupo de pre puberes (p < 0,001) como en el
de puberes (p < 0,05) (Figura 8B), mientras que la concentracion de AOPP unicamente
disminuyd tras el tratamiento en el grupo de nifios pre puberes (p < 0,05, Figura 8A). De
manera similar, las concentraciones de NOx también disminuyeron tras el tratamiento en

los nifios clasificados como puiberes, pero no en los pre puberes (p < 0,05, Figura 8C).

En cuanto a las actividades enzimaticas, encontramos una disminucion de la
actividad enzimatica de GPx en el grupo de puberes tratados (p < 0,05, Figura 8D) y un
aumento de la actividad de CAT en el grupo de pre puberes tratados (p < 0,05, Figura
8F). No se encontraron cambios en la actividad de GRd en ningun grupo (Figura 8E) y

tampoco en los niveles de a-Klotho (Figura 8G).
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Figura 8. Analisis de los parametros de estrés oxidativo plasmatico y eritrocitario en pacientes
con TDAH. En cada grafico, las dos columnas de la izquierda representan el grupo de nifios
prepuberales y las dos columnas de la derecha el grupo de nifios puberes. Se representan los
siguientes niveles de estrés oxidativo: (A) niveles plasmaticos de productos proteicos de
oxidacion avanzada (AOPP); (B) productos de peroxidacion lipidica (LPO); (C) niveles de nitrito
mas nitrato (NOx); (D) actividad de la glutation peroxidasa (GPx); (E) actividad de la glutation
reductasa (GRd); (F) actividad de la catalasa (CAT); (G) a-Klotho. Los datos se presentan como
media £ SEM. PreT, pre tratamiento (en negro); PosT, post tratamiento (en rojo). * p < 0,05; **
p <0,01,y *** p<0,001 frente a PreT.

3. Evaluacion de los niveles de cortisol salival

Se recibieron en el laboratorio un total de 354 muestras de saliva (59 participantes
x 3 muestras x 2 recogidas). De ellas, 27 fueron excluidas de los analisis por falta de
algunos puntos de la recogida, contaminacion con sangre o coloracion azul, que indicaria
una muy probable contaminacion debida al cepillado dental, entre otras causas. En la
Figura 9 se muestran los niveles medios de cortisol para todos los puntos de muestreo,

en el grupo de nifos pre puberes y puberes, antes y después del tratamiento.
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Los niveles basales de cortisol (en el momento del despertar) no sufrieron
modificaciones significativas tras el tratamiento. Sin embargo, los niveles
correspondientes a los 30 minutos tras el despertar si que fueron significativamente
superiores tras recibir el tratamiento farmacologico (p < 0,05, Figura 9A). En cuanto a
las concentraciones de cortisol a los 60 minutos, no se encontraron diferencias

significativas.

Ademas, si observamos como aumenta la concentracion de cortisol desde el
momento del despertar hasta los 30 minutos posteriores vemos que, tanto en el PreT como

en el PosT, se produjo un aumento significativo de los niveles de cortisol (p < 0,001,

Figura 9. Representacion de los niveles medios de cortisol y SEM en tres puntos temporales,
antes y después del tratamiento. El grafico "A "representa los niveles de cortisol de los sujetos del
estudio, sin distinguir entre pre puberes y puberes. El grafico "B" corresponde a los niveles de
cortisol en el grupo de nifios pre puberes y el grafico "C" representa los niveles de cortisol en el
grupo de puberes. * p < 0,05 vs. 30 min PosT; # p < 0,05, y ## p < 0,001 vs. tiempo de despertar
para cada grupo

En el grupo de nifios pre puberes (Figura 9B), los niveles de cortisol a los 30
minutos, pero no a los 60 minutos, fueron significativamente superiores a los

correspondientes al momento del despertar, tanto en los pacientes tratados como en los
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no tratados (p < 0,05). En el grupo de puberes, solo se produjeron cambios significativos

tras el tratamiento en los niveles de cortisol a los 30 minutos (p < 0,05, Figura 9C).

Por otro lado, considerando un CAR positivo cuando la concentracion de
cortisol a los 30 minutos es, al menos, un 50 % mayor que al despertar [77,195],
observamos que en el grupo de pre puberes la tasa de CAR positivas antes del
tratamiento fue del 53,33 %, aumentando hasta el 58 % después del tratamiento. En
el grupo de puberes, estas diferencias aumentaron, ya que la tasa de CAR

positivas antes del tratamiento fue del 48 % y después del tratamiento subi6 al 60 %.

También se calculo el area bajo la curva (AUC) segun el método de Pruessner
[196]. Nuestros resultados mostraron que el AUCg después del tratamiento era superior
al AUCg antes del mismo (AUCg posT = 33,52 frente a AUCg preT = 23,50; p < 0,05).
Lo mismo ocurri6 con el AUC; (AUCt posT = 10,98 frente a AUC;preT =4,43; p <0,05).
Ademas, el AUC;también fue significativamente mayor tras el tratamiento en el grupo de

puberes (AUC; posT = 12,33 frente a AUC; preT = 3,35; p < 0,05).

También se realizo un andlisis de correlacion entre las variables bioquimicas y el
CAR en los grupos PreT y PosT y en los grupos PreT frente a PosT, pero no se encontro

correlacion entre ellas, por lo que no se pudo obtener mas informacion de este analisis.
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A pesar de la elevada prevalencia y comorbilidad del TDAH, seguimos sin
conocer con exactitud la base neurobioldgica de este trastorno. Parece estar claro que su
aparicion se debe a la combinacion de un conjunto de factores genéticos, ambientales y
anatomicos [11,27], si bien como menciondbamos, los mecanismos neurobioldgicos

subyacentes continian siendo una incognita.

Una de las hipdtesis mds reconocidas es que alteraciones en determinadas
estructuras cerebrales y la desregulacion de neurotransmisores del sistema dopaminérgico
y noradrenérgico serian responsables, en gran medida, del desarrollo del trastorno y sus

sintomas [56].

Las investigaciones en este campo sugieren que los sintomas nucleares de los
pacientes con TDAH podrian corresponderse con una reduccion de los niveles de
dopamina, debido a una mayor recaptacion de ésta en las vesiculas presindpticas. De
hecho, algunos autores consideran que esta alteracion podria considerarse como el

principal factor fisiopatologico del trastorno [61].

No obstante, y a pesar del amplio reconocimiento de las teorias
catecolaminérgicas, en los ultimos tiempos ha habido una mayor investigacion en otros
mecanismos biologicos que también pudieran estar asociados con el TDAH. Varios
estudios sugieren que los radicales libres y el estrés oxidativo podrian estar implicados en
diversas afecciones psiquiatricas, como la esquizofrenia, el trastorno bipolar, el trastorno

depresivo mayor, los trastornos de ansiedad y el TDAH [165,166,168].

El estrés oxidativo engloba un complejo fendmeno bioldgico que se produce
cuando hay un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

y la respuesta de los sistemas de defensa antioxidantes enddgenos [197], lo que resulta en
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la acumulacién de ROS y otros compuestos altamente reactivos, que provocan dafios en

la estructura y funcion celular.

En lo que respecta al TDAH, aunque no son demasiados los estudios que han
investigado sobre este aspecto, la mayoria de ellos coinciden en que los pacientes
diagnosticados de TDAH presentan, en comparacioén con controles sanos, un mayor nivel
dafo oxidativo que se refleja en concentraciones mas elevadas de ciertos marcadores,
entre los que destacan principalmente el 6xido nitrico, el indice de peroxidacion lipidica
y productos avanzados de peroxidacion proteica [177]. Estos marcadores, junto a otros,
han emergido como indicadores de la presencia aumentada de radicales libres y su
elevacion sugiere la alteracion de diferentes procesos bioquimicos que favorecen la

formacion y acumulacion de ROS [164,174,198,199].

En cuanto a la implicacién del eje HHS en la fisiopatologia del TDAH, y mas
concretamente la implicacion del cortisol y la respuesta al despertar del cortisol (CAR),
en los Ultimos tiempos se ha propuesto que algunos de los sintomas nucleares del TDAH
podrian estar vinculados a déficits de excitacion o a una incapacidad para mantener
niveles adecuados de ésta [68,69,200]. Esto estaria directamente relacionado con la
actividad del eje HHS, donde el cortisol desempefia un papel central participando en una
amplia gama de funciones cognitivas como la atencidn, el esfuerzo sostenido y el
comportamiento [201-203]. Por ello, se cree que las alteraciones en la sintesis o en la
regulacion del cortisol podrian explicar las dificultades en la atencion y el
comportamiento, influenciando mecanismos neurobiologicos en la corteza prefrontal

[204].

Nuestros resultados muestran por primera vez que el estado oxidativo e

inflamatorio de los nifios diagnosticados de TDAH, asi como la funcion del eje
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hipotalamo-hipofisis-suprarrenal, mejoraron tras el tratamiento farmacologico con el
psicoestimulante metilfenidato. Por lo que nuestros datos apoyan aun mas la hipotesis de
que el estrés y la inflamacidon, que parecen desempenar un papel clave en varias
enfermedades psiquiatricas, estan efectivamente implicados también en la fisiopatologia

del TDAH [165,168].

Aunque varios estudios sefialan que los nifios y adolescentes con diagnostico de
TDAH tienden a mostrar un aumento en el dafo oxidativo y una disminucioén en la
actividad de ciertas enzimas antioxidantes, en comparaciéon con los individuos sanos,
existe una gran discrepancia en la bibliografia con respecto a este tema
[164,174,176,177,198,199,205]. De hecho, un metaanalisis hallo una asociaciéon entre el
TDAH y el dafio oxidativo, pero, sin embargo, no logré demostrar alteraciones

significativas en los sistemas antioxidantes [173].

Estas divergencias, junto con el hecho de que el estrés oxidativo podria no ser el
agente causal del trastorno, sino so6lo una consecuencia mas del mismo, ponen de
manifiesto la necesidad de realizar mas investigaciones que evalten las modificaciones
de diferentes marcadores bioquimicos antes y después del tratamiento farmacologico

para alcanzar una comprension mas profunda del TDAH [174].

Los pocos estudios existentes sobre los efectos de los psicoestimulantes en el
estado oxidativo muestran resultados inconsistentes. La mayoria de ellos se basan en
modelos animales y no en pacientes reales y, ademas, las mediciones han sido realizadas

en diferentes especimenes y en varias regiones cerebrales [206].

Por ejemplo, en un estudio realizado en ratas, se observd que el efecto del
metilfenidato variaba seguin la edad y el tipo de exposicion al farmaco, de tal forma que

las ratas jovenes mostraban una reduccion de los niveles de LPO tras el tratamiento agudo,
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mientras que el tratamiento cronico aumentaba el dafio oxidativo en las jovenes y lo

reducia en las adultas [207].

Otro estudio demostrd que el efecto del tratamiento variaba en funcion de la region
cerebral estudiada: en algunas zonas, como el cerebelo y el cuerpo estriado, se reducian
los niveles de ROS y aumentaba la actividad de las enzimas antioxidantes, mientras que,
en otras regiones, como en el cortex prefrontal, se observaba un empeoramiento del estrés

oxidativo [208].

Del mismo modo, en otro estudio realizado también en ratas, se vio que el
consumo cronico de metilfenidato presentaba efectos diferentes segtn el contexto clinico
que se tratase: en el modelo animal de TDAH que simulaba el uso terapéutico (ratas
espontaneamente hipertensas, SHR), el metilfenidato mostraba efectos positivos al
aumentar la capacidad antioxidante y reducir los procesos de peroxidacion lipidica en el
hipocampo y el cortex prefrontal. De lo contrario, el grupo control, conformado por ratas
sanas (ratas Wistar Kyoto, WKY) que simulaba el consumo no terapéutico del farmaco,
el metilfenidato tenia consecuencias perjudiciales en términos de estrés oxidativo/

nitrosativo, reactividad astrocitica y capacidad antioxidante [209].

Se observaron resultados similares en otro estudio realizado en ratas, donde el
tratamiento con metilfenidato mejor6 el perfil proinflamatorio en el modelo de TDAH,

mientras que en las condiciones de control indujo un estado proinflamatorio [210].

Los resultados de nuestro estudio muestran que, tras tres meses de tratamiento con
metilfenidato, se producia una mejora significativa en el estado oxidativo, en términos de
reduccion del dano oxidativo proteico (AOPP) y del daino oxidativo lipidico (LPO).
También detectamos una reduccion de la inflamacion medida por los niveles de NOx.

Estos resultados coinciden con los de otros autores que también han observado una mejora

66



Discusion

del estado oxidativo y del potencial de membrana mitocondrial en células humanas de

neuroblastoma SH-SYS5Y [211,212].

Ademas, nuestros hallazgos también demuestran que el tratamiento con
metilfenidato mejord la accion protectora del sistema antioxidante endégeno con el
aumento de la actividad enzimatica de CAT y GRd. En general, nuestros datos respaldan
los resultados obtenidos en nifios y adolescentes con TDAH [206], asi como en pacientes
con depresion, en los que el tratamiento con psicofarmacos dio lugar a una normalizacion

de algunos parametros relacionados con el estrés oxidativo [167].

Para poder explicar los cambios inducidos por la terapia psicoestimulante con
metilfenidato en el estado oxidativo, se han propuesto varias hipotesis: Por un lado,
algunos estudios sugieren que el aumento de dopamina inducido por el mecanismo de
accion del metilfenidato podria tener un efecto antioxidante, ya que la dopamina tiene
capacidad para eliminar los radicales libres [211,213]. Otros estudios indican que las
propiedades protectoras del metilfenidato podrian estar relacionadas con su capacidad
para secuestrar toxinas y otros metabolitos toxicos procedentes del metabolismo de la
dopamina, mediante la redistribucion del transportador vesicular de monoamina tipo 2
(VMAT2) [214-217]. Mientras que otros estudios sefialan que el efecto beneficioso del
metilfenidato se debe a la capacidad protectora que este ejerce sobre las células al
protegerlas contra metabolitos neurotdxicos [218] o por su capacidad para aumentar la
actividad enzimadtica de la SOD y la CAT. En definitiva, todos estos mecanismos podrian

contribuir en conjunto a la mejora del estrés oxidativo aqui descrita.

En cuanto a a-Klotho, aunque no existe en la literatura una relacion directa entre
esta proteina y el TDAH, se sabe que a-Klotho esta altamente expresada en el cerebro y

que desempena un importante papel neuroprotector [219], que en parte podria estar
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mediado por la supresion de citoquinas proinflamatorias en el sistema nervioso central

[220], estableciéndose asi una hipotética relacion con la teoria proinflamatoria del TDAH.

De hecho, ya se ha estudiado su implicacion en otras patologias neuropsiquiatricas
como la esquizofrenia [221] o el trastorno bipolar [222], y se ha demostrado una mayor
concentracion de a-Klotho en estos pacientes en comparacion con los controles sanos
[223]. Esto podria deberse muy probablemente a su capacidad para hacer frente al estrés
oxidativo y a su efecto beneficioso sobre la cognicion [221]. En nuestro estudio, sin
embargo, no encontramos diferencias significativas en los niveles de a-Klotho tras tres

meses de tratamiento.

En cuanto al eje HHS, una forma ampliamente reconocida para evaluar su funcion
es la medicion de la respuesta al despertar del cortisol, conocida por sus siglas en inglés
como CAR (Cortisol Awakening Response) [202]. Aunque su mediciébn parece
relativamente sencilla, no existe un claro consenso sobre qué férmulas utilizar o qué

parametros exactos medir para evaluar con precision el patron CAR [195,224-226].

En 2009, Pruessner et al. desarrollaron dos féormulas derivadas del método
trapezoidal para medir la secrecion de cortisol tras el despertar: AUCg y AUC; [196].
Estas formulas, aunque similares, difieren en su planteamiento ya que, mientras que la
AUCg engloba toda el area bajo la curva con respecto al suelo y representa la produccion
total de hormona a partir de un determinado momento, el AUC; incluye soélo el area bajo
la curva con respecto a la primera medicion y se centra en los cambios producidos durante

un periodo de tiempo determinado.

Nuestro estudio es el primero en evaluar el efecto del tratamiento del TDAH sobre
el CAR. Estudios previos solo han investigado el impacto del tratamiento sobre los

niveles basales de cortisol u otras hormonas relacionadas, como la
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deshidroepiandrosterona sulfato (DHEA-s), y sus hallazgos resultan escasos y
contradictorios. Algunos de ellos informan de un aumento en los niveles de cortisol tras
el tratamiento con metilfenidato y atomoxetina [227], otros informan de un aumento
inicial seguido de un descenso gradual [228], y otros detectan diferencias en los niveles

de DHEA-s, pero no en los de cortisol [229].

En lo que respecta a nuestros resultados, debemos destacar que los niveles de
cortisol a los 30 minutos fueron significativamente mas altos que los niveles basales (justo
al despertar), tanto en el grupo de pre tratamiento como en el post tratamiento. Asi,
aunque el TDAH puede afectar a la reactividad del eje HHS, éste responde con un

aumento de los niveles de cortisol incluso en ausencia de tratamiento [79,188].

Otro hecho que consideramos especialmente relevante es la ausencia de cambios
significativos en los niveles basales de cortisol (justo al despertar) después de recibir
tratamiento farmacologico, lo que contrasta con el hecho de que los niveles de cortisol a
los 30 minutos si que fueron significativamente mas altos después del tratamiento,

reflejando asi una variacion en el CAR.

Con el fin de determinar si se producia un cambio significativo en el CAR tras
recibir el tratamiento, llevamos a cabo diferentes estrategias ya descritas y utilizadas por
otros autores: por un lado, consideramos que el CAR estaba presente cuando la
concentracion de cortisol a los 30 minutos era al menos un 50 % superior con respecto a
la basal [80]. De esta forma observamos que, en nuestro estudio, el CAR estaba presente
en el 50,9 % de los pacientes antes de recibir el tratamiento y que esta cifra
aumentaba hasta el 59,25 % tras los tres meses de terapia. Esta cifra, aunque sigue
siendo inferior a la observada en la poblacidon sana, 75 % [77] aument6 casi un 10 %

con el tratamiento con metilfenidato.
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Por otro lado, también calculamos el AUC. Para ello, representamos graficamente
las concentraciones medias de cortisol en cada uno de los tres puntos temporales (justo al
despertar, 30 min y 60 min después) y calculamos el area bajo la curva empleando las
féormulas propuestas por Pruessner et al. [196]. Siguiendo este método, observamos que
tras el tratamiento se producia un aumento estadisticamente significativo tanto del AUCg

como del AUC.

Con todo ello podemos inferir que, tras el tratamiento, los pacientes
diagnosticados de TDAH presentaron una mejor respuesta al despertar del cortisol, ya
que se produjo tanto un aumento significativo de la produccion total de cortisol durante

este periodo (AUCg), como un aumento adecuado de los niveles de esta hormona (AUC).

Dado que el cortisol es la hormona por excelencia del dia y est4 relacionada con
el estrés y la actividad, y que el metilfenidato es un fArmaco estimulante que aumenta el
rendimiento diurno, parece razonable considerar que el aumento significativo del cortisol
tras el tratamiento refleja su efecto clinico positivo. Todo ello, unido a la mejora
observada en el perfil oxidativo e inflamatorio, podria conformar la base bioquimica que
explicaria los avances clinicos manifestados en nuestros pacientes, como la potenciacion
de la concentracién o la memoria y la mejora en el rendimiento académico, en el

comportamiento social y en el manejo de actos impulsivos.

En cuanto al papel del desarrollo madurativo funcional, observamos que este
efectivamente ejercid una influencia sobre algunos parametros. En el grupo de pre
puberes, los niveles de AOPP y LPO disminuyeron significativamente mientras que la
actividad de la enzima catalasa aument6, sin embargo, en el grupo de puberes se observo
un descenso de los niveles de LPO y NOx pero también de la actividad enzimatica de

GPx. Hasta donde sabemos, no existe ninglin otro estudio en la literatura que relacione el

70



Discusion

impacto del desarrollo madurativo, el estado oxidativo y la inflamacion en pacientes con
TDAH. Estos hallazgos pueden apuntar a la hipdtesis de que durante las diferentes etapas
madurativas que conforman la pubertad, los sistemas de defensa antioxidante disminuyen,
y esto se refleja en un aumento significativo de marcadores de estrés
oxidativo/nitrosativo. Por otro lado, la ausencia de cambios en a-Klotho entre los grupos
pre puberes y puberes aqui descritos sugiere que esta via no estaria implicada en los

cambios descritos en los pacientes con TDAH.

No obstante, deberian realizarse mas estudios para confirmar estas hipdtesis y
establecer conclusiones mas so6lidas en relacion con los distintos factores etioldgicos
implicados en el TDAH y la relacion compleja entre el desarrollo madurativo y los

marcadores oxidativos e inflamatorios y sus implicaciones clinicas.
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Conclusiones

Primera: Los pacientes diagnosticados con TDAH presentan un estado de estrés

oxidativo e inflamatorio que, en general, es independiente del estado puberal.

Segunda: El tratamiento con metilfenidato en pacientes diagnosticados con TDAH
conduce a una mejora de la capacidad del sistema antioxidante enddgeno, principalmente

con el aumento de glutation reductasa y catalasa.

Tercera: Como consecuencia, el tratamiento con metilfenidato en estos pacientes
mejora el perfil redox, que se refleja en la disminucion de varios marcadores de dafio
oxidativo incluyendo la reduccion en AOPP, LPO, y NOx, lo que evidencia una

disminucidn del dafio oxidativo e inflamatorio.

Cuarta: La reactividad del eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal mejora en pacientes
con TDAH tratados con metilfenidato al producirse un aumento de la respuesta al
despertar del cortisol (CAR), que se correlaciona con el aumento del area bajo la curva

(AUC) y que indica una mejor respuesta al estrés.

Quinta: El efecto que el estadio madurativo ejerce sobre algunos de los marcadores
aqui analizados podria estar relacionados con los cambios hormonales propios de la
pubertad. El impacto que esto pueda ejercer sobre los diferentes mecanismos

fisiopatologicos del TDAH abre nuevas lineas de investigacion.

Sexta: Los resultados indican una mejora del estado redox, del perfil inflamatorio y de
la respuesta del eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal tras tres meses de tratamiento

con metilfenidato. Dado que la mayoria de los estudios actuales se han realizado en
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modelos animales, nuestro estudio refleja un perfil mucho mas fiable de la

evolucion de los pacientes con TDAH tratados con metilfenidato.
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ANEXO 1
SERVICIO ANDALUZ DE SALUD
Consejeria de Salud y Familias

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES DEL ESTUDIO:

EVOLUCION CLINICA Y ANALITICAEN EL TEA Y TDAH
EN LA PRACTICA CLINICA DIARIA
EN LA INFANCIA Y ADOLESCENCIA

La firma de este documento permite a los investigadores del Hospital Clinico San Cecilio de Granada a
hacer uso de los datos contenidos en su historia clinica con fines de investigacion. El desarrollo del
proyecto se realizara respetando las Normas de Buena Practica Clinica y los principios éticos
fundamentales establecidos en la Declaracidn de Helsinki, asi como los requisitos establecidos en Ia
legislacion espafiola en el ambito de la investigacidn. Se respetara la Ley de Proteccidon de Datos : Ley
Europea General de Regulacion de Proteccion de Datos (GDPD) 2016/679 y Ley Organica sobre
Proteccion de Datos Personales y Garantia de Derechos Digitales (LOPD-GDD) 3/2018 de 5 de diciembre).

CONSENTIMIENTO
Yo

(nombre y apellidos del participante o representante legal)

Como padre/madre/tutor del paciente:

Comprendo que la participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirar mi consentimiento cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin

gue esto repercuta en sus cuidados médicos.

Por todo lo cual, presto libremente mi conformidad para que se utilicen mis datos en las condiciones

expuestas.
Fechay firma Fechay firma
Del participante/representante legal del investigador

Version: [2], data [octubre 2020]
Se deberan firmar dos modelos, uno sera entregado al participante y otro serd conservado por el responsable del estudio de investigacion



SERVICIO ANDALUZ DE SALUD
Consejeria de Salud y Familias

RECHAZO DE LA PARTICIPACION

Yo, D/Dfia , de forma libre y voluntaria no
autorizo a la participacién en este estudio tras haber sido informado del mismo, sabiendo que esta
decisién no repercutird en la atencién médica prestada

En a de de

El participante/representante legal

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dfia , de forma libre y consciente he
decidido retirar mi consentimiento de participacién en estudio sabiendo que esta decision no
repercutirad en la atencion médica prestada

En a de de

El participante/representante legal

Version: [2], data [octubre 2020]
Se deberan firmar dos modelos, uno sera entregado al participante y otro serd conservado por el responsable del estudio de investigacion



g |OSPITAL ANEXOII

i gommm UNIVERSITARIO

-"_:'.-'.".'_ CLINICO SAN CECILIO

PROTOCOLO DE RECOGIDA MUESTRAS
DE SALIVA

Recomendaciones generales

e Pararealizar las determinaciones se emplearan 3 Salivettes.

e No ingiera alimentos, ni bebidas, durante al menos, una hora antes de la
recogida de las muestras.

e No se lave los dientes.

e |dentifique las muestras con un rotulador permanente indicando la hora de la
recogida.

Horarios de recogida

e Primera muestra: En el momento justo del despertar, cuando el nifio/a aun esta

en la cama, con poca luz en la habitacion (preferentemente a oscuras).
e Segunda muestra: a los 30 minutos de la primera muestra de saliva.

e Tercera muestra: a los 30 minutos de la segunda muestra de saliva.

Procedimiento

1. Extraiga el algoddn que hay en el interior del tubo.
Introduzcaselo en la boca y mastiquelo suavemente, sin romper, durante 1-2
minutos. NO TRAGAR.
(Si ve que no genera demasiada saliva puede echar previamente unas gotas de
limén en el algoddn, esto le ayudarad)

3. Cuando esté empapado de saliva, introduzcalo de nuevo en el tubo y ciérrelo.
Rotule el contenedor con la hora de la recogida.

4. Guarde las muestras en la nevera, envueltas en papel de aluminio.

5. Entregue las muestras al personal de enfermeria de la sala de extracciones del
Hospital Universitario Clinico San Cecilio (planta 0).












