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Presentacion.

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es un trastorno del
neuro-desarrollo altamente prevalente en la infancia, caracterizado por un patrén de
comportamiento definido por dos sintomas nucleares, la falta de atencion y la
hiperactividad/impulsividad, que suele acompafiarse de problemas de rendimiento y de
adaptacion en los entornos sociales o educativos de los sujetos que la padecen. La etiologia
de este trastorno es compleja, ya que sus causas exactas ain no se han dilucidado por
completo, sin embargo el TDAH parece presentar anormalidades estructurales y funcionales

que responden a una combinacion de varios factores ambientales y genéticos.

Estudios previos han mostrado que el TDAH esta asociado con alteraciones de los
ritmos circadianos. Esta condicion podria tener un impacto en la sintomatologia y las
comorbilidades de estos pacientes, no obstante, estas asociaciones han sido escasamente
abordadas. En este sentido, no se ha analizado, si la variabilidad del ritmo circadiano de la
actividad motora puede tener algun impacto en parametros como la sintomatologia o el estado
del peso corporal de estos pacientes. Tampoco se ha analizado si los pacientes con este
trastorno tienen una mayor sensibilidad a factores externos como la intensidad de la luz (que

suelen sincronizar los ritmos circadianos) respecto a pacientes sanos.

Adicionalmente, la salud circadiana se puede ver afectada por los problemas de suefio
que a su vez son comunes en el TDAH. Sin embargo, los estudios que relacionan el impacto
de la dieta en el sueflo en estos pacientes, han mostrado ciertas inconsistencias en sus
resultados. Se desconoce sobre todo si algiin componente nutricional de la dieta pueda actuar

como factor etioldgico de los estos problemas.

Por otro lado, algunos factores genéticos podrian ser comunes tanto para el TDAH
como para los problemas de comportamiento y las comorbilidades psicopatologicas. Un
polimorfismo funcional de la region promotora de la serotonina (5-HTTLPR) podria brindar
una explicacion molecular de estos fendmenos. Ademas, estudios previos sugieren que,
problemas de comportamiento como la inestabilidad emocional, la ansiedad el estrés y otros
sintomas conductuales o rasgos psicologicos pueden modular la relacion entre el apetito, la

ingesta de alimentos y mecanismos posteriores para controlar el peso. Esta observacion



podria estar relacionada con la alta prevalencia de sobrepeso y obesidad observada en la

poblacion con TDAH.

Finalmente, varios estudios han demostrado que los patrones poco saludables de dieta
en los pacientes con TDAH podrian conducir a determinadas deficiencias nutricionales,
sumadas al propio hecho de que estados deficitarios de micronutrientes como por ejemplo el
hierro exacerban la sintomatologia de este trastorno. Sin embargo estos resultados han
presentado algunas inconsistencias; y tampoco se ha analizado el riesgo potencial entre la
deficiencia del hierro y los sintomas nucleares del TDAH (falta de atencién e

hiperactividad/impulsividad).

Por lo descrito, el objetivo del presente proyecto de tesis es evaluar las distintas
asociaciones entre los aspectos cronobioldgicos, emocionales y nutricionales en poblacion
pediatrica con TDAH, tanto en su sintomatologia y comorbilidades como en aspectos de su

salud en general como el estado del peso corporal.









1. Introduccion

1.1 Trastorno de Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH).

1.1.1 Definicion, epidemiologia y comorbilidad del TDAH.

Segiin el DSM-5 (American Psychiatric Association, 2013), el Trastorno por Déficit
de Atencion e Hiperactividad (TDAH), se caracteriza por sintomas generalizados de falta de
atencion, hiperactividad e impulsividad no adecuados a la edad de desarrollo de quien lo
padece. Por esta razon, muchos nifios y adolescentes con TDAH presentan dificultades para
regular su comportamiento y ajustarse a las normas esperadas para su edad. La consecuencia
es que, presentan dificultades de adaptacion en su entorno familiar, escolar e incluso social,
a menudo rinden por debajo de sus capacidades y pueden presentar trastornos emocionales y
del comportamiento, lo que representa un perfil de calidad de vida bastante mas bajo respecto

al de un nifo sano (Yang et al., 2013; Quintero et al., 2017).

El TDAH es una enfermedad de inicio infantil y se estima que sus consecuencias se
pueden seguir presentando hasta en un 80% en la adolescencia y entre el 30-65% en la edad
adulta. Parece que afecta mas al sexo masculino y que los nifios suelen presentar una
prevalencia mas alta del subtipo impulsivo/hiperactivo, mientras que las nifias suelen
presentar mas un subtipo inatento, siendo mas frecuente en la clinica la presentacion
combinada (Biederman et al., 2005; Bauermeister et al., 2007). Se estima que el TDAH
afecta a un 3,4% (CI 95% 2.6-4.5) de la poblacion mundial (Polanczyk et al., 2015) mientras
que la prevalencia en Espaiia se sita alrededor de 5-8% en niflos y 2.5-4.0% en adolescentes
(Gonzalez et al., 2015). Actualmente se considera el trastorno del neurodesarrollo mas

frecuente.

Las comorbilidades con otras patologias en los pacientes con TDAH son muy
comunes y variables, presentandose en un 60-80% de los casos. Entre ellas, se pueden citar:
trastornos de conducta, de ansiedad y depresion, asi como la presencia del Trastorno de
Negativista Desafiante (ODD-Oposition defiant disorder; Biederman & Faraone, 2003). En
este sentido, una investigacion realizada en Estados Unidos mostré que el 27% de nifios con
este trastorno tenia un trastorno de conducta, el 18% trastornos de ansiedad y el 14% tenia

depresion. Cabe sefalar, que, las circunstancias sociales fueron un factor importante en el



1. Introduccion Valeria Carpio Arias

riesgo de comorbilidad, ya que los nifios de entornos mas pobres tenian 3.8 veces mas riesgo
de desarrollar tres 0 mas comorbilidades que los nifios en mejor posicion (30% vs. 8%;
Larson et al., 2009). Otras comorbilidades como la dislexia, el trastorno de coordinacion
motora, los trastornos del espectro autista, los trastornos de tics, el trastorno bipolar, los
trastornos de uso de sustancias y trastornos de personalidad también han sido descritos en

pacientes con este trastorno (Bolea-Alamaiiac et al., 2014).
1.1.2 Criterios diagndsticos del TDAH.

No existe un marcador bioldgico para el TDAH, por lo que el diagnostico es clinico
y se realiza de acuerdo con criterios establecidos en funcidn de la historia clinica del nifio y
de la repercusion de los sintomas del comportamiento en su red de relaciones. Dicho
diagndstico se complementa con la evaluacion neuropsicoldgica, que permite establecer la
magnitud de los déficits y detectar deficiencias en otras areas funcionales (Schuch et al.,

2015).

Los criterios diagnosticos del TDAH son definidos, de acuerdo con el Manual
Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales 5* edicion (DSM-5; American

Psychiatric Association, 2013) los cuales se presentan en el Anexo C1.

En funcién de los resultados se podran clasificar las siguientes presentaciones:

a. Presentacion combinada: Si se cumplen el Criterio A1 (inatencion) y el Criterio A2

(hiperactividad-impulsividad) durante los tltimos 6 meses.

b. Presentacién predominante con falta de atencion: Si se cumple el Criterio A1 pero
no se cumple el criterio A2 (hiperactividad-impulsividad) durante los ultimos 6

meses.

c. Presentacion predominante hiperactiva/impulsiva: Si se cumple el Criterio A2
(hiperactividad-impulsividad) y no se cumple el Criterio A1l (inatencion) durante los
ultimos 6 meses.

El diagnostico del TDAH es exclusivamente clinico obteniendo la informacion
mediante entrevista a los padres y paciente, observacion directa del paciente y con

informacion de la escuela sobre el funcionamiento del nifio/a en el aula.
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Se complementa con diversos cuestionarios y escalas que pueden ayudar al personal

clinico en el diagnéstico y en la busqueda de la comorbilidad asociada.
1.1.3. Etiologia del TDAH.

La etiologia del TDAH implica la interrelacién de componentes neurobioldgicos,
genéticos y medioambientales (incluida la dieta) que alteran el desarrollo cerebral, lo que
resulta en anormalidades estructurales y funcionales del mismo (Figura 1). Los factores que

han recibido mayor atencion por parte de la comunidad cientifica se resumen a continuacion:

Factores \ ' Funcionamiento anatémicoyde
neumbiciégic_&y N conectividad anormal
gt S g Rt

Bicteas " Afectacién de los sistemas
4 P ' - .
iti {. dopaminérgico, noradrenérgico y i
eneticos S, o . =
m____s ~—___ serotoninérgico @ —

T " Eventos intrauterinose =~

— 2 .
" / Factores influencias postnatales, N
Qbientaies M exposicion a sustancias toxicas, i

- . adversidad social y familia_r_____..--—-""'

Alteraciones
circadianas: PATRONES
DE SUENO

Figura 1: Factores etiologicos del TDAH.

a. Factores neurobiolégicos: Los estudios de neuroimagen indican que el TDAH es
el resultado de un funcionamiento anatémico y de conectividad anormal a lo largo
de los circuitos fronto-estriado, fronto temporal, fronto-parietal y/o fronto-
estriado-parieto-cerebeloso. Ademas, la corteza prefrontal, la corteza cingular
anterior, el caudado, el globo palido, las regiones parietales, las regiones
temporales, el cuerpo calloso, esplenio, vermis cerebeloso y cerebelo también han
recibido una importante atencion en estas investigaciones (Weyandt, Swentosky

& Gudmundsdottir, 2013).

b. Factores genéticos: Varios estudios de asociacion genética se han llevado a cabo

en los ultimos afos para identificar genes candidatos relacionados con el TDAH
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En la Tabla 1, se resumen los genes que muestran asociaciones genéticas con el

TDAH. Cabe senalar que en este trabajo de investigacion nos centraremos en el estudio del

(Franke et al., 2009; Gatt et al., 2014). Los factores genéticos influyen
principalmente por la alta heredabilidad de tipo poligénica que explicaria hasta un
60-70% de esta varianza (Faraone et al., 2005). Los genes mas estudiados son
aquellos que codifican sustancias bioactivas de los sistemas dopaminérgico,
noradrenérgico y serotonérgico (Puper-Ouakil et al., 2008; Franke et al., 2009;
Kebir et al., 2009). Adicionalmente se han estudiado otros genes que al parecer

tienen importancia en el desarrollo del TDAH, sin embargo estos estudios se

pueden considerar atin preliminares (Hawi et al., 2015; Schuch et al., 2015).

sistema serotoninérgico el cual se explicara con mas detalle en el Capitulo 1.3.

Tabla 1. Genes que muestran evidencia replicada asociada con TDAH.

Gen Variante Funcion Bioldgica
asociada

SLC6A3 40 bp VNTR Regulador de dopamina extracelular y mediador de la
recaptacion de dopamina de la sinapsis.

DRD4 48 bp VNTR GPCR activado por el neurotransmisor de la dopamina.

D3D5 148 bp Traduce senales extracelulares en forma de dopamina en

dinucleotido varias respuestas intracelulares, incluidos los efectos
repeticiones de sobre la adenilato ciclasa, y los niveles de conductividad
dinucleétido de Ca2"y K.

SLC6A4 | 40 bp indel Miembro de la familia de transportadores que depende
de Na y CI". Mediador de la recaptacion de serotonina
de las sinapsis.

HTR1B | rs6296 GPCR para serotonina. De interés para los farmacos
antidepresivos y sustancias psicoactivas

SNAP25 | rs3746544 Proteina de membrana plasmatica esencial para la fusiéon
de vesiculas sinapticas y liberacion de neurotransmisores

SLC9A9 | Inversion de Miembro de la gran familia de portadores de solutos 9.

puntos de ruptura | Actia en el intercambio electro neutral de iones de
hidrégeno / sodio a través de las membranas.

LPHN3 | Haplotitpo Codifica un miembro de la subfamilia latrofilina de

abarcando GPCR. Puede actuar en transduccion de sefales y
exones adhesion celular.
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GIT1 rs550818 GPCR kinasa. Se cree que esta involucrado en el trafico
de vesiculas, adhesion y aumento de la velocidad de
migracion celular. Y se sabe que la sobreexpresion de
GIT1 regula el receptor beta2-adrenérgico.

NOS1 180-210bp CA | Media varios procesos biologicos, incluida la

repeat neurotransmision y se informa que se asocia con
afecciones neurodegenerativas.
Abreviaciones: GPCR, Receptores acoplados a proteina G (G-protein-coupled rceptors); UTR,

region sin traducir (untranslated Region); VNTR, niimero variable de repeticiones en tandem (variable

number tandem repeat). Adaptado de Hawi et al., (2015).

c. Factores ambientales, como eventos intrauterinos (el estrés materno durante el
embarazo, exposicion prenatal al tabaco, alcohol y otras drogas / toxinas
ambientales), complicaciones de embarazo y parto, asi como retraso del crecimiento
intrauterino, bajo peso al nacer y prematuridad. Ademas también se incluyen las
influencias ambientales posnatales tempranas como las convulsiones neonatales, las
lesiones cerebrales, la exposicion al plomo y a los bifenilos policlorados en el
desarrollo (Biederman, & Faraone, 2003). Adicionalmente, la adversidad psicosocial
y los altos niveles de conflicto familiar también se asocian en la actualidad con este
trastorno (Puper-Ouakil et al, 2008). Por ultimo, y no menos importante, se ha
observado una asociacion importante entre la etiologia del TDAH con la dieta (Rios-
Hernandez et al., 2017; Pelsser et al., 2017), y con algunas alteraciones circadianas,
entre ellas los patrones de descanso/suefio (Coogan & McGowan 2017; Craig et al.,

2017) sin embargo estos dos aspectos se explicaran con detalle mas adelante.
1.1.4. Tratamiento del TDAH.

El tratamiento habitualmente recomendado por las Guias de Practica Clinica del TDAH es el
tratamiento multimodal que incluye tratamiento psicopedagogico, psicologico y

farmacologico
1.1.4.1. Tratamientos psicopedag6gico y psicoldgicos.

Intervenciones psicopedagégicas que son un conjunto de practicas para mejorar el
aprendizaje que se realiza en el contexto escolar (Serrano-Troncoso et al., 2013; Sonuga-

Barke et al., 2013).
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Terapias psicoldgicas que incluyen terapias de conducta y entrenamiento en habilidades
sociales, tanto para los pacientes como para los padres/madres. (Serrano-Troncoso et al.,

2013).

Terapia cognitiva basada en Mindfullness (Mindfulness-based cognitive therapy- MBCT)
es un tratamiento psicologico de tercera generacion que ha mostrado evidencias en la
disminucién de sintomas, la mejora del estado de animo y una mejora en la calidad de vida
en pacientes con TDAH, por lo que puede posicionarse como un tratamiento novedoso

(Cairncross & Miller, 2016; Meppelink et al., 2016).
1.1.4.2. Tratamiento Farmacoldgico.

El tratamiento farmacologico es una parte crucial del manejo del TDAH. El numero
de niflos y adolescentes que reciben tratamiento con medicamentos ha aumentado
marcadamente en las Gltimas dos décadas (Bolea-Alamanac et al., 2014; Luan et al., 2017).
Los farmacos mas utilizados son los de tipo estimulante. En Espafia se comercializan las
siguientes: Lisdexanfetamina (Elvanse®) y metilfenidato (Concerta®, Rubifen®,
Equasym®, Medikinet®). En los pacientes donde el uso de estos fAdrmacos no proporciona
los resultados esperados, se suelen utilizar farmacos no estimulantes, como: Atomoxetina

(Strattera®) y Guanfacina (Intuniv®).

El principal tratamiento farmacologico actual para el TDAH es el clorhidrato de
metilfenidato, (un medicamento estimulante) el cual ha mostrado ser efectivo
aproximadamente en el 70% de los nifios que sufren este trastorno (Bolea-Alamanac et al.,
2014). Los efectos farmacoldgicos del clorhidrato del metilfenidato consisten en la inhibicion
de la recaptacion de dopamina y noradrenalina: bloquea los transportadores de estas
catecolaminas, aumentando su concentracion en el espacio sinaptico y por tanto sus efectos
de neurotransmision. También potencia levemente la funcion de la serotonina. El clorhidrato
de metilfenidato por tanto actua aumentando la actividad cerebral, especialmente en areas
que desempeiian un papel clave en el control de la atencion y el comportamiento (Larson et

al., 2009).

Los beneficios de este medicamento a menudo incluyen: mejora de la concentracion,

aumento de la atencion al realizar una tarea, menos impaciencia e impulsividad, aumento de
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la organizacion de tareas en el aula y mejora de las habilidades para escuchar. Sin embargo,
el clorhidrato de metilfenidato también muestra efectos secundarios como un pequefio
aumento en la presion arterial y en el ritmo cardiaco, pérdida de apetito, insomnio, cefalea,
dolor abdominal y cambios de humor. Ademas, el tratamiento farmacologico, no puede ser
usado en todos los pacientes, la adherencia a la medicacion suele ser baja y muchas veces las
dificultades académicas y sociales de los sujetos con este trastorno persisten (Catala-Lopez

etal., 2017).
1.1.4.3. Otros tratamientos

Si bien el tratamiento psicofarmacoldgico con metilfenidato tiene indudables efectos
positivos sobre los sintomas de TDAH, también tiene limitaciones significativas, por lo que
en la actualidad, el uso de tratamientos alternativos ha cobrado una importante fuerza
(Danielson et al., 2017). Se puede mencionar como los principales tratamientos alternativos

a los siguientes:

Suplementos dietéticos, se han utilizado suplementos herbales como el ginko biloba (Ponto
& Schultz, 2003), y picnogenol (Tenenbaum et al., 2002), con resultados muy poco
concluyentes; el uso de la L-carnitina por su parte, parece tener efectos en la atencion de los
pacientes pero no en la hiperactividad/impulsividad (Van Oudheusden & Scholte, 2002;
Arnold et al., 2007;); mientras que el uso la melatonina ha mostrado mejoras en los patrones
de descanso en pacientes con TDAH (Bendz & Scates, 2010). Adicionalmente, la ingesta de
acidos grasos esenciales ha mostrado una especial atencion en el desarrollo del TDAH debido
a su papel en el funcionamiento cerebral y del sistema nervioso central. Por tanto, la
suplementacion de Q 3 ha sido foco de interés en el tratamiento de este trastorno (Sonuga-
Barke, 2015; Cooper et al., 2016). Debido a su importancia, este tema se ampliard mas

adelante.

Ademas en la ultima década, varios estudios han mostrado una importante relacion
entre la practica de actividad fisica y multiples beneficios en la sintomatologia de pacientes
con TDAH (Smith et al., 2013; Izquierdo-Pulido et al., 2015; Hoza et al., 2016), la evidencia
sugiere que el ejercicio fisico puede tener un impacto positivo en el desempefio conductual,
neurocognitivo, escolar, en las habilidades motoras y emocionales y en el control inhibitorio

(Gapin & Etnier, 2010; Pontifex et al., 2013; Hillman et al., 2014).
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1.1.5 Problemas relacionados con la dieta en pacientes con TDAH.

Las asociaciones entre diferentes patrones dietéticos y problemas en la alimentacion
en nifios con TDAH han sido examinadas en varios estudios y desde distintas perspectivas
(Figura 2). Se acepta de forma generalizada que las deficiencias nutricionales pueden afectar
el desarrollo neurocognitivo, conductual y fisico en esta importante etapa de la vida (Sha’ari

etal., 2017; Heilskov et al., 2015; San Mauro et al., 2017).

Tendencia a menor adherenciaa Afectacién del
Patrones dietéticos: . | patrones dietéticos saludables: . desarrollo
Dieta global J Dieta Mediterranea neurocognitivo

Dieta Occidental , conductual y
- % fisico.

J Acidos grasos esenciales

Alteraciones . LHierro Aumentode la
nutricionales especificas LzZinc " sintomatologia

4 Magnesio del TDAH

Figura 2: Vision global de los problemas de dieta en pacientes con TDAH

Diferentes estudios han demostrados que los nifios y adolescentes con TDAH suelen
tener un alto riesgo de desarrollar habitos alimentarios indeseables y menor adherencia a
patrones dietéticos saludables como por ejemplo a la dieta mediterranea (Rios-Hernandez et
al., 2017). En este mismo sentido, Park et al., (2012) encontré que una mayor ingesta de
postres azucarados, alimentos fritos y sal se asociaron con mas problemas de aprendizaje,
atencion y comportamiento, mientras que Howard et al., (2011) sugirié que los nifios que
tienen una ingesta alimentaria con un patrén de dieta occidental suelen tener deficiencias de
micronutrientes como hierro, zinc y magnesio ademas de niveles circulantes mas bajos de
omega-3 frente a omega-6. Ademas, Van Egmond-Frohlich et al., (2012) sefiala que los
sintomas de TDAH podrian estar asociados con una mala seleccion de alimentos en lugar de

comer €n €xXceso.

Por su parte, las intervenciones dietéticas en pacientes con TDAH, han sido
analizadas en estudios previos como por ejemplo en el estudio de Ghanizadeh & Haddad,
(2015) en el cual se concluye que la intervencion dietética mejora notablemente la atencion
de los pacientes con TDAH. Recientemente, Pelsser et al., (2017), en un meta analisis,

concluyen que la dieta tiene un papel crucial en la sintomatologia de este trastorno.
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Otros estudios en relacion con la alimentacion se han focalizado en el concepto de
que el TDAH puede ser la consecuencia, en algunos nifios, de una reaccion de
hipersensibilidad a ciertos alimentos (Pelsser et al., 2010; Millichap & Yee, 2012). Por ello,
se han planteado tratamientos dietéticos para el TDAH en los cuales se plantea la eliminacion
de ciertos alimentos (denominadas como las dietas restrictivas) o bien a ciertos componentes

de los alimentos, como es la eliminacion de colorantes artificiales.

a. Las dietas restrictivas de eliminacion han mostrado ciertas mejoras en la
sintomatologia de este trastorno lo que podria ofrecer oportunidades de tratamiento
en subgrupos de pacientes que no responden o son demasiado jovenes para el uso de
medicamentos. Estas dietas consisten en eliminar la mayoria de los alimentos que
pueden tener propiedades antigénicas o alergénicas potenciales como leche,
productos lacteos, huevos, nueces y algunas frutas (Nigg et al., 2012; Pelsser et al.,
2017). La hipotesis que apoya esta asociacion se refiere a que estos alimentos podrian
inducir altos niveles de 1gG lo que podria conducir a una recaida en el
comportamiento de la poblacion infantil con TDAH (National Institute of Mental
Health, 2016). Ly et al., (2017) en su articulo de revision explica que el mecanismo
candidato de las dietas de eliminacion y el TDAH se podrian explicar en base al eje
microbiota-intestino-cerebro que posiblemente involucra interacciones complejas
entre sistemas multiples, incluyendo el sistema metaboélico, inmune, enddcrino y
neuronal, por lo que las perspectivas de investigacion futuras estarian encaminadas

en el estudio de estas asociaciones.

b. La eliminacion de los colorantes artificiales de la dieta, se basa en la hipotesis de
que la ingesta de ciertos aditivos alimentarios como los colorantes artificiales esta
asociada a los problemas de aprendizaje e hiperactividad. En este sentido, un meta
analisis concluye que los colorantes artificiales alimentarios tienen un pequeflo pero
estadisticamente significativo efecto adverso en los sintomas del TDAH (Sonuga-
Barke et al 2013). Los mecanismos implicados en esta asociacion aun no estan claros
(Pelsser et al, 2017) por lo que se requiere mas estudios referentes a este tema,

utilizando evaluacion doble ciego y/o resultados a largo plazo.
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c. Se ha planteado también que un consumo elevado de azucares simples estaria
asociado con mayores indices de hiperactividad Wolraich (1995). Asi, se ha
propuesto reducir o eliminar los azucares simples en pacientes con TDAH para
mejorar su sintomatologia. El mecanismo podria estar explicado en parte por un
posible deterioro cognitivo resultante de la hipoglicemia reactiva, derivada de la
ingesta de azucares simples, a la cual son mas sensibles los nifios que los adultos Kim
& Chang, (2011). No obstante, los resultados son poco concluyentes y se requieren
mas estudios que exploren la direccion y los mecanismos que subyacen a esta
asociacion. Finalmente Yu et al., (2016) observd un mayor consumo de bebidas
azucaradas en pacientes con TDAH sin embargo cuestiona que este fendmeno se
podria considerar tanto causa como consecuencia del desorden, por lo que
recomienda que las investigaciones futuras exploren la direccion y los mecanismos

que subyacen a esta asociacion.

Ademas de los estudios realizados sobre dieta total, que se han citado anteriormente,
también existen numerosos trabajos en los que se ha investigado la participacion de diferentes

nutrientes sobre el TDAH y su sintomatologia. A continuacion, se describen estos estudios.

a. Acidos grasos esenciales (Omega 3). Los bajos niveles de omega-3 (Q 3) se han
asociado con trastornos del sistema nervioso central debido a su importante papel en
el funcionamiento cerebral (Grant & Guest, 2016). Asimismo, se han encontrado
niveles bajos de estos acidos grasos en pacientes con TDAH, que podrian ocasionar
unas concentraciones inadecuadas de serotonina y dopamina, neurotransmisores
clave en este trastorno (Young & Conquer, 2005; Chalon, 2006; Colter et al., 2008;
Patrick & Ames, 2015).

Por estas razones, se ha estudiado los efectos beneficiosos de la suplementacion de Q
3 en la sintomatologia del TDAH que se podrian sintetizar en los resultados de tres

revisiones sistematicas y meta analisis que se mencionan a continuacion:

En primer lugar, Bloch et al (2011) concluyen que la administracion de suplementos
de acidos grasos omega-3, particularmente con dosis mas altas de acido
eicosapentaenoico, fue modestamente efectiva en el tratamiento del TDAH

comparada con la farmacoterapia disponible actualmente como por ejemplo los
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psicoestimulantes. Por otro lado Sonuga-Barke et al., (2013) informaron que la
suplementaciéon con acidos grasos libres produjo reducciones pequefias pero
significativas en los sintomas del TDAH. Mas recientemente Cooper et al., (2016)
concluyen que los estudios de suplementacion de Q 3 realizados hasta la fecha
proporcionarian ademas una evidencia sugestiva de moderados efectos en la
reduccion de los problemas de regulacion emocional y Trastorno Negativista

Desafiante, que son comorbilidades comunes en el TDAH.

Por lo que se puede concluir que la prescripcion de acidos grasos esenciales puede
ser razonable debido primero a la evidencia de eficacia moderada y segundo a que
estos suplementos presentan un perfil relativamente benigno de efectos secundarios.
De esta manera, su utilizacién podria aumentar la eficacia de las intervenciones
farmacolodgicas tradicionales o podria ser una alternativa para las familias que

rechazan otras opciones psicofarmacoldgicas.

b. EIl hierro es un elemento esencial que participa en una amplia variedad de procesos
metabolicos con una importante funciéon en el sistema nervioso central, y en
numerosos mecanismos de neurotransmision. La deficiencia de hierro juega un papel
importante en la regulacion de la actividad dopaminérgica, dado que este mineral
actia como cofactor de la tirosina hidroxilasa, un paso critico en la sintesis de
dopamina (Wigglesworth, 1998) y otras catecolaminas (Cortese et al., 2008) que se
asocian con la patogenia del TDAH (Figura 3). Hasta la fecha, numerosos estudios
han demostrado que los nifios con TDAH tienen niveles de hierro mas bajos (Oner et
al., 2010; Wang et al. 2017), este estado sub carencial o carencial podria afectar y
agravar los problemas cognitivos, motores, de desarrollo y de conducta caracteristicos
de este trastorno (Halterman et al., 2001; Konofal et al., 2004; Oner et al., 2010).
Oner et al., (2012) y Percinel et al., (2016) sugirieron que la hiperactividad estaba
significativamente asociada con los niveles de ferritina en estos pacientes.
Adicionalmente, Lange et al. (2017) observo que los sujetos obesos con TDAH
mostraban una ingesta menor de hierro comparada con sujetos con peso normal.
Finalmente, y pese a los importantes hallazgos encontrados con la relacion de este

trastorno y el estado del hierro, una revision sistematica reciente (Hariri & Azadbakht,
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2015) recomienda realizar investigaciones mas profundas que permitan obtener
conclusiones sobre las recomendaciones de suplementacion de este mineral en

pacientes con TDAH.

L- Tirosina

Hierro ferroso . Enzima=

Acido félico = acido tetrahidrofolico - Tirosina hidroxilasa

(via NADH usando nicotinamida)

L- DOPA
Piridoxina-» piridoxal fosfato Enzima= .
(via NADH usando nicotinamiday zinc - Dopa descarboxilasa
como cofactor)
Dopamina

Figura 3. Deficiencia de hierro como posible factor de riesgo en la etiologia del TDAH.
(Adaptada de Cortese et al., 2008).
¢. Elzinc es un mineral que juega un papel clave en la funcion inmune, el crecimiento
y el desarrollo, la reproduccion, y el desarrollo del cerebro. Es un cofactor esencial
para mas de 100 enzimas y es crucial para la conversion de la piridoxina (B6) a su
forma activa. Este mineral también es necesario para la conversion de triptofano en
serotonina. Ademas, el zinc esta involucrado en la produccién y regulacion de la
melatonina, que participa en el metabolismo de la dopamina, y también es cofactor
de delta-6 desaturasa, una enzima clave en la sintesis de acidos grasos (Dodig-
Curkovi¢ et al., 2009). Varios estudios han demostrado que la suplementacion con
zinc, acompafiado del tratamiento farmacologico, mejoraba los sintomas en pacientes
con TDAH (Salehi et al., 2016; Zhou et al., 2016). No obstante, estos mismos autores,
sefialaron que todavia la evidencia existente no justifica una suplementacion en la
dieta de este mineral para todos los pacientes con TDAH. Investigaciones futuras
deben incluir diferentes aspectos que puedan tener influencia como por ejemplo las
interacciones farmaco-nutriente para que conduzcan a concusiones sélidas que

respalden las recomendaciones dietéticas.

d. El magnesio se ha reconocido como un cofactor para mas de 300 reacciones
enzimaticas, jugando un importante papel en diversos mecanismos del organismo,

incluidos la regulacion de la contraccion muscular, la presion sanguinea, el
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metabolismo de la insulina, la excitabilidad cardiaca, el tono vasomotor, la
transmision nerviosa y la conduccion neuromuscular (Grober et al., 2015). Diversos
estudios han relacionado este mineral con el TDAH, donde ademas de encontrar
valores mas bajos de magnesio sérico en estos pacientes respecto a poblacion sana,
se observd un efecto positivo cuando dichos pacientes tomaron suplementos
dietéticos de magnesio (Huss et al., 2010; Mousain-Bosc, et al., 2004). Sin embargo,
recientemente se ha sugerido que se requieren mas evidencias cientificas que apoyen

la suplementacion generalizada de magnesio (Hariri et al., 2015; Lange, 2017).
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1.2.  Aspectos cronobiolégicos del TDAH.

1.2.1. Definiciones basicas.

El estudio cientifico de los ritmos biologicos corresponde a la cronobiologia. El
nombre de esta ciencia viene de cronos-tiempo, bios-vida, logo-conocimiento e indica el
estudio de los efectos del tiempo en los seres vivos. La cronobiologia, de hecho, estudia los
ritmos bioldgicos es decir las variaciones periddicas que se manifiestan en los seres vivos y
que se han generado como una consecuencia de la adaptacion a la vida sobre la Tierra en

respuesta a los cambios geofisicos (Cambras & Diez 2015).

La cronobiologia se centra principalmente en el estudio de los ritmos que tienen
periodos proximos a los de la rotacion de la tierra (24 horas) y se los denominan ritmos
circadianos. Estos ritmos son generados por estructuras de los seres vivos que actian como
relojes endogenos a su vez que permiten a los organismos predecir y anticiparse a los cambios
medioambientales asi como desarrollar mecanismos fisioldgicos y conductuales de
adaptacion al medio ambiente, por lo tanto los relojes biologicos deben ser sincronizados

entre si y con el entorno exterior (Johnston et al., 2016).

Por su parte, el sistema circadiano (SC) se define como el sistema responsable de la
generacion y mantenimiento de los ritmos circadianos del organismo y de su sincronizacion
con el medio ambiente. El SC es un conjunto formado por los marcapasos, vias de

sincronizacién y mecanismos de difusion del mensaje ritmico (Roenneberg et al., 2007).

La principal estructura del SC, en mamiferos reside en el nlcleo supraquiasmatico
(NSQ) dentro del hipotalamo (Figura 4). Las neuronas del NSQ generan ciclos ligeramente
superiores a 24 horas incluso en ausencia de ciclos ambientales. Este marcapasos central se
encuentra especificamente en la parte baja del hipotalamo, junto (bilateralmente) al tercer

ventriculo, sobre el quiasma oOptico.

El NSQ recibe informacion de la retina a través de un tracto neural especializado,
denominado tracto retino hipotalamico (TRH), que es independiente de las vias que
intervienen en la vision. Asi el NSQ se sincroniza gracias a la existencia de un tipo de células
ganglionares intrinsecamente fotosensibles, provistas del pigmento melanopsina (Hughes et

al., 2015).
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El NSQ puede sincronizar respuestas en base a sincronizadores externos que son
sefales ambientales capaces de modificar la duracion del ciclo o periodo al que oscila el reloj

endogeno, dirigiéndolo y encarrilando, estos sincronizadores se denominan Zeitgebers.

Aunque el principal Zeitgebers es el ciclo de luz/oscuridad, se sabe también que
existen otros agentes sincronizadores como por ejemplo el consumo de alimentos
(ingesta/ayuno) y el ejercicio programado (actividad/reposo) que son capaces de reajustar los

ritmos bioldgicos a un orden temporal concreto (Garaulet, & Goémez-Abellan, 2013).

El NSQ a su vez sincroniza el funcionamiento de varias estructuras u osciladores
periféricos, mediante la secreciéon periddica de hormonas y la actividad del sistema

vegetativo.

Ademas, en la actualidad se sabe que otros 6rganos como el corazon, el higado, el
aparato digestivo, los pulmones, el pancreas, la piel o incluso el tejido adiposo son capaces
de generar ritmos propios (Carrasco-Benso et al., 2016) aunque regulados por el NSQ (Repert

& Weaver, 2002), teniendo sus propios sincronizadores.

Oscilador central - Osciladores periféricos
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Figura 4: Nucleo Supraquiasmatico y funcionamiento del Sistema circadiano
1.2.2. Mecanismos moleculares de la cronobiologia.

La maquinaria molecular del reloj circadiano es todo un conjunto de genes y proteinas
que se encuentran en cada una de las neuronas del NSQ, que generan un ciclo en los procesos
de transcripcion y traduccion; es decir, de expresion génica y sintesis proteica (Cambras y

Diéz, 2015).
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A partir de los estudios de microarrays, se acepta en la actualidad que del 10 al 30%
del genoma humano queda bajo el control de relojes moleculares circadianos. Esto implica
que la expresion de la mayor parte de las variables de la conducta, psicoldgicas y bioquimicas
muestran ritmos circadianos (Garaulet & Gomez Abellan, 2013; Lopez-Minguez et al.,

2017).

De esta manera, se ha analizado a nivel molecular, que el control de la expresion de
los ritmos circadianos se realiza a través de los denominados “genes reloj” que a su vez
regulan los CCGs (Clock Controlled Genes). Los genes reloj, en resumen, confieren
ritmicidad a los procesos moleculares y fisiologicos, al codificar una serie de proteinas que
generan mecanismos de autorregulacion mediante bucles de retroalimentacion
transcripcionales positivos (activadores) y negativos (inhibidores) (Albrecht, & Eichele,

2003).

Los elementos positivos: CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput) y
BMAL1 (brain and muscle ARNT-like protein) forman el heterodimero CLOCK/BMALL que
controla la expresion de los relojes moleculares circadianos. Mientras que los genes PER'S
(period circadian protein homolog) y los genes CRY’s (Cryptocrome) son responsables de la
fraccion negativa que forman el heterodimero CRY/PER2 que se transloca al niicleo para
inhibir la actividad de CLOCK/BMALI 1, de tal manera se produce un ciclo de activacion e

inhibicion que se repite cada 24 horas. (Roenneberg et al., 2007; Dibner et al., 2010).

Los estudios sobre nutrigenética y cronobiologia, han demostrado asociaciones
importantes en alteraciones metabolicas como el sobrepeso y la obesidad y los genes reloj.
Por ejemplo, se ha relacionado los genes BMALL con el metabolismo lipidico, CLOCK y
BMALL con la homeostasis de la glucosa, mientras que CLOCK y PER parecen estar
asociados con la regulacion del apetito (Gekakis et al., 1998), demostrando que también los
ritmos de la alimentacion y el metabolismo son regulados por procesos bioldgicos internos

(Mico et al., 2016).
1.2.3. Técnicas cronobiolégicas en la préactica clinica.

La determinacion de un ritmo circadiano de puede realizar de multiples maneras, las

cuales dependeran por ejemplo del objetivo o de las caracteristicas de la poblacion de estudio.
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Actualmente, se utilizan técnicas no invasivas, como el uso de actimetros o cuestionarios

validados para la determinacion de ritmos bioldgicos.

El modelo matematico que se suele usar para estudiar un ritmo suele ser el método
del cosinor (correspondiente a la funcion sinusoidal). Los distintos parametros que

caracterizan los ritmos biologicos (Figura 5) ajustados a una sinusoidal, son los siguientes:

e Periodo: es el intervalo de tiempo entre dos puntos iguales de ritmo, es decir el
tiempo en el que se tarda en producirse una oscilacion completa. Se le designa
formalmente con la letra “T”".

e MESOR (Mean Estimating Statistics of Rhythm): es el valor medio de los puntos
de la curva, o media aritmética de todos los valores obtenidos dentro de un ciclo.

o Amplitud, es el pardmetro que representa la magnitud de un ritmo y que proporciona
una idea del grado de variacion entorno al valor promedio. Su valor se mide sobre la
curva sinusoidal y no directamente sobre las mediciones reales.

e Acrofase, es el tiempo en que tarda la variable estudiada en alcanzar el valor maximo

de ritmo.

periodo, T

»

amplitud, A

acrofase, ¢ | mesor, M oo 2

tiempo

Figura 5. Parametros que caracterizan los ritmos biologicos ajustados a una sinusoidal
(Adaptado de Cambras & Diez-Noguera, 2015)

La actimetria es un método simple y no invasivo de uso relativamente reciente que
permite evaluar indirectamente el ritmo de actividad motora a través del suefio-vigilia.
Consiste en la obtencion de un registro prolongado de datos mediante el empleo de un
dispositivo denominado acelerémetro, que registra los cambios en la aceleracion de manera

que indique la actividad del individuo. La representacion grafica del patron circadiano de
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actividad, se caracteriza por presentar valores bajos durante la noche (suefio) y valores
elevados durante el dia (vigilia). En la Figura 6 se puede observar un ejemplo del ritmo de
actividad en pacientes pediatricos sanos obtenidos a partir de registros tomados cada minuto

durante 7 dias consecutivos en una muestra de estudio.
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Figura 6. Ritmo circadiano de la actividad motora en una muestra de nifios y adolescentes.

Intensidad de la luz. Muchas veces mediante el uso de los mismos dispositivos para
la determinacion de actividad se puede determinar también la intensidad de la luz. En
poblacion pediatrica esta medicion contribuye a una monitorizacion real de los ciclos suefio
vigilia, donde los valores mas bajos de luz se presentan en la noche. Estas variaciones incluso
podrian proporcionar importante informacion sobre el tiempo que el nifio/a pasa en el exterior
0 si existe variacion estacionaria entre los individuos de la poblacion de estudio. En la Figura
7 se puede apreciar un ejemplo de la intensidad de luz del verano en datos tomados en una

poblacion de estudio.

Light intensity (log/lux)
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Figura 7. Ritmo circadiano de la intensidad de la luz en una muestra de nifios y adolescentes.
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1.2.4. Ritmos circadianos en el TDAH.

Factores externos de la vida de un individuo como el trabajo por turnos, el aumento a
la exposicion a la luz brillante (artificial) durante la noche, los viajes trans meridianos o el
elevado consumo de snacks pueden producir una alteracion de los ritmos biologicos. Todo
ello aumenta la irregularidad inter diaria de los ritmos circadianos y pueden producir un
fenomeno denominado cronodisrupcién. Este fenomeno se ha asociado con un aumento de
riesgo a desarrollar ciertas enfermedades o con el empeoramiento de patologias preexistentes
como el envejecimiento prematuro, el cancer, enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades cardiovasculares, obesidad y sindrome metabolico (Yang, & Shieh, 2009;

Garaulet, 2009; Smolensky et al.,2015).

En este sentido, las anormalidades del ritmo circadiano estan asociadas con
afecciones psiquiatricas comunes, incluida la depresiéon mayor, la esquizofrenia, el trastorno
bipolar (Lall et al., 2012; Pritchet et al., 2012) y el TDAH (Kooij & Bijlenga, 2014). Coogan
et al., (2016), en su articulo de revision, postula que los ritmos circadianos podrian
considerarse como una comorbilidad del TDAH, ya que se ha demostrado en varios estudios
que la alteracion circadiana estd mas implicada en pacientes que lo padecen que en poblacion

en general.

1.2.4.1 Genes reloj en pacientes con TDAH.

Dado que el TDAH es una condicion altamente hereditaria (Hawi et al., 2015), puede
haber vinculos genéticos entre este trastorno y el sistema circadiano. Los estudios de
asociacion de genoma completo implican a polimorfismos del gen del reloj circadiano con el
TDAH. Lasky-Su et al., (2008) identificaron a PER1 como asociado con el TDAH en la
infancia y la adolescencia, mientras que Brookes et al., (2006) informan una posible
asociacion del TDAH con polimorfismos en PER2. Asi también la asociacion del alelo T del
rs1801260 SNP en el gen CLOCK con sintomas en adultos con TDAH ha sido descrito por
una serie de estudios (Kissling et al., 2008; Xu et al., 2010; Jeong et al., 2014).

Otro estudio realizado en pacientes adultos con TDAH mostré que este trastorno se
asoci6 con la pérdida de ritmicidad en los genes PER2 y BMALL de la expresion en un
oscilador periférico: la mucosa oral (Baird et al., 2012), sin embargo la naturaleza de este

oscilador es entendido de manera muy incompleta, tales alteraciones pueden aproximarse a
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disfuncion del reloj central, o pueden ser consecuencias de mas eventos como patrones de

alimentacion alterados en el TDAH.

Mogavero et al., (2016) por su parte ha asociado el comportamiento agresivo
(comorbilidad frecuente del TDAH) con una expresion alterada de los genes reloj, los cuales
parecen regular la transcripcion de la monoaminooxidasa A y otros neurotransmisores. Sin
embargo se deben realizar mas estudios para comprender mejor los mecanismos moleculares

que subyacen este trastorno y su relacion con la salud circadiana.
1.2.4.2 Evidencias de alteraciones circadianas en pacientes con TDAH

Se han encontrado multiples evidencias de alteraciones de los ritmos circadianos en
distintas manifestaciones circadianas en pacientes con TDAH que se mencionan a

continuacion:

a. Secrecidon de melatonina: La hormona melatonina es producida por la glandula
pineal dando la sefial de “oscuridad quimica”. La secrecion de melatonina exhibe un
claro ritmo circadiano, su secreciéon empieza a producirse alrededor de 2 horas antes
de acostarse y sus niveles plasmaticos maximos generalmente oscilan entre las 02:00
y las 03:00 a.m. en un ambiente de oscuridad (Dibner et al., 2010). Se ha observado
una secrecion alterada de esta hormona en pacientes adultos con TDAH (Baird et al.,
2012; Bijlenga et al., 2013b). Bijlenga et al., (2013b) observdé ademas que los
patrones de suefio-vigilia y suefio retrasado se asociaban con retrasos de la secrecion
de melatonina, actividad y temperatura en pacientes adultos con TDAH, respecto a

pacientes sanos.

b. Secrecidn de cortisol: El cortisol se secreta siguiendo un ritmo circadiano con un
aumento justo antes de despertarse por la mafiana y luego un declive durante el resto
del dia de 24 horas. Se cree que el cortisol estd involucrado en la regulacion de los
ritmos circadianos en particular de la sincronizacion de los osciladores periféricos.
De esta manera Imeraj et al., (2012) observo un patron de secrecion de cortisol diario
con una curva mas plana (menos amplitud diaria) en pacientes pediatricos con TDAH.
Por otra parte, los pacientes con Trastorno Negativista Desafiante mostraban una

curva mas pronunciada con niveles de cortisol relativamente mas altos por la mafiana
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que por la tarde a diferencia del subgrupo sin TND que mostraba un perfil totalmente
contrario. Ademas, los niveles mas bajos de cortisol circulante en respuesta al estrés
se han asociado con muchas de las caracteristicas del TDAH infantil, que incluye un
comportamiento menos adaptativo, mayores niveles de ansiedad (Hastings et al.,
2009) y peor rendimiento cognitivo (Hong et al., 2003). Lo que podria indicar que
los niveles de cortisol alterados se asocian con la gravedad de la sintomatologia del

TDAH.

c. Cronotipo: Este parametro clasifica al individuo segun su preferencia horaria: por la
mafiana o por la noche. Varios estudios han mostrado una predileccion del cronotipo
nocturno en pacientes con TDAH (Rybak et al., 2007; Baird et al., 2012; Voinescu et
al., 2012). En concreto, Rybak et al., (2007) encontraron en una muestra de pacientes
adultos con TDAH una prevalencia del 40% del cronotipo nocturno, mientras que
solo el 18.5% mostro preferencia por el cronotipo matutino. Estos datos contrastan
con la poblacion general de la misma edad, donde solo el 10.8% exhibe la preferencia
vespertina-nocturna y el 40.2% exhibe la preferencia matutina. Estos estudios
también han encontrado una importante asociacion entre la falta de atencion y el
cronotipo nocturno en pacientes adultos con TDAH. Se ha postulado como hipdtesis
que estas asociaciones se podrian explicar por los efectos de la deficiencia de suefio
en estos pacientes (Rybak et al., 2007; Voinescu et al., 2012; Caci et al., 2015;
MacGowan et al., 2016).

d. Jet Lag Social (JLS) Es la discrepancia entre el horario de suefo del fin de semana
(o de dias libres) y el horario de dias laborables. El JLS se ha relacionado con
multiples trastornos de salud en poblacion general como por ejemplo depresion,
obesidad y sindrome metabdlico (Parsons et al., 2015). Se ha observado que el JLS
podria ser un predictor de los sintomas de TDAH en adultos, especificamente de la

impulsividad (McGowan et al., 2016).

e. Actividad Motora: Un reciente meta analisis ha analizado que el uso de la actimetria
en pacientes con TDAH es una buena herramienta para la determinacion de ritmos
circadianos de actividad motora y parametros de suefio (De Crescenzo et al., 2014).

Es asi que se ha sefialado una actividad motora significativamente mas alta en cuatro
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tiempos especificos del dia (4:00, 6:00, 15:00 y 16:00 horas) en pacientes adultos con
TDAH comparada con pacientes sanos (Tonetti et al., 2017). Otro estudio que se
realiz6 con 76 pacientes adultos con TDAH y mediciones de actimetria durante 6 dias
con intervalos de medida cada minuto encontrd6 que los pacientes con TDAH
mostraron patrones de actividad alterados con mayor desplazamiento hacia la noche
(Fasmer et al., 2015). Finalmente Faedda et al., (2016) ha utilizado la actimetria en
pacientes con TDAH como herramienta para diferenciar sintomas de un Trastorno
Bipolar. Se podria decir que el uso de la actimetria al ser una técnica no invasiva
podria proporcionar marcadores bioconductuales que contribuyan al diagnostico de

comorbilidades psiquiatricas como el TDAH.

f.  Determinacion de los pardmetros del suefio: Las alteraciones del ciclo suefio/vigilia
son muy frecuentes en la sociedad contemporanea y muy relacionadas con el estilo
de vida moderno. Este ritmo bioldgico puede verse afectado, a su vez, por la presencia
del TDAH (Chamorro et al., 2017). Asi, el insomnio tiene una prevalencia estimada
de 27% en adultos con este trastorno (Schredl et al., 2007) y las alteraciones del suefio
ocurren en mas del 80% de pacientes con este trastorno (Sobanski et al., 2008).
Ademas, muchos nifios con TDAH tienen dificultad para dormirse, mayor resistencia
a la hora de acostarse y dificultades para levantarse por la mafiana. Estos pacientes
también suelen presentar trastornos del sueflo como: interrupcion e inquietud,
disminucién de la eficiencia, trastornos de respiracién, aumento nocturno de la
actividad, insomnio y trastorno de las distintas etapas de suefio (Van der Heijden et
al., 2005; Kooij & Bijlenga, 2014). La interrupcion de suefio tendria también una
implicacion social, emocional y cognitiva en la calidad de vida de nifios con TDAH

(Yiirtimez & Kilig, 2016).

Se ha descrito también que los pacientes con este trastorno suelen tener mayor riesgo
de presentar sindrome de fase tardia del suefio, es decir: insomnio del inicio del suefio
si el paciente se acuesta temprano el cual desaparece cuando se acuesta tarde (Walters
et al., 2008; Bijlenga et al., 2013a; Van Veen et al., 2010). Lo que ademas se ha
correlacionado positivamente con la gravedad de los sintomas de inatencion de este

trastorno (Gamble et al., 2013).
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Por ultimo se ha observado que el tratamiento con melatonina en estos pacientes suele
mejorar una serie de parametros. Se incluye por un lado, el aumento en el tiempo
total y la eficiencia del suefio, y por otro lado la disminucion en la latencia del suefio,
inquietud nocturna y dificultad para conciliar el suefio (Van der Heijden et al., 2005),
sin embargo se requieren mas estudios para confirmar los efectos a largo plazo de

estas intervenciones.

g. Terapia farmacoldgica y ritmos circadianos Se ha postulado que la medicacion
usada como parte de la terapia farmacologica en el TDAH podria afectar los ritmos
circadianos de estos pacientes. Dos estudios en modelos animales han estudiado estas
asociaciones, por un lado Algahim et al.,, (2009) han demostrado que el uso
prolongado del metilfenidato puede afectar los comportamientos diurnos en modelos
animales. Mientras que Baird et al., (2013) analizaron que tanto el metilfenidato como
la atomoxetina podrian provocar alteraciones en los perfiles de expresion en el NSQ
de los genes reloj.

Otro estudio mostrd que el metilfenidato podria alterar los ritmos de velocidad de
disparo eléctrico en el SNC, incrementando la amplitud del ritmo y reduciendo la
variabilidad del mismo, por lo que estas observaciones sugieren que, este
medicamento podria alterar el reloj circadiano (Antle et al., 2012). Ademas, el uso de
metilfenidato ha demostrado que afecta negativamente algunos parametros del sueiio
como la latencia y duracioén del mismo, pero podria beneficiar a otros aspectos como

la eficiencia del suefio (Boonstra et al., 2007).

Por lo tanto, en estudios de la ritmicidad circadiana en TDAH es importante

considerar las implicaciones que la medicacion pueda ocasionar.
1.2.4.3. Peso corporal, alteraciones de los ritmos circadianos y TDAH.

Los estudios referentes a los mecanismos que subyacen al sobrepeso/obesidad y la
cronodisrupcion/crononutricién en poblacion en general son relativamente recientes. Sin
embargo, muestran vinculos con solidas evidencias. Bandin et al., (2014) encontraron que
un patrén ritmico de menor amplitud y una alta fragmentacion de los ritmos circadianos
(determinada por una alta variabilidad del ritmo inter diario) se relacionaba con una menor

pérdida de peso corporal en adultas obesas sometidas a un programa de reduccion de peso.
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Se ha relacionado también el cronotipo nocturno con un mayor riesgo de obesidad.
Estas asociaciones se han demostrado a nivel molecular, como los vinculos con
polimorfismos de riesgo del gen CLOCK, anomalias endocrinas como menores
concentraciones de grelina en plasma, entre otras alteraciones fisiologicas, metabodlicas y
biquimicas, tanto en poblacion adulta como en poblacion pediatrica (Garaulet et al., 2016;

Malone et al., 2016; Ruiz-Lozano et al., 2016).

No obstante, la asociacion entre la cronodisrupcion y la obesidad en pacientes con
TDAH presenta hasta la actualidad limitadas evidencias. Se puede mencionar un unico
estudio realizado por Vogel et al., (2015), donde estos autores observaron que curiosamente
los pacientes con obesidad, sin diagndstico de TDAH, tenian una alta prevalencia de sintomas
de este trastorno. Ademas se observé manifestaciones de disrupciones del ritmo circadiano
medido a través de la duracion corta de suefio en dias libres, y un patréon de alimentacion
inestable (saltarse el desayuno y atracones de alimentos posteriores) que se asociaron con un

mayor IMC en los sujetos de esta muestra de estudio.

Por otro lado, los estudios que brindan una explicacion sobre el vinculo entre la alta
prevalencia de obesidad y el TDAH, han centrado su atencion en los problemas de suefio. De
esta manera, se ha explicado que el dormir poco puede dar lugar a un patréon de alimentacion
inestable, que a su vez aumenta el IMC (Vogel et al., 2015). El suefio corto y la interrupcion
prolongada del mismo juegan un papel importante en el apetito, las hormonas de la saciedad,
los procesos metabdlicos (Spiegel et al., 2004; Yoo et al., 2017) y las elecciones alimentarias

(Blunden et al., 2011; Beebe et al. 2013; Hogenkamp et al., 2013).

Una revision reciente concluye que la desalineacion de los ritmos circadianos y el
descanso insuficiente son factores de riesgo modificables para el desarrollo del sobrepeso y
la obesidad (Broussard & Van Cauter, 2016), por tanto, los estudios que analicen factores
circadianos desde la perspectiva de la cronobiologia, es decir haciendo uso del conocimiento
de la fisiologia, las matematicas y los propios calculos cronobioldgicos, podrian explicar mas
amplia y detalladamente los mecanismos que contribuyan al entendimiento de la obesidad en

el TDAH.
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1.2.4.4 Relacion dieta-suefio en pacientes con TDAH.

El binomio suefio-dieta son factores altamente interrelacionados en la sintomatologia
del TDAH ademas, y como se ha explicado anteriormente, los problemas del suefio podrian
conducir a problemas nutricionales como el sobrepeso y la obesidad en estos pacientes ya
que la falta de suefio puede afectar el equilibrio energético (Spiegen et al., 2004; Bebee et
al., 2013; Hogenkamp et al., 2013), sin embargo, estudios recientes han observado una
relacion en el sentido contrario, es decir que también la dieta (como factor etiologico) podria

conducir a problemas del suefio.

En este sentido, se ha observado que una ingesta de carbohidratos, grasas y azucares
puede provocar mas problemas de suefio en nifios con TDAH (Blunden et al., 2011), sin
embargo, los estudios realizados en el campo de los trastornos del suefio y los nutrientes,
(sobretodo aislados) en pacientes con este trastorno son muy escasos. Algunos estudios
apoyaron que los fragmentos de proteinas o aminoacidos, como el triptéfano, cuando fueron
administraron en dosis farmacoldgicas, pueden tener influencia en el desarrollo del suefio,
aunque la evidencia clinica aun no presenta evidencias solidas (Grandner et al., 2010;
Grandner et al., 2013). Por otro lado, el consumo de grasa ha presentado resultados
contradictorios, ya que ciertos autores aseguran que un mayor consumo de lipidos se
relaciona con una mayor duracion del suefio, mientras que otros autores encontraron una
relacion contraria (Peuhkuri et al., 2012a). En un gran estudio, con 4.552 individuos, se
encontrd que la dificultad para quedarse dormido se asocid con una mayor ingesta de acido
hexadecanoico (una grasa saturada) y una menor ingesta de acido dodecanoico (un acido
graso saturado; Grandner et al., 2013). Sin embargo, los mecanismos fisiologicos de esas
asociaciones todavia son desconocidos. Con respecto a los acidos grasos poliinsaturados de
cadena muy larga, se conoce que juegan un papel importante en la glandula pineal y en la
produccion de melatonina (Catala, 2010), a pesar de esta clara conexion biologica con el
sueflo, no se observé una mejora en parametros subjetivos u objetivos de suefio o secrecion
de melatonina en un estudio realizado en mas de 100 adultos con insomnio cronico después

de la suplementacion con acidos grasos poliinsaturados (Peuhkuri et al., 2012a)

Con respecto al consumo de micronutrientes, una ingesta disminuida de vitaminas

del grupo B, puede interrumpir el suefio ya que éstos presentan una influencia en la secrecion
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de melatonina (Peuhkuri et al., 2012b; Partinen & Westermarck, 2014), la vitamina B6 por
ejemplo promueve la ansiedad psicoldgica y las consiguientes alteraciones del suefio como
la somnolencia diurna excesiva (Huang et al., 2013), mientras que la vitamina B12
contribuye a la secrecion de melatonina, es asi como el tratamiento con diferentes dosis de
vitamina B12 ha mostrado un beneficio potencial sobre el ritmo de suefio-vigilia y en el

sindrome de retraso de fase del suefio medidos por actigrafia (Peuhkuri et al., 2012a)

Por otra parte, la ingesta de acido félico fue inversamente asociada con la alteracion
del suefio (Beydoun et al., 2014) y se encontré una menor ingesta de carbohidratos, acido
folico y vitamina B12 en personas con insomnio comparados con los que duermen

normalmente (Zadeh & Begum, 2011).

La ingesta reducida de vitamina D también podria afectar los estados de animo y los
niveles de serotonina, lo que podria repercutir en mayores problemas de suefio (Partinen &
Westermarck, 2014), asi también, varios nucleos en el hipotalamo y el tronco cerebral que
estan involucrados en el suefio tienen altos niveles de receptores de vitamina D (Gominak &
Stumpf, 2012). Deficiencias de esta vitamina se han asociado con el tiempo de suefio y siestas
subjetivas aumentadas en mujeres posmenopausicas (Grandner et al., 2010) y con mayor
dificultad para mantener el suefio (Grandner et al., 2013). En otro estudio, bajos niveles en
suero total de 25-dihidroxivitamina D se asociaron con corta duracion y menor eficiencia del

suefio (Massa et al., 2015).

Por otro lado y pese a que el hierro ha sido uno de los micronutrientes mas estudiados
en la fisiopatologia del TDAH, solo unos pocos estudios han explorado la asociacion entre
este mineral y las alteraciones del suefio en pacientes con este trastorno. Se ha encontrado
por ejemplo que niveles bajos de hierro/ferritina se asocian con sindrome de piernas inquietas
y trastornos de transicion de suefio-vigilia en estos pacientes (Oner et al., 2007; Konofal et
al., 2007). Adicionalmente, Cortese et al., (2009) publico un estudio en el que se evalu6 la
actividad motora durante el suefio en nifios con TDAH, en el que se concluyo6 que los niveles
de ferritina por debajo de 45 mg/1 podrian indicar un riesgo de alteracion de los patrones de
suefio normales (movimientos anormales y pequeflos despertares) en nifios con TDAH, lo
que también podria causar estrés tanto para los padres como para los niflos afectados, que a

su vez podria agravar los sintomas caracteristicos del TDAH.
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Se ha sugerido una relacion entre los niveles de magnesio y el suefo (Peuhkuri et al.,
2012a). Es asi que niveles optimos periféricos y centrales de magnesio son necesarios para
la consolidacion del suefo, especialmente después de la privacion del mismo (Chollet et al.,
2001). Ademas, se ha observado que la administracion de melatonina, magnesio y zinc
parecen mejorar la calidad del suefio y la calidad de vida en pacientes con insomnio primario

(Rondanelli et al., 2011).

Finalmente el zinc ha mostrado correlaciones clinicas significativas relacionadas con
el estado de animo, la cognicion, la percepcion del dolor y el suefio (Song et al., 2012) debido
a su accion como un antagonista del receptor glutamato/N-metil-D-aspartato (Rondanelli et
al., 2011) que también actia como un cofactor importante para el metabolismo de los
neurotransmisores, prostaglandinas y melatonina, e indirectamente en el metabolismo de la

dopamina (Partinen & Westermarck, 2014).

Con respecto al TDAH, en un estudio con 810 nifios de 5 a 12 afios de edad después
de 12 semanas de ingesta de una combinacion de acidos grasos omega-3 y omega-0,
magnesio y zinc, se produjo una reduccion considerable en los sintomas de déficit de atencion
e hiperactividad/impulsividad y problemas relacionados con el suefio (problemas para
conciliar el suefio, dormir durante la noche y baja calidad del suefio) reduciéndose

significativamente en mas de 40% en estos pacientes (Huss et al., 2010).
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1.3. Laserotoninay sus implicaciones en el TDAH.

1.3.1 Serotoninay polimorfismo del transportador de la serotonina.

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT; Figura 8) es un neurotransmisor clave
del sistema nervioso central. Se produce en ciertas regiones cerebrales y en algunas partes
del cuerpo mediante un proceso de conversion bioquimica a partir del L-Triptofano y la
enzima triptofano-hidroxilasa (TPH). Se sabe que la serotonina participa en la regulacion de
una amplia gama de funciones fisicas y rasgos psicoldgicos que incluyen: el suefio, el apetito,
la actividad sexual, la regulacion del comportamiento, el estado de animo, la atencion y el

control motor (Berger et al., 2009; Hu et al., 2006; Kiive & Harro, 2013).

HO
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Figura 8: Estructura quimica de la 5-hidroxitriptamina (5-HT)

La serotonina se almacena en las vesiculas sinapticas, las cuales al recibir una
estimulacion neuronal, liberan 5-HT en la hendidura sinaptica. Una vez ahi, la serotonina
puede unirse a los receptores de las neuronas tanto post-sinapticos como pre-sinapticos y
desencadenar los efectos de la neurotransmision serotoninérgica (Figura 9). Ademas, cuando
existe un exceso de 5-HT en el espacio sinaptico, la serotonina vuelve a la neurona pre-
sinaptica, donde puede volverse a almacenar en las vesiculas y/o degradarse con la ayuda de
la monoamina oxidasa (MAQO) en un metabolito inactivo, el acido 5-hidroxiindolacético.

(Berger et al., 2009) (Figura 9).

Desde hace varias décadas, existe un interés especial en el transportador de la
serotonina (5-HTT), ya que esta molécula participa en dos funciones importantes dentro de

la actividad serotoninérgica (Lesch & Mdssner, 1998):

1. Modula la recaptacion de serotonina en las terminaciones nerviosas

serotoninérgicas y
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2. Determina la magnitud de la respuesta postsinaptica a la serotonina y la cantidad

de senalizacion de serotonina.

Serotonina

Transportador de la

m serotonina

i Acido 5-

{'}"("'T'm hidroxindolacético
p

Monoamina oxidasa
Neurona | MAO
postsindptica

5-HT-R | Receptorde la

serotonina

Figura 9. Esquema de la neurotransmision serotoninérgica. (Adaptado de Ehara et al., (2011).

El gen que codifica al transportador de la serotonina es el SLC6A4 (Figura 10) y
esta localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q11.1-q12) (Gelernter et al, 1995).
Este gen consta de 14 exones que se extienden a lo largo de 31 kb y 12 intrones dispersos a

través de esos segmentos de codificacion.

Caracteristicas SLC6A4:

17p12

Homo sapiens (Humano)
Familia de portadores de soluto 6
(transportador de neurotransmisores),
miembro 4 (SLC6A4). Numero de acceso|
NM_001045.5. Longitud: 6,615 pb.

Figura 10. Gen SLC6A4 (Adaptado de U.S. National library of Medicine. Genetics Home
Reference. Descargado en https://ghr.nlm.nih.gov/gene/SLC6A4)

Se ha demostrado que un polimorfismo de repeticion en el promotor del gen SLC6A4
afecta la tasa de captacion de serotonina, por lo que puede jugar un papel importante en las

funciones de este neurotransmisor (Lesch & Mossner, 1998). Este polimorfismo funcional se
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encuentra situado en la region promotora del gen, y se le denomina 5-HTTLPR (serotonin
transporter linked polymorphic regidn). Se caracteriza por una insercion/delecién de un
fragmento de 44 pares de bases (pb) dando lugar a dos alelos comunes: una variante corta (S)
con 14 copias y una variante larga (L) con 16 copias de 20-23 pb de repeticion de secuencia
imperfecta. Una sustitucion de A—G (ver letras del recuadro) esté localizada en el nucleotido
6 dentro de la primera franja de 22bp que caracteriza al alelo L, localizado en 1,629 nt 5"del

exon 1 de HTT (Figura 11).

A 14 repeats 1.500 nt
satete —{NININNI—//—HPE—
‘__._-_ 44 h]‘l_-____l
Carele — NN ——/ A—HTT—
CCCCCCTGCAceccodgicat

Figura 11. Esquema de los alelos del 5-HTTLPR. Adaptad de Hu et al., 2006.

Se ha postulado como variante de riesgo a la variante corta (S), ya que ésta se asocia
con una menor eficacia transcripcional basal del 5-HTTLPR dando como resultado una baja
captacion de 5-HT respecto a la variante larga (L) que posee una eficacia transcripcional tres
veces mayor (Berger et al., 2009). Se sabe ademas que, entre los individuos de etnia blanca,
la frecuencia del alelo L es ~0.60, y la frecuencia del alelo S es ~0.40. No obstante, se sucle

producir una variacion inter poblacional sustancial (Hu et al., 2006).

Se utilizan distintas clasificaciones en funcion de que se haya utilizado o no la accion
de una enzima de restriccion, la Mspl que permite la diferenciacion de mas alelos debido a
la presencia de un polimorfismo de tipo SNP (single nucleotide polymorphism) en la misma

region del promotor. Asi, se establecen dos tipos de clasificacion:

a. Bi-alélicaclasica (alelos Sy L) la cual suele usarse con una discriminacion de acuerdo

al tamafio del alelo: LL (556-pb), LS (556 pb) y SS (513pb);

b. Trialélica (alelos S, Lg y La) que resultan posterior al corte de la secuencia de CCGG
mediante una enzima (Mspl). Asi, se obtienen los siguientes alelos: SS, SLg, SLa,

LcLg, LgLa y LaLa, los cuéles se diferencian en funcion de su actividad
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transcripcional en baja actividad (SS, LcLg), mediana actividad (SLg, LaLg) y alta
actividad (SLa, LaLay; (Figura 12) (Enoch et al., 2012). El alelo S parece tener un
modo de accién dominante, por lo que muchos estudios suelen agrupar a los
genotipos SS y SL (Heils et al., 1996) finalmente se puede usar la agrupacion de SS,
SLg, SLa, LcLc, LgLa como alelos de baja a media actividad y LaLa como alelo de

alta actividad (Hu et al., 2006).

Adicionalmente, se han identificado ademas variantes dentro del polimorfismo de 5-
HTTLPR, como SNP A-G, sin embargo no se ha encontrado una funcionalidad especifica en

estos SNP's (Goldman et al., 2011).
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Figura 12. Genotipos del 5-HTTLPR vy actividad transcripcional. Adaptado de Hu et al., 2006.

1.3.2. Polimorfismo del 5-HTTLPR e implicaciones en el TDAH.

La disminucién transcripcional de actividad del alelo S parece estar involucrada en la
patogénesis de multiples trastornos psiquiatricos (Kenna et al., 2012), incluyendo ansiedad,
depresion (Goldman et al., 2011), esquizofrenia, autismo (Gadow et al., 2013), el trastorno
obsesivo compulsivo (Hu et al., 2006) trastorno bipolar (Kenna et al., 2012) y una amplia
gama de rasgos psicoldgicos, conductuales y funciones fisicas, incluyendo el estado de animo

y el suefo.

Estudios recientes han sugerido que los alelos S y Lg del polimorfismo de 5-HTTLPR
pueden jugar un importante rol en los componentes de impulsividad (Eun et al., 2016)

hiperactividad e inatencion (Baptista et al., 2017) en pacientes con TDAH.
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Como se puede apreciar en la Tabla 2, los resultados de diversas investigaciones

apuntan a que los individuos portadores del alelo de riesgo (S) tienen una mayor

susceptibilidad de problemas de comportamiento y comorbilidades que los portadores del

alelo L. Se incluyen ademas hallazgos entre el uso del metilfenidato y el polimorfismo de 5-

HTTLPR en estos pacientes.

Tabla 2. Principales hallazgos del polimorfismo de 5-HTTLPR en pacientes con TDAH.

Autor/afio

Rasgos de comportamiento

Grevet et al.
2007

Van der Meer et
al., 2015

Park et al., 2015

Eun et al., 2016

Baptista et al.,
2017

Li & Lee 2014

Poblacion Disefio del
estudio
(n)

Adulta Casos y controles
n=548

Adolescentes y Estudio de

jovenes adultos | cohorte
prospectivo.

Pediatrica Transversal  no
experimental
n=114

Pediatrica Casos y controles
n=1674

Pediatrica Transversal — no
experimental
n=127

Pediatrica Transversal  no
experimental
n=218
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Mayor falta de atenciéon y
dependencia de drogas, en
portadores del alelo S.

Menor volumen de materia gris
en las regiones cerebrales
involucradas en el
procesamiento cognitivo social
y control cognitivo en los
portadores del alelo S.

Mayores problemas de
comportamientos tipo “tics” y
habitos de morderse las ufias en
portadores del alelo S/L+L/L.
No se encontré asociacion entre
el polimorfismo de S-HTTLPR
y el uso del metilfenidato

Mayores niveles de
impulsividad en pacientes con
TDAH y trastorno bipolar
portadores de alelo S.

Mayores indices de
hiperactividad e inatencién en
portadores del alelo S sometidos
a ambientes estresantes

Menor afectividad negativa y
menores habilidades sociales
en portadores del alelo L
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Kiive & Harro, Pediatrica Longitudinal Aumento de la probabilidad de
2013 un nivel educativo inferior en la
n=593 edad adulta de los portadores

del alelo L/L

Finalmente, un reciente meta analisis (Lee & Song 2015) concluye que desde el punto
de vista epidemioldgico no se puede respaldar un papel importante entre los alelos L /Sy la
susceptibilidad al TDAH. Sin embargo se comenta también que dentro de este trastorno se
manejan distintos subtipos clinicos y sintomatologias diversas que muchas veces no se

consideran sobretodo en estudios epidemioldgicos.

En la linea de estos resultados, existe un consenso de que la asociacion genética del
TDAH podria entenderse mejor como el resultado de la influencia del gen en otros sintomas
relacionados y que ademas la etnicidad poblacional y el tamafio de la muestra juega un

importante rol dentro de estas investigaciones.

Por todo lo expuesto, no es sorprendente que el estudio de la serotonina sea un foco
importante de investigacion en el TDAH, que requiera estudios mas consistentes
considerando, que este complejo trastorno involucra multiples genes y factores
medioambientales por lo que no se puede concluir que un Gnico gen puede ser responsable
de este trastorno. (Lee & Song, 2015). No obstante la determinacion de efectos fenotipicos
especificos podrian contribuir a un mejor entendimiento tanto de las caracteristicas como de

la sintomatologia del TDAH que conduzcan a mejores recomendaciones futuras.
1.3.3. Implicaciones nutricionales de la serotonina en el TDAH.

Como nociones previas se puede mencionar que el apetito estd regulado por los
circuitos de alimentacion del hipotalamo, donde las neuronas de proopiomelanocortina
anoréxigena (POMC) liberan la hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH) y el
ligando enddgeno del receptor de melanocortina 4 (MC4R) que reduce el apetito y la ingesta
de alimentos. Mientras que las neuronas del Neuropéptido Y (NPY) aumentan el apetito y la
ingesta de alimentos suprimiendo las neuronas POMC al liberar GABA (acido gamma amino

butirico).
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En base a lo explicado, los estudios de los efectos de la serotonina en los circuitos de
alimentacion del hipotalamo revelaron que la serotonina se activa reciprocamente con las

neuronas POMC mientras inhibe las neuronas NPY (Namkung et al., 2015).

En este sentido, se ha analizado la relacion entre la homeostasis energética y el
sistema serotoninérgico, basandose en la hipdtesis de que niveles adecuados de serotonina
mantienen el apetito controlado ya que existe una sensacion general de saciedad y bienestar

(Miranda et al., 2017; Leibowitz & Alexander, 1998).

Una funcion reducida de 5-HT se manifiesta en sintomas como: angustia, ansiedad, y
depresion que podria contribuir a una mayor ingesta de alimentos, o a una peor eleccion de
los mismos (Wurtman & Wurtman, 1995; Herbeth et al., 2005; Donovan et al., 2013;
Borkowska et al., 2015; Bonnet et al., 2017). Por tanto se ha observado un mayor riesgo de
obesidad en portadores del alelo S, tanto en poblacion pediatrica (Fuemmeler et al., 2008;
Sookoian et al., 2007; Miranda et al., 2017) como en poblacioén adulta (Markus & Capello,
2007; Lan et al., 2009; Drabe et al., 2017). Finalmente un estudio encontr6 que, la
inactividad fisica acentta la influencia del polimorfismo de la variante S en el riesgo de

obesidad (Dias et al., 2015)

Abordando nuestro tema de interés, varios estudios incluidos un meta analisis han
mostrado que la obesidad es mas prevalente en individuos con TDAH comparados con la
poblacion general (Cortese & Castellanos, 2014; Weissenberger et al., 2017), sin embargo
las investigaciones actuales que apuntan hacia una asociacién entre los mecanismos del
polimorfismo del transportador de la serotonina con los sintomas del comportamiento y las
implicaciones que esto tiene en la dieta/sobrepeso de niflos con TDAH, hasta la fecha, no

se han descrito.

Se debe mencionar también que, identificar los genes de susceptibilidad en los
primeros afios de vida, podria proporcionar las bases para las intervenciones futuras que evite

que la poblacion infantil con TDAH se convierta en poblacion adulta obesa.
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2. Hipdtesis y objetivos.

2.1 Hipdtesis.

El Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) es un trastorno

complejo que afecta la calidad de vida de quien lo presenta, ademas de suponer una alta carga

de morbilidad y un alto coste para el sistema de salud. Nuestro trabajo enfoca el estudio de

este trastorno, y especialmente, de los problemas de comportamiento y comorbilidades

psicopatologicas y fisiologicas, que estan asociados a esta patologia desde perspectivas que

hasta la actualidad han sido escasamente abordadas y que justifican nuestras hipotesis:

1.

Los nifios y adolescentes con TDAH presentan alterados sus ritmos circadianos
en comparacion con niflos y adolescentes sanos. Esta cronodisrupcion podria
explicar la variabilidad sintomatoldgica en estos pacientes y las alteraciones en el

peso corporal hacia el sobrepeso y la obesidad.

Los pacientes con TDAH podrian ser mas sensibles a ciertas condiciones medio-
ambientales, especificamente la intensidad de la luz. Esta sensibilidad podria

manifestarse en valores mas altos de actividad motora respecto a sujetos sanos.

La alimentacion de los nifios y adolescentes con TDAH influye en la calidad del

suefio de estos pacientes.

Los problemas de comportamiento y las comorbilidades psicopatologicas podrian
presentar un componente genético, asociado al polimorfismo del receptor del

transportador de la serotonina (5-HTTLPR).
La dieta, y en concreto, su impacto sobre el estado del hierro en nifios y

adolescentes con TDAH desempena un papel importante en los problemas de

comportamiento y cognitivos de estos pacientes.
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2.2 Objetivos.

Para la consecucion de las hipotesis planteadas, se han propuesto cuatro objetivos

especificos:

OBJETIVO 1: Evaluar los patrones de ritmos circadianos de actividad motora y la
posible relacion con la sintomatologia y parametros del peso corporal en nifios y
adolescentes con TDAH versus pacientes control. Los resultados obtenidos de este

objetivo forman parte del siguiente manuscrito:

= Circadian pattern of motor activity in children and adolescents with
attention-deficit/hyperactivity disorder. Carpio-Arias TV, Alda JA, Rios-
Hernandez A, Diez-Noguera A, Cambras T, Izquierdo-Pulido M.

OBJETIVO 2: Evaluar el efecto de la variabilidad estacional de la intensidad de la
luz en variables circadianas de la actividad motora de sujetos con TDAH respecto a
sujetos sanos. Los resultados de este objetivo forman parte del siguiente manuscrito

(short communication):

= Seasonal light variability associated with circadian alterations of motor
activity in children and adolescents with ADHD versus control patients.
Carpio-Arias TV, Alda JA, Rios-Hernandez A, Diez-Noguera A, Cambras T,
Izquierdo-Pulido M.

= OBJETIVO 3: Estudiar la influencia de la alimentacion en la calidad del suefio de
nifios y adolescentes con TDAH comparados con pacientes sanos. Los resultados

obtenidos de este objetivo forman parte del siguiente manuscrito:

= Sleep quality and sleep disturbances associate with diet in children and
adolescents with ADHD: a control-case study. Rios-Hernandez A, Carpio-
Arias T, Farran-Codina A, Ferreira-Garcia E, Sans O, Alda, JA, Izquierdo-
Pulido M.
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OBJETIVO 4: Determinar si el rol genético del polimorfismo del receptor del
transportador de la serotonina (S-HTTLPR) puede jugar un papel entre los sintomas
de comportamiento internalizantes y externalizantes de los pacientes con TDAH. Los

resultados obtenidos de este objetivo forman parte del siguiente manuscrito

= Serotonin-transporter polymorphism in pediatric population with ADHD.
Implications in internalizing & externalizing symptoms and body weight: A
preliminary study. Carpio-Arias TV, Huguet A, Rios-Hernandez A, Farran-
Codina A, Ferreira-Garcia E, Alda JA, Izquierdo-Pulido M.

OBJETIVO 5: Analizar la relacion entre niveles bajos de hierro y ferritina con
sintomas de comportamiento y habilidades cognitivas en pacientes con TDAH. Los

resultados obtenidos de este objetivo forman parte del siguiente manuscrito:

= |ron and ferritin serum levels associates with behavioral symptoms and
cognitive abilities in children and adolescents with ADHD. Rios-Hernandez
A, Carpio-Arias T, Farran-Codina A, Ferreira-Garcia E, Alda JA, Izquierdo-
Pulido M.
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3. Sujetos y Métodos.

3.1 Sujetos.

El presente estudio, de diseflo de casos y controles, fue realizado en el Hospital Sant
Joan de Déu en Barcelona (Espaifia). Se reclutd a 130 pacientes, nifios y adolescentes en
edades comprendidas de los 6 a los 16 afios de edad. De los cuales: 10 sujetos fueron
excluidos (5 por no cumplir los criterios de seleccion, 3 por salir del estudio y 2 por mudarse
fuera del lugar de recogida de datos), se selecciond por tanto a 60 pacientes recientemente
diagnosticados con TDAH (casos, sin tratamiento previo) y 60 controles sanos pareados por

edad y sexo.

Los casos fueron reclutados en la Unidad de TDAH del Servicio de Psiquiatria y
Psicologia infantojuvenil del Hospital Sant Joan de Déu. El diagnostico de TDAH se realizo
de acuerdo con el Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales en su cuarta

edicion revisada (DSM-IV-TR; American Psychiatric Association, 2000).

Se us6 como herramienta diagnostica la escala de evaluacion del Trastorno de Déficit
de Atencion e Hiperactividad en espanol (ADHD Rating-Scale-IV.es; DuPaul et al., 1998).
La entrevista semiestructurada K-SADS-PL para los trastornos afectivos y la esquizofrenia
también se us6 para confirmar el diagnostico de TDAH y otras comorbilidades (Kaufman et
al., 1997; Ulloa et al., 2006) mientras que la escala Wechsler de Inteligencia para nifios
(WISC-1V; Wechsler, 2005) se aplico para evaluar el cociente intelectual. El diagnostico de

TDAH fue realizado por un equipo de psiquiatras experimentados.

Criterios de exclusion en este estudio fueron utilizados los siguientes criterios de
exclusion: coeficiente intelectual < 70, trastorno del espectro autista, psicosis, trastornos del
desarrollo y cualquier paciente que hubiera tomado tratamiento farmacoldgico para el TDAH
(incluidos medicamentos, micronutrientes u otros suplementos dietéticos). Los sujetos en los
que la gravedad de los sintomas fue significativa, asi como aquellos sujetos que requirieron
tratamiento sintomadtico urgente (ansiolitico, antipsicético, etc.) antes de completar el
diagnoéstico o el proceso de evaluacion también fueron excluidos. Los controles fueron

reclutados en un 40% a partir de los compafieros de clase de los pacientes con TDAH, asi
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como también de pacientes que asisten a otros servicios hospitalarios (60%), es decir:
servicio ambulatorio, de cirugia menor, etc. Los controles fueron evaluados para confirmar
la ausencia de sintomas de TDAH y se uso6 en ellos los mismos criterios de exclusion que en

los casos.

Procedimiento: El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Sant Joan
de Deu (Barcelona, Espafia). Se obtuvo por un lado el consentimiento por escrito de los
padres o tutores de los nifios y adolescentes y por otro lado el consentimiento verbal de todos
los participantes del estudio. La investigacion se llevo a cabo de conformidad con los

parametros establecidos en la Declaracion de Helsinki.
3.2 Métodos y materiales.

3.2.1 Procedimientos diagnosticos del TDAH.

Cuestionario infantil para los trastornos afectivos y la esquizofrenia (K-SADS-
PL; Kaufman et al., 1997) es una entrevista de diagnostico semiestructurada disefiada para
evaluar episodios de psicopatologia presentes y pasados en nifios y adolescentes segun los
criterios del DSM-1V. El K-SADS-PL, se considera la herramienta "gold standar" en el
diagnostico del patologia mental en nifios y adolescentes. Se entrevista al padre y al nifio para
finalmente lograr clasificaciones resumidas. Los principales diagndsticos evaluados con K-
SADS-PL incluyen trastornos afectivos, trastornos psicoticos, trastornos del comportamiento
y abuso de sustancias. La mayoria de los items se califican usando una escala de 0-3 puntos.
Las puntuaciones = 0 indican que no hay informacién disponible; puntuaciones = 1 sugieren
que el sintoma no esta presente; puntuaciones = 2 indican niveles de sintomatologia por
debajo del umbral y puntuaciones = 3 representan los criterios del diagnostico del trastorno.
Los elementos restantes se califican en una escala de 0 - 2 puntos, donde 0 no implica
informacion; 1 implica que el sintoma no esta presente; y 2 implica que el sintoma esta

presente.

Escala de evaluacion del Trastorno de Déficit de Atencion e Hiperactividad en
espafiol (ADHD Rating Scale 1V; DuPaul et al., 1998) Consiste en una escala de 18 items,
basada en el Manual Diagnostico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM), divididos en
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2 escalas: hiperactividad / impulsividad (9 items) y falta de atencion (9 items). Las respuestas
a cada pregunta varian desde nunca o rara vez = 0 puntos, a veces = 1 punto, a menudo = 2
puntos, muy a menudo = 3 puntos. La puntuacion total se calcula como la suma de cada uno
de los 18 items. La subescala de inatencion es la suma de los items impares y la subescala de
hiperactividad/impulsividad es la suma de las puntuaciones en los elementos pares. Para el
grupo de casos, fue un requisito obtener 1,5 desviaciones estandar superiores a la media

poblacional segiin la edad y subtipo de TDAH.

Escala de calificacion de padres de Conners (CPRS; Conners et al., 1998) evalaa
el comportamiento de los nifios evaluados por sus padres. La escala incluye: falta de atencion,

dominios de hiperactividad, comportamiento oposicionista e indice de TDAH.

Escala de calificacion de maestros de Conners (CTRS; Goyette et al., 1978)
califica el comportamiento de los niflos en el aula segun lo evalta el docente. La escala

incluye: falta de atencion, hiperactividad, comportamiento oposicionista e indice de TDAH.

Lista de verificacion de comportamiento infantil (CBCL; Mazefsky et al., 2011)
Escala de amplio espectro de 113 items para la evaluacion de sintomas de comportamiento
de problemas externalizantes e internalizantes seglin las calificaciones de los padres para
nifios de 4 a 18 afios. Las puntuaciones T> 65 puntos sugieren sintomas preclinicos, las
puntuaciones T > 70 sugieren sintomas clinicos y <65 se consideran parametros normales.
La escala incluye ocho categorias diferentes: ansioso/deprimido, retraido/deprimido, quejas
somaticas, problemas sociales, problemas de pensamiento, problemas de atencion,
comportamiento para romper reglas y comportamiento agresivo. Los elementos se puntuaron

en una escala de 3 puntos de 0 = no verdadero 1 = a menudo cierto y 2 = muy verdadero.

Desregulacion Emocional (DESR; Spencer et al., 2011) La desregulacion
emocional, se evalu6 mediante la suma de puntuaciones T de las escalas del CBCL de
ansiedad / depresion, problemas de atencién y comportamientos agresivos (AAA). Los
coeficientes de fiabilidad (alfa de Cronbach) fueron de 0,82, 0,81 y 0,82, respectivamente.
El CBCL-DESR se definié como positivo con un puntaje > 180 pero <210 T-score.
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Escala de inteligencia de Wechsler para nifios 42 edicién (WISC-1V; Wechsler,
2005) es una prueba que evalda las capacidades intelectuales de los nifios y adolescentes,
entre 6 y 16 afios. Consiste en 15 pruebas, 5 de ellas son opcionales, organizadas en cuatro
indices, que son: a) indice de comprension verbal; b) indice de razonamiento perceptivo, c)
indice de memoria de trabajo y d) velocidad de procesamiento. Adicionalmente, genera un

coeficiente intelectual total.

Todos los cuestionarios de medidas cognitivas y escala de inteligencia estan validados

para la poblacion pediatrica espafiola.

3.2.2 Evaluacion de la ingesta dietética.

La estimacion de la ingesta dietética se realizd a través de una entrevista clinica
utilizando un cuestionario de frecuencia de alimentos (CFA; Anexo C2) validado para la

estimacion de nutrientes en poblacion espaifiola (Rodriguez et al., 2008).

El CFA contiene 45 items incluidos alimentos y bebidas divididos en 12 grupos de
alimentos categorizados para su uso en el analisis de patrones dietéticos. Dichos grupos son:
productos lacteos (leche, queso, yogurt, helado de leche, postres lacteos), cereales (pasta,
arroz, patatas, cereales para el desayuno, galletas), panaderia (muffins, donuts, croissant),
vegetales (crudos y cocinados), frutas citricas (naranja, kiwi, mandarina), otras frutas
(manzana, platano, pera y jugos naturales), carne (cerdo, pollo, cordero), pescado azul (atin,
salmon, sardinas), pescado blanco (merluza, bacalao), jugos endulzados artificiales, bebidas

de cola, azucar y dulces.

Para cada producto alimenticio, se pidid a los participantes que registraran su
consumo habitual para las nueve categorias de frecuencia del CFA, que van desde: nunca o
menos de una vez al mes, a seis 0 mas veces por dia; ademas, se realizé una entrevista de
recordatorio de 24 horas a cargo de personal entrenado. La ingesta total de energia, asi como
la composicion de nutrientes fueron analizados utilizando el programa de evaluacion
nutricional PCN Pro v1.32 (Cantos et al., 2004), sobre la base de tablas de composicion de

alimentos espafiolas (Farran et al., 2004).
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De acuerdo con Willett et al., (1997) se hizo un ajuste de la energia total para variables
independientes utilizando el modelo de nutrientes residuales (ajustado para la energia).
Teniendo en cuenta que la mayoria de los nutrientes se correlacionan positivamente con la
ingesta de energia y que esto podria introducir un factor de confusion. La metodologia de
Willett permite el calculo del efecto de un nutriente especifico mas alla de cualquier efecto

debido al consumo energético.
3.2.3 Determinacion de mediciones antropométricas y bioguimicas.

La altura y el peso fueron medidos por personal médico entrenado mediante el uso de
métodos estandarizados. Los nifos y adolescentes no usaron calzado y llevaron el minimo
de ropa establecido segun los parametros indicados. El diagnostico de estado nutricional en
funcion de la relacion del peso y la altura de los nifios fue clasificado segtin la definicion del
International Obesity Task Force (I0TF; Cole & Lobstein, 2012) para nifias y nifios segin
los puntos de corte especificos de edad y sexo del Indice de Masa Corporal (IMC; kg/m2).
El IMC se clasifico en 4 grupos: bajo peso (<18,5 kg / m2), peso normal (18.5-25 kg / m2),
sobrepeso (25-30kg / m2) y obeso (> 30 kg / m2). El puntaje Z del IMC se obtuvo en base a
las tablas de crecimiento del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (Centers

for Disease Control and Prevention, CDC, 2009).

Para la determinacion de parametros bioquimicos, se obtuvieron muestras de sangre
en ayunas mediante venopuncion en el antebrazo de cada participante. Se determinaron los
niveles de nutrientes en sangre y plasma en el Laboratorio de Bioquimica del Hospital Sant

Joan de Déu- Barcelona, Espaiia.
3.2.4 Evaluacion de la salud circadiana.

Los ritmos circadianos de la actividad motora, asi como los parametros de suefio
fueron evaluados mediante un método objetivo: el uso de un actigrafo y subjetivamente
mediante el uso de un diario de suefio y un cuestionario validado para poblacion pediatrica:
la “Escala de trastornos del suefio” de Bruni et al., (1996), estos procedimientos se detallan

a continuacion:
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3.2.4.1 Evaluacion circadiana por actigrafia:

El actigrafo ActiSleep (ActiGraph, Pensacola, FL, EUA) permitié monitorizar la

actividad a través de los cambios en la aceleracion y la intensidad de la luz cada minuto en

un periodo de 7 dias con sus respectivas noches. Los sujetos del estudio llevaron

continuamente el actigrafo en su muflieca no dominante durante 7 dias (tanto durante el dia

como durante la noche) los cuales eran retirados solamente para la ducha o el bafo.

Posteriormente los datos se trataron mediante un analisis matematico y estadistico de las

variables ritmicas, los cuales se detallan a continuacion:

a)

b)

Andlisis de la forma de onda: Se utiliza especialmente en series uniformemente
muestreadas con un niamero bastante elevado de ciclos completos: 10 o mas. Es decir,
se forma una onda con el promedio de un tiempo determinado. En nuestro caso, se
determiné el perfil diario, de 24 horas para cada uno de los sujetos de estudio. La
observacion y el andlisis de la onda promedio permiten determinar algunas de las
caracteristicas importantes del ritmo como la duracion de la fase alfa (actividad) y

rho (reposo).

Ajuste a una funcién sinusoidal o método del cosinor: cuando analizamos un ritmo
circadiano del que se desconoce su naturaleza la unica suposicion que se puede
aceptar es que las fluctuaciones se repiten en una periodicidad de 24 horas pero no se
puede decir nada sobre la forma de onda o perfil diario de dicha variable. Entonces
se usa una funcion sinusoidal. El ajuste a una funcion cosinusoidal (método del
cosinor) permite obtener la amplitud de la oscilacion y la acrofase. Esta variable es
interesante porque aunque no se modifique la amplitud si se puede modificar el

momento del dia donde la variable tiene su valor maximo.

En la Tabla 3; se muestran las variables circadianas calculadas, que han sido

utilizadas para comparar entre los grupos experimental y control. Dichas variables se

obtuvieron utilizando el paquete integrado para el analisis de series temporales "Temps"

(Diez-Noguera 1999).
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Tabla 3. Definiciones de las variables circadianas calculadas en la muestra de estudio.

Nombre

Definicién

MESOR

Mediana
Amplitud
M10

L5

Amplitud
Relativa
(RA):

Acrofase
Acrofase, np

Variabilidad
Intradiaria:

Rayleigh test

PV

Media del ritmo de la actividad motora ajustado a una funcién
sinusoidal.

Mediana de los datos
Diferencia entre el valor maximo (o minimo) del coseno y el MESOR.

10 horas de actividad maxima: promedio de las mediciones realizadas a
intervalos de 1 minuto durante las 10 horas con la maxima actividad.

5 horas de actividad motora minima: promedio de las mediciones
realizadas en intervalos de 1 minuto durante las 5 horas con minima
actividad

Diferencia entre L5 y M 10 dividida por la suma de L5 y M10, como se
ha descrito anteriormente (Van Someren, 1999)

Tiempo del valor maximo de la curva ajustada del coseno en relacion
con las 00:00 horas).

Acrofase no paramétrica.

Cuantifica la fragmentacion de los periodos de descanso y actividad; una
alta variabilidad intra diaria indica transiciones multiples entre periodos
de descanso y actividad, sus valores oscilan entre valores de 0 (cuando
la onda era perfectamente sinusoidal) y 2 (ruido gaussiano).

Prueba que proporciona un vector r con su origen en el centro de un
circulo de radio 1. El vector r (entre 0 y 1) es proporcional al grado de
homogeneidad de fase durante el periodo analizado y puede
considerarse una medida de la estabilidad de fase del ritmo durante los
dias sucesivos.

Porcentaje de varianza explicado por un ritmo de 24 horas, segiin una
técnica de periodograma.

Adicionalmente, se usod también el actigrafo para medir la actividad fisica de los

participantes al monitorizar los movimientos de la mufieca y registrando la actividad total en

kilocalorias, promedio de kilocalorias por hora, pasos, tiempo sedentario, movimientos

ligeros, para realizar una clasificacion de la actividad fisica: moderada, vigorosa y muy

vigorosa.
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Se obtuvo informacion también de la calidad y la cantidad de suefio en base a los
siguientes parametros: latencia (cantidad de tiempo que un sujeto tarda en dormirse),
eficiencia del suefio (tiempo que realmente duerme), tiempo total de suefio (diferencia entre
el tiempo total en la cama y el dormido, los despertares y la duracion media de los
despertares), estas variables han presentado una alta correspondencia con las mediciones

obtenidas por polisomnografia
3.2.4.2. Evaluacion circadiana por cuestionarios.

Los padres también fueron entrenados para completar un diario de suefio durante dos
semanas, registrando la hora en la que los nifios se fueron a dormir, la hora en que
despertaron, el tiempo que tarda en dormirse (la latencia del suefo), eficiencia, tiempo total
en la cama, despertares, percepcion del estado de animo cuando se despiertan, tiempo total
de sueno, perturbaciones de despertares, consumo de cafeina, actividades previas al
acostarse, consumo de alimentos antes de acostarse y los medicamentos que podrian afectar

la calidad del suefo.

Se utilizo también la escala de trastornos del suefio para nifios de Bruni (Bruni et
al., 1996; Anexo C3) que es una herramienta validada para evaluar las alteraciones del suefio
de nifios en edad escolar en poblaciones clinicas y no clinicas. Permite detectar los trastornos
del sueiio (sindrome de apnea-hipopnea, sindrome de las piernas inquietas, parasomnias, etc.)

en los ultimos 6 meses.

Este cuestionario fue contestado por los padres de los nifios y adolescentes, quienes

respondieron a 26 preguntas agrupadas en seis factores relacionados con el suefio:

- Trastorno de inicio y mantenimiento del suefio - Disorder of Initiating and
Maintaining Sleep (DIMS)

- Trastorno de respiracion del suefio - Sleep Breathing Disorder (SBD)

- Trastorno del despertar - Disorder of Arousal (DA)

- Trastorno de la transicion del suefio y vigilancia- Sleep Wake Transition Disorder
(SWTD)

- Trastorno de Somnolencia Excesiva - Disorder of Excessive Somnolence (DOES),
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- Hiperhidrosis del Suefio - Sleep Hyperhidrosis (SHY)

- Problemas totales de suefio, suma de todas las puntuaciones de las preguntas

individuales - Total Sleep Problems (TSP).

3.25 Genotipado del gen SLC6A4.

La instrumentacion necesaria para realizar el genotipado del gen SLC6A4 es la

siguiente:

e Espectrofotometro especifico para la detrminacion de concentracion de ADN

(DeNovix DS-11/DS-11).
e Termociclador de bloque para tubos de 200uL o 500 puL (Primus 25 advanced)

e Cubeta y fuente de alimentacion para electroforesis en gel de agarosa (Midi300V/4

Power Suppl)
e Lector de senal fluorescente para gel de agorosa (Transiluminador UV TFX-20 M)
e Centrifugas y bafios termostatizados.

La metodologia empleada para el genotipado se detalla a continuacion.

1. Extraccion de ADN. Extraccion de ADN de muestras de sangre venosa
mediante el protocolo estandar de Qiagen-kit-Gentra Puregene Blood Kit. Las

muestras se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

2. Preparacion de muestras y reaccion de PCR (Polymerase Chain

Reaction). A 6.8uL de agua mili-Q se adicionaron 0.6uL de cada cebador:
a. P3d-directo(CAAGCTTGTTGGGGATTCTCC)
b. P3r-reverso (AGAGGGACTGAGCTGGACAAC),

10uL de KOD (Hot Start Master Mix), 2uL. de muestra normalizada de DNA

a 20ng/uL, obteniéndose un volumen final de 20uL. Tras realizar un spin de
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5 segundos a 1000 r.p.m., se agregd 10uL de aceite mineral para evitar

evaporacion de la muestra en la reaccion de PCR.

Los fragmentos del S-HTTLPR fueron amplificados utilizando PCR con una
adaptacion del protocolo de Wendland et al., (2006). El programa aplicado
fue el siguiente: Desnaturalizacion inicial a 95°C durante 2 minutos, seguida
de 30 ciclos de: desnaturalizacion a 95°C durante 20 segundos, hibridacion
64°C durante 10 segundos, elongacion a 72°C durante 14 segundos,
posteriormente una elongacion final a 72°C durante 2 minutos y se mantuvo

en frio a 4°C durante 5 minutos.

3. Genotipado de polimorfismo del 5-HTTLP-R trialélico. Para ello se realizd
una digestion con la enzima de restriccion Mspl. A cada tubo proviniente de
la PCR, se adicion6 1,26 pL por muestra. Posteriormente, se incub6 durante

una hora a 37°C en bafio maria. Al finalizar, se afiadi6 1.8uL de loading buffer.

4. Preparacion para el gel de agarosa. Para una cubeta de 75ml, se utilizaron
1.5 gramos de agarosa Low D1 y 60 mL de TAE al 1% y se calentd hasta su
perfecta disolucion. Posteriormente, se afnadieron 3pul. de REALSAFE
Nucleic Acid Staining Solution (20,000x) y se mezcl6 suavemente. La mezcla
se vertio en la cubeta de electroforesis agitando y se dejo enfriar hasta la

perfecta solidificacion.

5. Electroforesis. Se coloco la cubeta del gel de agarosa en Midi300V/4 Power
Supply para llevar acabo la electroforesis que debe contener TAE al 1%, se
asegurd que el tampon cubra perfectamente el gel de agarosa y se cargd cada
muestra (12puL) en un pocillo; en el primer y ultimo pocillo se cargd el
marcador (10 uL). Para preparar el marcador se utilizo: SuL. PCR Ladder, SuL
Agua mili-Q, 2uL Loading Buffer. Tanto el DNA como el RNA tienen carga
negativa, por lo que van de negativo a positivo de esta manera en 80 — 85

minutos finaliza la progresion de los acidos nucleicos hasta el polo positivo.
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6. Lectura de genotipos de polimorfismo de 5-HTTLPR El gel de agarosa se
visualiz6 en Trans iluminador UV TFX-20 M bajo iluminacion ultra violeta
por medio de fluorescencia. La Figura 13 muestra un modelo donde se puedan
diferenciar las distintas longitudes de bandas para identificar los

polimorfismos.

[Lala | SSg) LuSalLuSa SaSa | LiSa [LiSa LiSa Sa8a | [Lila |L,S, [S4Sa/lale LaSu/ L,Sg SuSal LuSa SuSa

[ | [
Lu= 3 fragmentos 366 Le= 4 fragmentos 192 Sy= 3 fragmentos 323 Se= 4 fragmentos 192
128 174 128 131

62 128 62 128
62 62

Figura 13. Modelos de longitud de bandas para identificacion del polimorfismo de S-HTTLPR

(Cortesia del grupo de investigacion de la Dra. Garaulet de la Universidad de Murcia).

La enzima Mspl corta la secuencia de CCGG, se puede llegar a los siguientes alelos:
S, Lg y La, y genotipos: SS, SLg, SLa, LcLc, LgLa y LaLa. Los genotipos se agruparon
segun su funcionalidad transcripcional en base a lo que indica Enoch et al., (2012) de esta
manera se obtuvo aquellos genotipos de baja y mediana actividad: SS, SLg, SLa, LgLa y

LgLG "S + SLA" y alta actividad: LaLa "LL”

3.3 Andlisis estadistico

Todas las variables continuas se expresan como media + desviacion estandar (SD) o
rango de la mediana e intercuartil mientras que las variables categdricas se expresaron como
nimero y porcentaje. Las diferencias en las variables continuas se compararon mediante la
prueba T de Student (cuando se comprob¢ su distribucion normal) y la prueba U de Mann-

Whitney (cuando no se comprobo una distribucién normal).
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Las variables categdricas se compararon mediante la prueba y 2 de Pearson y
mediante Regresion Logistica. Se realizaron andlisis de la varianza (ANOVA) al utilizar
variables con mas de dos categorias y analisis de la varianza con co - variables (ANCOVA)
cuando se deseaba ajustar las relaciones de las variables por parametros confusores. Ademas,
cuando fue necesario, se utilizo la prueba de rango multiple post hoc de Tukey. Para probar
si las acrofases eran diferentes entre los grupos, se utilizo la prueba de Watson-Williams,
para estadisticas circulares. Por ultimo se utilizé regresién multi variante para examinar
posibles asociaciones entre los diferentes parametros cuantitativos. Para todos los analisis,
un valor de p <0.05 fue considerado estadisticamente significativo, los analisis se llevaron a
cabo con el programa STATA (Statistics Data Analysis) version 14.1 (STATA Corp Lp,
Texas, EE.UU.) o con el software estadistico SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois., EE.
Uu)
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Introduction

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a psychiatric condition that can affect
both children and adults, with an estimated prevalence of 3.2% in children and
adolescents (Polanczyk et al., 2015). It is characterized by the core psychopathologies of
attention difficulties, impulsivity and hyperactivity (Coogan & McGowan, 2017).
Furthermore, ADHD also presents high comorbidity with sleep disorders, both in children
and adults (Yoon et al.,, 2012). ADHD is also associated with changes in diurnal

preference towards greater eveningness (Rybak et al., 2007).

The circadian clock is responsible for the generation of rhythms of behavior and
physiology on a near 24 period base, and has a key role in determining the rhythm of the
sleep/wake cycle (Baird et al., 2012). Several studies have reported that ADHD is strongly
associated to dysfunctions of their circadian rhythms (Kooij & Bijlenga 2014; Coogan &
McGowan, 2017). These alterations include altered behavioral and endocrine levels
(Baird et al., 2012; van Veen et al., 2010; Imeraj et al., 2012), desynchronization between
melatonin secretion and sleep timing (Bijlenga et al., 2013), higher nocturnal motor
activity (Tonetti et al., 2017), altered body temperature (Mcgowan et al., 2016) and
altered circadian clock gene expression (Baird et al., 2012; Mcgowan et al., 2016;
Mogavero et al., 2016). All of these factors have an impact on the biological and health
status of patients with ADHD, which has already been shown to have an impact on the
comorbidity of this disease, such as defiant opposition disorder (ODD) (Imeraj et al.,

2012) or higher levels of aggression (Mogavero et al., 2016).

On the other hand, a number of studies have reported a significant association between
obesity and ADHD (De Zwaan et al., 2011; Cortese et al., 2017), which seem paradoxical.
It is known that biological rhythms are driven by a self-sustained internal network of
molecules distributed in the brain with a master pacemaker located in the suprachiasmatic
nucleus (Baron & Reid, 2014) and that must be synchronized with external environmental
agents, for example: exposure to light, resting patterns or scheduled food intake (Johnston
et al., 2016). When the interval order is altered, a phenomenon called chronodisruption
occurs, which is an etiological factor of the several pathologies, among them metabolic

syndrome and obesity (Garaulet et al., 2010).

However, and despite all described above, there are no previous studies that have explored

the 24-hour activity thythm in ADHD child and adolescent patients. Our objective has
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been to study potential alterations of circadian rhythms in ADHD subjects and to establish
potential relationship derived from these circadian alterations ADHD symptomatology or
obesity. If circadian rhythm disruption is involved in the association between ADHD
symptoms and obesity, this may provide clinical opportunities for the development of
new chronobiological treatment strategies in ADHD patients, improving health in the

long term.
Methods
Participants

ADHD patients group consists of sixty children and adolescents (ages 6-16 years) newly
diagnosed with ADHD (naive, no pharmacological treatment) and sixty sex- and age-
matched controls. Cases were recruited at the ADHD Unit of the Department of Child
and Adolescent Psychiatry and Psychology of the Hospital of Sant Joan de Déu in
Barcelona (Spain) and they were diagnosed for the first time and had never evaluated for
psychiatric disorders or treated with psychopharmacological medicine. The ADHD
diagnosis was performed according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders 4th Edition (DSM-IV-TR) (American Psychiatric Association). The ADHD
Rating-Scale-IV (ADHD RS-1V) for parents was used as screening for diagnosis of
ADHD (DuPaul et al., 1998). The Kiddie Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia-Present and Lifetime version (K-SADS-PL) was also used to confirm the
ADHD diagnosis and other comorbidities (Ulloa et al., 2006). Exclusion criteria were: 1Q
< 70, autism spectrum disorder, psychosis, developmental disorders, any ADHD drug
treatment or nutrient (mineral/vitamin) complement. Controls were recruited from the
ADHD patients’ classmates (40%) and from patients attending in other hospital services
(60%) (i.e. minor surgery ambulatory, or similar ones). Controls were screened for the
absence of ADHD symptoms and the same exclusion criteria were applied also to
controls. The study was approved by the Ethical Committee of the Hospital of Sant Joan
de Déu (Barcelona, Spain). Written informed consent was obtained from participant’s
parents, and verbal assent from the participants. Demographic and clinical data were
obtained from both subjects and parents.

Anthropometric measures

Participants underwent a physical examination, including height and weight. Body mass

index (BMI) was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared and BMI was
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standardized to BMI Z-score using age and gender and they were compared with the child
growth parameters of the World Health Organization (WHO).
Actigraph

We used the actigraph (ActiSleep, ActiGraph, Pensacola, FL, USA) programmed to
collect motor activity data each minute for 7 consecutive days and nights (Van Someren,
2007), children and adolescents were required to wear the actigraph on the non-dominant

wrist and actigraph was only removed while bathing.
Actigraph- motor activity daily rhythm

Motor activity was analyzed using the integrated package “Temps” for time-series
analysis (Diez Noguera, 1999). Definitions of the circadian parameters are shown in

Table 1.

Statistical analyses

Continuous variables were expressed as mean + standard deviation (SD) whereas
categorical variables were expressed as percentage. An analysis of the variance was made
by linear models using age and gender as a covariates to compare anthropometrics and
circadian rhythm variables between cases and controls. When necessary, Tukey’s post
hoc multiple rang test was used. Multiple regression was used in order to evaluate the
effects of age and gender, and circadian rhythm manifestations. To test if acrophases were
different among the groups the Watson-Williams test, for circular statistics, was used.
Analyses were performed using the SPSS 24.0 statistical software package (SPSS Inc.,
Chicago, Ill., USA) and a p<0.05 was considered statistically significant.

Results

Table 2 compares the general characteristics among cases and controls. As expected,
cases showed higher values of ADHD symptomatology (inattention and hyperactivity)
than cases. The K-SADS-PL confirmed the diagnosis of all the cases. With regard to
comorbid diagnoses, 33.3% of patients with ADHD met cutoff criteria for oppositional
defiant disorder (ODD), 23.3% for anxiety, 3.3% for conduct disorder, and 1.7% for

depression.
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Higher values of motor activity circadian variables are related to ADHD subtype.

Analysis of motor activity circadian variables is shown in Table 3. ADHD-Combined
patients reported significant higher values of motor activity, expressed as MESOR and
median than ADHD-Inattentive and controls. Interestingly, those ADHD-C patients
showed a higher motor activity compared to both ADHD-I and control subjects in the last
segment of the day, from 18:00 to 22:00 hours. The amount of activity in the least active
Sh, L5, was higher in the ADHD-C group also but not statistically significant while the
amount of activity in the most active 10h period, M 10, was statistically significant higher

in the ADHD-C group compared to both ADHD-I and control subjects.
ADHD motor activity seems to show a shift to eveningness

Acrophase was also significantly different between ADHD groups (both Inattentive and
Combined) and control showing a delayed of approx. 30 minutes in ADHD cases versus
controls, which could indicate a shift to eveningness. Moreover (Figure 1), the ADHD
subject motor activity curve showed a shift to the right (phase-delayed motor activity)
respect to the controls, which is usually characteristic of late or nocturnal circadian

rhythms.

Circadian activity parameters are associated to ADHD-hyperactivity symptoms but

not to weight status in children and adolescents with ADHD.

Interestingly, ADHD-Inattentive showed a higher body weight (IMC and IMC-Z score)
than ADHD-combined and controls (Table 4). However, not differences in dietary intake
were observed among the groups. To find an explanation for this paradoxical fact, we
evaluated the potential associations between circadian variables and weight status

parameters, but not significant associations were found.

On the other hand, we examined correlations between the ADHD symptoms, measured
with ADHD Rating-Scale-IV (ADHD RS-IV) (Figure 2). First of all, we found a positive
correlation (p-value=0.004) between hyperactivity score and L5 in ADHD- patients. This
correlation remained statistically significant after adjusting by cofounder variables (age,
gender and ADHD-subtype). Interestingly, when the correlation was studied separately
in both groups, ADHD-I and ADHD-C, we found only a positive correlation (p=0.020)
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between hyperactivity score and L5 in ADHD-Combined patients but not in ADHD-

Inattentive patients.
Discussion

To the author's knowledge, this is the first study that describes the 24-hour activity
rhythm in children and adolescents with ADHD (medication-naive) in comparison to
healthy controls. More interesting, actigraphy measures allowed differentiated between
subtypes of ADHD, inattentive and combined. Thus, our data showed significantly higher
activity of the ADHD-C patients (MESOR and median) and significantly higher motor
activity at between 18:00 and 22:00 than ADHD-I and controls. High activity was also
found for ADHD-C patients for the most active 10h period (M10).

Few studies have been done in the field of circadian parameters and ADHD. Dane et al
(2000) reported, in a study where the actigraph was wore only during a full-day by the
children, greater afternoon, but not morning, activity in ADHD patients. However, Dane
et al. (2000) could not differentiated ADHD subtypes by actigraphy. On the other hand,
Tonetti et al. (2017) found, in a sample of adult patients (some of them under medication)
with ADHD, that motor activity was significantly higher at 4:00 and at 6:00 compared
with healthy patients. We observed a higher value of the value L5, which corresponds to
the low activity period, presumably during sleep time, in ADHD-C patients in comparison
to ADHD-I and controls but it was not significant. The greater activity during the night
segment could be related to sleep disturbances, which are common in ADHD patients
(Chamorro et al., 2017). Bijlenga et al. (2013) concluded that sleep-wake and delayed
sleep patterns are associated with delays in melatonin secretion, motor activity and body

temperature in ADHD adult patients.

The differences in the acrophase between cases and controls could indicate a shift to
eveningness. However, Baird et al. (2012) did no find differences in the acrophase
between controls and ADHD, but their study was done in adults and some of them were
medicated. There is a strongest and most consistent finding in the literature for association
of later chronotype/evening preference with ADHD and ADHD symptoms (Coogan et
al., 2017; Durmus et al., 2017; Mcgowan et al., 2016). In this line, Vogel et al. (2015)
report that ADHD was associated with later chronotype and with more prevalent delayed
sleep phase disorder and unstable timing of meals in adults with ADHD. Also, it has been

linked the evening preference to higher rates of inattention in adults with ADHD (Caci et
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al., 2009). In our study, chronotype was not evaluated; however, the activity patterns
observed, which were more delayed in cases with respect to controls along with the
acrophase values could indicate a higher nocturnal activity, that could affect the general
state of health as described above or in the exacerbation of symptoms of this disorder.
Our results seem to confirm the profile of patients with ADHD who usually have

problems falling asleep and who commonly show sleep disorders.

It is known that there may be genetic links between ADHD and the circadian system.
Whole genome association studies have involved polymorphisms of the circadian clock
genes with ADHD. Lasky-Su et al. (2008) identified PER1 associated with ADHD, while
Brookes et al. (2006) reported a possible association of ADHD with polymorphisms in
PER2. Likewise, the association of the rs1801260 SNP in the gen CLOCK with symptoms
in adults with ADHD has been described by several studies (Kissling et al., 2008; Xu et
al., 2010; Jeong et al., 2014). Recently, Mogavero et al. (2016) associated aggressive
behavior (which is a frequent ADHD comorbidity) with an altered expression of clock
genes. However, more studies should be done to better understand the molecular

mechanisms underlying this disorder and its relationship with circadian health.

Number studies have found an association between ADHD and obesity (Vogel et al.,
2015; Cortese et al., 2013). It is suggested that the impulsivity and inattention that
characterize ADHD might lead to dysregulated eating patterns with consequent weight
gain (Cortese et al., 2017). Interestingly, we observed that ADHD-Inattentive group
showed that highest mean values of body weight parameters (BMI and its z-score), while
there were not differences between ADHD-combined and controls. However, we did find
differences in physical activity but not differences in energy and nutrient intake were
observed. Several studies conclude that misalignment of circadian rhythms, as well as
insufficient rest, are modifiable risk factors for the development of overweight and
obesity in general population (Broussard & Van Cauter, 2016). In a recent study, Vogel
etal. (2015) demonstrated that circadian rhythm disruption, linked to sleep disruption and
unstable eating patterns, is a mechanism linking ADHD symptoms of obesity in adults.
However, we did not find any significant relationship between circadian activity
parameters and body weight parameters that could give us a plausible explanation for our
results. Further research, which includes the study of other circadian variables such as

melatonin, cortisol or temperature, might be necessary to draw precise conclusions.
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Finally, in our data set, there was a positive correlation between hyperactivity symptom
score and the amount of activity in the least active 5h, suggesting that higher activity,
which is probably related to a higher degree of sleep-disturbances, increase the severity
of the hyperactivity symptomatology. We have already mentioned that sleep-disturbances
are common in ADHD patients (Chamorro et al., 2017). It is worth sounding a note of
caution in the interpretation of any actigraphic data, in that it assesses the gross rhythm
in motor output, and does not delineate between endogenous circadian processes and
environmental factors, ant the interaction between these, and thus provides limited

mechanistic insight.
Strengths and Limitations

Some limitations of our design and methods should be acknowledged, since the design of
our study limited our ability to assess cause-and-effect associations. In addition, other
circadian parameters such as melatonin, cortisol and temperature should have followed.
Nonetheless, this study has several important strengths, including the fact that all the cases
included were naive, taking no medication. It has been suggested that certain drugs,
especially the psychostimulants often used in the treatment of ADHD, can affect
biological rhythms such as diurnal behaviors (Algahim et al., 2009; Antle et al., 2012), as
well as they may also have an important role in the neurophysiology of suprachiasmatic
nucleus (NSQ) (Antle et al., 2012) and diurnal patterns of gene expression of clock genes
(Baird et al., 2013)

Conclusions

We have demonstrated that circadian activity patterns in ADHD children and adolescents
are different than those of control subjects, especially the subtype ADHD-Combined,
which confirm that the ADHD-Combined would be more active than those with ADHD-
Inattentive. This observation would permit and examination of the potentially used of the
study of circadian patterns as clinical tool to help in the diagnosis of ADHD.
Unfortunately, we cannot find any relationship between circadian variables and the
increased BMI observed in ADHD-Inattentive. Further research into modulation of
circadian deficits in ADHD may prove beneficial in understanding the underlying causes
of the symptomatology and may serve to aid in appropriate and efficacious treatment of

the disorder.

68



4. Resultados Valeria Carpio Arias

Acknowledgements

The study was supported by a grant from the Subdireccién General de Evaluacion y
Fomento de la Investigacion (PI11/2009) from the Instituto de Salud Carlos IlI,
Ministerio de Ciencia e Innovacion, Spain; TCA was supported by a scholarship from
Secretaria Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (SENESCYT) of Ecuador and
ARH was supported by a scholarship from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) of México. We are grateful to Dr. Ramirez, Dr. Hernandez and Dr. Serrano
for their assistance with material collection and to the patients and families for their
collaboration and implication. Declaration of Conflicting Interests: The authors
declared they had no conflicts of interests with respect to their authorship or the

publication of this article.

References:

Algahim, M. F., Yang, P. B., Wilcox, V. T., Burau, K. D., Swann, A. C., & Dafny, N.
(2009). Prolonged methylphenidate treatment alters the behavioral diurnal activity pattern of adult
male Sprague—Dawley rats. Pharmacology Biochemistry and Behavior, 92(1): 93-99.

American Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders: DSM-IV (4th ed.). Washington DC: American Psychiatric Publishing. 2000

Antle, M. C., van Diepen, H. C., Deboer, T., Pedram, P., Pereira, R. R., & Meijer, J. H.
(2012). Methylphenidate modifies the motion of the circadian clock. Neuropsychopharmacology,
37(11): 2446-2455.

Baird, A. L., Coogan, A. N., Kaufling, J., Barrot, M., & Thome, J. (2013). Daily
methylphenidate and atomoxetine treatment impacts on clock gene protein expression in the
mouse brain. Brain Research, 1513(4): 61-71.

Baird, A. L., Coogan, A. N., Siddiqui, A., Donev, R. M., & Thome, J., (2012). Adult
attention-deficit hyperactivity disorder is associated with alterations in circadian rhythms at the
behavioral, endocrine and molecular levels. Molecular Psychiatry, 17(10), 988—
995.doi.org/10.1038/mp.2011.149.

Baron, K. G., & Reid, K. J. (2014). Circadian misalignment and health. International
Review of Psychiatry 26(2):139-154.

Bijlenga, D., Van Someren, E. J., Gruber, R., Bron, T. L., Kruithof, I. F., Spanbroek, E.
C., & Kooij, J. J. (2013). Circadian rhythms and ADHD Body temperature, activity and melatonin
pro fi les in adults with attention-deficit / hyperactivity disorder and delayed sleep: a case —
control study. Journal of Sleep Research, 22(6): 607-616.

Broussard, J. L., & Van Cauter, E. (2016). Disturbances of sleep and circadian rhythms:

novels risks factors for obesity. Current opinion in endocrinology, diabetes and obesity, 23(5):
353-359.

69



4. Resultados Valeria Carpio Arias

Brookes, K., Xu, X., Chen, W., Zhou, K., Neale, B., Lowe, N...Asherson, P. (2006). The
analysis of 51 genes in DSM-IV combined type attention deficit hyperactivity disorder:
association signals in DRD4. DAT1 and 16 other genes. Molecular Psychiatry, 11(10):934-953.

Caci, H., Bouchez, J., & Baylé, F. J. (2009). Inattentive Symptoms of ADHD Are Related
to Evening Orientation. Journal of Attention Disorders, 13(1): 36—41.

Chamorro, M., Lara, J. P., Insa, 1., Espadas, M., Alda-Diez, J. A (2017) Evaluation and
treatment of sleep problems in children diagnosed with attention deficit hyperactivity disorder:
an update of the evidence Revista de Neurologia 64(9): 413-421.

Coogan, A. N., McGowan, N. M. (2017) A systematic review of circadian function,
chronotype and chronotherapy in attention deficit hyperactivity disorder. Attention Deficit
Hyperactivity Disorder, 9(3): 129-147.

Cortese S., & Tessari L. (2017) Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) and
Obesity: Update 2016. Current Psychiatry Report. 19(1):4. doi: 10.1007/s11920-017-0754-1.

Cortese, S., Faraone, S. V., Bernardi, S., Wang, S., & Blanco C. (2013) Adult attention-
deficit hyperactivity disorder and obesity: Epidemiological study. British Journal of Psychiatry
203(1):24-34.

De Zwaan, M., Gruss, B., Miiller, A., Philipsen, A., Graap, H., Martin, A., Glaesmer, H.,
Hilbert, A. (2011) Association between obesity and adult attention-deficit/hyperactivity disorder
in a German community-based sample. Obesity Facts. 4(3):204-11.

DuPaul, G.J., Power, T. J., Anastopoulos, A. D., & Reid, R., (1998). ADHD Rating Scale-
IV: Checklists, Norms and Clinical Interpretation. New York, NY: The Guilford Press.

Durmus, F. B., Arman, A. R., Ayaz, A. B. (2017). Chronotype and its relationship with
sleep disorders in children with Attention deficit hyperactivity disorder. Chronobiology
International 34 (7): 886-894.

Garaulet, M., Ordovas, J. M., Madrid, J. A. (2010).The chronobiology, etiology and
pathophysiology of obesity. International Journal of Obesity, 34(12):1667—1683.

Imeraj, L., Antrop, 1., Roeyers, H., Swanson, J., Deschepper, E., Bal, S., & Beboutte, D.
(2012) Time-of-day effects in arousal: disrupted diurnal cortisol profiles in children with ADHD.
Journal of Child Psychology and Psychiatry, 53(7): 782-798.

Jeong, S. H., Yu, J. C., Lee, C. H., Choi, K. S., Choi, J. E., Kim, S. H., & Joo, E. J. (2014).
Human CLOCK gene-associated Attention Deficit Hyperactivity Disorder-related features in
healthy adults: quantitative association study using Wender Utah Rating Scale. European
Archives of Psychiatry and Clinical Neurosciences, 264(1): 71-81.

Johnston, J. D., Ordovas, J. M., Scheer, F. A., Turek, F. W. (2016). Circadian Rhythms,
metabolism, and chrononutrition in rodents and humans. Advances of Nutrition, 7(2):399-406.

Kissling, C., Retz, W., Wiemann, S., Coogan, A. N., Clement, R. M., Hiinnerkopf,
R.,...Thome, J. (2008). A polymorphism at the 3’-untranslated region of the CLOCK gene is
associated with adult attention-deficit hyperactivity disorder. American Journal of Medical
Genetics.Part B Neuropsychiatr. 147(3): 333-338.

Kooij, S., & Bijlenga, D. (2014). The Circadian Rhythm in Attention-Deficit/
Hyperactivity Disorder and Health. ADHD Report 22(3): 399-406.

70



4. Resultados Valeria Carpio Arias

Lasky-Su, J., Neale, B. M., Franke, B., Anney, R. J., Zhou, K., Maller, J. B, ... Faraone,
S. V. (2008). Genome-wide association scan of quantitative traits for attention deficit
hyperactivity disorder identifies novel associations and confirms candidate gene associations.
American Journal of Medical Genetics Part B: Neuropsychiatr. Genetics 147B (8): 1345-1354.

Mcgowan, N. M., Voinescu, B. I. & Coogan, A. N. (2016). Sleep quality, chronotype and
social jetlag differentially associate with symptoms of Attention deficit hyperactivity disorder in
adults. Chronobiology International, 33(10): 1433-1443.

Mogavero, F., Jager, A., & Glennon, J. C. (2016). Clock genes, ADHD and aggression.
Neuroscience and Biobehavioral Reviews S0149-7634(16)30448-1.
doi:10.1016/j.neubiorev.2016.11.002.

Polanczyk, G. V., Salum, G. A., Sugaya, L. S., Caye, A., Rohde, L. A. (2015). Annual
research review: A meta-analysis of the worldwide prevalence of mental disorders in children and
adolescents. Journal of Child Psychology Psychiatry, 56(3): 345-365.

Rybak, Y. E., McNeely, H. E., Mackenzie, B. E., Jain, U. R., Levitan, R.D. (2007)
Seasonality and circadian preference in adult attention-deficir/hyperactivity disorder: clinical and
neuropsychological correlates. Comprehensive Psychiatry, 48(6): 562-571

Tonetti, L., Conca, A., Giupponi, G., & Natale, V. (2017). Circadian pattern of motor
activity in adults with attention-deficit / hyperactivity disorder. Chronobiology International,
34(6):802-807.

Ulloa, R. E., Ortiz, S., Higuera, F., Nogales, 1., Fresan, A., Apiquian, R.,... de la Pena, F.
(2006) Interrater reliability of the Spanish version of Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School-Age Children--Present and Lifetime version (K-SADS-PL) [in
Spanish]. Actas Espafiolas de Psiquiatria, 34(1): 36-40

Van Someren EJW. Improving actigraphic sleep estimates in insomnia and dementia:
How many nights? (2007) Journal of Sleep Research 16(3):269-75.

Van Veen, M. M., Kooij, J. J., Boonstra, A. M., Gordijn, M. C., & Van Someren, E. J.
(2010). Delayed circadian rhythm in adults with attention-deficit/hyperactivity disorder and
chronic sleep-onset insomnia. Biological Psychiatry 67(11):1091-1096.

Vogel, S. W., Bijlenga, D., Tanke, M., Bron, T. L., van der Heijden, K. B., Swaab, H.,
...Sandra Kooij, J. J. (2015). Circadian rhythm disruption as a link between Attention-
Deficit/Hyperactivity Disorder and obesity? Journal of Psychosomatic Research, 79(5), 443—450.

Vogel, S. W., Bijlenga, D., Tanke, M., Bron, T. L., van der Heijden, K. B., Swaab, H.,...
Sandra Kooij, J. J. (2015). Circadian rhythm disruption as a link between Attention-
Deficit/Hyperactivity Disorder and obesity? Journal of Psychosomatic Research, 79(5): 443-450.

World Health Organization. Child growth standards; Cited 2017. Avalaible in:
http://www.who.int/childgrowth/standards/imc_para_edad/es/.

Xu, X., Breen, G., Chen, C. K., Huang, Y.S., Wu, Y.Y., & Asherson, P. (2010).
Association study between a polymorphism at the 3’-untranslated region of CLOCK gene and
attention deficit hyperactivity disorder. Behavioral and Brain Function. 12, 6:48.
doi.org/10.1186/1744-9081-6-48.

71



4. Resultados

Valeria Carpio Arias

Table 1. Definition of circadian variables calculated to characterize motor activity.

Variable name

Definition

Mean value of the motor activity rhythm fitted to a cosine function.

MESOR
Median Median of the measurements of the motor activity
23:00-06:00 Mean of the measurements of the motor activity carried out in 1-minute

07:00-12:00 13:00-
17:00 18:00-22:00

intervals during the following period of time: 23:00-06:00, 08:00 -12:
00; 13:00 -17: 00 and 18:00 -22: 00 hours respectively.

Amplitude

Difference between the maximum (or minimum) value of the cosine
function and MESOR. A greater amplitude indicates a strong marked
rhythm.

Relative amplitude
(RA)

Difference between L5 and M 10 divided by the sum of L5 and M10

Acrophase

Timing of the maximum value of the cosine fitted relative to local
00:00 h.

Acrophase, np

Nonparametric acrophase.

Quantifies the fragmentation of periods of rest and activity. A high

Intradail . . A, . .. .
n r'adevu'y intra-daily variability indicates multiple transitions between periods of
variability (IV) ..
rest and activity.
It provides an r vector with its origin at the center of a circumference of
Rayleigh test (R) radius 1. The vector r (between 0 and 1) is proportional to the degree of

phase homogeneity during the analyzed period. It can be considered to
be a measure of the rhythm’s stability during successive days.

% Variance

Percentage of the variance explained by a 24-hour rhythm, according to

Periodogram a periodogram calculation.

MI0 Mean of the measurements made at 1-minute intervals during the 10
consecutive hours with the maximum motor activity.

L5 Mean of the measurements made in 1-minute intervals during the 5

consecutive hours with lower activity.
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Table 2. General characteristics in subjects with attention deficit hyperactivity disorders

(ADHD) and in control subjects”

Cases (ADHD) Controls p-value
n =60 n =60

General characteristics
Gender, % male (n) 56.7 (34) 56.7 (34) ---
Age, years 9.3 (2.8) 9.3 (2.8) -
ADHD symptoms*
Inattention 18.2 (5.8) 252 (3.1 <0.001
Hyperactivity 14.2 (7.6) 2.5 (3.0) <0.001

Total 324 (11.3) 4.9 (5.1 <0.001

Comorbid diagnoses

Oppositional defiant disorder, % (n) 33.3 (20) 0 0) ---
Anxiety, % (n) 23.3 (14) 3.3 2) -—-
Conduct disorder, % (n) 3.3 2) 0 0) ---
Depression, % (1) 1.7 (1) 1.7 1 ---

"Data are shown mean (SD), unless otherwise indicated; Bold face representing statistical differences with
p < 0.05;" ADHD-Rating scale (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, IVth edition)
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Table 3. Motor activity parameters in subjects with ADHD (ADHD-Inattentive and
ADHD-Combined) and control subjects*.

ADHD-I (n=22) ADHD-C (n=38) Controls (n=60) p-value
MESOR 2393.4(497.9) 2698.2(603.8)° 2409.2(468.9) 0.023
Median 2183.2(559.1)° 2522.3(675.6)° 2115.1(485.0) 0.007
23:00-06:00 392.2(199.8) 343.8(353.4) 288.4(205.6) 0.287
07:00-12:00 4050.5(1306.8) 4181.1(1217.9) 4178.0(864.2) 0.971
13:00-17:00 3954.9(1076.4) 4549.9(1353.3) 4357.7(1213.6) 0.945
18:00-22:00 3689.4(923.9)* 4289.8(1099.5)° 3439.8(977.1)* <0.001
Amplitude 2284.7(636.5) 2707.6(765.1) 2473.3(671.5) 0.724
Amplitude 0.94(0.02) 0.94(0.04) 0.95(0.02) 0.079
relative
Acrophase 15:26(00:39)* 15:42(01:07)* 14:59(00:49)° <0.001
Acrophase np 15:31(01:06)* 15:51(01:33)* 14:59(01:08)° 0.002
Intradaily 0.41(0.1) 0.38(0.1) 0.39(0.1) 0.633
variability
Rayleigh 0.96 (0.04) 0.94(0.06) 0.94(0.06) 0.093
Variance 41.6(5.5) 42.5(7.8) 41.1(6.7) 0.082
Periodogram
M10 4102.8(990.7)* 4771.7(1175.8)° 4283.9(975.5)* 0.048
L5 119.1(41.8) 141.6(74.5) 117.0(52.0) 0.083

"Data are shown mean (SD); Values bearing the different letters differ significantly at p<0.05.

Data were adjusted by age and gender as covariates.

74



4. Resultados Valeria Carpio Arias

Table 4. Body weight parameters and dietary intake in subjects with ADHD (ADHD-
Inattentive and ADHD-Combined) and control subjects™*.

ADHD-I1 ADHD-C Controls p-value
(n=22) (n=38) (n=60)
BMI 21.2 (4.4 18.4 (3.9 18.0 (3.3)° 0.030
BMI-Z score 0.91 (1.0)* 0.57 (1.1)° 0.25 (1.1)° 0.044
Physical activity, 1341 (627) 1227 (914)* 861 (483)° 0.001
kcal/day
Energy, kcal/day 1466 (226) 1693 (419) 1626 (382) 0.054
% Carbohydrate 49.3 (4.1) 46.8 (4.8) 47.8 (4.4) 0.261
% Fat 31.6 (3.6) 31.8(3.3) 31.8(3.6) 0.962
% Protein 18.8 (3.0) 19.1 2.7) 20.1 (2.8) 0.878
Simple sugars, g/day 54.5 (10.5)* 63.3 (15.8)° 58.8 (17.1)* 0.031

"Data are shown mean (SD); Values bearing the different letters differ significantly at p<0.05. Data were
adjusted by age and gender as covariates.
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Figure 1. Daily variability in measurements of motor activity in subjects with ADHD

versus controls.
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Means and standard deviations of the 24-hour activity rhythm (i.e., mean number of movements in 1-minute
epoch in one recording hour) of patients with attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) and control
subjects. The arrows indicate the times of day in which motor activity is significantly higher in ADHD
patients compared to control subjects. And asterisk indicates the time of the day where the activity is
significantly higher in controls. Average activity per hour in a day measured by actigraphy during a period
of 7 days in subjects with ADHD versus control subjects.
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Figure 2. Scatterplot depicting correlations between hyperactivity scale* and L5 in subjects with
ADHD (Fig2a) and subjects with ADHD-combined (Fig 2b).
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4.2  Seasonal light variability related with circadian alterations of
motor activity in children and adolescents with ADHD versus control

patients.
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Abstract:
Objective:

Previous studies have shown that alterations of the circadian system in patients with
ADHD are usually highly prevalent. It has also been suggested that sensitivity to light
and its impact on alertness could show inter-individual differences. We aimed to evaluate
the impact of light intensity on the motor activity of children and adolescents with ADHD
respect to control subjects. To do so, we compared the activity of ADHD patients with
healthy controls in summer and winter time. Results: A positive correlation was found
between the amplitude of light intensity related to seasonal time variability and motor
activity in subjects with ADHD compared with control subjects. This results suggesting

a possible role of light sensitivity in ADHD the patients.

Keywords: Light intensity, motor activity, circadian variables, ADHD.
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Introduction:

ADHD is a most common psychiatric disorder in childhood (Willcutt, 2012). Recent but
solid findings show that subjects with ADHD could have a high susceptibility to alteration
in their circadian rhythms, which is summarized in a recent systematic review by Coogan
& McGowan (2017). Evidence was found that ADHD is associated with more
eveningness/later chronotype and with phase delay of circadian phase markers such as

dim light melatonin onset and delayed sleep onset (Coogan & McGowan 2017).

On the other hand, one of the main external synchronizers of the endogenous circadian
clocks are the light / dark cycles. Light is necessary for image formation by the visual
system, but is also essential for the regulation of numerous circadian non-image-forming
(NIF) functions, which include the direct improvement of alert and performance. These
NIF effects are distinct from classical visual system (which includes rods and cones),
because this system recruits a novel class of photoreceptors, which consists of
intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (ipRGC). These cells express the
photopigment melanopsin that have a maximal sensitivity to blue light (Gaggioni et al.,
2017). In addition, inter-individual differences in the sensitivity to light are also starting

to be known (Chellappa et al., 2011).

Light is related to the circadian clock functioning, but also conveys a direct (exogenous)
stimulating signal that impacts on alertness (Lockley et al., 2006). Therefore, the alert and
activity state, that are key factors in the study of ADHD, could be linked to light intensity.

Our hypothesis is based on the fact that the subjects with ADHD could have a greater
sensitivity to the exposure of the light showing higher levels of activity during the months
of greater amount of light (summer time) with respect to their similar (subjects of the

control group).
Study design:

60 children and adolescents with newly diagnosed ADHD (naive, no pharmacological

treatment) and 60 controls were studied in a sex- and age-matched case-control study.

Subjects were recruited at the ADHD Unit of the Department of Child and Adolescent
Psychiatry and Psychology of the Hospital of Sant Joan de Déu in Barcelona (Spain).
They were diagnosed for the first time and had never been evaluated for psychiatric

disorders or treated with psychopharmacological medicine. The ADHD diagnosis was
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performed according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 4th
Edition (DSM-IV-TR) (American Psychiatric Association). The ADHD Rating-Scale-1V
(ADHD RS-1V) for parents was used as screening for diagnosis of ADHD (DuPaul et al.,
1998). The Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia-Present and
Lifetime version (K-SADS-PL) was also used to confirm the ADHD diagnosis and other
comorbidities (Ulloa et al., 2006). Exclusion criteria were: 1Q < 70, autism spectrum
disorder, psychosis, developmental disorders, any ADHD drug treatment or nutrient
(mineral/vitamin) complement. Controls were recruited from the ADHD patients’
classmates (40%) and from patients attending in other hospital services (60%) (i.e. minor
surgery ambulatory, or similar ones). Controls were screened for the absence of ADHD
symptoms and the same exclusion criteria were applied also to controls. The study was
approved by the Ethical Committee of the Hospital of Sant Joan de Déu (Barcelona,
Spain). Written informed consent was obtained from participant’s parents, and verbal
assent from the participants. Demographic and clinical data were obtained from both

subjects and parents.

Actigraph.

We used the actigraph (ActiSleep, ActiGraph, Pensacola, FL, USA) programmed to
collect motor activity and light intensity data each minute for 7 consecutive days and
nights, children and adolescents were required to wear the actigraph on the non-dominant

wrist and actigraph was only removed while bathing.
Actigraph- motor activity daily rhythm.

Motor activity and light intensity data were analyzed using an integrated package for

time-series analysis “Temps” (Diez Noguera, 1999).

Children and adolescents wore the actigraph in different months along the year, except in
August. Thus, two experimental groups were considered: 1) children wearing the
actigraph in summer time, and 2) children wearing the actigraph in winter time. In Spain,

clocks are advanced 1 hour in summer (daylight saving time).

The following circadian variables were calculated for motor activity: MESOR value of
the rhythm of motor activity adjusted to a cosine function; Median: median of the data;
Amplitude: Difference between the maximum (or minimum) value of the cosine function
and MESOR. A greater amplitude indicates a strong marked rhythm; Relative amplitude

. difference between the maximum (or minimum) value of the cosine function related to
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the MESOR; Acrophase: time of the maximum value of the adjusted curve of the cosine
in relation to 00:00 hours); Acrophase, np: Nonparametric acrophase; Intradaily
variability: quantifies the fragmentation of periods of rest and activity; Rayleight test:
Test that provides a vector r with its origin in the center of a circle of radius 1, indicates
the grouping of the acrophases across the days and can be used as an indicator of the
stability of the rhythm; PV: Percentage of variance explained by a 24-hour rhythm,
according to a periodegram technique; M10: mean of the value of the 10h with highest
activity; LS: mean of the measurements made in 1-minute intervals during the 5

consecutive hours with lower activity.

The average of motor activity measurements during the diurnal phase (which coincides
with motor activity) was calculated at 1-minute intervals. For the analysis groups were

made in the following time ranges: 08:00-12:00, 13:00-17:00 and 18:00-22:00.

Environmental light was detected by the same device than activity. The amplitude of the
daily light intensity was studied for each group of subjects during the different months

and it can be considered a good indicator of the light of the environment.
Results and discussion
General aspects:

Figure 1 shows the average of the light variability during the months of the year, there is
a clear rise during the months of summer time and a decline in the months corresponding

to winter time.

Figure 2 shows clear differences between light intensity in summer time and light
intensity in winter time, however, it is curious that the amplitude of light is significantly

higher in subjects with ADHD versus controls subjects, only in summer time.

Variation of seasonal light intensity with respect to subjects with ADHD and control

subjects.

Table 1 shows the averages of different circadian variables of motor activity between the
summer time and winter time in cases and controls. The acrophase was different
according to the seasons and the groups, with a delayed acrophase in subjects with ADHD
in both summer (p=0.004) and winter (p=0.001) time compared with controls.
Additionally, the nonparametric acrophase (np) showed significant results only in the

winter time, where again the subjects with ADHD showed a delayed acrophase.
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Moreover, it was observed that the average of motor activity was higher, in subjects with
ADHD, in time range of 18:00-22:00 nevertheless and interestingly, these values were
significant only in summer time. It could therefore be suggested that subjects with ADHD
usually present more problems to fall asleep or show more movements before to go to the

bed than healthy patients.

Variability of motor activity of subjects with ADHD versus control subjects with

respect to light intensity.

To verify our hypothesis that motor activity increases as light intensity increases we
carried out linear Pearson correlations between amplitude of light intensity and several

circadian motor activity variables calculated for this purpose.

In winter time, when all the subjects (ADHD + controls subjects) were considered, a
positive correlation was found between the amplitude of the light and the average of
motor activity between 18:00-22: 00 (r =0.334, p =0.004; n =72). However, when
performing the differentiated analysis according to the study groups, that is, subjects with
ADHD and control subjects separately, it was found that: subjects with ADHD showed a
positive correlation between light intensity and the amplitude of the motor activity (r =
0.344; p=0.050, n=33), the maximum value at 10 hours (r = 0.371, p =0.033, n =33) and
the mean value in the daytime period of 18:00-22:00 (r = 0.397; p=0.022; n=33), none of

these correlations were found in the control subjects.

Similary, when all the subjects (ADHD + controls subjects) were evaluated in summer
time, a positive correlation could be observed between the amplitude of the light and the
following calculated variables of motor activity: amplitude of motor activity (r = 0.338,
p=0.019, n = 48), M 10 (r = 0.374, p=0.009, n = 48), average of motor activity from
08:00-12:00 (r=0.415, p=0.003, n =48) and from 13:00 - 17:00 pm (r = 0.298, p=0.039,
n = 48). However, when performing the differentiated analysis according to the study
groups, that is, subjects with ADHD and controls separately, it was found that: subjects
with ADHD showed a positive correlation between light intensity and the amplitude of
motor activity (r= 0.431, p=0.025, n=27), Rayleight test (r=0.390, p=0.044 , n=27), M10
(r=0.455, p=0.017, n=27), average value in the activity from 08:00-12:00 (r = 0.515, p=
0.006, n = 27) and from 13:00 — 17:00 (r = 0.427 p=0.026, n = 27), none of these

correlations were found in the control subjects.
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We could conclude that motor activity is higher in summer in subjects with ADHD,

possibly correlated with light intensity.

It is further shown in Figure 3 that the motor activity patterns in ADHD children show
higher values than controls in summer time. Statistically significant differences have been
found at 12:00, 20:00 and 22:00 between the subjects with ADHD and the control

subjects.

It is also shown in Figure 3, that the patterns of motor activity in children with ADHD
show higher values than controls especially in the summer time. In this sense, the
averages of motor activity in cases were higher and statistically significant in the subjects
with ADHD at 12:00, 20:00 and 22:00 hours compared to the control subjects. While in
winter time, motor activity in subjects with ADHD was only higher at 22:00 hours

compared to control subjects.

Finally, we observed that subjects with ADHD of male gender showed higher values of
motor activity in summer time (p = 0.008), which agrees with the hypothesis that ADHD
has a higher inattentive/hyperactive subtype in men than in women (Bauermeister et al.

al., 2007) however there is still a debate on this topic.

We cannot know if ADHD children had spent more time outdoors in summer than
controls. Moreover, we do not know if activity is correlated with ADHD subtypes,

behavioral symptoms, psychopathology comorbidities or other clinical variables.

However, our results follow a hypothesis that motor activity patterns are higher during
summer time, and indicate that the intensity of light may affect strongly the subjects with
ADHD than healthy subjects. However, we did not correlate the motor activity values
with morbidities in ADHD, thus we do not know if the increase in motor activity in
summer time, could be an indication of improvement or worsening the symptomatology

of the subjects.

More research is required regarding the physiological mechanisms that may be involved

in the light-receptors in patients with ADHD.
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Figure 1. Light intensity variation in the subjects of the study sample throughout the

year.
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Figure 2. Differences between light variation amplitude in summer and winter time in

patients with ADHD and control subjects.
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4. Resultados

Table 1. Motor activity in winter and summer time in ADHD subjects and in control groups®.

Circadian Variables Winter Time Summer Time

Cases Controls p-value Cases Controls p-value

n=33 n=39 n=27 n=21
MESOR 2487.1 (596.9) 2464.1 (423.8) 0.631 2707.8 (549.8) 2307.2 (539.1) 0.095
Median 2264.3 (585.0) 2195.9 (422.8) 0.244 2561.3 (701.4) 1964.9 (563.8) 0.019
Amplitude 2475.5 (750.1) 2526.9 (639.3) 0.980 2646.8 (739.6) 2373.8 (733.2) 0.989
Amplitude relative 0.94 (0.03) 0.95 (0.02) 0.258 0.94 (0.04) 0.94 (0.02) 0.179
Acrophase, time 9322 (49.3) 897.2 (37.8) 0.001 948.5 (67.4) 902.3 (65.9) 0.004
Acrophase np 936.5 (79.2) 903.2 (59.5) 0.054 961.1 (88.5) 893.4 (84.3) 0.011
Intradaily variability 0.41 (0.06) 0.39 (0.05) 0.077 0.37 (0.07) 0.38 (0.08) 0.960
Rayleigh 0.96 (0.03) 0.94 (0.06) 0.073 0.94 (0.08) 0.92 (0.07) 0.846
PV 41.7 (5.9) 41.9 (6.2) 0.530 42.7 (8.4) 395 (7.3) 0.614
M10 4372.1  (1171.7) 4368.6 (933.9) 0.761 4715.1  (1114.8)  4126.8  (1053.8)  0.393
L5 1243 (51.2) 114.6 (50.8) 0.417 144.4 (78.2) 121.4 (54.9) 0.116
08:00 —12:00 3373.2 (971.3) 3489.1 (664.5) 0.741 3612.7 (1233.8) 3247.1 (882.9) 0.833
13:00 - 17:00 4220.3 (1283.2) 4473.2 (1116.4) 0.456 4467.9 (1292.3) 4143.4 (1379.1) 0.618
18:00 —22:00 3837.7 (1087.9) 3517.1 (976.3) 0.116 4353.2 (997.2) 3296.5 (1177.1) 0.012

“Data show as mean (SD). Values adjusted by age and gender.
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Figure 3. Comparison of motor activity in winter and summer time in subjects with ADHD versus control subjects.
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4.3  Sleep quality and sleep disturbances associate with diet in children

and adolescents with ADHD: a control-case study.
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Abstract:

Complaints of sleep problems in patients with ADHD are not uncommon in clinical
practice. Diet also influences ADHD symptomatology and sleep. The study aims to
examine interrelationships between sleep (quality and disturbances) and diet in children
and adolescent recently diagnosed with ADHD. Sleep parameters (measured by
actigraphy) and sleep disturbances (measured with the Sleep Disturbance Scale for
Children) along with dietary intake and biochemical nutritional parameters were
measured in 120 children and adolescents (60 ADHD and 60 controls, sex- and age-
matched control study). Relationships were investigated with multiple linear regression
analysis. Children and adolescents with ADHD showed statistically significant higher
score of sleep total problems (STP) than controls (p<0.001). Children and adolescents
with ADHD who had a lower intake of dietary fiber and of certain vitamins and minerals
showed more total sleep problems and higher excessive daytime somnolence while
ADHD subjects with a higher serum ratio of AA/DHA had more difficulty in initiating
and maintaining sleep. Low levels of iron serum levels were also related with lower sleep
efficiency in ADHD children and adolescents. All these associations were only found in
ADHD subjects and not in controls. These findings support the interrelationship between
diet, nutrients and sleep in children and adolescents with ADHD. Our data support the
notion that the quality of the diet should be also considered in ADHD.

Keywords: ADHD: attention-deficit/hyperactivity disorder; Sleep quality; Diet;

Nutrients.
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Introduction

Sleep disturbances are particularly widespread in one of the most common
neurodevelopmental disorders in childhood and adolescence— attention deficit
hyperactivity disorder (ADHD) [1-4]. In general, sleep disturbances have negative
consequences in different areas of a child’s life. For instance, sleep problems have a
negative impact on attention and/or behavior and on daytime sleepiness of children [5-7],
which can have repercussions on academic or cognitive performance, which may be

already affected in children with ADHD. [8]

Another factor that has been shown to contribute to ADHD symptomatology is diet [9,10],
with some studies reporting manifestation of ADHD like behavior after consumption of
certain foods [11]. Therefore, both sleep disturbances and diet may be contributing factors
to ADHD symptomatology. Furthermore, there is evidence to suggest that there is an
additional and independent relationship between diet and sleep [12-15]. Several studies
have shown that diets high in carbohydrates, particularly those with a high glycemic index
and low in fats, promote increased sleep duration and reduce sleep-onset latency [15,16]
while high-fat and simple sugar intakes can affect negatively sleep quality [15]. On the
other hand, some foods, such as milk products, fish, fruit, and vegetables, might also have

sleep-promoting effects [12, 15].

Given that both sleep disturbance and diet are contributing factors to ADHD
symptomology, and diet has been shown to affect sleep, we aimed to investigate
relationships between sleep and dietary intake in children and adolescents newly
diagnosed with ADHD (naive) in comparison with subjects without ADHD. Knowledge
about these potential relationships in ADHD subjects is really scarce and only a
preliminary study has been previously published which found that total sleep disturbances

were related to higher intake of sugars and fats in children with ADHD [17].
Methods
Subjects

From 120 referrals, 60 children and adolescents (ages 6-16 years) newly diagnosed with
ADHD (naive) and 60 sex- and age- matched controls participated. Cases were recruited
at the ADHD Unit of the Department of Child and Adolescent Psychiatry and Psychology
of the Hospital of Sant Joan de Deu in Barcelona (Spain). The ADHD diagnosis was
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performed according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-
IV-TR) [18] The ADHD RS-IV-parents was used as screening for the diagnosis of ADHD
[19]. The Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia-Present and
Lifetime version (K-SADS-PL) [20] was also used to confirm the ADHD diagnosis and
other comorbidities while the Wechsler Intelligence Scale for Children-1V (WISC-1V)
[21] was applied to generate the intelligence quotient. ADHD diagnosis was conducted
by experienced psychiatrists. Exclusion criteria were: 1Q<70, autism spectrum disorder,
psychosis, developmental disorders, any ADHD drug treatment or nutrient
(mineral/vitamin) complement.

Controls were recruited from the ADHD patients’ classmates (40%) and from patients
attending other hospital services (60%) (i.e. minor surgery ambulatory, etc.). Controls
were screened for the absence of ADHD symptoms and the same exclusion criteria were
applied also to controls.

Procedure

The study was approved by the Ethical Committee of the Hospital of Sant Joan de Déu
(Barcelona, Spain). Written informed consent was obtained from participant’s parents,
and verbal assent from the participants. Demographic and clinical data were obtained
from both subjects and parents. Participants underwent a physical examination, including
height and weight. BMI was calculated as weight (kilograms) divided by height (meters)
squared and BMI was standardized to BMI Z-score using age and gender. The whole

evaluation, from the first to the last visit spread at most 3 weeks.
Assessment of dietary intake

Food consumption and nutrient intake were measured by a validated food frequency
questionnaire (FFQ) [22] administered by a trained interviewer. The FFQ comprised 45
items, including foods and beverages. For each food item participants were asked to
record their usual consumption, ranging from never or less than once per month to six or
more times per day. In addition, a 24-hr recall interview was conducted by telephone.
Total energy and nutrient intake were analyzed using the nutritional evaluation software
program PCN Pro v1.32 [23]. According to Willett et al. (1997) [24] an adjustment of
total energy was made for independent variables using the nutrient residual model
(adjusted for energy). Taking into consideration that most nutrients are positively

correlated with energy intake and this could introduce a confounding factor. The Willett’s
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methodology allows the calculation of the effect of a specific nutrient beyond any effect

due to the energy intake.
Assessment of actigraphy sleep parameters

Actigraphy was used to estimate sleep parameters objectively [25]. All the participants
wore an actigraph around the non-dominant wrist (ActiSleep, ActiGraph, Pensacola, FL,
USA) continuously for 7 consecutive days and nights; the actigraph was only removed
while bathing. A validated algorithm was used to calculate: time in bed (hh:mm:ss), time
out bed (hh:mm:ss), total sleep time (min), total time in bed (min), latency (min),
efficiency (%), wake after sleep onset (WASO, min), number of awakenings and time
average of awakenings (min). In addition, a division of working days and holidays was

made.

The energy expenditure by physical activity of participants was obtained also throughout
the actigraph (kcal/day).

Assessment of sleep disturbances

Sleep disturbances were measured with the Sleep Disturbance Scale for Children (SDSC)
[26] a well-validated, parental report instrument. Parents were asked to answer 26
questions which are grouped into six sleep factors: Behavioral Sleep problems of
Initiating and Maintaining Sleep (BSP); Sleep Breathing Disorder (SBD); Parasomnias-
Arousal Disorders (AD) such as nightmares and night terrors, and Sleep-Wake Transition
Disorders (SWTD), such as sleep walking, sleep talking and bruxism; Excessive Daytime
Somnolence (EDS); Sleep Hyperhidrosis — night sweating (HYH); and Total Sleep

Problems (TSP) which results of the sum of all individual questions scores.

Biochemical parameters

Morning fasting blood samples were obtained by venipuncture in the forearm of each
participant. Serum levels of iron, ferritin, transferrin, zinc, omega-6 and omega-3
polyunsaturated acids were determined in the Laboratory of Biochemistry of the Hospital

Sant Joan de Déu (Barcelona).
Statistical analyses

Continuous variables were expressed as mean + standard deviation (SD) or median and
interquartile range, whereas categorical variables were expressed as percentage.

Differences in normally and non-normally distributed continuous variables were
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compared using the Student’s T test and the Mann-Whitney U test, respectively.
Categorical variables were compared using the x 2 test. We assessed the associations
between actigraphic sleep parameters or subjective sleep disturbances (SDSC scale) on
dietary intake or biochemical parameters using Pearson correlations. Any significant
relationships between variables were further investigated with multivariable linear
regression. Analyses were performed using the SPSS 21.0 statistical software package
(SPSS Inc., Chicago, Ill., USA) and a p value<0.05 was considered statistically

significant.
Results
General characteristics, energy and nutrient intake and sleep parameters

The baseline characteristics of cases and controls are shown in Table 1. There were
statistically significant differences associated with ADHD for physical activity.
Regarding nutrient plasma levels, no statistically significant differences were found
among cases and controls with the exception of araquidonic acid levels, which were
higher in ADHD patients. Cases showed slightly lower plasma concentrations of iron and
ferritin but the differences were not significant. The cases showed an average value of
ADHD-RS (DMS-1V) of 34.2 (9.7) and the K-SADS confirmed the diagnosis of all the
cases. In regard to comorbid diagnoses, 33.3% of ADHD patients met cut-off criteria for
oppositional defiant disorder (ODD), 23.3% for anxiety, 3.3% for conduct disorder (CD)

and 1.7% for depression.

Regarding dietary intakes, individuals with ADHD consumed statistically higher amounts
of simple sugars and caffeine and lower amounts of total protein than controls (Table 2).
Moreover, no significant differences were found for total daily energy intake or other
nutrient intakes, besides vitamins A and B12, which were both higher in cases than in

controls.

No statistically significant differences were observed with respect to sleep parameters of
actigraphy between cases and controls in the total days. However, when carrying out the
analysis based on working days and holidays, it was observed that cases tend to get up
later than controls (p<0.01). In addition, subjects with ADHD seem to lie down later and

showed a slightly shorter total sleep time (except on work days) (Table 3).

Children and adolescents with ADHD showed statistically significant higher score of
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sleep total problems (STP) than controls and the percentage of the ADHD patients who
meet cut-off criteria for STP was larger when compare with controls (Table 4). In
addition, when compare to controls, cases showed more behavioral sleep problems of
initiating and maintaining sleep and more sleep-wake transition disorders and a higher
excessive daytime somnolence. The percentage of ADHD subjects who met the cut-off

criteria was also higher than in controls for those sleep disturbances.
Sleep disturbances associations with dietary intake in ADHD individuals

Associations between sleep disturbances and nutrient intake in children and adolescent
with ADHD are presented in Table 5. It should be noted that no significant correlations
between sleep disturbances and dietary intake were found in controls. Positive
associations were identified between sleep breathing disorders (SBD) and protein intake
and between excessive daytime somnolence (EDS) and fat intake. Dietary fiber intake
was negatively associated with both sleep total problems (STP) and excessive daytime
somnolence (EDS). Regarding micronutrient intakes (Table 5), negative associations
were identified between excessive daytime somnolence (EDS) and the consumption of
certain vitamins and minerals such as: thiamin, vitamin B6, acid folic, iron, and
magnesium. Intake of folic acid and iron was also negatively associated with sleep total
problems (STP). All of these associations were maintained after adjusting for gender, age,
physical activity and BMI. Lastly, no associations were identified between sleep
disturbances and serum nutrient levels, with the exception of a relationship between the
ratio of AA/DHA and BSP (Behavioral Sleep Problems of Initiating and Maintaining
Sleep) [6=1.4 95%IC 0.1-2.8; p=0.044], after adjusting for gender, age, physical activity
and BML

Sleep duration and efficiency associations with dietary intake and plasma levels of

nutrients

No associations were found between actigraphy parameters and dietary intake, except for
caffeine consumption which was associated with the “time in bed”, both in cases and
controls: [B (95%CTI) = 0.06(0.02-0.10), p=0.006] and [B (95%CI) = 0.12(0.004-0.229),
p=0.043], respectively, after adjusting for gender, age, physical activity and BMI.

On the other hand, a positive association was evident between sleep efficiency and iron
serum levels (p=0.041), after adjusting for gender, age, physical activity and BMI (Figure

1). The association was only found in subjects with ADHD and not in controls. No further
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associations were found among sleep actigraphy parameters and the other nutrient serum

values.
Discussion

To the authors’ knowledge this is the first study investigating the relationships between
dietary intake, serum nutrient levels, sleep parameters and sleep disturbances in children
and adolescents with ADHD. We are aware of only one similar study by Blunden et al
[17] but just the relationship between dietary intake and sleep disturbances in children
with ADHD was investigated [17]. Our results show that children and adolescents with
ADHD who had a lower intake of dietary fiber and of certain vitamins and minerals
showed more total sleep problems and more excessive daytime somnolence. Moreover,
ADHD subjects with a higher serum ratio of AA/DHA had more difficulty in initiating
and maintaining sleep. Related to sleep quality parameters, our main finding was that iron
serum levels were associated to sleep efficiency. It should be noted that none of the

relationships found for cases were found in controls.

There is a growing body of evidence showing that diet quality, certain foods and
nutrients can affect sleep in adult and young populations [12, 14, 15, 27]. More recently,
Cheng et al. (27), in a large cohort, found that insomnia symptoms were associated with
higher intakes of total energy, trans fat, and sodium and lower intake of vegetables.
However, there is still lacking robust scientific evidence supporting the actual role of diet
and nutrients on sleep quality in general population and especially in ADHD patients [12,
14, 17]. It has been reported that lower intakes of B vitamins and certain minerals (e.g.
magnesium) may disrupt sleep, and their effect seems to be based on their influence on
the secretion of melatonin [12,13,15]. In our study, lower intakes of vitamin Be and folic
acid were associated with greater excessive daytime sleepiness. Huang et al [29] found
significantly lower vegetable and vitamin Bs consumption in poor sleepers compared to
good sleepers in a population of elderly women, while folic acid intake was independent
inverse associated with sleep disturbances in adults [30]. The mechanisms that explain
these relationships are still unknown but folate and vitamin B deficiencies have been
linked with lower melatonin levels in rodents [13]. In addition, folate and Bg vitamin are

supposed to boost the formation of serotonin and tryptophan as coenzymes [13].

Magnesium low consumption was also related with a higher excessive daytime

somnolence in our study. The clinical evidence in humans on magnesium effects and
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sleep is scarce; however, a relationship between the concentration of magnesium in the
blood and sleep has been suggested [12, 13]. In this line, it has been reported that oral
magnesium supplementation improved sleep quality and total sleep time in subjects with
low magnesium intake [12, 33]. Rondanelli et al [33] found that the administration of
melatonin, magnesium, and zinc appears to improve the quality of sleep and the quality
of life in long-term care facility residents with primary insomnia compare with a placebo
capsule. It has been suggested that magnesium enhances melatonin secretion from the
pineal gland by stimulating serotonin N-acetyltransferase activity, the key enzyme in

melatonin synthesis [12].

The importance of long-chain polyunsaturated fatty acids for sleep initiation and
maintenance has long been known. Evidence suggests that the balance of DHA and AA
in the pineal gland regulates melatonin production, with higher levels of DHA relating to
increased levels of melatonin [34]. DHA seems needed for one of the enzymes, which
transforms serotonin into melatonin [13]. Epidemiological studies find that higher levels
of omega-3 fatty acids are associated with fewer sleep problems in infants [35] and
children with ADHD [36]. However, no improvement either in subjective or objective
parameters of sleep or secretion of melatonin was noticed in adults with chronic insomnia
after supplementation with polyunsaturated fatty acid capsules [37]. Consistent with the
fact that DHA seems to be needed for the synthesis of melatonin, we did find a positive
relationship between the ratio of AA/DHA and difficulties in initiating and maintaining
sleep. Thus, an increase in DHA levels would decrease the ratio AA/DHA and the sleep

difficulties would eventually decrease.

Regarding the role of energy and macronutrients intake on sleep, and in contrast
to the findings of Blunden et al [17], we did not find any significant relationship among
sleep disturbances and higher intakes of energy, fat, carbohydrates and sugar with the
exception of saturated fat intake, which was correlated with excessive daytime
somnolence only in ADHD subjects. Grandner et al [14] found, in a large sample of
children and adults, that high intakes of palmitic acid, a saturated fatty acid, was related
to sleep problems, such as difficulty in falling sleep. Also, it has been suggested that there
is an increase in brain sensitivity toward a food-related reward (e.g., unhealthy food
options as a reward) after sleep restriction [38-39]. However, note that most of supporting
evidence has been derived from sleep-restriction studies, which may have different

etiologies that poor sleep quality.
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Future studies examining the role of diets rich in saturated fatty acids and the

possible mechanisms are need, which could explain these relationships. We can

Our results also showed that lower iron serum levels were associated to poor sleep
efficiency. Although iron has been one of the most studied micronutrient involved in the
pathophysiology of ADHD, only few works have explored the association between iron
and sleep disturbances in ADHD patients. Studies have found associations between low
serum of ferritin and restless legs syndrome in ADHD children [40] and sleep wake
transition disorders, which includes items of abnormal movements and small awakenings
during sleep [41]. Consistent with those previous studies, we found that lower iron serum
levels were associated with lower sleep quality (measured as sleep efficiency). Cortese et
al [41] published a study in which they evaluated motor activity during sleep in children
with ADHD. They concluded that ferritin levels below 45ug/l might indicate a risk for
disruption of normal sleep patterns (abnormal movements and small awakenings) in
children with ADHD. However, in our study, no significant differences regarding ferritin

levels and disruption of normal sleep patterns were found.

Finally, the fact that caffeine intake was related with the time to go to bed in both
controls and cases can be more related to certain behaviors rather than a cause-
consequence. The interesting fact was that caffeine intake did not correlated with other
sleep quality parameters neither with total sleep time. Caffeine has both the stimulatory
and inhibitory mechanisms affecting the levels of melatonin [13]. Which of these
dominate in normal healthy subjects is not clear. Caffeine can decrease the synthesis of
melatonin but caffeine and melatonin compete for the same metabolizing liver
cytochrome P450 enzymes, resulting in higher serum levels of melatonin after large doses

of caffeine [42].

Some limitations of our design and methods should be acknowledged, such as the
case-control study design, which prevents our ability to assess cause-and-effect
associations. Furthermore, all dietary instruments such as food frequency questionnaires
measuring past food intake are vulnerable both to random and systematic measurement
errors. Neither the timing of food consumption nor the food additive content were
measured in this study and these reportedly affect sleep [43] and behaviour [44].
Nonetheless, this study has several important strengths, including the fact that all the cases
included were naive, taking no medication. The use of certain drugs might affect the food

choices and provoke changes to the child and adolescent’s diet and sleep. Also, well-
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trained, experienced psychiatrists and psychologists performed the evaluation.

In summary, our findings suggest that the interrelationship between diet and sleep
in children with ADHD may be of consequence and warrants further investigation. Given
the importance of treating ADHD from a holistic and multidisciplinary perspective and
the fact that both sleep and dietary intake are potentially modifiable behaviors, our
findings suggest the need for future studies to further understand and enable a more

holistic approach to the treatment of children and adolescent with ADHD symptoms.
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Table 1. General characteristics in subjects with attention-deficit hyperactivity disorder

(ADHD) and in control subjects.?

Cases (ADHD) Controls P-value
n=60 n=60
Gender, %male (n) 56.7 (34) 56.7 (34) -
Age, years 9.3 (2.8) 9.3 (2.8) -
Height, cm 136.5 (16.8) 138.6 (17.3) 0.496
Weight, kg 38.1 (16.2) 36.4 (14.5) 0.536
BMIP, kg/m? 19.6 (4.3) 18 (3.3) 0.042
BMI Z-Score 0.69 (1.1) 0.25 (1.1) 0.027
Physical activity, kcal/day® 1248.3 (824.6) 861.4 (483.3) 0.013
Nutrient blood and plasma levels
Iron, pg/dl 80.1 (32.5) 85.4 (32.1) 0.366
Transferrin, mg/dl 266.2 (29.9) 265.7 (27.9) 0.922
Ferritin, pg/L 36.2 (21.0) 422 (36.9) 0.273
Zinc, ng/L 988.6 (182.0) 975.5 (162.0) 0.680
AA acid, nmol/g Hb 3200.4 (610.7)  2909.9 (772.9) 0.031
DHA acid, nmol/g Hb 889.2 (232.2) 822.9 (348.8) 0.243
AA/DHA 3.7 (1.0 3.8 (1.1) 0.790

“Data are shown mean (SD) except for gender that is expressed as % of male participants (number); bBody
mass index; ¢ Measured with the actigraphy accelerometer ActiSleep; Bold face representing statistical
differences with p<0.05.
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Table 2. Energy (per day), nutrient (per day and per 1000 kcal) and caffeine (per day)

intake in subjects with attention-deficit hyperactivity disorder and in control subjects.?

Cases (ADHD) Controls p-value
n=60 n=60

Energy, kcal 1609.9 (375.3) 1626.9 (382.8) 0.806
Carbohydrates, g 122.7 (10.9) 119.6 (11.0) 0.114
Simple sugars, g 60.4 (16.7) 54.5 (10.5) 0.022
Protein, g 47.3(7.3) 50.1 (7.0) 0.031
Animal protein, g 34.5(7.1) 36.6 (7.8) 0.129
Vegetal protein, g 12.8(2.2) 13.5(2.6) 0.087
Fat, g 352(3.9) 35.4 (4.1 0.780
Saturated fat, g 14.0 (2.1) 14.2 (2.0) 0.448
Monounsaturated fat, g 11.5(1.3) 11.5(1.5) 0.793
Polyunsaturated fat, g 6.1 (1.7) 5.9 (1.6) 0.441
Dietary fiber, g 9.4(2.1) 10.2 (2.5) 0.057
Iron, mg 6.1 (1.0) 6.4 (1.1) 0.129
Zinc, mg 5.1(0.8) 5.4(0.7) 0.066
Calcium, mg 527.8 (122.0) 542.3 (108.8) 0.474
Magnesium, mg 166.3 (22.9) 168.6 (24.9) 0.599
Vitamin C, mg 71.7 (36.8) 71.9 (31.3) 0.970
Riboflavin, mg 1.0 (0.2) 1.1 (0.2) 0.512
Thiamin, mg 0.8 (0.1) 0.8(0.2) 0.387
Niacin, mg 10.4 (2.4) 11.1(2.4) 0.133
Vitamin Bg, mg 1.1(0.2) 1.11(0.2) 0.288
Folic acid, mg 144.5 (35.4) 153.3 (42.5) 0.218
Vitamin B, pg 2.7(0.7) 3.1(0.7) 0.013
Vitamin A, pg 330.8 (105.9) 370.4 898.39 0.036
Vitamin D, pg 1.5(0.8) 1.8 (0.9) 0.098
Vitamin E, mg 3.2(0.8) 3.4(0.9) 0.281
Caffeine, mg 3.8(5.3) 1.6 (1.9) 0.003

“Data are given in mean and (SD; Standard deviation); Bold face representing statistical differences with

p<0.05.
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Table 3. Sleep characteristics of subjects with attention-deficit hyperactivity disorder

and control subjects.?

Cases (ADHD) Controls p-value
n=60 n=60

Actigraph sleep parameters; total days

Time in bed 22:36:36 (00:53) 22:21:00 (00:58) 0.137

Time out bed 07:40:12 (00:51) 07:28:48 (00:50) 0.226

Total sleep time, min 468.2 (50.9) 474.5 (60.9) 0.540

Latency, min 10.6 (9.8) 8.4(6.9) 0.172

Efficiency, % 86.5(3.7) 85.0(11.9) 0.361

Wake after sleep onset, min 63.4 (20.0) 66.3 (22.7) 0.454

Awakenings 20.4 (5.4) 20.0 (5.5) 0.720

Average Awakenings, min 3.7(0.9) 3.9(1.1) 0.505
Actigraph sleep parameters; work days

Time in bed 22:58:12 (00:51) 22:45:36 (00:57) 0.189

Time out bed 07:48:36 (00:39) 07:30:00 (00:31) 0.005

Total sleep time, min 451.2 (44.4) 449.95 (46.3) 0.878

Latency, min 10.9 (9.0) 9.6 (7.7) 0.164

Efficiency, % 84.3 (6.0) 84.2 (6.8) 0.935

Wake after sleep onset, min 79.1(25.2) 76.6 (31.2) 0.633

Awakenings 23.6 (5.2) 23.1(5.0) 0.629

Average Awakenings, min 3.5(0.9) 3.3(0.9) 0.236

Actigraph sleep parameters; holydays

Time in bed 23:21:36 (00:39) 23:05:24 (00:31) 0.196

Time out bed 08:21:00 (01:28) 07:55:48 (00:45) 0.016

Total sleep time, min 453.83 (60.3) 466 (49.1) 0.225

Latency, min 11.8 (11.5) 9.8 (8.2) 0.870

Efficiency, % 83.7(7.3) 85.0 (5.7) 0.302

Wake after sleep onset, min 81.0 (32.0) 77.7 (28.5) 0.590

Awakenings 23.7 (6.3) 23.1(6.1) 0.601

Average Awakenings, min 3.7(1.8) 2.4(0.9) 0.203

*Data are given in mean and (SD; standard deviation). Bold face representing statistical differences with
p<0.001.
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Table 4. Sleep Disturbance of subjects with attention-deficit hyperactivity disorder and

control subjects.?

Cases (ADHD) Controls p-value
n=60 n=60
Sleep Disturbance Scale for Children (SDSC)
STP 61.27 (15.55) 45.25 (5.72) <0.001
BSP 56.65 (15.62) 44.78 (6.54) <0.001
SBD 51.78 (13.08) 47.93 (8.98) 0.063
AD 50.12 (8.73) 49.0 (7.79) 0.461
SWTD 65.13 (17.46) 49.05 (9.50) <0.001
EDS 57.95 (17.09) 46.45 (8.28) <0.001
HYH 52.92 (14.66) 48.77 (10.34) 0.076
Percentages of individuals who meet cut-off criteria for sleep disturbances (SDSC)
STP 55.0% 3.3% <0.001
BSP 53.3% 11.7% <0.001
SBD 21.7% 10.0% 0.080
AD 16.7% 10.0% 0.283
SWTD 76.7% 35.5% <0.001
EDS 56.7% 20.0% <0.001
HYH 26.7% 15.0% 0.116

Data are given in mean and (SD; standard deviation). STP: Sleep total problems; BSP: Behavioral Sleep
Problems of Initiating and Maintaining Sleep; SBD: Sleep Breathing Disorders; AD: Arousal Disorders;
SWTD: Sleep-Wake Transition Disorders; EDS: Excessive Daytime Somnolence; HYH Hyperhidrosis;
Bold face representing statistical differences with p<0.001.
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Table 5. Correlations between sleep disturbances measured with the Sleep Disturbance
Scale for Children (SDSC) and daily energy and nutrient intake in children and
adolescents (n=60) with ADHD.

STP BSP SBD AD SWTD EDS HYH

Energy, Kcal 0.06 0.06 -0.15 -0.10 0.11 0.05 0.05
Carbohydrates, g -0.24  -020 -0.11 -0.04 -0.20 -0.15  -0.80

Simple sugars, g -0.13 -0.09 -0.14 -0.02 -0.13 -0.04 -0.08
Protein, g 0.16 0.19 0.28* 0.09 0.10 -0.05 0.07
Fat, g 0.18 0.09 -0.08 -0.04 0.18 0.14 0.06

Saturated, g 0.18 0.10 -0.10 -0.04 0.15 0.28* -0.02
Monounsaturated, g 0.22 0.13 0.10 -0.04 0.18 0.22 0.07

Polyunsaturated, g -0.01 -0.03 -0.05 0.04 0.06 0.01 0.01
Dietary fiber, g -0.23*  -0.21 0.05 -0.04 -0.03 -0.34** -0.02
Vitamin C -0.22  -0.08 -0.08 -0.12 -0.12 025  -0.04
Riboflavin -0.03  -0.03 0.09 -0.07 0.03 -0.10 0.01
Thiamin -025  -0.08 0.13 -0.07 -0.17  -0.42**  -0.09
Niacin 0.01 0.07 0.09 -0.01 0.06 -0.19 0.08
Vitamin B6 -0.13  -0.06 0.06 -0.09 -0.02 -0.29* 0.02
Folic acid -0.27*  -0.18 -0.05 -0.12 -0.08 -0.37*  -0.04
Vitamin B12 -0.01 0.01 0.07 -0.15 -0.08 0.05 0.02
Vitamin A 0.01 -0.01  0.09 -0.09 0.01 -0.01 0.08
Vitamin D -024  -0.16 -0.01 -0.07 -0.25 -0.27  -0.08
Vitamin E -0.19  -0.13 0.02 0.04 -0.12 -0.27  -0.07
Calcium 0.06 0.08 0.13 0.02 0.21 -0.01 -0.01
Iron -0.21*  -0.16 0.05 -0.03 0.01 -0.36**  -0.04
Zinc 0.01 0.05 0.19 -0.01 0.08 -0.19 0.02
Magnesium -0.20  -0.16  0.28 -0.05 -0.01 -0.34*  -0.02

*p<0.05; **p<0.01; STP: Sleep total problems; BSP: Behavioral Sleep Problems of Initiating and
Maintaining Sleep; SBD: Sleep Breathing Disorders; AD: Arousal Disorders; SWTD: Sleep-Wake
Transition Disorders; EDS: Excessive Daytime Somnolence; HYH Hyperhidrosis. Adjusted for age and
gender.
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Figure 1. Scatterplot depicting correlations between sleep efficiency (%) and serum

iron levels (ng/dl) in subjects with ADHD.
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Introduction

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is the most common psychiatric
disorder in children and adolescents (Polanczyk et al., 2015). The risk for comorbidity is
high, and the presence of comorbid disorders warrants special consideration in the
treatment of patients with ADHD (Michielsen et al. 2013). ADHD is a complex and
heterogeneous condition, environmental influences have been identified, however it is
known that ADHD is a highly polygenic disorder and its heritability is as high as 76%
(Lee & Song, 2015).

Some genetic factors may be common for both ADHD and comorbid disorders that
underlie the association between these two phenotypes (Eun et al., 2016). Most of the
genetic studies in psychiatric pathologies (including ADHD) have focused on the genes
of dopaminergic, noradrenergic and serotoninergic neurotransmission systems that are
associated in the classical theories of behavior regulation (Gatt et al, 2014). Serotonergic
mechanisms are known to be involved in several behavioral traits such as aggressiveness,
depression, anxiety and impulsiveness in humans (Kiive & Harro, 2013), which are
frequently associated with ADHD. Moreover, serotonergic mechanisms have been related
also to food intake and weight gain (Bonnet et al., 2017). Overweight and obesity has also
been associated to ADHD in adults (Cortese et al., 2013), which seems paradoxical, but

the mechanisms underlying this association are still unknown.

The role of the serotonin transporter (5-HTT), a solute carrier protein responsible for the
reuptake of serotonin from the synaptic cleft back to the presynaptic neuron, has been
examined as a candidate gene for ADHD susceptibility (Kiive & Harro, 2013). The
serotonin transporter gene (SLC6A4), which encodes the human 5-HTT, is expressed in
brain regions often implicated in emotion regulation, attention, and motor control (Collier
et al.,, 1996; Lesch & Mossner, 1998). The 5-HTT linked polymorphic region (5-
HTTLPR) is a functional polymorphism present in the promoter region of the SLC6A4,
where a 44-bp insertion/deletion causes long (L) or short (S) alleles. S allele (SS or SL
genotypes) has been associated with a lower SLC6A4 expression resulting in a reduced
serotonin reuptake and release capability; conversely, L variant is associated with an
increase of gene transcription (almost three times more) (Bonnet et al., 2017). Moreover,
a single nucleotide polymorphism (SNP, rs25531) in the promoter region of the SLC6A4
transformed the S-HTTLPR into a triallelic locus (Hu et al., 2006). However, there are
conflicting opinions about the role of 5-HTT and ADHD. Lee and Song (2015) in a recent
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meta-analysis suggested that 5S-HTTLPR L/S polymorphism is not associated with
susceptibility to ADHD in European or Asian populations, arguing that larger studies in
homogeneous populations of different ethnicity are necessary to investigate the roles of

the S-HTTLPR L/S polymorphism in the pathogenesis of ADHD.

However, it has been reported that the S allele may be related to internalizing symptoms
such as depression and anxiety, whereas the L allele may be related to externalizing
symptoms such as impulsivity and aggression (Cadoret et al. 2003; Kent et al. 2002).
Recently, it has been suggested that the S allele at 5-HTTLPR polymorphism modulates
an individual’s response to environmental stress, with the S allele representing a higher
sensitivity to stress, indicating that the S allele can be considered a susceptibility gene in
ADHD in response to a high-stress environment (Caspi et al. 2010). On the other hand,
previous studies suggest that factors such as cognitive-emotional predisposition to the
emotional instability, anxiety, stress and other behavioral symptoms or psychological
traits can modulate the relationship between appetite, food intake and subsequent
mechanisms for weight control (Borkowska et al., 2015; Bonnet et al., 2017). That
observation could be linked to observed relative high prevalence of overweight and

obesity in ADHD population compared to healthy subjects (Cortese & Castellanos, 2014).

Considering these questions, and since ADHD patients show a high susceptibility to
behavioral symptoms and comorbidities that could have implications for food intake, the
aims were to determine whether: (a) one allelic promoter variant of the serotonin
transporter gene (SLC6A4) relates to externalizing and internalizing symptoms in a
ADHD pediatric population naive and (b) one allelic promoter variant of the serotonin
transporter gene (SLC6A4) relates to food intake and body weight parameters in the same

population.
Methods:
Subjects.

A total of 60 children and adolescents were selected in the ADHD Unit of the Department
of Psychiatry and Child and Adolescent Psychology of the Hospital de Sant Joan de Déu
in Barcelona (Spain). 6 subjects were excluded (1 for not meeting the inclusion criteria,
2 for dropping out of the study and 3 for moving from the data collection population), 54
patients with ages included between 6 and 16 years old with newly diagnosed with ADHD

(naive, no pharmacological treatment) were recruited.
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Exclusion criteria: 1Q < 70, autism spectrum disorder, psychosis, developmental
disorders, any ADHD treatment drug or any nutrient (mineral/vitamin) complement the

last 60 consecutive days.
Material and Instruments
Assessments included

ADHD diagnosis was performed according to the Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders, 4th edition, revised criteria (DSM-IV-TR) (American Psychiatric
Association (APA), 2000). ADHD Rating-Scale-1VV (ADHD RS-1V) (DuPaul GJ, Power
TJ) for parents was used as screening for the diagnosis of ADHD. The Kiddie Schedule
for Affective Disorders and Schizophrenia—Present and Lifetime version (K-SADS-PL)
(Ulloa, Ortiz & Higuera F, 2006) was administrated to confirm the ADHD diagnosis and
to know the absence or presence of comorbidity. . ADHD diagnosis was made by

experienced child and adolescent psychiatrists.
Internalizing and Externalizing symptoms.

Conners Parent Rating Scale-Revised (short version) (CPRS-R: S) (Conners et al.,
1998) evaluates behavioral of children assessed by their parents. The scale includes

inattentiveness, hyperactivity domains, oppositional behavior and ADHD index.

Conners Teacher Rating Scale (CTRS) (Goyette et al., 1978) rates classroom behavior
of children as assessed by teacher. It includes three subscales of inattentiveness,

hyperactivity and oppositional behavior.

Child Behavior Checklist of Achenbach for parents (CBCL-Scales) (Achenbach, 1999)
is a 113-item broad-spectrum scale for the assessment of externalizing and internalizing
problems by parent’s ratings for ages 4 to 18 years. Standard scores >65 & >70 suggest
preclinical and clinical symptoms respectively. The scale includes eight different
categories: anxious/depressed, withdrawn/depressed, somatic complaints, social
problems, thought problems, attention problems, rule-breaking behavior, and aggressive
behavior. To analyze the relationship between internalizing and externalizing symptoms
(I&E S) and food intake measures by CBCL-Scales, sample was divided into two groups:
subjects with BS and subjects without BS, considering the cut-off point of the CBCL
scales as follows: <65 (normally score) points and > of 65(subclinical and clinical score)

points respectively.
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Emotional dysregulation was assessed using the sum of t-scores of anxious/depression,
attention problems and aggressive behaviors (AAA) scales. The reliability coefficients
(Cronbach’s alpha) were 0.82, 0.81 and 0.82, respectively. The CBCL-DESR was defined
as positive by a score of > 180 (1SD) on the sum of AAA scales (Spencer et al., 2011).

Assessment of dietary intake.

Food and nutrient consumption was measured by a validated food frequency
questionnaire (FFQ) (Rodriguez et al, 2008), administered by a qualified person, and
consisting of 45 items including food and beverage. For each food item, participants were
asked to record their usual consumption for the nine frequency categories of the FFQ,
ranging from never or less than once per month to six or more times per day. In addition,
a 24-h recall interview was conducted by a trained interviewer. Total energy intake as
well as macro and micro nutrient composition were analyzed using the nutritional
evaluation software program PCN Pro version 1.32 (Cantos, Farran & Palma, 2004;

Farran, Zamora & Cervera, 2004).
Physical Activity

Participants used the actigraph ActiSleep (ActiGraph, Pensacola, FL) on their non-

dominant wrist continuously for 7 days to measure rates of physical activity.
Procedure

This study was carried out in accordance with the guidelines laid down in the Declaration
of Helsinki and with the guidelines of the Bioethics Committee of the Sant Joan de Déu
Hospital in Barcelona. Written informed consent was obtained from the parents of

participants and the verbal consent of the children and adolescents.
Genotyping.

Blood samples were used for DNA isolation using a standard extraction method (Qiagen-
kit- Gentra Puregene Blood Kit). Samples were stored at -80° C until prior to use.
Genotyping was performed by polymerase chain reaction (PCR) with an adaptation of the
protocol of Wendland et al, (2006) followed by 2.5% agarose gel electrophoresis with
bromophenol blue. The 5S-HTTLPR polymorphism in SLC6A4 gene was studied using
the primers CAAGCTTGTTGGGGATTCTCC (forward) and
AGAGGGACTGAGCTGGACAAC (reverse); standardized DNA at 20 ng/ul was used
to obtain 40 ng of genomic DNA as recommended by the house protocol (KOD Hot Start
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DNA Polymerase). The thermocycler Primus 25 Advanced, was used for a final volume
of 30 pL of sample: (Including 10 puL of mineral oil to avoid evaporation of the samples).
Initial denaturation at 95°C per 2 minutes; 30 cycles for 1) denaturation at 95°C per 20 s
2) hybridization at 64°C per 10 s 3) polymerization at 72 © C for 14 s; and a final
elongation at 72 °C for 2 minutes. All samples were analyzed twice and no conflicting
results were found (100% concordance). Subjects were also genotyped with the triallelic
classification (S, LG and LA alleles; Wendland et al., 2006). The triallelic SLC6A4
polymorphism-genotyping was performed after a restriction digestion with Mspl enzyme
following PCR amplification during one hour. The Mspl enzyme cuts the CCGG
sequence, leading to the following alleles: S, Lg and La, resulting in six genotypes: SS,

SLg, SLa, LgLg, LgLa and LaLa.

Genotypes were grouped according to their functionality (Enoch et al., 2012) as low and
medium activity “S+SLA™: SS, SLg, SLa, LgLa and LgLg, and as a high activity: Lal.a
“LL”. Triallelic genotyping showed the following frequencies of SLC6A4 alleles: low
and medium activity (S+SLA carriers) = 70.4% and high activity (LL carriers) = 29.6%.

Statistical analysis:

Continuous variables were expressed as means + standard deviation (SD), whereas
categorical variables were expressed as percentages. ANCOVA test, adjusted for age and
gender, was used to compare the relationship between 5S-HTTLPR (S+SLA and LL) and:
behavioral symptoms and food intake in subjects with and without ADHD; p < 0.05 was
considered statistically significant. Kolmogorov-Smirnov test was used to measure the
normal distribution of genotyping variable (p>0.05). Analyzes were performed using the
statistical software STATA in its 14th version. In the current population, genotype

frequency was consistent with Hardy-Weinberg equilibrium (p>0.05).
Results

General characteristics of the population studied are summarized in Table 1. Cases
showed an average of ADHD-RS (DSM-1V) of 32.1 (8.7) and the K-SADS confirmed
the diagnosis. 31.5% of ADHD subjects met cut-off criteria for oppositional defiant
disorder (ODD), 3,7 % for conduct disorder (CD), 63 % for anxiety and 1.9 % for

depression.
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Serotonin transporter promoter polymorphism associates with internalizing and
externalizing symptoms and emotional dysregulation but no with ADHD

symptomatology.

We first explored whether the S/L variant of the SLC6A4 was associated with ADHD
symptoms. We observed that S-liked carriers showed more internalizing (p=0.002) and
externalizing (p=0.032) problems, assessed by the CBCL-syndrome scale scores, than the
LaLa carriers (Fig. 1). In addition, we identified that higher score for emotional
dysregulation was found in S-liked carriers than in LaLa carriers (Fig. 2). All these
associations were statistically significant even after adjusting for confounding variables

(gender and age).

No significant associations were found between the SLC6A4 promoter and behavioral
symptoms assessed by the CPRS-R: S (inattention, hyperactivity and opposition)
(p>0.05). Neither, significant associations were found between the SLC6A4 promoter and

diagnosis confirmed by K-SADS (ODD, CD, anxiety problems and depression) (p>0.05).

Serotonin transporter promoter polymorphism does not associate with weight and food
intake in ADHD patients.

No significant associations were found between the SLC6A4 promoter and weight
parameters (weight, BMI and its z-score) in the population studied (p>0.05). A slightly
higher energy, carbohydrate and fat intakes in the S-like carriers in comparison with LaLa

were observed, even though they were not statistically significant (Fig. 3).
Discussion

The results of the present study support the hypothesis that the variability of the 5-HTT
gene is associated with ADHD psychopathology comorbidities, such as internalizing
problems (anxious/depressed or somatic complaints) and externalizing problems
(attention problems or aggressive behaviors). More interesting, we found that the S-like
carriers showed a higher emotional dysregulation than homozygote carriers of the major
allele (LaLa). It is known that emotional dysregulation is highly prevalent in patients with
ADHD (Spencer et al., 2011; Shaw et al., 2014). Emotional dysregulation is a theoretical
concept characterized by poor modulation of emotional responses through lability, low
frustration tolerance, impatience, impulsivity and aggressive outbursts. It underlies a

difficulty to flexibly respond to and manage emotions in a modulated manner (Shaw et
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al., 2014; Spencer et al., 2011). Emotional dysregulation is generated through the
intercurrence of both neurobiological and psychological factors (Guendelman, Medeiros,
& Rampes, 2017).A patient with emotional dysregulation is characterized by a deficit of
self-regulation to physiological excitement caused by strong emotions. To the author’s
knowledge, this is the first time that a relationship between the serotonin receptor

polymorphism and emotional dysregulation has been found in subjects with ADHD.

Previous studies have associated the serotoninergic system as an important component of
behavioral disorders (Hu et al., 2006), like bipolar, and depressive disorders (Goldman et
al., 2011). In addition, and in the same line, some studies (Masi, et al., 2015) suggest that
deficits in emotion regulation are associated with increased risk of bipolar disorder. These
results suggest some relationship between serotoninergic system and emotional

dysregulation

In contrast, few studies have established the association between behavioral symptoms
and comorbidities and 5-HTTLPR polymorphism in ADHD patients (Kiive & Harro,
2013; Eun et al., 2016; Baptista et al., 2017). Kiive & Harro (2013) found results that
support the hypothesis that the variability of the S-HTT gene is associated with ADHD
symptomatology. The authors concluded that the L/L genotype of 5-HTTLPR is
associated with inattentive symptoms in general adolescent population and increased
likelihood of inferior educational level in young adulthood. However, we did not find any

relationship between the polymorphism and ADHD symptomatology.

In a recent study done in institutionalized preschoolers, evaluated using the Child
Behavior Checklist, they found an interesting interaction between 5S-HTTLPR S-like and
caregiver intrusiveness (Baptista et al. (2017). The authors observed that the S-HTTLPR
S-like displayed the most attention problems and hyperactivity when exposed to high
levels of intrusive care, but the least ADHD symptoms, with a mean score similar to the
general population, when exposed to low levels of such care. There was no detectable
effect of caregiving intrusiveness in the case of L-allele carriers. It is well recognized the
importance of environment interaction in genetic studies and it has been reported that
indicating that the S-allele carriers were more sensitive to adverse life events in childhood

(Kiive & Harro, 2013).

However, there are studies which have evaluated ADHD symptoms in adult samples ,

with conflicting results. Thus, Cadoret et al. (2003) observed, in a sample of adults,
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that male individuals with the short variant were more likely to have higher
symptom counts for conduct disorder and aggressive behavior. In contrast, among
females, the short variant (SS, SL) was associated with lower levels of such behaviors.
The size of our sample did not allow us to study possible interactions between genetic
variants and behaviors. On the other hand, Retz et al. (2002) reported significantly higher
ADHD symptoms scores in males with the L genotype. Wodarz et al. (2004) and Johann
et al. (2003) did not detect association between the S-HTTLPR and comorbid ADHD

among patients with alcohol dependence.

Grevet et al (2007) did not found any association between the 5-HTTLPR polymorphism
and ADHD. However, they found that carriers of the S allele presented slightly higher
inattention and novelty seeking scores, and a higher frequency of drug dependence. This
is in line with the results of the meta-analysis of Lee & Song (2015), which did not support
an important role of the S-HTTLPR L/S polymorphism in susceptibility to ADHD.
However, the same authors pointed out that there is a need to evaluate associations
between the S-HTTLPR polymorphism and 5-HTT activity or clinical features of ADHD.
The disagreements between epidemiological and functional studies of ADHD are not
entirely unexpected, given that it is a complex disease that involves multiple genes,
genetic backgrounds, and environmental factors. Grevet et al. (2007) postulates that the
genetic association of this polymorphism with ADHD could be better understood as a
result of the influence of the gene on different and varied behavioral traits of the subjects.
Our results are in agreement of this observation as we found associations with
internalizing and externalizing problems and emotional dysregulation in the ADHD

subjects.

The findings of our investigation did not show any association between body weight and
5-HTTLPR polymorphism. A possible cause could be the low prevalence of overweight
and the youngness of our population. Borkowska et al. (2015) found in a sample of 390
obese patients (no ADHD), an association between S allele and depressive temperament;
however, in this same study, subject carriers with L allele were associated with higher
BMI. On the contrary, Bonnet et al. (2017) found, in a study done in obese women, that
S carriers (low-expressing) of the SLC6A4-promoter variant had a lower inhibition
capacity and showed more failure (1.6 times) to control the amount of food eaten. We
found that S-like carriers seemed to have a tendency to have a higher energy intake

(related to a higher consumption of carbohydrates and fats) but the differences were not
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significant. It is worthy to point out that several studies have demonstrated that obesity is
more prevalent in ADHD adults compared with healthy subjects (Cortese & Castellanos,
2014; Weissenberger et al., 2017), suggesting that these patients may have a special risk
in the control of their food intake. So the identification of susceptibility genes in the first

years of life could provide a basis for lifestyle interventions.

Some important limitation should be kept in mind while interpreting the results from this
preliminary study. The relatively small sample size made it impossible to obtain robust
statistical significances. In complex neuropsychiatric disorders, including ADHD, sample
sizes in at least the thousands or tens of thousands are necessary to expect a robust finding
from a candidate gene study in ADHD, and, therefore, our findings need to be replicated
in larger samples. Nonetheless, this study has several important strengths, including the
fact that all of the cases included were naive, taking no medication. The use of certain
drugs affect the behavior and symptomatology and can also provoke changes in the child
and adolescent’s diet. In addition, well-trained, experienced psychiatrists and

psychologists performed the evaluation.
Conclusion

To summarize, we found that the short allele of S-HTTLPR may be related with a higher
emotional dysregulation that is connected with higher levels of anxiety, attention
problems and aggressiveness. The regulation of emotion is considered a central
component of mental health, and its imbalance could underlie psychopathological
conditions. Moreover 5-HTTLPR may be related with internalizing and externalizing
symptoms. This may help in our understanding of the genetic contribution and genetic
susceptibility of this particular allele in ADHD patients. However, larger studies in
homogeneous populations are necessary to investigate the roles of the S-HTTLPR L/S

polymorphism in the pathogenesis and clinical features of ADHD.
Clinical significance

To our best knowledge, our result is the first one to show the relationship between the
serotonin transporter gene and emotional dysregulation in ADHD children and adolescent

naive.
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Table 1. General characteristics of the total population studied.

ADHD Children and adolescents (n=54)

Age, years 9.3£2.8
Gender, % male (n) 57.4 (31)
Height, m/ Weight, kg 1.4+0.1/38.1£ 16.1
BMI, kg/m? (BMI Z-Score) 19.6+4.4/07+1.0

Body weight status, % (n)

Normal weight, % (n) 53.7(29)
Overweight, % (n) 27.8 (15)
Obesity, % (n) 18.5 (14)
Physical activity level, kcal/day 1250.2 +799.5
Dietary intake
Total energy, kcal/day 1633.1+ 380.3
Carbohydrates, g/day 201.8 £48.5
Protein, g/day 76.1£ 16.6
Fat, g/day 57.9+17.5
Genotypes (n, (%))
LL (LaLa; LoLa; LoLa) 23 (42.6)
LS (SLa) 23 (42.6)
SS (SS, SLg) 8 (14.8)

Child Behavior Checklist- Syndrome scales score

Anxious Depressed 61.6+7.1
Withdrawn/Depression 593+79
Somatic Complaints 61.6+7.6
Social problems 62.4+6.6
Thought Problems 59.8+7.7
Attention Problems 72.1+94
Rule-Breaking Behavior 60.1+7.1
Aggressive Behavior 65.6 9.1
Internalizing Problems 61.9+10.2
Externalizing Problems 63.4+8.6
Emotional Dysregulation®. 199.3+ 18.7

"Data are shown mean (SD), unless otherwise indicated; * Classified according to the guidelines of the IOTF.
bCalculated based on CBCL (Syndrome scales scores) parameters: anxiety, attention and aggressiveness.
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Figure 1. SLC6A4 genotypes associate with internalizing and externalizing symptoms
in ADHD patients. A dominant model to the concluding analyses for SLC6A4 was

performed. We adjusted analyses for potential confounders including sex and age.
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Figure 2. Figure 2. SLC6A4 genotypes associate with psychopathology comorbidities
measured by emotional dysregulation, assessed using the sum of t-scores of
anxious/depression, attention problems and aggressive behaviors (AAA) scales in ADHD
children and adolescents. A dominant model to the concluding analyses for SLC6A4 was
performed. The S-like carriers showed more emotional dysregulation than homozygote
carriers of the major allele (LaLa). We adjusted analysis for potential confounders

including sex and age.
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Figure 3. SLC6A4 genotypes and energy and dietary intakes in ADHD patients. We

adjusted analysis for potential confounders including sex and age.
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Abstract:

Objective: To examine associations between different iron deficiency parameters and
behavioral symptoms and cognitive abilities in children and adolescents newly diagnosed
with ADHD (naive). Method: 120 children and adolescents (60 ADHD and 60 controls,
sex- and age-matched control study) completed: ADHD-RS-1V, K-SADS-PL, CPRS-
R:S, CTRS, CBLC, and WISC-IV questionnaires and their iron status was determined.
Relationships were investigated with multiple linear regression analysis. Results: Lower
iron serum levels were associated with higher scores of hyperactivity while both lower
iron serum and ferritin levels were related with higher scores of inattention (p<0.05).
Moreover, lower 1Q (p=0.02), working memory (p<0.001) and processing speed
(p=0.013) were also associated with lower iron stores. None of these associations were
observed in controls. Conclusion: Results suggest that iron stores might be important in
hyperactivity and inattention symptoms and in cognitive functions in ADHD subjects.
ADHD children may benefit from iron supplementation but further investigations are

needed.

Keywords: ADHD, iron and ferritin, behavioral symptoms, cognitive abilities
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Introduction

Attention deficit hyperactive disorder (ADHD) is characterized by continuous inattention,
impulsivity and/or hyperactivity-impulsivity behaviors. Moreover, the comorbidity with
other disruptive behaviors, antisocial activities, and cognitive impairments is quite
common (Singh, 2012; Wang, Huang, Zhang, Qu, & Mu, 2017). The etiology of ADHD
remains unknown, although several contributing factors have been acknowledged,
including diet (Stevenson, Buitelaar & Buitelar, 2014). It has been found that ADHD
patients show a tendency to have a poor quality diet, which could cause certain fatty acid,
mineral or vitamin deficiencies (Lange, 2017; Pelsser, Frankena, Toormans, &
Rodriguez, 2017; Rios-Hernandez, Alda, Farran-Codina, Ferreira-Garcia, & Izquierdo-
Pulido, 2017). Of these nutritional factors, iron has attracted more attention as iron
deficiency might lead to ADHD symptoms via its impact on the metabolism of dopamine,
since this mineral is a coenzyme of tyrosine hydroxylase, a critical step in dopamine and

other catecholamine synthesis (Konofal, Lecendreux, Arnulf, & Mouren, 2004).

To date, several studies have demonstrated that children with ADHD have low iron levels,
usually reported as low ferritin levels, this circumstance could affect cognitive
development and behavioral problems in children (Konofal, Lecendreux, Arnulf, &
Mouren, 2004; Oner et al., 2010; Wang, Huan, Zhang, Qu, & Mu, 2017). However, these
relationships between iron status and pathophysiology of ADHD are not fully confirmed
(Millichap, Yee, & Davidson, 2006; Menegassi et al., 2010).

Due to the controversial evidence on the relation of iron status and ADHD comorbidities,
the aim of the present case-control study was to examine the association between different
iron deficiency parameters and behavioral symptoms and cognitive indicators measured
with a battery of ADHD specific diagnostic instruments in children and adolescents newly
diagnosed with ADHD (naive). Besides the traditional parameters of iron deficiency, we
selected other variables such as mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin
concentration or red cell distribution, which also inform about the iron status of
individuals. We hypothesized that a low iron status levels would be associated with an

increased in the severity of ADHD associated behaviors and with cognitive problems.
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Methods
Participants

Sixty children and adolescents (ages 6-16 years) newly diagnosed with ADHD (naive, no
pharmacological treatment) and 60 sex- and age- matched controls participated. Cases
were recruited at the ADHD Unit of the Department of Child and Adolescent Psychiatry
and Psychology of the Hospital of Sant Joan de Deu in Barcelona (Spain) and they were
diagnosed for the first time and had never evaluated for psychiatric disorders or treated
with psychopharmacological medicine. The ADHD diagnosis was performed according
to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (5th ed.; DSM-V American
Psychiatric Association, 2013). The ADHD Rating-Scale-IV (ADHD RS-1V) for parents
was used as screening for the diagnosis of ADHD (DuPaul, Power, Anastopoulos, & Reid,
1998). The Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia-Present and
Lifetime version (K-SADS-PL) was also used to confirm the ADHD diagnosis and other
comorbidities (Ulloa et al., 2006). Exclusion criteria were: 1Q<70, autism spectrum
disorder, psychosis, developmental disorders, any ADHD drug treatment or nutrient
(mineral/vitamin) complement. Controls were recruited from the ADHD patients’
classmates (40%) and from patients attending in other hospital services (60%) (i.e. minor
surgery ambulatory, etc.). Controls were screened for the absence of ADHD symptoms
and the same exclusion criteria were applied also to controls. The study was approved by
the Ethical Committee of the Hospital of Sant Joan de Déu (Barcelona, Spain). Written
informed consent was obtained from participant’s parents, and verbal assent from the
participants. Participants also underwent a physical examination, including height and
weight.

Behavioral measures

Conners Parents Rating Scale-Revised (Short Version) (CPRS-R:S) (Conners, Sitarenios,
Parker, & Epstein, 1998) evaluates behavior of children assessed by their parents. The
scale includes: inattentiveness, hyperactivity domains, oppositional behavior and ADHD
index.

Conners Teacher Rating Scale (CTRS) (Goyette, Conners, & Ulrich, 1978) rates
classroom behavior of children as assessed by teacher. It includes three subscales of:

inattentiveness, hyperactivity and oppositional behavior.

Child Behavior Checklist of parents (CBCL) (Achenbach, 1999) is a 113-item broad-

spectrum scale for the assessment of externalizing and internalizing problems by parent’s
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ratings for ages from 4 to 18 years. Standard scores >70 suggest clinical symptoms. The
scale includes eight different categories: anxious/depressed, withdrawn/depressed,
somatic complaints, social problems, thought problems, attention problems, rule-
breaking behavior, and aggressive behavior.

Cognitive measures

Wechsler Intelligence Scale for Children-1IV (WISC-1V) (Wechsler, 2005) is an
intelligence test for children between 6 and 16 years old. It consists of 15 tests grouped
in four index scores: a) Verbal comprehension index; b) Perceptual reasoning index; c)
Working memory index, and d). Processing speed index. A total Intelligence Quotient
(IQ) is also given.

All questionnaires are validated for Spanish population.

Assessment iron status

Morning fasting blood samples were obtained by venipuncture in the forearm of each
participant. Values of the different iron status parameters: iron, ferritin, transferrin,
hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (MHC), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and red cell
distribution (RDW) were determined in the Laboratory of Biochemistry of the Hospital
Sant Joan de Déu (Barcelona).

Statistical analyses

Continuous variables were expressed as mean + standard deviation (SD) whereas
categorical variables were expressed as percentage. Differences in continuous variables
were compared using the Student’s T test. Categorical variables were compared using the
y? test. Multiple regression was used in order to evaluate the effects of age, gender, BMI,
iron blood parameters and comorbid conditions, behavioral symptoms and cognitive
measures. Model fit in the regression analysis was evaluated using Durbin-Watson test.
Analyses were performed using the SPSS 21.0 statistical software package (SPSS Inc.,
Chicago, Ill., USA) and a p<0.05 was considered statistically significant.

Results

ADHD patients showed an average value of ADHD-RS (DMS-1V) of 32.4 (11.3) and the
K-SADS-PL confirmed the diagnosis of all the cases. In regard to comorbid diagnoses,
33.3% of ADHD patients met cut-off criteria for oppositional defiant disorder (ODD),
23.3% for anxiety, 3.3% for conduct disorder (CD) and 1.7% for depression. The baseline

characteristics of cases and controls are shown in Table 1.
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Behavioral and cognitive measures. Consistent with the diagnosis-based expectations,
statistically differences between cases and controls in ADHD symptoms were found on
both clinical scores and questionnaires (Table 1). Moreover, children and adolescents
with ADHD showed more behavior problems than controls, which often co-occurring
with ADHD, such as social problems, aggressive behavior or rule-breaking behavior in
basis of the results of the Child Behavior Checklist (CBLS), as it is shown in Table 1.
There were also statistically significant group differences in terms of verbal
comprehension, perceptual reasoning, working memory, speed processing and 1Q (WISC

total score) as is summarized in Table 1.

Iron serum status. Data on the different parameters to assess the iron status are shown in
Table 2. When compared with controls, children and adolescents with ADHD had
significantly lower levels of MHC, MCHC and RDW. No other differences were found,
although cases showed slightly lower plasma concentrations of iron and ferritin but were

not statistically significant.

Ferritin and iron serum levels are associated with behavioral symptoms in children and
adolescents with ADHD. In patients with ADHD, hyperactivity measured with ADHD-
RS and CPRS tests were significantly related with iron serum levels and remained
significant after adjusting for potential confounding variables: age, sex and BMI (Figure
1, A & B). Moreover, inattention CTRS scores were correlated negatively with iron and
ferritin serum levels (Figure 1, C & D). Those associations remained significant after
adjusting for potential confounding variables. Therefore, ADHD subjects with lower iron
serum levels showed higher scores of hyperactivity, indicating more severe problems of
hyperactivity and ADHD patients with lower levels of iron or ferritin showed higher
scores of inattention. None of these associations were found in the controls. Values of
MVC were negatively associated with ADHD-RS hyperactivity (3=-0.75 95%IC=-1.28;-
0.21, p=0.007), but the association did not remain significant after adjusting for

confounding variables.

Serum iron levels are associated with global intelligence quotient and working memory
in children and adolescents with ADHD. Lower intellectual quotient and working
memory scores in children and adolescents with ADHD were associated with lower levels
of serum iron (Figure 2). Moreover, values of MCHC were positively associated with
processing speed (B=3.7 95%IC=0.80; 6.60, p=0.013), remaining significant after

adjusting for confounding variables. None of these associations were found in controls.
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On the other hand, none of the other parameters related to iron status (ferritin,
hemoglobin, hematocrit, MCV, MHC, and RDW) was significantly related with WISC

scores.
Discussion

Our case-control study demonstrated, for the first time and to our knowledge, that children
and adolescents with ADHD with lower levels of iron stores (serum iron and MCHC) had
significantly lower scores of intellectual quotient, working memory and processing speed.
Those associations were not observed in the controls. Moreover, the study is further
enhanced by the findings that ADHD children and adolescents with lower iron levels
(both serum iron and ferritin levels) have more severe symptoms of hyperactivity and
inattention on three different scales: ADHD-RS, CPRS and CTRS. These results suggest
that low iron stores, even if not associated with strictly iron deficiency or anemia, may

contribute not only to the ADHD symptoms but also to the cognitive performance.

With regard of cognitive performance, and although there is no typical cognitive profile
of ADHD patients, it has been observed in these subjects to have a low working memory
and processing speed even if they have a normal total 1Q (Claesdotter, Cervin, Akerlund,
Rastam, Lindvall, 2017; Krieger & Amador-Campos, 2017). Konofal, Lecendreux,
Arnulf & Mouren, (2004) found a significant correlation between cognitive subscores on
the CPRS and low ferritin levels in children with ADHD, while Oner et al. (2008) did not
find any significant relationship among ferritin and other iron deficiency parameters with

cognitive variables using different test battery, among them the WISC-Revised.

Many nutrients have been related to brain function, although, iron has been one of the
most studied because of its critical role in the dopaminergic neurotransmission, brain
energy metabolism, and myelination (Wigglesworht & Baum, 1998; Beard, 2003). Iron
deficiency, even without anemia, has been clearly associated to cognitive impairment,
both in children and adults (Grantham-McGregor & Ani 2001; Halterman, Kaczorowski,
Aligne, Auinger, & Szilagyi, 2001; Scott & Murray-Kolb, 2016). Moreover, lower score
on mental and motor test has also been reported in children in relation with iron status
(Grantham-McGregor & Ani 2001; Halterman, Kaczorowski, Aligne, Auinger, &
Szilagyi, 2001). Surprisingly, no studies have investigated the relationship between iron
levels and cognition in children with ADHD given the importance of this micronutrient

in this pathology. It has been observed that ADHD patients have poorer cognition and
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school achievement and more difficulties in tasks, which require planning, organization
and problem solving (Jakobson & Kikas 2007; Klenberg, Hokkanen, Lahti-Nuuttila, &
Narhi, 2016). However, to date and to our knowledge, there are not studies evaluating the
effect of iron supplementation on processing speed or working memory in patients with

ADHD.

On the other hand, the relationship between ferritin levels and CPRS and CTRS ratings
has been investigated by several authors (Oner, Oner, Azik, Cop, & Munir, 2012;
Percinel, Yazici, & Ustundag, 2016). They agreed that children with lower ferritin levels
showed higher hyperactivity scores. Consistent with those previous studies, we have also
found a significant correlation between low levels of serum iron, no with serum ferritin
levels, and hyperactivity using two scales (ADHD-RS and CPRS). We have extended
their findings because we have also found significant associations between lower serum
iron and ferritin levels and higher inattention scores on the CTRS. Konofal, Lecendreux,
Arnulf, & Mouren, (2004) concluded that children with the most severe iron deficiency
were the most inattentive, impulsive, and hyperactive. However, it should be note that
some studies have not shown significant relationship between serum ferritin and the
severity of ADHD symptoms (Millichap, Yee, & Davidson, 2006; Donfrancesco et al.,
2013).

The implication of iron on the ADHD pathophysiology has been widely discussed (Beard,
2003). Iron is a coenzyme of tyrosine hydroxylase, which is involved in dopamine
synthesis, and it is also related with monoamine oxidase, which is critical for the
degradation of dopamine (Beard, 2003). Also, iron deficiency is associated with
decreased dopamine transporter expression and this deficiency may lead to dysfunction
in the basal ganglia (Wigglesworth & Baum, 1998; Donfrancesco et al., 2013). Low
plasma levels of ferritin have been reported in children with ADHD (Konofal,
Lecendreux, Arnulf, & Mouren, 2004; Cortese, Angriman, Lecendreux, & Konofal, 2012;
Bener, Kamal, Bener, & Bhugra, 2014; Wang, Huang, Zhang, Qu, & Mu, 2017), although
those lower serum ferritin levels not have been observed always, since several studies
have reported no differences between ADHD patients and healthy control cases in terms
of serum ferritin levels (Menegassi et al., 2010; Kwon et al., 2011; Donfrancesco et al.,
2013; Percinel, Yazici, & Ustundag, 2016). Our results are consistent with these latter
studies since no significant differences were observed in the majority of iron store

parameters between cases and controls. Donfrancesco et al., (2013) stated that normal
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ferritin levels should not suggest that iron deficiency is not involved in the
pathophysiology of ADHD. Indeed, serum ferritin is a marker of peripheral but not of the
brain iron status, where iron is necessary as a cofactor. The extent to which serum ferritin
correlates with iron levels in the brain remains unclear. On the other hand, the iron
supplementation received by ADHD children seems to improve significantly on ADHD
symptomatology but the results are still not conclusive (Hariri & Azadbakht 2015). Our
results support the assumption that iron status may play a role in the pathophysiology of
ADHD. Therefore, iron status should be included in the overall evaluation of children

with ADHD.
Strengths and Limitations

Some limitations of our design and methods should be acknowledged, since the design of
our study prevents our ability to assess cause-and-effect associations. Nonetheless, this
study has several important strengths, including the fact that all the cases included were
naive, taking no medication. It have been suggested that the use of certain drugs,
especially the psychostimulants used in the treatment of ADHD, may reduce dietary
intake through the loss of appetite or affecting the children food choices (Pozzi et al.,

2013), and therefore the blood iron status may be affected.
Conclusion

The present study implies that iron stores might be important in hyperactivity and
inattention symptoms and in cognitive functions in children and adolescents with ADHD.
The elucidation of these findings is considered to be important for both the etiology and
treatment of ADHD. Our study adds to the findings that serum iron and ferritin levels
seems to be related with ADHD symptoms and cognitive measures even after adjusting
for confounding variables. Iron supplementation could be considered as a part of the
treatment for ADHD children even though further controlled studies with large sample

sizes on this issue are necessary.
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Table 1. General, anthropometric, behavioral and cognitive characteristics in subjects

with attention deficit hyperactivity disorders (ADHD) and in control subjects .

Cases (ADHD) Controls
n=60 n=60 p-value
General and anthropometrics characteristics
Gender, %male (n) 56.7 (34) 56.7 (34) -
Age, years 93 (2.8) 9.3 (2.8) -
Height, cm 136.5 (16.8) 138.6  (17.3) 0.496
Weight, kg 38.1 (16.2) 36.4 (14.5) 0.536
Behavioral measures
ADHD index (ADHD RS-IV)
Inattention 18.1(5.9) 2.5(3.1) <0.001
Hyperactivity 14.2 (7.6) 2.5(3.0) <0.001
Total 32.4(11.3) 5.0(5.2) <0.001
Conners Parent Rating Scale-Revised (CPRS-R:S)
Inattention 71.7 (11.7) 46.3 (6.5) <0.001
Hyperactivity 69.5 (15.0) 47.4 (4.9) <0.001
Oppositional 60.5 (13.9) 44.5 (6.1) <0.001
Total 71.5(9.9) 45.4 (4.9) <0.001
Conners Teacher Rating Scale (CTRS)
Inattention 58.6 (10.7) 46.3 (5.7) <0.001
Hyperactivity 60.7 (14.0) 48.0 (7.5) <0.001
Oppositional 56.6 (13.9) 48.7 (6.0) <0.001
Total 64.2 (14.3) 47.6 (7.8) <0.001
Child Behavior Checklist (CBCL Scales)
Anxious - Depressed 62.2 (7.3) 54.7(5.9) <0.001
Withdraw - Depressed 59.4 (7.8) 54.1(7.3) <0.001
Somatic Complaints 62.2(7.7) 56.0 (6.8) <0.001
Social Problems 62.3 (6.5) 52.7(3.7) <0.001
Thought Problems 60.6 (7.7) 52.9 (4.5) <0.001
Attention Problems 69.2 (7.1) 51.7 (3.5) <0.001
Rule-breaking Behavior 60.5 (6.9) 52.1(3.6) <0.001
Aggressive Behavior 65.4 (8.8) 52.7(4.1) <0.001
Total 66.6 (6.1) 46.0 (10.9) <0.001

Cognitive measures

Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC)

Verbal comprehension 103.0 (16.9) 117.6 (15.5) <0.001
Perceptual reasoning 98.4 (12.9) 113.1 (14.5) <0.001
Work memory 92.7 (14.9) 108.7 (14.5) <0.001
Processing speed 98.1 (12.4) 110.1 (13.8) <0.001

WISC total score 97.3 (13.4) 114.6 (17.6) <0.001

*Data are shown mean (SD) except for gender that is expressed as % of male participants (number).
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Table 2. Iron serum analytical parameters in subjects with attention-deficit hyperactivity

disorder and in control subjects®.

Cases (ADHD) Controls
n=60 n=60 p-value
Iron, pg/dl 80.1 (32.5) 85.4(32.1) 0.366
Ferritin, pg/l 36.9 (21.7) 43.5(38.2) 0.265
Transferrin, mg/1 266.2 (29.8) 265.7 (27.9) 0.922
Hemoglobin, g/dl 13.4 (0.8) 13.5(0.8) 0.690
Hematocrit, % 40.6 (2.3) 40.1 (2.4) 0.230
MCV®, fL 84.7(3.5) 84.9 (4.2) 0.742
MHCE, pg 27.9(1.2) 28.5(1.4) 0.018
MCHCY, g/dl 33.0(1.1) 33.6(0.9) 0.003
RDW?, % 13.3(0.6) 13.0 (0.6) 0.011

@ Data are given in mean and standard deviation.; ®Mean corpuscular volume; “Mean corpuscular
hemoglobin; ‘Mean corpuscular hemoglobin concentration; Red cell distribution. Bold face representing
statistical differences with p<0.05
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Figure 1. Scatterplot depicting correlations between iron and ferritin serum levels and behavioral measures in subjects with ADHD.
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Figure 2. Scatterplot depicting correlations between iron serum levels and cognitive measures (Wechsler Intelligence Scale for Children) in subjects

with ADHD.
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5. Discusion

Esta tesis doctoral presenta los resultados obtenidos en un estudio de casos y controles
realizado en el Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona entre nifios y adolescentes con TDAH
y controles sanos. Los resultados obtenidos reflejan la importancia del abordaje
multidisciplinario y contribuyen a la comprension del impacto que pueden tener factores, que
se pueden considerar novedosos, como son los ritmos circadianos, la alimentacion y la
variabilidad genética en la sintomatologia y comorbilidades del TDAH. En esta seccion, se
resumiran los resultados de los manuscritos incluidos en esta tesis y se realizard una discusion

conjunta de los resultados obtenidos.

En primer lugar, se abordara el impacto de las alteraciones de los ritmos biologicos
en pacientes con TDAH, los cuales han sido considerados mediante tres analisis especificos:
1) Estudio de las alteraciones de los ritmos circadianos de la actividad motora y sus
implicaciones en la sintomatologia y en el peso corporal de los pacientes de nuestro estudio;
2) Analisis de la influencia de la intensidad de la luz en los ritmos circadianos de actividad
motora en nuestros pacientes, y 3) Estudio de la influencia de la dieta en la calidad y
alteraciones del suefio, el cual también se considera como un parametro de la salud
circadiana. En segundo lugar, se revisara la asociacion entre el polimorfismo del receptor
de la serotonina (5-HTTLPR) y los sintomas internalizantes y externalizantes en pacientes
con TDAH. Las posibles implicaciones de este polimorfismo sobre el peso y la ingesta de
alimentos también seran discutidas. En tercer lugar, y por ultimo, se abordaran las
relaciones potenciales entre los nutrientes de la dieta, especificamente el hierro y la

sintomatologia y habilidades cognitivas en nifios y adolescentes con TDAH.
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5.1 Estudio cronobiolégico de la actividad motora en nifios y

adolescentes con TDAH.

5.1.1 Patrones circadianos de la actividad motora en poblacion pediatrica con TDAH.

En un reciente meta analisis, se ha concluido que el TDAH esta asociado con diversas
alteraciones en los ritmos circadianos entre las que se puede destacar: tendencia a un
cronotipo nocturno, retrasos y problemas en el inicio del suefio y alteraciones en la secrecion
de melatonina (Coogan & McGowan, 2017). Se ha sefialado que estas alteraciones de la
salud circadiana podrian estar relacionadas con la gravedad de la sintomatologia del TDAH
y con varias de sus caracteristicas clinicas (MacGowan et al., 2016). Asi, Voinescu et al.
(2012) demostrd que el cronotipo nocturno se asociaba con mayores indices de inatencion en
pacientes con TDAH, mientras que Hastings et al. (2009) encontr6 que las alteraciones
circadianas de secrecion de cortisol se asociaban con un comportamiento menos adaptativo
y mayores niveles de ansiedad en pacientes con este trastorno. Ademads, varios estudios han
examinado asociaciones con polimorfismos de los genes, denominados genes reloj, que
controlan el sistema circadiano en pacientes con TDAH (Xu et al., 2010; Cao et al., 2012;

Mogavero et al., 2016).

Por ultimo, el estudio del peso corporal y el sistema circadiano han sido analizados
en las ultimas décadas con sorprendentes hallazgos. Estas investigaciones muestran una
estrecha relacion entre las alteraciones de los ritmos circadianos definidas como
“cronodisrupcion” y mayores indices de sobrepeso y obesidad. (Bandin et al., 2015; Ruiz-
Lozano et al., 2016). No obstante, las asociaciones entre el peso corporal y los ritmos

circadianos en pacientes con TDAH han sido escasamente abordadas.

Acorde a estos hallazgos, nos planteamos en nuestro primer trabajo, evaluar las
alteraciones de los ritmos circadianos de la actividad motora en pacientes con TDAH versus
pacientes sanos. Seguidamente, se estudiaron las alteraciones de estos ritmos con la
sintomatologia y el estado de peso corporal de los nifios y adolescentes de nuestra muestra

de estudio.

Nuestros resultados mostraron en primer lugar, que los sujetos con TDAH, en global,

presentan una actividad motora significativamente més alta respecto a los sujetos control.
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Se evidencid que la actividad circadiana de los sujetos con este trastorno, comparada con los
sujetos control, mostraba un desplazamiento hacia la derecha, o en otras palabras, una
tendencia a valores mas altos de actividad durante la tarde-noche. Estos resultados
concuerdan con un estudio realizado en pacientes adultos con TDAH y mediciones de
actimetria durante 6 dias. En concreto, los autores demostraron que los pacientes con este
trastorno mostraban patrones de actividad con un mayor desplazamiento hacia la noche
(Fasmeretal., 2015). La preferencia a los horarios nocturnos ha sido definida como cronotipo
nocturno y se ha podido determinar que los pacientes con TDAH suelen presentar una mayor
proporcion de este cronotipo (Rybak et al., 2007; Baird et al., 2012; Voinescu et al., 2012;
Durmus et al., 2017).

En segundo lugar, se pudo demostrar que los nifios y adolescentes con TDAH pero
clasificados en el subtipo TDAH-Combinado (que incluia también a 5 casos de
hiperactivos-impulsivos) presentaron valores mas altos de actividad motora respecto a los
TDAH-Inatentos y a los controles. Ademas, se observo una actividlad motora
estadisticamente significativa mayor en los TDAH-Combinados en el periodo de maxima
actividad (M10) respecto a los TDAH-Inatentos y controles. Los TDAH-Combinados
también mostraban una mayor actividad en el periodo presumiblemente de suefio o de menor
actividad (L5) que el resto de sujetos, si bien estd diferencia no fue estadisticamente
significativa. En la misma linea, los TDAH-Combinados mostraron nuevamente diferencias
significativas durante el ultimo segmento de la noche (de 18:00h a 22:00h) y con una acrofase
(tiempo del maximo valor de actividad) 30 minutos (aprox.) mas alta respecto a los TDAH-
Inatentos y los sujetos control. La mayor actividad durante el segmento vespertino-nocturno
podria estar relacionada con trastornos del suefio, que son comunes en pacientes con TDAH

(Chamorro et al., 2017).

Un estudio realizado en poblacion pediatrica con este trastorno mostr6 también una
mayor actividad durante la tarde en los TDAH que en los sujetos control. No obstante, en
este mismo estudio no se pudo determinar diferencias entre subtipos de TDAH y actividad
motora (Dane, 2000). Cabe destacar que en este estudio los pacientes solo llevaron puesto

el actimetro un dia (sin la noche) mientras que en nuestra investigacion, los sujetos de estudio
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llevaron el actimetro 7 dias consecutivos, durante los cuales solamente se lo quitaban para

banarse o ducharse.

En base a nuestros resultados, y siendo conscientes de la necesidad de estudios mas
amplios, que incluyan otros variables circadianas como la determinacion de la temperatura
periférica, el cortisol o la melatonina, se podria plantear el uso de la actigrafia en sujetos con
TDAH como herramientas para el diagnostico de este trastorno. No obstante, su
interpretacion debe ser tomada con cautela, dado que el ritmo motriz no delinea procesos

circadianos endogenos ni factores ambientales ni tampoco la interaccion entre estos.

En tercer lugar, se observo que los TDAH-Inatentos presentaron un peso corporal
mas alto (medido tanto por IMC como por IMC-zscore) respecto a los sujetos con TDAH-
Combinado y a los controles. En base a la literatura revisada, es la primera vez que se
informa de diferencias en el peso de los individuos en funcion del subtipo de TDAH. Cabe
destacar que en todos los casos, los nifios y adolescentes fueron naives, es decir sin
tratamiento farmacologico, con lo que se descarta la posible influencia de la medicacion en
su peso. Se desconocen cuales son los mecanismos que pueden explicar por qué los sujetos
con este trastorno presentan valores de IMC mayor que los sujetos sanos. Se ha indicado que
la impulsividad y la falta de atencién que caracterizan al TDAH puede conducir a patrones
de alimentacion desregulados con el consiguiente aumento de peso (Cortese & Tessari,
2017). Un estudio previo, realizado por nuestro grupo de investigacion, demostrd una
relacion entre una baja adherencia a la dieta mediterranea y un aumento en el diagndstico de
TDAH, pero no se puedo encontrar relacion entre peso de los individuos y calidad de la dieta

(Rios-Hernandez et al., 2017).

Finalmente, en nuestro conjunto de datos, los pacientes con TDAH (en general) y
TDAH-Combinado mostraron una correlacion positiva entre el puntaje de sintomas de
hiperactividad y la cantidad de actividad en las 5 h menos activas (L5), lo que sugiere que
una mayor actividad, que probablemente esté relacionada con un mayor grado de alteraciones
del sueflo, aumenta la gravedad de la sintomatologia de la hiperactividad en pacientes con
TDAH. Al respecto es bien conocido que las alteraciones del suefio son comunes en pacientes

con este trastorno (Chamorro et al., 2017).
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Varios estudios destacan que la desalineacion de los ritmos circadianos, asi como el
descanso insuficiente, son factores de riesgo modificables para el desarrollo de sobrepeso y
obesidad en la poblacion general (Broussard y Van Cauter, 2016). En base a estas evidencias,
se planted la hipdtesis que una posible causa de un mayor IMC en los sujetos TDAH inatentos
podria ser resultado de alteraciones en sus ritmos circadianos. No obstante, esta hipdtesis no
pudo ser confirmada. Creemos que para poder obtener resultados significativos, seria
necesario estudiar otras variables circadianas que caracterizan mejor el funcionamiento de

ritmos circadianos internos, como son los niveles de melatonina y cortisol o la temperatura.

La hipotesis de salud circadiana y obesidad en pacientes con TDAH ha sido abordada
solamente en un estudio previo (Vogel et al., 2015). Los autores demostraron que las
alteraciones del ritmo circadiano, relacionada con la interrupcion del suefio y los patrones de
alimentacion inestables, podrian ser mecanismos que explicaran la prevalencia de obesidad
y el TDAH en pacientes adultos. No obstante, en el trabajo de Vogel et al. (2015) no se
realizaron calculos clasicos de parametros circadianos, como los realizados en nuestro
trabajo, que permitan establecer conclusiones precisas sobre el impacto real de la
cronodisrupcion bioldgica sobre el estado del peso corporal y la sintomatologia en estos

pacientes.

El estudio de la cronobiologia en pacientes con TDAH es una prometedora area de
investigacion. Nuestros resultados muestran que los patrones de actividad motora difieren
entre los pacientes con TDAH y los sujetos controles y que esta mayor actividad se
traslada especialmente hacia las horas de la tarde y de la noche, pudiendo relacionarse
con un cronotipo mas nocturno. Es interesante destacar que el subtipo de TDAH-
Combinado muestra la actividad motora mas alta tanto en los periodos de mayor actividad
como en los periodos de menor actividad. Consideramos que nuestros resultados pueden
ser el inicio de estudios de cronobiologia mas amplios y profundos en pacientes con
TDAH y que, en un futuro esta ciencia pueda utilizarse como herramienta tanto en el

diagndstico como en el tratamiento de este trastorno.
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5.1.2 Intensidad de la luz y su influencia en los patrones de actividad motora en nifios

y adolescentes con TDAH.

Uno de los principales sincronizadores externos de los relojes circadianos endogenos
son los ciclos de luz/oscuridad (Gaggioni et al., 2014). Ademas, datos recientes han mostrado
que la intensidad de la luz podria modular los estados de alerta, que también afectan
directamente el suefio y los ritmos circadianos (Lockley et al., 2006). No obstante,
recientemente se conoce que existe una diferenciacion interindividual en la sensibilidad a la
exposicion a la luz (Chellappa et al., 2012). En este sentido, y pese a que los pacientes con
TDAH suelen presentar mas alteraciones de los ritmos circadianos que la poblacion sana
(Coogan & McGowan, 2017), hasta la fecha no se conoce si los pacientes con este trastorno

muestran diferentes grados de sensibilidad a la exposicion de la luz.

En nuestro trabajo, se han obtenido resultados preliminares que asocian la
variabilidad de la luz estacional y los patrones de actividad motora tanto en pacientes con
TDAH como en poblacion sana. Estos resultados se presentan en forma de una comunicacion
corta en nuestra seccion de resultados. Nuestros hallazgos sugieren que los pacientes con
TDAH muestran patrones de actividad motora mas altos en la época de verano respecto a
la poblacién sana en la misma época del afio, lo que podria sugerir una mayor sensibilidad

a la intensidad de la luz respecto a los pacientes controles.

Las evidencias cientificas actuales sobre el impacto de la sensibilidad a la intensidad
de la luz en poblacion en general se han centrado en modulaciones de la actividad cognitiva
cerebral y en problemas relacionados con el suefio (Chellappa et al., 2011; Chellappa et al.,
2013). Sin embargo, existe una limitada evidencia del impacto de la variabilidad de la luz
estacional en los sintomas del TDAH. Acorde a este tema, se puede mencionar un estudio
reciente en poblacion adulta con este trastorno, donde se encontrd puntuaciones mas altas de
inatencion en primavera y en verano respecto al otoflo y escalas significativamente mas altas
de hiperactividad en primavera (Vogel et al., 2016). En nuestro estudio no se ha podido
valorar todavia si la mayor actividad durante el verano tiene un impacto positivo o negativo
sobre los sintomas de comportamiento u otras comorbilidades psicopatologicas en los
pacientes con TDAH. Por tanto, no podemos concluir si el aumento de la actividad motora

en el horario de verano podria ser una indicacion de mejoria o empeoramiento de la
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sintomatologia de estos pacientes. En este sentido, se debe mencionar que la practica de
actividad fisica, sea tanto a corto como a largo plazo, ha reportado una mejora considerable
en los sintomas cognitivos, conductuales y fisicos del TDAH (Ng et al., 2017). Sin embargo,
estos estudios, han analizado el efecto de la practica de actividad fisica programada y

controlada y no la actividad motora cotidiana, como es el caso de nuestro estudio.

Existe una asociacion positiva entre la amplitud de la intensidad de la luz y la actividad
motora en sujetos con TDAH, lo que podria sugerir un posible papel de la sensibilidad a
niveles mas altos de luz en estos pacientes. Se requiere mas investigacion sobre los
mecanismos fisiologicos que pueden estar involucrados en los receptores de luz en

pacientes con TDAH.

5.2 Calidady alteraciones del suefio asociados con dieta en nifios y
adolescentes con TDAH.

Las alteraciones del suefio tienen consecuencias negativas en diferentes areas de la
vida de los nifios y adolescentes (Diaz-Roman et al., 2016). Estas alteraciones del suefio son
mas comunes y se agravan en trastornos psiquiatricos como en el TDAH, provocando
impacto negativo en la atencion, el comportamiento y los niveles de somnolencia diurna de
la poblacion pediatrica con este trastorno (Fallone et al., 2005; Miano et al., 2016; Vélez-
Galarraga et al., 2016; Craig et al., 2017). Por otro lado, existe evidencia que sugiere una
relacion adicional e independiente entre la dieta y el suefio, por lo que la dieta podria influir
indirectamente en la sintomatologia del TDAH a través de su influencia en el suefio (Peuhkuri

et al., 2012a; Peuhkuri et al., 2012b; Grandner et al., 2014; St-Onge et al., 2016)

En base a estos antecedentes, nuestro segundo trabajo aborda el estudio de las
relaciones entre la ingesta dietética, los niveles de nutrientes séricos y los parametros del
sueflo en nifios y adolescentes con TDAH en comparacion con los sujetos controles. Hasta la
fecha, solo se ha publicado un estudio parecido, desarrollado por Blunden et al. (2011), si
bien estos autores solo analizaron la relacion entre la ingesta dietética, en su conjunto y las
alteraciones del suefio en nifios con TDAH. En nuestro caso, el estudio se ha ampliado a
parametros de suefio estudiados por actimetria y también a ingesta de micronutrientes y el

analisis de parametros bioquimicos nutricionales.
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En primer lugar, se pudo comprobar, que los nifios y adolescentes con TDAH
mostraban mayores alteraciones en su patron de suefio que los controles sanos, como era de
esperar. En segundo lugar, se ha demostrado que los nifios y adolescentes que ingieren
menos fibra (lo cual indica una menor ingesta de frutas y verduras) y ciertas vitaminas y
minerales (tiamina, vitamina B6, &cido folico, hierro y magnesio) presentan mayores
problemas de suefio y una mayor somnolencia diurna. Estas correlaciones positivas no se

hallaron en el grupo control.

En este sentido, se ha indicado que una ingesta menor de vitaminas del grupo B y
ciertos minerales (por ejemplo, magnesio) puede modificar la calidad del suefio, y su efecto
parece estar basado en su influencia sobre la secrecion de melatonina (Peuhkuri et al., 2012a;
Peuhkuri et al., 2012b; St-Onge et al., 2016), si bien existe un consenso general que serian
necesarios mas estudios para conocer el impacto real de estos nutrientes en el suefio. En un
reciente estudio longitudinal, en la que se analizé una cohorte de 15.273 adultos, se pudo
demostrar que los sintomas de insomnio se asociaron con una mayor ingesta de energia total,
grasas trans y sodio y una menor ingesta de verduras en poblacioén en general, lo cual podria
concordar, en parte, con lo observado en nuestro estudio, respecto a la ingesta baja de fibra,
reflejo de una menor ingesta de frutas y verduras (Cheng et al., 2016). No obstante, son
necesarios mas estudios sobre el impacto de la dicta en los problemas de suefio en poblacion

general y, en concreto, en pacientes con TDAH.

En tercer lugar, nuestro estudio ha sefialado que los sujetos con TDAH que
mostraban una relacién en suero mas alta de AA / DHA tenian més dificultad para iniciar
y mantener el suefio. Esta observacion esta en linea con los trabajos realizados en lactantes
y en nifios con TDAH que muestran que niveles mas altos de acidos grasos omega-3 se
asocian con menores problemas de suefio (Burgess et al., 2000; Cheruku et al., 2002). El
mecanismo por el cual los acidos grasos omega-3 pueden influir en el suefio, es por su
implicacion en la produccion de melatonina (Montgomery et al., 2014). Un consumo
apropiado de acidos grasos poliinsaturados omega-3 en los nifios y adolescentes con TDAH

podria resultar clave para ayudar a mejorar la calidad de suefio de estos pacientes.

Por ultimo, y en relacion con los parametros de calidad del suefio medidos mediante

actimetria, cabe destacar que niveles séricos de hierro bajos se asociaron con una peor
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calidad de suefio (medida como eficiencia del suefio). Nuestros resultados coinciden con
estudios previos en los que se asocian los niveles bajos de hierro con patrones de suefio
alterados y con el sindrome de piernas inquietas (Oner et al., 2007; Cortese et al., 2009).
Recordemos que el estatus férrico de los pacientes con TDAH ha sido ampliamente
estudiado, por su posible papel como factor etioldgico de este trastornos. No obstante, existen
pocos trabajos dedicados a estudiar este mineral y su relacion con problemas de suefio en

pacientes con TDAH.

Nuestros resultados sugieren que la dieta puede influir en los patrones de suefio de los
nifios y adolescentes con TDAH. Cabe destacar, las reservas séricas de hierro y los niveles
de DHA y su potencial influencia en la calidad del suefio de sujetos con TDAH. Dado que
tanto el suefio como la dieta son aspectos modificables del estilo de vida de un sujeto,
aquellos estudios que aborden esta tematica ayudaran a establecer recomendaciones
dietéticas mas fundamentadas que permitan mejorar la calidad de suefio de estos nifios y

adolescentes, que repercutira en su calidad de vida y la de sus familias.

5.3 Estudio del polimorfismo del receptor de la serotonina (5-HTTLPR) en
pacientes con TDAH

Las teorias clasicas de asociacion genética en distintas patologias psiquiatricas,
incluido el TDAH, se han centrado en los sistemas dopaminérgicos, noradrenérgicos y
serotoninérgicos (Gatt et al., 2014). Sin embargo, este ultimo sistema presenta una especial
atencion, debido a que su funcionamiento podria estar relacionado con varios rasgos
conductuales, incluidos el comportamiento y sus manifestaciones (Kiive y Harro, 2013). La
actividad de la serotonina estd regulada por el transportador 5-HT (5-HTT), que en humanos
esta codificada por el gen transportador de la serotonina SLC6A4. Este gen presenta una
variante funcional (5-HTTLPR) que consta de dos alelos comunes, uno corto (S) de baja
expresion y uno largo (L) de alta expresion (Bonnet et al., 2017). Una baja expresion derivada
del polimorfismo de riesgo (S) puede derivarse en un menor efecto de neurotransmision
serotoninérgica. Este polimorfismo del receptor de la serotonina se ha asociado a

manifestaciones muy diversas, que incluyen componentes relacionados con el apetito y la
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ingesta dietética, asi como sintomatologia del ambito psicopatologico como la depresion o
la ansiedad (Goldman et al., 2011). Nuestro tercer manuscrito ha analizado el papel de este
polimorfismo del transportador de la serotonina en dos aspectos que hasta ahora no habian
sido abordados: la sintomatologia (desde manifestaciones internalizantes y externalizantes)

y en su implicacion en la ingesta dietética y apetito en poblacion pediatrica con TDAH,,.

En primer lugar, nuestro estudio ha indicado que los sujetos portadores de los alelos de
expresion media y baja (S + SLa) presentaron mas sintomas internalizantes y
externalizantes con respecto a los portadores del alelo de alta expresion (LalLa).
Recordemos que la denominacion de sintomatologia internalizante engloba la ansiedad o la
depresion, mientras que la sintomatologia externalizante engloba problemas de agresividad
o de atencidn, entre otros. En segundo lugar, e incluso mas interesante fue el hecho de que
los portadores del alelo corto (S) del polimorfismo de 5-HTTLPR mostraban también una
mayor desregulacion emocional que los portadores homocigotos del alelo L.

La desregulacion emocional es altamente prevalente en pacientes con TDAH (Shaw
et al., 2014). Se trata de un concepto teorico caracterizado por una pobre modulacion de las
respuestas emocionales a través de labilidad, una baja tolerancia a la frustracion, impaciencia,
impulsividad y arrebatos agresivos. La desregulacion emocional se genera por la
intercurrencia de factores neurobiologicos y psicoldgicos (Guendelman et al., 2017). Segin
nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se ha encontrado una relacion entre el

polimorfismo del receptor de serotonina y la desregulacion emocional en sujetos con TDAH.

Por ultimo, nuestro estudio indicd que los pacientes portadores del alelo de riesgo (S)
podria mostrar una tendencia a un mayor consumo de energia (en concreto carbohidratos y
grasas) que los no portadores, si bien esta diferencia no fue estadisticamente significa.
Ademas, no se pudo establecer ninguna relacion entre el polimorfismo y parametros
antropométricos de peso, si bien, existen trabajos previos realizados en poblacion general
donde se asocia este polimorfismo con obesidad y sobrepeso a través de conductas
alimentarias relacionadas con la desinhibicion y la emocionalidad. Cabe destacar, que una
limitacion importante de nuestro estudio, es el tamafo de muestra analizada que es
relativamente pequefio, lo cual contribuyo¢ a la dificultad de resultados mas concluyentes. No

obstante, creemos que es un buen punto de partida para realizar otros estudios que permitan
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obtener resultados mas concluyentes y que permitan conocer el impacto de esta variante

genética sobre la sintomatologia del TDAH.

Si bien se debe tener en cuenta la principal limitacion nuestro estudio, que es el tamafio
de la muestra analizada, los resultados obtenidos indicarian que la presencia del alelo de
riesgo (S) del polimorfismo de 5-HTTLPR se relaciona con una mayor gravedad en los
pacientes con TDAH, dado que los portadores presentan mas sintomas internalizantes y
externalizantes y mas desregulacion emocional. Estos resultados contribuyen a la
compresion del papel de este polimorfismo, implicado en la actividad de la serotonina, en
los pacientes con TDAH, si bien son necesarios mas estudios para conocer el papel real
del polimorfismo 5-HTTLPR L / S en la patogénesis y las caracteristicas clinicas del

TDAH

5.4 La deficiencia de hierro se asocia con sintomas de comportamiento y
habilidades cognitivas en nifios y adolescentes con TDAH.

La deficiencia de hierro es un factor de riesgo en la fisiopatologia de TDAH. Sin
embargo, hasta la fecha, los resultados con respecto a estas asociaciones han mostrado ciertas
inconsistencias. Se ha sefialado que los niveles bajos de hierro estan relacionados con
problemas del desarrollo cognitivo, motor y conductual en niflos con TDAH (Oner et al.,
2010) mientras que otros autores no han confirmado tales asociaciones (Menegassi et al.,
2010). En el ultimo manuscrito de esta tesis se recogen los resultados obtenidos que
evidencian que niveles de hierro sérico bajos se asocian con sintomas mas graves de

hiperactividad y falta de atencion.

Pese a que los mecanismos por los cuales el hierro puede desempenar un papel en la
fisiopatologia del TDAH son todavia desconocidos, se ha postulado que la deficiencia de
hierro podria tener un impacto sobre el metabolismo de la dopamina y de otras catecolaminas
(Cortese et al., 2008). Ademas se ha asociado la deficiencia de hierro con la disminucion de
la expresion del transportador de la dopamina y que esta deficiencia puede conducir a la

disfuncion de ganglios basales (Wigglesworth et al., 1998; Donfrancesco et al., 2013).
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En este sentido el rendimiento cognitivo y los niveles de hierro, también merecen
discusion. Konofal et al. (2004) encontraron una correlacion significativa entre puntuaciones
cognitivas bajas en la escala CPRS y niveles de ferritina bajos en nifios con TDAH, mientras
que Oner et al., 2008 no encontraron ninguna relacion significativa entre la ferritina y otros
parametros de deficiencia de hierro con variables cognitivas, usando varias tipos de test
psicolégicos. Un aspecto relevante de nuestro estudio, es que se pudo asociar de forma
positiva y estadisticamente significativa el cociente intelectual, la memoria de trabajo y la
velocidad de procesamiento con el estado de hierro en nifios con TDAH. Estas asociaciones
no fueron encontradas en los controles. Acorde a estos resultados, nuestros hallazgos nos
llevan a suponer que el estado del hierro juega un papel importante en la fisiopatologia del

TDAH.

Las reservas del hierro en pacientes con TDAH podrian ser un factor clave en los sintomas
de hiperactividad, falta de atencion y funciones cognitivas en estos pacientes. Reservas
bajas de hierro, incluso sin un diagnostico rotundo de anemia ferropénica, pueden
contribuir no sélo en los sintomas sino también en las funciones cognitivas. Se
recomienda que la evaluacion del estado de hierro se considere dentro de la anamnesis de
un paciente con TDAH y que la dieto terapia de estos pacientes consideren la ingesta

suficiente y apropiada de este mineral.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos del presente estudio nos han permitido obtener las siguientes

conclusiones:

En referencia al OBJETIVO 1:

Los pacientes con TDAH tienen una actividad motora global superior a la de
pacientes sanos. Esta actividad presenta un desplazamiento hacia la derecha, es

decir, hacia periodos vespertinos-nocturnos.

Cuando se consideran los diferentes subtipos de TDAH, se observa que los
pacientes con TDAH-Combinado presentan valores mas altos de actividad motora

respecto a los pacientes con TDAH-Inatento y a los sujetos control.

La hiperactividad se correlaciona positiva y significativamente con la actividad
motora durante el periodo menos activo (L5), que coincide con las horas de suefio,
en sujetos con TDAH, manteniéndose en el subtipo de TDAH-Combinado, pero

no en los sujetos sanos.

Los sujetos con TDAH-Inatento mostraron un peso corporal mas alto respecto a
los sujetos con TDAH-Combinado o los sujetos control. El andlisis de las

diferentes variables no brid6 explicacion para esta observacion

Los estudios de la cronobiologia pueden ayudar a comprender mejor la etiologia
y la sintomatologia del TDAH y, en un futuro, pueden ser herramientas tanto para

el diagndstico como para el tratamiento de este trastorno.

En referencia al OBJETIVO 2:

Los sujetos con TDAH presentaron una acrofase mas elevada de actividad motora

tanto en verano como en invierno, respecto a los pacientes control.

Los ritmos circadianos de la actividad motora se correlacionan positivamente con
la intensidad de la luz durante el verano en sujetos con TDAH. Ninguna de estas

asociaciones fueron encontradas en los sujetos control.
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Los sujetos con TDAH podrian presentar mayor sensibilidad a la luz con respecto
a pacientes sanos, sin embargo se desconoce aun si este fendmeno tiene algiin

impacto sobre la sintomatologia o las comorbilidades.

En referencia al OBJETIVO 3:

Un bajo consumo de ciertos micronutrientes (tiamina, vitamina B6, acido félico,
hierro y magnesio) se asocié a somnolencia excesiva durante el dia y a mayores
problemas de suefio en niflos y adolescentes con TDAH. Estas asociaciones no se

observaron en los controles sanos.

Existe una relacion positiva entre el ratio AA/DHA y mayores problemas para
iniciar y mantener el sueflo en los nifios y adolescentes con TDAH. Se ha
postulado que el DHA pueda tener un papel importante en la sintesis de

melatonina, que podria justificar el resultado obtenido.

Concentraciones de hierro sérico mas bajas se correlacionaron significativamente
con una menor eficiencia de suefio (medida mediante actimetria) en sujetos con

TDAH. Esta asociacion no fue observada en sujetos sanos.

Los trastornos del suefio pueden disminuir la calidad de vida de los pacientes con
TDAH a la vez que pueden agravar los sintomas de este trastorno. El
asesoramiento dietético en estos pacientes podria garantizar una ingesta correcta

y suficiente de nutrientes que contribuyan a patrones de suefio mas saludables.

En referencia al OBJETIVO 4

La presencia del alelo de riesgo (S) del polimorfismo de 5S-HTTLPR se relaciona
con una mayor gravedad en los pacientes con TDAH, dado que los portadores
presentan mas sintomas internalizantes y externalizantes y mas desregulacion

emocional.

Los pacientes portadores del alelo de riesgo (S) mostrarian una tendencia a un
mayor consumo de energia (en concreto carbohidratos y grasas) que los no

portadores, si bien esta diferencia no fue estadisticamente significa. No se pudo
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establecer ninguna relacion entre el polimorfismo y parametros antropométricos

de peso.
En referencia al OBJETIVO 5

= Los sujetos con TDAH que tenian niveles mas bajos de reservas séricas de hierro
mostraron sintomas mas graves de hiperactividad y falta de atencion

representados en tres diferentes escalas: ADHD-RS, CPRS y CTRS.

=  Puntuaciones mas bajas de cociente intelectual total , memoria de trabajo y
velocidad de procesamiento se encontraron en los nifios y adolescentes con
TDAH con concentraciones séricas de hierro mas bajas. Esas asociaciones no se

observaron en los controles.

= El estado sérico del hierro puede desempefar un papel clave en los sintomas de
hiperactividad, falta de atencion y funciones cognitivas en nifios y adolescentes

con TDAH.
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Revista Cultivos Tropicales 2017;37(2), 7-14

ABSTRACT. Kichwa amazon biodiverse agro system is analyzed, focusing to species
with adding value possibility, incomes and economic quantification of the use of agro
biodiversity in native Kichwa territory in the Ecuadorian Amazon, as elements to
establish sustainable local development strategies for rural communities in the Andean
sub central sector colonized. Qualitative methods by records in nine events research with
communities and regional organizations and quantitative methods through 64
questionnaires in six rural communities in the lower reaches, middle and top of the Anzu
river valley were used. There were recorded up to 482 flora species but not their uses;
cultivated species list based on usage, consumer acceptance, relative abundance and
possibility of value added is selected; undervaluing the contribution of the system is
analyzed because quantification does not exceed 15 % of total family income, although
communities establish a 67 % dependence on forest resources for food and agricultural
livelihoods. The local development strategies should include partnerships between
universities and communities in the territory in relation to respect, fairness and
collaboration for research Amazonian fruit processing, enrichment and support of agro-
ecosystems in this area for forestry and conservation.
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in Ecuadorian Amazonia
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ABSTRACT. Eichwa amazon biodiverse agro system
is analyzed, focusing to species with adding value
possibility, incomes and economic guantification of the
use of agro biodiversity in native Kichwa territory in the
Emadorisn Amazon, as elements to establish sustainable
local development strategies for rural communities in the
Andean sub central sector colonized Qualitative methods
by records in nine events research with commmmnities and
regional orgenizations snd quantitative methods through &4
questionnairtes in six rural compmunities in the lower reaches,
middle and top of the Anzn rver valley were used There
were recorded up to 482 flora species but not their nses;
cultvated species listhased on usage, conswmer acceptance,
relative abundsnce and possibility of value added is selected;
undervaluing the contribution of the system is analyzed
becanse quantification does not exceed 15 % of total family
income, although communities estsblish 3 67 % dependence
on forest resources for food and agriculral livelibhoods. The
local development strategies should inchide parimerships
berween universities and commumites in the terminorny in
relation to respect, faimess and collsboration for research
Amazonian fmit processing, enrichment and support of
AZro-ecosystems in this ares for forestry and conservation.

Egy words: agrobiodiversity, local communities,
mural development, sustainsbility
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EESUMEN. Se analiza &l sistema agroblodiverso Kichwa
amazomico, con énfasis en las principalas especies
promisorias susceptibles de agregacion de valor y que
estan asociadas 3 sus cultivos diversificados, ingresos ¥
cuantificacion econdmica de las formas de aprovechamiento
de la agro biediversidad, como elementos para establecer
estratezias de desarrolle local sostenible para comumidades
rurales en el sector central sub andine colonizado. Se
urilizaron méwodos cuzlitatives mediante registros en
mieve sventos de investgacion con las comumidades ¥ sus
organizaciones regionales ¥ métodos cusntitativos, 3 Taves
de §4 cuestionarios aplicados en seis commmidades mirales
en el curso bajo, medio v alto del rio Aneu e informaron
hasta 482 especies de flora pero Do sus nsos; se establece
un listado de aspecies cultivadas, en funcien del use,
aceptzcidn de consuwmo, sbundancia relasiva y posibilidad
de valer agregado; s analiza ls subvaloracion del aporte del
sistems, pues su cuansificacion no supera el 15 % del total de
meresos familistes, pese & que las comunidades establecen
un 47 % de dependencia de los recursos de la selva
¥ agropeciarios para la subsistencia alimentaria. Se propone
CONSMUr procesos, provectos v planes de accidn conjunta
¥ permanentes, conocidos en asambles por las conmmidades,
en base 3 un dislogo participative, un marce juridice y una
ética de respeto & los derechos colactives, que permitan
IEntener nexos enire la universidsd, las comumidsdes v otras
entidades, para investigar, replicar y compartir beneficios,
imformacion y transferencia de conocimientos y tecnelogias.

Palabras clme: agrobiediversidad, comunidades locales,
desarrollo de 12 comumidad, sostenibilidad

INTRODUCCION

Leos pueblos indigenas, en el mundo, dependen
de los productos de la naturaleza, ocupan y
usan determinados territorios desde antes de la
conformacidn de los estados nacionales, conservan
su identidad, tienen experiencias de marginacion
y sometimiento, pero también caracteristicas y
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conocimientos singulares que pueden contribuir al
desammallo sostenible y equitativa (1) muchos migran
cuando los recurses del area se agotan, hasta que
al ambiente natural se regenera y se puede wsar de
nueva (2). Con su cosmavisidn, los pueblos indigenas
amazdnicos desarrollan sistemas de agricultura de
=subsistencia que conservan biodiversidad, la que se
considera el resultado de |a cultura y del control del
territorio por las comunidades locales, expresion de
autonomia, conocimiente, identidad y economia (3}

Los sistemas de vida de los pusblos indigenas
=se alteran por procesos relacionados al desarmollo,
por decisiones politicas, explotacion de recursos
naturales, mineria, urbanizacién, modernizacién,
desarrollo de infraestructura, cambio climatico y
calentamiento global {2). La colonizacion de la
Amazonia se propicid per esas experiencias de
desarmollo que aplican conocimients y poder desde
una racionalidad completamente distinta a la que ha
existido en cada lugar (3); fragmentd la posesion del
territorio indigena originario en la zona colonizada,
pero no sus sistenas de agricultura bicdiversos y de
subsistencia.

Mientras entre el afio 2012 y el 2013 Ecuador
ascendid cinco puntos en el Indice de Desarrollo
Humano (IDH). al pasar de un IDH de 0,708 a 0,711,
para ubicarse en el puesto 95, como pais de IDH
medio. en |a region amazdnica ecuatoriana, en las
pravincias con mayor poblacion indigena, todavia se
registran los peores indicadores de pobreza, concepto
disonante en la representacion de la Amazonia como
espacio de la abundancia (4). Aunque los estudios de
la cuenca amazdnica enfatizan en |la deforestacion,
como principal responsable de la reduccion del
bosque (5), pocos estudios se desarrollan en las
fronteras de colonizacion, lo que indica la dificultad
en colectar datos (6). En |a frontera de colonizacion
permanecen comunidades indigenas Kichwa
amazanicas con su rigueza de sistemas de vida, de
agricultura adaptada al medio y uso de la biodiversidad,
pero en desventaja de ingresos econdmicos para
resolver las necesidades de vestido, educacion,
transporte, salud, especialmente porque hay déficit
en el aprovechamiento de la biodiversidad amazanica
que conocen ¥ en la produccién del conocimiento
cientifico que considere el ambito étnice propio de
las comunidades, sus posibilidades y recursos en el
territaria, en téminos de sostenibilidad, puesta que los
modelos de desamollo asignados a la region amazenica
no han significado beneficio para sus pobladores. Esas
consideracionas sitlan a las opeiones agropecuaras
con valer agregado y de formacion del capital humano
2n |las naciones indigenas, come nuevas perspectivas
de desamollo.

El objetive de la investigacion es analizar el
sisterna agrobiodiverso Kichwa amazénico, las
principales especies promisorias (asociadas a sus

cultivos diversificados) que pueden agregar valor,
los ingresos a partir de aprovechamiento de la
agrobiodiversidad amazonica en seis comunidades
rurales ubicadas en el territorio de la nacion originaria
Kichwa amazénica ecuatoriana, afectadas por la
colonizacion en el valle del Anzu y la percepecion
discutida con las representaciones indigenas
amazdnicas para establecer una estrategia de
deszarmollo rural local sestenible.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion y caracteristicas geograficas: |las
comunidades indigenas Kichwa en el area de
estudio, provienan de la provincia de Mapo, registran
asentamiento permanente desde finales del siglo
¥1¥, excepto Unidn de Llandia, con mas poblacion
de campesines migrantes de la region Interandina
o Sierra, products del proceso de colonizacién. Se
ubizan desde los 508 m s.n. m.hasta los 1 200 m s. n. m.
en las estribaciones orientales de Los Andes
centrales, al sur de la zona subandina, identificada
como Levantamiento Mapo, scbre suelos aluviales
hidromarficos de vocacion forestal, origen volcanico y
fines de conservacion; suelos formades por los conos
de deyeccidn en el piedemonte amazénico, como
consecusncia de |a fusion de los casquetes glaciares
plio~custernarios y de la actividad volednica y sismica (7).
Estas comunidades estan ubicadas en el bosgue
himedo tropical, la pluviosidad supera los 8 000 mm
anuales: temperatura promedio entre 20 y 24 °C;
clima tropical himedo; topografia con pendientes,
desde terrencs relativamente planos en |as zonas
més bajas, hasta inclinaciones de 70° o mas, en las
altitudes mayores.

Indicadores medidos: ciclo del sistema agrobiodiverso
Kichwsa amazénico; principales especies promisorias
susceptibles de agregacion de wvalor y que estan
asociadas a sus cultives diversificados; ingresos y
aprovechamients de |3 agrobiodiversidad amazdnica;
percepcion de estrategias de desarmollo rural local
sostenible.

MeToDOLOGIA

Comunidades seleccionadas: se seleccionarcn
seis comunidades en el area rural no servida per la
carretera principal troncal amazdnica, en los cauces
bajo, medio y alto del valle del rie "Anzu”, en base a
su vulnerabilidad, por encontrarse en un sector de
colonizacion gue extrae recurses y destruye su base
material de existencia. Se disefid ¢l acercamients alas
comunidades, a trawés de contactos con sus difigentes
y miembros de estas. El permisc para desamollar la
presente investigacion se obtuvo por consenso en
asamblea comunitaria. La investigacion de campo se
desarrcllé entre julic 2012 v julio 2014, Se utilizaron
métodos cualitativos y cuantitatives.
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Métodas cualitatives: estudio de caso y observacion
participante de nueve eventos piblicos de las
comunidades de la nacidn Kichwa, donde discuten
su realidad en procesc de cambio y tienen su
propio criterio sobre el camino gue mejor satisface
sus aspiraciones (8). Se indago sobre el sistema
agrebiodiverso Kichwa amazonico, principales
especies promisorias susceptibles de agregacion de
valor asociadas a sus cultivos diversificados. el uso
detecnologias para dar valor agregado a las materias
primas. el vincule con las universidades y la calidad
de la educacian.

Métodos cuantitatives: se aplicd el método
estadistico de medicion de impacts (2, 10), a partir de
cuestionanos a las B4 familias de las seis comunidades
y un cusstionaro para sus difgentes. Se recums a
la maximizacién del ingreso probable y los riesgos
de diversificacién (§), con preguntas sobre usa,
destino y cuantificacion economica de las formas de
aprovechamients de la agrobiodiversidad amazonica.
bajo 2l supuesto de “cudnto cussta”, "en cuinto pusde
comprar”, “en cudnto puede vender”, para €l afio de
referencia, 2012

RESULTADOS Y DISCUSION

El sistema agrobiodiverso Kichwa amazdnico
ze forma con el ciclo chacra-ushun-purun y el
aprovechamiento de recursos renovables de la selva
en recomidos estacionales.

La chacra posee variedad de especies gue
satisfacen las necesidades alimentarias anuales
de |a familia; se siembra primero maiz o platanos,
luego yuca, frijol, naranjas, mandarinas, cacao,
naranjilla. chonta, aji, calabaza, fruta bomba, pifias
y ofras especies; e instalan en bosgues primarios o
secundarios para aprovechar la fertilidad organica, se
cultivan varios afios.

Despues del primer afo o las primeras cosechas,
toma el nombre de wzhun, se resiembran yuca y otros
tubéreules, se incrementan platanos, palmas Gtiles y
arboles frutales; mientras se cosecha yuca y platanos
continua el ushun.

Cuando ya no se cosecha se transforma en punm,
proceso de regeneracion natural en el que se cultivan
arboles y palmas., formando bosgques secundarios con
gran diversidad de especies de arboles dtiles, que
pueden llegar a tener una configuracion boscosa, con
abundancia de especies comestibles y de utilidad en
la obtencion de biopreparades con fines medicos,
medicinales y alimenticios.

El aprovechamiento de productos renovables
del bosque se complementa en recomidos hacia los
antiguos purun, cotos de caza y pesca, llamados
purinas. Las comunidades reportan usos alimenticies,
medicinales, afesanales y mitaldgicos sobre especies
de flora y fauna de las chracras, ushun, purun y
purinas. Mientras en la selva baja, otras comunidades
registran hasta 3608 especies de flora. 28 especies de
mamiferos, 51 especies de aves y 141 espacies de
peces (1), en la zona de estudio las comunidades
Kighwa tienen hasta 38 especies de mamiferos, 62
especies de aves y 482 especies de flora (12); s
decir, mas especies, pero no se reportan todos los
usos posibles de lograr de |as especies conocidas, tal
como lo hacen las comunidades de la selva baja. Este
hecho sugiere gue el conocimiento de las especies
existentes en el sistema temitorial indigena Kichwa,
incluyenda sus usos, tienen riesgo de disminuir, segin
avanza la frontera de colonizacion; mo obstante, se
enfatiza que los territorios indigenas mantienen gran
riqueza de biodiversidad, aun en areas colonizadas y
gue se usan los recursos solo como materias primas,
sin aplicacion de la ciencia y la técnica que permita
agregarvalor; esio pudiera lograrse a partir del vincule
con proyectos de investigacion con |as universidades
existentes en el territoro local.

Algunas especies del sistema agrobiodiverso
Kictwwa, también se destinan para la venta_ La Tabla I
indica el destino de uso doméstico y para la venta,
de los productos que extraen de |a selva en las
comunidades en estudic.

En promedic, mas de la mitad de las familias
extraen productos de la selva. el mayor uso es de
subsistencia antes que para la venta. La cantidad
monetaria que las familias reciben de los productas
aprovechados en el bosque o selva son una parte de
sus ingresos anuales declarados.

Tabla I. Cuantificacion y destino de recursos de selva (2012), en porciento y coste (USD)

BT e o T iy o
i"i‘;"f';:"é.g“”mmm 1 &7 7 55 40 50 50
mﬁﬁo‘sl 0 100 0 7 21 42 51
Para venta (¥t) 30 - 30 a3 el 38 48
m?ﬁmz UsD) 520,00 215,00 533.00 @000 B13.00 160,04 53400

Elaborada por los aulores en base 3 los cusstionanos aplicados a nivel fTamiliar
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En cuanio a las especies en cultivos diversificados,
las chaeras de las comunidades Kichwa son tambien
espacios ecolégicos, simbdlicos, econdmicos y sociales
de trabajo reciproco entre los miembnos de |a familia (13);
mientras tienen mayor cantidad de especies Utiles
en cultivos diversificados, otorgan mas prestigio a
las familias y comunidades, mejores condiciones de
pervivencia, conocimiento, aprovechamiento y trabajo.

Las chacras na emplean ningln quimico y llegan
a tener hasta 107 especies asociadas, alimenticias,
rituales. medicinales, saborizantss, cosmétcas e incluso
una especie toxica, el barbasco (Lonchocarpus wiilis),
utiizado en la pesca (11); este conocimiento empirica
debe fortalecerse con estudios de las colecdones, de
las asociaciones de cultivos, |3 nstalacian de bancos de
germoplasma in situ que permitan la investigadion de la
-amplia bicdiversidad para desamollar productes elaborados
«con valor agregado y procesos agromdustriales, mediante
proyectas cientificos con las universidades del temitria,
considerando la forma de actuacion y ritmo de trabajo y

mecesidades de las comunidades, no de forma neal, sin
considerar la magnitud de iempe holisSoo comunitano | 14).

En la Tabla I se presentan plantas alimenticias,
medicinales, saborizantes, cosméticas, rtuales ytoxicas
deuso enlas comunidades esudiadas. Muchas de estas
tienen posibilidad de incremento de siembra y valor
agregado, porque se consideran con altas cualidades
organolepticas, digestivas y nuiriivas (15), excepio las
rituales y thxicas, que tienen emples cultural espacifico.

Las especies que se presentan en el listado de la
tabla, pusden tener mas de un tipo de uso conocido por
las comunidades, asi come pueden todas o algunas de
ellas tener propiedades para bicpreparados, probidticos,
prebidticos, aceites esenciales omegas y ofras cualidades
de bensficio que se necesitan investigar. Asociadas alas
estructuras de los sistemas diversificados de cultivo de
las comunidades locales, se encuentra el incremento
da siembras en esos ecosistemas y las reladones en
red entre las familias, pero no es deseable ni pertinente
establecer monocultivos.

Tabla Il. Plantas alimenticias, medicinales, saborizantes y cosméticas, rituales y toxicas en las

comunidades estudiadas

Nombre coman Nombre cientifico Uso
Flantas alimenticizs
Achiote Bixa Creilana Calorants alimenticio. Use en quemaduras
Apio Pouseria camite Frata, comservas
Unillas Puorouma fomentosa Fruta, comservas
Chontadure Bacrris gasipaes Fruto de consumo imaro; cualidades para elaborar aceite, alimento animal, jabones
Cuabas Inga sp. Frufa, conservas
Eila | Theabroma bicoior Frues; elaberades de chocelate ¥ bebidas
Man de arbol Caryodendron orinocemse  Frota; elaberades de aceites
Meretz Mavritia flemasa Frufa, conservas, aresama
Waramjilla Solanum quitsensis Frufa, 150 pam Dectares ¥ consarvas
Paparagua Artorarpus alfiis Frato. Cualidades para control de colesterol
Duka kambi Theatroma subincanum Frufa, conservas
Planta: medicinalas
Chuchmhaze Mzytenus macrocapa Beenmarisma
Curarina Poralia amara Mardedura de serpients
Guayusa e pugyuza Vigarizante, reffescants
Leche de aje Ficus insipida Diolencias estomacales
Sangre de drago Croton Jechiari Heridas
Ufia de gato Uncaria tormentosa Antioxidante
Flantas saborizantes
Aji Capsicum 5p Condimento picants. Antimicrobianoe
Ajo Muansog alliocea Candimento. Antimicrobiano
Ishpingn Ocater quijes Candimento aromatizante
Maria panga Piper peltatum Candimento aromatizante: Uso en dolores.
Flantas cosméticas
Shiwa Oempcarpus bataus Aceite para cuidar el cabello
Witk emipa americang Calorants natral
Plantas rituales
Ayahmazca Banisteriopric cagpi Cantacts con el mmdo espirinal, por shamanss
Copal Protum fimbriatum Cera para encender
Incienzo Clusin ¢ff Multjflora Aromatizante, parificacion de amhisntes
Waira panga Siparuna thecaphora Limpieza en el mundo espiritual por shamaes
Wantuk Brugmancia suaveoiens Contacto con &l mundo espirimal, por shamanes, proteccion en confusionss graves
Flantas tamicas
Barbasco Lonchocarpus utilis Tomice par peces

Elaborada por los aulores en base a3 13 nvestigacion de campo
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Relacicnado con los ingresos y composicion
econamica del aprovechamients de la agro biodiversidad
amazonica; ademas de las especies indicadas en la
Tabla II y de la extraccion de maderas suaves para
cajas contenedoras de mercancizs y maderas finas para
muebles y para construccion de viviendas, las familias
cultivan para consumo y comercializacion, platanc,
yuca, papachina, naranjila, cafia de azlcar y citicos,
entre las principales especies gue contribuyen a la
economia familiar, también formada por la crianza de
animales doméstcos, pero también s= ragistran ingresos
monetarios provenientes de negocios y empleos, bonos y
subsidios de desarmelio humano que reciben las familias
en condicion de pobreza material (Tabla II).

Los recursos renovables provenientes de la sebva,
tanto para uso doméstico como los que se destinan para
la venta, no son ingrescs monetaros directos sino una
cuantificacion menetaria de todos los bienes y servicios
del sistema en que viven las comunidades en el rea
de estudio (8).

Los ingresos monetarios en efectivo, en dblares
AMENCanos, por negocio propio y por empleo fuera del
hogar, son mas elevados que los demas ingresos en
todas las comunidades, excepio en Union de Llandia, en
la que |3 cuantificacion de bienes de culivos y animales
llega a 53 %y en Boayaku, donde =l porcentaje == similar
al de cultivos y animales, ambos en 41 %.

Estos ingresos monetarios no estan disponibles
para todas las familias dentro de cada comunidad, pero
suceden en todas las comunidades. Se observa que es
el factor de mayor diferendiacion econémica. Confirma
que uno o MAs de sus miembros tenen la expactativa de
recibir remesas que alivien la presion sobre los escasos
recursos, tales como la Serra y el espacio del hogar, como
estrategia de minimizacién de riesgos yla diversificacian
de ingresos (B); que los productos forestales no figuran
fuerements en las estrategias de acumulacion de los
ricos rurales* y que los ingresos agricolas en la Amazonia
son, en promedio, més bajes que a nivel nacional, lo

Cavendith, W How do forests s, monre and swpvoe the frvefthoods
af rural poor? A research nose [so lzea). Conter for Isternatiosal
Forestry Rsssarch, Bogor, Indenesiz, 2003, I3 p. [Consuttade: 30 de
marzo de 1013], Disponible en: <hopoititessens. it penedn viswdoc
dowaloadTded=10.1.1. 205,947 Exep=zep | Etype—pds=.

cual impulsa a la poblacion rural amazonica a buscar
fusntes altemativas de ingresos; cuando la poblacidn
no tienen capital ni educacion, busca empleo agricola
asalariado, pero si tiene capital financiero y humano
pueden afrontar las bameras de entrada e incursionar
&n negocios propios (161

La cuantificacion de cultivas y animales es mas aka
en Unign de Llandia, Boayaku y Veinticuatro de Mayo,
con 53, 41 y 40 %, respectivaments, mas cercanas a
la frantera de colonizacion, vias de transporte y cuya
poblacidn Kichwa es de 20, 85 y 50 % del total. Las
fres comunidades con 100 % de peoblacion Kichwa,
Flor de Bosgue, Tzawata y Wayuri tienen porcentajes
de 22, 15 y @ % en este registre; sin embargo, se
observo gue aumento el tamafio de las chacras de
subsistencia y los cultivos comerciales, eso indica
orientacién al mercado y ya no solo subsistencia coma
era tradicional. En todas las comunidades se declara
destino de venta, pero no todas las familias preducen
para el mercado. En la zona se empieza a incentivar
el cultive de cacao fino de aroma ( Thesbroma sp.)
gue también necesita de valor agregado en beneficic
del desamollo comunitario. Este escenario posibilita 2l
desamollo de proyecios en vinculos eon instituciones
académicas de nivel superior.

Los recursos de la selva llegan a cuantificar
meonetariamente el 15 % de contribucien en las
familias de Boayaku, ubicada en la frontera entre la
colonizacion y la selva, &l 12 % en Tzawata, 10 % =n
Flor de Bosgque ¥ 5§ % en Wayur en las comunidades
Kichwa, estas indican aprovechamiento de maderas,
artesania, animales. medicing, fibras para vivienda y
utensilies y alimentacion, entre otros. Mientras Unién
de Llandia indica & % en la cuantificacién y Veinticuatro
de Mayo apenas 1 %. Sin embargo. en promedio, las
comunidades declararon dependencia del 87 % de los
recursos locales para la subsistencia alimentara. Este
hallazgo indica que aungue los ingresos monetarios
son imperiantes, tedavia son muy imperiantes los
recursos del medio rural, sus sistemas agrobisdiversos,
la selva, los cultives y los animales en general, para la
auto subsistencia.

Tabla lll. Ingresos monetarios diferenciados por fuentes de ingreso y comunidades

Ingresos ¥ recursos Tzawata Wayari Flor de bosque: Boayakm Unionde Lhndia ~ Venficatre de mayo
renovables (para uso (12 encuestas)  (§ emcuestas) (9 encuestas) (13 emcuestas) (20 emcmestas) (4 encuestas)
oméstico v vemta),

mnfficsdsenmaic USD % USD & % TUSD ® USD UsD iy
Wegocios y empleas 20760 61 L7650 B & 41370 4l 23780 32 4 T30 56
Bemos ¥ subsidios 400 12 1260 6 4 21040 3 5380 7 1260 3
Cultivos y amimales 5030 15 2000 @ 1 405 41 435 53 17855 40
Becusosdelaselva 3975 12 1020 3 10 14670 15 G800 [ 480 1
Ciamtia meal afio 2013 33065 100 23020 100 STAIS 100 00725 100 1785 100 44375 100

Elaborada por los aulores en base a |os cusstionarnos aplicados a nived Tamillar
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También se evidencia que la valoracidn de los
recursos de la selva es pobre & incompatible con su
importancia; pues se considera que la porcion occidental
de la Amazonia (donde esta Ecuador y el area de
estudio), @5 unz de las dreas mas biodiversas del
planeta, hogar de varies pusbles indigenas. Mantiene
porciones intactas de bosgue muy himeds tropical
y alta probabilidad de estabilizar las condiciones
climaticas de cara a los problemas del calentamiento
global (17. 18).

También se establece que |la conservacién
de |la bicdiversidad y el manejo sustentable de los
scosistemas son elementos clave en las politicas
y las esirategias de reduccion de la pobreza desde
los niveles global, nacional y local, para 2l 70 % de
les pobres del mundo gue viven en areas rurales y
dependen directamente de la bicdiversidad para su
supervivencia y bienestar (18, 20, 21, 22). Se precisa
repoblar y revalorizar los recursos renovables nativos
que usan las comunidades, afadires valor agregade
y formar capital humano para su cuidado.

En cuanto a la percepcion de las estrategias de
desarrollo local rural sostenible para las comunidades
en estudio se observa que las comunidades estan en
el area rural, no han migrado a la ciudad gue crecs
y multiplica sus problemas de contaminacion, fala
de abastecimiento y demanda creciente de recursos

de consumao. A través de los indicadores medidos
se evidenciaron el mantenimiento de la idenfidad, la
estructura de su sistema agrobiodiverso amazenico,
asi come el conocimiento de especies susceptibles de
agregacién de valer y vulnerabilidad monetaria para
solventar necesidades materiales. En la Tabla IV se
presenta una sintesis del analisis realizado entre las
organizaciones indigenas y la Universidad Estatal
Amazénica de Puyo, Ecuador.

Para enfrentar las necesidades de investigacion se
propaone formar redes da investigacion, de vinculacian,
de docencia, que incorporen las culturas ancestrales,
sus sabios, sus ritos: propiciar una especializacian
en saberes ancestrales; institucionalizar una politica
de vinculacidn con la comunidad en la evaluacian
académica. También el estado ecuatorianc previene
la urgencia en la discusion de esirategias gue
contribuyan a sostener la ventaja competitiva nacional,
basada en la riqueza natural y bicldgica, soportada
por el desamollo de redes productivas y de generacien
tecnolégica local; para hacerlo impulsar 2l programa
de becas Prometes y la instalacién de una universidad
regional amazdnica (23).

En este marce de apertura a la colaboracion para
apoyo a la comunidad. es preciso concretar planes
de accidén con las comunidades, con respeto y en
beneficio comun.

Tabla IV. Agenda para impulsar la sostenibilidad ecologica

Froblemas

;Qué investigar?

Propuestas

-La educacion superior mo siempre s
accesible; mo siempre reconoce el aports
indizena, no investiza en dizlogo de
saberes en beneficie d= la comunidad; es
faceor de diferenciacion social que puede
servir funcionalmente a los sectores
exfractives o 1a biopirateria.

-La universidad tiens un trabajo de
vinculacion que ne es reconocide
suficientemente; tisne presion de las
logicas de mercade antes que de la
generacion de la ciencia, la caltura, el
arte local 52 necesita maver trabaje
imterdisciplinario e incorporacion de
Ios sabere: ancesirales en las politicas
publicas.

-La calidad educativa en las comunidades
&5 baja, desarticulada, falta informacion,
conciencia de trabajo a large plazo.
Las comunidades indigsnas esperan
resulftados de corto plazo.

-Fuentes d2ingreses altermatives con enfasisen
1a biodiversidad local, ecalogia, capacidad de
carga, reforestacion, cria de animales ¥ peces
amazdnices. agroecologia ¥ procesamismbo
de planta: pativas con potencial de mercada.

-Filosefia, formas de actnacion para la
imterrelacion enire las pecesidades
comumitarias, las posibilidades de mgTesos v
1a mediacion instinrional de aperyo.

- Dinamicas de uso y sistemas ancestrales de
manejo del territarie, sinobetanica, propiedad
intelectual, documentacion de saberes,
cicles biegeoguimicos, enerzias renovables.
Mitigarion ¥ adaptacion al cambio climatice.
-Estudies socioeconomicos ¥ demograficos.
Foldela muajer en la conservacion ambiental
v mangjo sostenible de recurses. Emizracion,
inmisTacion ¥ cambios culrarales.

-{Comstrair procesas, proyectas v planes de
accion conjunts ¥ permanentes; conocidos
enasambliea por las comnmidades; enbase a
un didlogoe participative, um marce juridico
¥ una etica de respeto a los derschos
colectives, qUe permitin mantensr nexos
entre 1a unrversidad, las commmidades y
otras enfidades. para investipar, replicar
v compartir beneficios, informacion
v transferencia de conocimisntos ¥
remalogias.

-Incluir en la malla curricular los
conocimientos ancestrales; invelucrar
2 las paciopalidades en los procesos
academices e mvestizaciones en relacion
con 1a biodiversidad.

Fuente: alaborada por los autores en base & taler de trabajo 82 13 Universidad Estatal Amazenica (UEA] con 135 comunidades rurales y
oniginartas & Instiucionas astatsias de 13 zona 3 (Pastaza, Tungurahua, Chimborazo, Cotopax), para Impulsar [ sostenibilidad scokgica,
en el marco de adapiacion al eamblo elimatico, Puye-Centro de Investigacion, Posgrade y Conservacion de |a Blodiversidad Amazéalea

de 3 UEA, 10-11 de junio/2014
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CONCLUSIONES

+

-

-

Se presenta el ciclo del sistema agrobiodiverso
Kichwa amazdnico de seis de sus comunidades
con las principales especies promisorias (asociadas
a sus cultivos diversificados), que pueden agregar
valor, los ingresos y compasicién econdmica
del aprovechamiento de la agrobiodiversidad
amazonica en estas comunidades rurales, ubicadas
en el territoric de la nacidn originaria Kichwa
amazonica ecuatonana.

Se destaca que el territorio indigena estudiado
Kichwa mantiens sistemas agrobicdiversos, pero
existe el riesgo de pérdida de recursos, estruciuras
¥ conocimiento ancestral, producto de la influencia
del mereado y de los procesos de colonizacion.
Se precisa integrar soluciones estratégicas entre
las comunidades y las universidades del territorio
que acrecienten el poder y conocimiento propio,
gue faworezcan la permanencia de la poblacidn
en el sector rural, que potencien la identidad, la
economia popular, social y solidaria, la estabilidad
en &l patrimonio natural y el bioconocimiento,
3 través del procesamiento de frutos amazdnicas,
enriquecimiento y sostén de los sistemas
agroecaldgicos.
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A.2 Actitudes y practicas de la poblacién en relacion al etiquetado de tipo “semaforo
nutricional” en Ecuador

Patricio David Ramos Padilla?, Tannia Valeria Carpio Arias®?, Verénica Carlina
Delgado Lopez?, Veronica Dayana Villavicencio Barriga®, Carlos Eduardo
Andrade?, José Fernandez-Saez°®.

a. Grupo de Investigacion en Alimentacidn y Nutricion Humana, Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo-Ecuador.

b. Departamento de Nutricion, ciencias de la alimentacion y gastronomia,
Universidad de Barcelona-Espafia

c. Grupo de Investigacion en Salud Publica, Universidad de Alicante-Espafa.

Revista Espafiola de Nutricion Humana y Dietética — Spanish Journal of Human
Nutritions and Dietetics, 2017;21 (2), 121-129.

Introduccion: La eleccion de alimentos es fundamental para la salud de las poblaciones.
Las estrategias como las normas del etiquetado en los productos alimenticios podrian
ayudar a que el consumidor tenga informacion clara de los alimentos que consume.
Objetivos: Explorar la asociacion del sexo y la edad con las actitudes y practicas frente
al etiquetado nutricional tipo “Semaforo Nutricional” en Ecuador.

Material y Métodos: Estudio transversal en una muestra por conveniencia de 622 sujetos
de ambos sexos en 6 supermercados del area urbana de Riobamba durante los meses de
septiembre de 2014 a febrero de 2015. Se realizaron contrastes de hipdtesis de diferencias
de proporciones y regresion logistica para determinar la asociacion de las actitudes y
practicas con el sexo y edad.

Resultados: Respecto a las mujeres, los hombres (OR=1,58; 1C95%:1,13-2,21; p<0,001)
y los participantes de entre 18-40 afios con respecto a los de >40 afos (OR=1,72;
1C95%:1,22-2,44;p=0,002) tienen mas probabilidad de creer que actualmente hay
demasiada presion para comer de forma saludable. Igualmente los hombres tienen menos
probabilidad de creer que consumen demasiada grasa (OR=0,61; 1C95%:0,43-0,85;
p=0,01) respecto a las mujeres. Los participantes de entre 18-40 afios frente a >40 afios
tienen mas probabilidad de tratar de reducir al minimo la cantidad de aziucar (OR=2,41;
1C95%:1,55-3,76; p<0,001), sal (OR=2,24; 1C95%:1,50-3,60; p<0,001) y grasa
(OR=2,17; 1C95%:1,44-3,27; p<0,001) que consumen.

Conclusiones: Las actitudes y practicas de la poblacion respecto al semaforo nutricional
pueden variar respecto a la edad y el sexo.
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PALABRAS CLAVE

Etiquetado
de alimentos;
Valor nutricional;

Comportamiento
alimentario;

Ecuador.

) A ¥ dela en relacitn sl de tipo nutrichonasl™

en Ecuador

RESUMEN

Introduccién: La eleccién de alimentos es fundamental para Iz salud de las poblaciones. Las
estrategias coma las normas del etiquetado en los productes alimenticios podrian ayudar a gue
el consumideor tenga informacitn clara de los alimentos gue consume.

Objetivos: Explorar [2 asociacsin del saxo y |3 edad con |as actitudes y practicas frente al etique-
tado nutricional tipo "Semaforo Nutricional” en Ecuador.

Material y Métedos: Estudio transversal en una muestra por conveniencia de £22 sujetos de am-
bos sexos en 6 supermercades del drea urbana de Riobamba durante los meses de septiembre
de 2014 a febraro de 2015 Se realizaron contrastes de hipdtesis de diferencias de proporcionas
¥ regresiin logistica para determinar 13 asociacion de las actitudes y practicas con el sexoy edad,
Resultados: Respecto a las mujeres, los hombres (OR=1,58; I095%:1,13-2,21; p<0,001) y los
participantes de entre 18-40 anos con respecto a los de »40 anes (OR=172; IC95%:1,22-2 &4,
p=0,002) tienan mas probabilidad de creer que actualmente hay demasiada presitn para comer
de forma saludable Iguzlmente los hombres tienen menos probabilidad de creer que consumen
demasiada grasa ({0R=0,61; IC95%:0,43-0,85; p=0,01) respecto a |as mujeres. Los participantes
de entre 18-40 anos frente 3 »40 anos tienen mds probabilidad de tratar de reducir al minimo
la cantidad de aricar (OR=2,41; IC95%:1,55-376; p<0,001), sal (OR=224; 1C95%:1,50-3,60;
pe0, 001}y grasa (OR=217; 1C95%:1 443, 27; p<0,001) que consumen.

Conclusiones: Las actitudesy prdcticas de |2 poblacidn respecto al semaforo nutricional pueden
variar respecto 3 la edad y af sexo.

Cfbra besjo Licencia Creative Commons Reconocimiento-MoComercial-Compartirigual 4.0 Internacicnal.
c nz
Més informaoion: hitpy/ f oreativecommons.org/ licen ses/ by-nc-sa 8.0/ m k1014306 fronleyd 71 2306
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) Population attitudes and practices regarding the ‘traffic light™-style 1apeling In Ecuador

ABSTRACT

KEYWORDS

Intreduction: Choosing food is critical to the health of populations. Strategies such as labeling
Food Labeling;

rules im products could help consumers to hawe clear information on the food they eat.

Objectives: To explore the association of sex and age with the attitudes and practices with regard
o the ‘traffic light'-style nutritional Iabeling in Ecuador

Material and Methods: A cross-sectionzl study was carried out in & convenience sample of 622
subjects of both sexes in & supermarkets in the urban area of Riobamba from September 2014
to February 2015. Differences of proportions and logistic ragression hypothesas were tastad to
determine the association of attitudes and practices with sex and age.

Results: Men with respect towemen (0R=1.58; 55%C1:113-2 31; p<0.001) and participants zged
18-40 years with respect to those aged »40 years (OR=1.72; 95%C11.22-2.44; p=0.002) are more
likely to believe that there is currently too much pressure to eat healthily. Likewise, men are less
likely to believa that they consumea too much fat (OR=0061; 95%C1043-0.85; p=0001) comparad
towomen. Participants aged between 18-40years are more likely to try to minimize the amount
of sugar (0R=2.41; 95%CE1.55-376; p<0u001), sal (0R=2.24; $5%C11.50-3.60; p<(u001) and fat
consuming (OR=217; 85%C1-1.L4-337; p«0.001) vs &40 years.

Conclusions: The attitedes and practices of the populatien regarding the ‘traffic light'-style
nutritional labeling can vary with respect to age and sax.

Mutritive Value;
Feeding Behavior;
Ecuador.
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etiquetado nutricional a toda descripcidn destinada al

fINTRUDUCElﬂN

Desde hace varias décadas, ha aumentado considerable-
mente la cultura que aboga por estilos de vida mas saluda-
bles que lleven a un bienestar personal y mejoren |2 salud
de los individuos en todo el mundo. La selaccidn de alimen-
o5 que s 3justan 3 |as propias necesidades personales as
un fuerte componente de una dieta equilibrada conducien-
do a una sociedad mas informada y saludable®3

La importancia del etiquetado de los alimentos radica en
su papel como principal medio de comunicacién entre
productores y consumidores, para los cuales es una valiosa
herramienta de ayuda en 1z toma de decisiones acerca de
su ingesta alimentaria®. Segon el reglamento sanitario
de etiguetado de alimentos procesados para el consumo
humano de |2 RepOblica de Ecuador®, se considera

consumidor sobre |as propiedades nutricionales de um
alimento que comprende |3 declaracién de nutrientes y
|z informacién complemeantaria, 2 |2 ver que senala que
|z valoraciéin del alimento procesado en referencia a los
componentes y Concentraciones permitidas de grasas-
ar(cares y sal (debido a su relacion con enfermedades
crénico-degenerativas) se debe referir en base a cantidades
establecidas que permita crear el etiguetado tipo "Semdforo
Mutricional" donde cada aspecte se marca con un color
{werde: bajo; amarillo: medio; o rojo=alto) (Figura 1)

Los etiguetados comvencionales suelen ser de dificil
compresion, por lo gue el &xito del sistema de etiquetado tipo
semaforo nutricional ha sido comprobado en otros paises
como Inglaterra o Alamania, donde se pudo constatar que
los individuos que utilizaban el semdforo nutricional solian
tenar decisiones mas acertadas con respecto al contenido
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/—Flgur: 1. Ejemplo de etiguetado nutricional tipe “Semdioro Nutricional”.

4 N N e
MEDIO en AZUCAR @ o
MEDIO =n GRASA @ no contizne GRASA
STI. S‘:‘Il. ne contizne AZUCAR

- AN AN J

/

nutricional de un alimento o bebida gue escogian®™. E
etiquetade tipo semdforo nutricional ha sido apoyado por
la British Medical Assodation, otras asociaciones meédicas,
Consumers International y organizaciones de consumidores
en todo el mundo por su gran eficienciay sentide comon®

Ecuadoer se ha convertido en el primer pais de Latincamérica
en adoptar &l sistema del semdforo nutricional para alartar
2 los comsumidares sobre |3 cantidad de grasas-azlcar y sal
de diversos productos alimenticios. El siguiente paso es la
adopcién de conductas y pricticas adecuadas de la pobla-
cidn con respecto 3 esta kerramienta para mejorar su dieta.
Un reciente estudio ha concluido que la comprensidn y uso
del etiquetado tipo semaforo nutricienal es distinto en fun-
cidn de las etnias de |a poblacién ecuatoriana?, sin embargo,
no exploraron la asociacién de las actitudes y las practicas
del etiguetado nutricional segln semdforo nutricional en
funcidn del sexo y Iz edad.

Por tanta, el objetive de este estudio es explorar la asocia-
cion del sexoy la edad con las actitudes y pricticas frente al
etiquetado nutricional tipo semaforo nutricional en Ecuzdor.

’MATERI.#L Y METODOS

Se aplict una encuesta estructurada durante los mesaes de
septiembra de 2014 2 febrero de 2015 en una muestra re-
presantativa de 622 adultos mayores de 18 anhos, hombres
¥ mujeres, que realizaban sus compras en & supermercados
del drea urbana de |3 cudad de Riobamba, Ecuador, quienes
brindaron su consentimients para la toma de dichos datos.

La informacion fue tomada por 32 estudiantes previamenta
entrenados de la carrera de Nutricién y Diatética de |a Es-
cuela Superior Politécnica de Chimboraze, Ecuador, sebre los
conocimientos, actitudes y practicas referentes al sistema de
etiquetado semdforo nutricional. Los encuestadores proce-
dieron a realizar la encuesta de 20 items que constaba de las
siguientes afirmacionas: 1) creo que actuzlmanta hay dema-
siada presitn para comer de forma saledable; 2) creo que co-
meer una dieta con un alto contenido en azdcar, sal y/fograsa
puede causar graves problemas de salud; 3) creo que consu-
mo demasiada azdcar; &) creo que consumo demasiada sal;
5} creo que consumao demasiada grasa; &) trato de reducir al
minimo la cantidad de arlicar que consume; 7) trato de re-
ducir al minima |13 cantidad de sal que consumo; 8) trato de
reducir al minime |3 cantidad de grasa que consumo; 5) en
general, conozoo lo que significa el color royo en el etiqueta-
da; 10} en general, conozco lo que significa el color amarillo
en el etiquetado; 11) en general, conozco lo gue significa &l
color verde en el etiquetado; 12) siempre o frecuentemente,
leo la etiqueta nutricional de los paguetes de alimentos o
bebidas; 13) siempre o frecuentemente, presto atencidn a las
indicaciones que figuran en los paguetes de alimentos o be-
bidas; 14) desde que se implementd |a estrategia del sema-
foro nutricional presto mayor atencidn a las indicaciones que
figuran en los pagquetes de alimentos o bebidas; 15) opino
que en al etiquetado tipo semdforo nutricional de los alimen-
tos y las bebidas hay informacién suficiente; 16) desearia
que en los paquetes de los alimentos con alto contenido de
aziicar, sal y/o grasa apareciera una advertencia clara; 17)
on |as etiquetas nutricionales de los paguetes de alimentos,
prefiera ver informacin sobre las cantidades de azdcar, sal
y/0grasa, que en legar de sélo una de ellas; 18) he dejado
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de comprar un alimente luego de haber leide el contenido de
arlicar, salyfograsa; 19) he dejado de consumir un alimeanto
luego de haber leido el contenido de azdcar, sal y/o grasa;
20) considero qua la implementacion de la estrategia del se-
méforo nutricienal es adecuada para mejorar |as condicionas
de salud de |a poblacitn. Finalmente, se procedid a registrar
las respectivas respuestas en un formulario de papel.

La muestra s& calould wtilizando el software Epi Info ver-
s5¥in 7 para un tamaho poblacional de 263.412 habitantes
segun al Instituto Nacional de Estadisticay Censos del Ecua-
dor, 2013, con nivel de confianza 95%, precision 0,04 (4%)
y frecuencia esperada de 0,5 (50%); siendo 600 individuos
(n=600) mas un 5% adicional (30 encuestas) por posible
pérdida de datos por exclusitn (encuestas que no astuvieran
rellenadas al 100% o ilegibles). La seleccion de la muestra se
realizd por muestreo por conveniencia. Los datos se proce-
sarony analizaron con los paguetes estadisticos SPS5 150
v STATA 14.0.

Se recogid informacidn socicdemografica (sexo, edad, nivel
de educacién y ocupacién) y de comportamiento (actitudes
y practicas en relacién 2| semdforo nutricional). La edad fue
categorizada en dos categorias: 18-40 anos y mayores de 40
afos; |a ocupackdn fue agrupada en cuatro categorias: des-
empleados y estudiantes, cargos técnicos y profesionales,
labores de hogar, y trabajo manual; el nivel de educaciin
se agrupd en tres categorias: = primaria {donde se agrupa
sin estudios y primaria debido a los pocos casos de sin estu-
dios), secundaria y suparior.

Para determinar si existian diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre |2 edad de |a muestra por sexo se realizd el
contraste no paramétrico de 13 U de Mann-Whitney.

Se realizd un andlisis descriptive usando frecuencia y por-
centajes para describir las variables cualitativas. Para com-
parar las diferencias entre 135 variables sociodemograficas
{edad en categorias, nivel educativo y ocupacdn) y el sexo se
st el estadistico . Para determinar la asociacin entre las
actitudes y practicas del etiquetado nutricional con el uso
semaforo nutricional y el saxo y |a edad se usé la regresién
logistica cruda y ajustando por ocupacdn y nivel educati-
vo, obteniends Odds Aotio (OR) e intervalos de confianza del
95%.

rRESULTﬂDUS

Se recogieron 622 encuestas, siendo el 64% mujeres y
65,6% sujetos en edades comprendidas entre los 18 y 40
anos. La edad media de los hombres y mujeres fue de 347
v 35,8 anos respectivaments, no encontrandose diferencias
significativas (p=0,2). El 26,7% de las mujeres se dedicaba a
Ias labores de hogar mientras gue el 52, 7% de los hombres
se dedicaba a trabajos manuales. El 23,9% de las mujeres
tenia un nivel de educackdn superior frente al 31, 3% de hom-
bres (Tabla 1).

'/Tihla 1. Distribucidn de |a muestra segin sexo, edad, ocupackin y nivel de educacion N
Hombre Mujer
n % n % p™
Total 726 | 36,0 | 388 | 64,0 | <0001
Grupo de edad
18 - 40 ahos 156 | 69,6 | 261 | 656 | 03
+ &0 afios 68 | 304 | 137 | W4 03
g 03
Grupo de ocupacion
Desempleados y estudiantes G5B 255 7a 19,6 [ §
Cargos técnicos y profesionales 42 18,8 50 126 0,04
Labares del hogar 5 22 186 | 367 | « 0001
Trabajo manual 118 52,7 | 122 | 307 | <0001
a < 0,001
Nivel de educacion
< Primaria n 5,8 a7 219 1 <« 0,001
Secundaria 132 583 | 216 | a3 03
Superior 70 [ M3 | 95 | B’I | 006
L g 0,002 J

n: tamano muestral; * Contraste de independencia de x*; ** Contraste de diferencias de proporciones.
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El 68,6% de los partidpantes del estudio afirmaron leer el
etiquetado nutricional, de los cuales el 40% creia que 13 in-
formaciin presentada en el etiquetado tipo semdforo nu-
tricional contiene suficiente informacion. Ademads, el 50% y
49,4% de los participantes declararon haber dejado de com-
prar o consumir, respectivamente, un alimento tras leer el
contenido de azdcar, sal y grasa gue presentaba el etique-
tado nutricional.

En la Tabla 2 se muestra la asodiacién entre &l sexo y la
edad con las actitudes y practicas frente 2l etiquetado nu-
tricional tipo semaforo nutricional En ella se obsarva que,
tanto en & modela crudo comao en el justada, &l ser hom-
bre (0R=1,58; IC95%1,13-2,21) y tener entre 18-40 anos
{0R=1,72; IC95%:1,22-2 44) fueron predictores significati-
vos (p<0,001) de tener |2 creencia de que actualmente hay
demasiada presidn para comer de forma saludable, inde-
pendientemente de |a ocupacion y del nivel de estudios.

-~
'/Tahla 2 Asociaciin entre el sexoy la edad con las actitudes y practicas de la poblaciin en relacién con el etiquetado tipo

"Semdforo Nutricional” en Ecuador (n=622).
Preguntas sl NO OR IC95% P OR* ICo5% P
Mujer pr 174
C tsaimante Seo
et e Hombre | 100 | 124 | 1,60 |1,15-2271| 0,005 | 1,58 | 1,13-2,21)| 0,007
Eslfuaﬂg:l']"'":' e Edad + &40 afios 135 BO
) # [T8%0anos | 193 | 218 | 171 |0,222.600] D002 | 1,72 | (1,22-2,4k)] 0,002
Creo que comer una dleta| ¢ o Mujer 376 22
Con un alto contenido ¥ X
gggﬁggsﬁg;‘g’“ JH:C.H;::S i;ﬁ; ;D 031 |00,11-051)| 003 0360013107 01
problemas de Salud. Bdad M Rubanes | &01 | 16 | 078 |[(035175)] 05 | 092040217 08
Sao Mujer 150 258
(CIBD qUE CONSUMa Hombre 100 134 075 |[054-1,05) 01 0,73 | (0,52-102)| 01
demasiada acar. + 40 afos 78 127
Edad
= 184D ahos | 172 255 0,87 |(0,62-1,23) 0,4 0,86 | 0,60-121)| O
Sexo Mujer 132 | Te
Creq que consuma Hombre | 78 | 186 | 0,83 |(0,58117)] 0,3 | 0,81 [ 0571151 0,2
demaslada sal Edad + &0 afios 58 147
1840ahos | 142 | 275 | 076 |(0,53-110) 01 | 075051100 01
Semo Mujer 156 2432
(CTB0 qUE CONSUMa Hombre 114 110 0,62 |i0458-0,86)] 0,005 | 0,61 | (0,43-0,85)| 0,004
demaslada grasa. + 40 ahos 74 131
Bdad e aDanes | 196 | 221 | D6k |045030) D01 | 053 | 066050 001
S Mujer 295 103
Tratode reduwdr al
minimo k2 cantidad de Hombre 164 &0 105 072153 OB |100)(0es-146) 03
ariicar que consumo. Edad +40ahos | 173 32
18-4L0ahos | 286 | 131 | 2,48 | (1,613,81)| < 0,001 2,41 | [1,55-376)]< 0,001
Seo Mujer 78 120
Trata de reduclr al Hombre: 160 54 0,53 |(065133)] OF | 0393065134 07
minime I3 cantidad de
52l Que consumo. Edad +4&0ahos | 165 40
= 184Dahos | 273 | 164 | 218 |(1,46-3,25)] < 0,001 2,24 | {1,50-3,60< 0,001
S0 Mujer 286 112
Tratode reduwdr al i .
milnmic I3 cantida de Hom e 22 75 128 |050-1.83)] 02 |135]|#055155)] 01
Q253 Que Consumo. T + &0 ahos 163 &2
0 | 1B4Dahos | 272 | 165 | 207 |(1,35-3,07)] = 0,001 217 | (L&4-3,37)|< 0,000
Sexo Mujer 284 114
Engeneral, congzco o Hombre 165 55 0,81 |(0,56-1,18) 03 1,01 | (0,681,500 09
que sl;lnmca £l Coior rajo 40 3 15 70
en el etiquetada. Edad ahos
1840ahos| 318 | 399 | 0,60 |(0,620,67)| 0,006 | 0,67 | (0,450,59)| 0,04 |




8. Anexos Valeria Carpio Arias

Rew Esp Mutr Hum Diet 2017; 212y 121 - 129

Actitudes y practicas de la poblacién en relacién al etiquetado de tipo “seméforo nutricional™ en Ecuador

s N
Sexo Mujer 245 153
EN general, conco o %
e Hombre | 156 | 68 | 0,70 [i0450,99)| 004 | 0,83 |i058120) 03
amariila en el etiquetada | -, | * 40afios | 114 51
1B-t0ahos | 267 130 0,57 |i040-0,80)| 0,001 | 066 | (044-0,52)] 002
Sao Mujer 266 132
En general, conoeca i I
quegslgn Hica el color H:Dml;re j'-gi :3 073 |M055129)| 02 | 053 |e4l3E| 07
werde en el etiquetado. + anos
e 18-40afes | 303 114 057 [i040082)] 0002 | 063 | 0463-051)] 001
Opina que enel i
g u!tqa:loil Sexo Mujer 155 263
;sglgqaﬁm w—mcl,"ar Hombre 54 130 | 0,88 |i0,63-1,23) 05 087 | (062-127)| 04
e los alimentas y |as
Debiias hay Infanmacion Edad 220 afos Bl 134
nutrickonal suficlente. 1B-L0ahos | 168 263 0,57 |0,65-1,38) 0.8 0,35 | 10,67-1,35)] 08
Desearia gue en Mujer 353 45
o5 paguefes de los Seo .
i Hombre | 158 | 26 | 1,03 [i062-178| @9 | 100 |0E01E63)| 0%
contenide de azlcar, sal
0 grasa apareciera una | Edad * 40 afos 7 28
agvertendla clara. 18-L0ahos | 374 &3 073 |i0&s121)] 02 | 073 ]043123) 02
En las etiquetas Mujer 305 93
S
E@,‘i&'ﬁgﬁ%ﬁf‘ég@ s Hombre | 176 | 48 | 0,83 |i06013%| 06 | 097 | 0,55165) 08
cantidades oa azicar, sa
'{%mu St ey + &0 afios 158 &7
e ellas. 1B-40ahos | 323 | 9 | 0,98 [0E6L46)| 09 | 107 | 071163 07
Considers ueJSa Seo Mujer 7 71
ﬁi‘ltﬂﬁ%’al”eellsagc%rauég Hombre [ 187 | a7 | 051 fios9-141)] o7 o9z [mss1es| o7
I3 mejorar las
ggﬂdthl"l!‘s. de saludde | Edad S Il 2iL E
2 pobizcion. 1840ahos | 346 | 71 | 093 |I060L48)| 07 | 097 | mE2L53| 09
slempre o S Mujer 257 151
Trecuentemente, k2o Hombre 17 57 126 |00,50-174) 0,2 132 | 0,94-1.85)) 01

e et “4Dahos | 136 | 79

aimentoso vebidzs. | B30 Toaun e, o0e [ 1es | 108 |771s3] 06 | 113 | 0751en] 05

Sempreo onn | _Muier =7 | 11
m atencion 2 135 Hombre | 130 | 104 | 138 |psza77| o1 | 133 |i095167] 01

naicaciones que figuran

en Ios pai LE1“E5 UE‘E Edad SeliE 131 74

alimeantos a bebidas. 18-:0ahos | 236 151 150 |,06-211)] 002 | 154 | (1082200 002

Trazla Imflemem.a:nn o Mujer 285 113

T Hombre | 150 | 7& | 124 [@7i7a] o2 | 13 [m33152)] o1
or atenckin a las

indicacianas que fguran | Edad zetage || atl =

en el etiquetadao. 18-&0ahos | 296 133 0,52 | (0,66-1,32) o7 0,36 | (0,66-1,35)| 08

Mujer 205 153

He dejado ge comprar | SEROD

AR e Hombre | 106 | 418 | LB |(0@85-484)] 0,3 | 1,28 | i052-160)] 01
contenido de azdcar, sal + &0 afos 115 an
/o grasa. Edad

18-i0ahes | 196 | 2:1 | 1se [nozzom| o003 | 152 [osz18 oo

He dejado o consumir | Sexo s zid JLES
un aﬁlmznmluegnue Hombre EE] 125 138 100,95-1592) 01 142 1 {102-1.98)| 004
haber lefdo el contenido + LD ahos 171 B&

e apicar, sal | Edad
earlear. salyfograsa. | Bdad o o hos | 186 | 231 | 179 |z725n | 0,001 | 1,85 | ma1-2621< 0,000 )

OR: Odlss Rotio; IC95%.: Intervalo de Confianza al 95%; * Odds Raotio ajustada por nivel de estudios.
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Los hombres tienen menos probabilidad de contestar que
si 3 la afirmacion “Creo que consumo demasiada grasa”
(0R=0,61; 1C95%:0,43-0,85; p=0,004) respecto a las mu-
jeres. En esta oltima afirmacién se encontrd también que
los individuos con edades comprendidas entre los 18-40
anos tienen menos probabilidad de decir que si (OR=0,63;
1C95%:0,44-0,90; p=0,01) respecto a los individuos mayores
de 40 ahos.

Los indiwiduos con edades comprendidas entre los 18-40
anos tienen mds probabilidad de decir que si en los items
"Trate de reducir al minimo la cantidad de azicar que con-
sumo” (OR=241; IC95%:1,55-3.76; p<0,001); “(.) sal que
consumao” {OR=2,24; 1095%:1,50-3,60; p<0,001); "(.) gra-
53 que consuma” {OR=217; 1C95%1,446-3,27; p<0, 001 ) ras-
pacto a los individuos mayores de 40 anos.

Con respecto 2l conocimiento de los colores del semaforo
nutricional, la muestra comprendida entre 18-40 afios tie-
na menor probabilidad de decir que s respacto 3 los ma-
yores de 40 anos a "En general, conazco lo que significa el
color ropo en el etiquetade” {OR=0,67; IC55%:0,45-0,95;
p=0,04); (.. el color amarillo del etiquetado” (DR=0,64;
1C95%:0,44-0,92; p=0,02); y "L..) color verde” (OR=0,63;
1C95%:0,43-0,91; p=0,01).

Los indiwiduos en edades comprendidas entre los 18-40
anos tienen menor prebabilidad de decir que si a la afir-
macin “He dejado de consumir un alimento luego de ha-
ber lefdo el centenido de azdcar, sal y/o grasa” (OR=1,85;
1C95%:1,31-2,62; p<0,001).

El 958% de los encuestados cree que comer una dieta con
un alto contenido en azdcar, sal v/ o grasa puede causar gra-
ves problemas de salud y B2,6% de |2 poblacién considera
que |3 implementacidn de |a estrategia del semaforo nutri-
cional es adecuada para mejorar las condicicnes de salud
de la poblaciin.

rnlscusmn

El presente trabajo analiza las actitudes y practicas de la
poblacién con respecte a la implementacidn del etiquetado
tipo semaforo nutricional en el Ecuador que pretende
brindar |a pauta para |3 comprension del impacte de 13
estrateqia para alertar a los consumidores sobre el consumo
de alimentos y bebidas v, de esta manera, contribuir a la
adopcitn de hdbitos saludables que formen parte de estilos
de vida mds sanos.

En un estudio realizado en el ano 2010-2011, donde partic-
péd Ecuador {n=400) junto con otros paises latinoamericanos

(n=1952), se vio que apenas el 30,7% de los encuestados lee
las etiquatas nutricionales de los paguetes de alimentos y
solamente el 26,2% presta atencidn a |as indicaciones que
figuran en los paquetss tales como "sin sal ahadida”, "bajo
contenido en sal”, “ligerc” o “sin grasas trans”’ *, dato gue
contrasta evidentemente con los encontrados en el presen-
te estudio, donde un 68,6% loe as etiquetas nutricionales y
al 500 y 49 4% respectivamente afirma que han dejado de
comprar o censumir un alimento luego de mirar su conteni-
do en azucar, sal y grasa.

De acuerdo com la Encuesta Nacional de Salud y Mutricidn,
ENSANUT 2013%, en Ecuador axiste una alta carga de so-
brepeso-obesidad y enfermedades metabdlicas en la mayo-
ria de grupos de edad, estas patologias estan fuertemente
condicionadas con 3 dieta. Bermuder y Col. menciona en
su articubs el doble costo que implica el aumento de 13s en-
fermedades crinicas en Latinoamérica para los sistemas
de salud, sumado 2 |a lucha de enfermedades infecciosas y
desnutricién, producto de un aumento del consuma de ali-
mentos altos en azcar y grasa® Segan el INECE (Instituto
Wacicnal de Estadistica y Censos del Ecuador), las primeras
causas de muerte en el pafs son la diabetes malitus tipo ||
¥ las enfermedades hipertensivas. Estas patologias estan
relacionadas con el consumo de azicar, sal y/o grasa. En
al presente estudio el 55 8% de los encuestados cree que
comer una dieta con un alto contenido en azdcar, sal y/o
grasa puede causar graves problemas de salud y el 82,6%
de I3 peblacion considera que la implementacién de |3 es-
trateqia del semaforo nutricional es adecuada para mejorar
las condiciones de salud de |3 poblacitn.

La ENSANUT menciona en su informe que 2 de cada 10 ni-
nos en edad escolar y adolescente y & de cada 10 adultos
an Ecuador tiene sobrepeso y obesidad, condicion que estd
fuertementa relacionada con &l consumo de azlcary grasa,
ademas menciona 1as altas prevalencias en el consumo de
gase0sas y otras bebidas, comida rapida y snacks (88,8%;
627%; v 71,2% respectivamente), todas altas en azdcar,
grasas y sal. En el mismo informe se menciona que el pro-
medio de consumo de grasa en la peblacién ecuatoriana con
respacto a la ingesta energética diaria corresponde al 26,5%
de las cuales 12% corresponden a grasas saturadas. Micha y
Cols ensu revision que analizd 266 estudios de 187 paises
acerca del consume de grasas y aceites, encontraron que el
consumo promedio global de grasas saturadas fue de 9,4%,
valor inferior 2l consumo en Ecuador.

Con respecto al consumo de sal, centenares de estudios, y
sobre todo la Organizacin Mundial para 1a Salud™, han ra-
tificado la relacdn que existe entre el consumo excesivo de
sal', mismo gque se da en casi todos los rangos de edad,
v la prevalencia de enfermedades crénicas severas como
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hipertensian arterial y enfermedades renales”, asi como la
necesidad de crear politicas que ayuden a la reduccidn de su
consumao en la poblacitn.

Los individuos en edades »40 afos tienen mayor probabili-
dad de decir que sl a la afirmaciin "He dejado de consumir
un alimanto luego da haber leido el contanido de azlcar, sal
y/o grasa”. En este sentido, se podria asumir que el impac-
to en las practicas de alimentacién y eleccién de alimentos
en adultos mayores desde la implemantacion del semdfor
nutricional ha sido positivo. Se deberia analizar si dicho im-
pacto es similar en adolescentes y nines, ya que aparente-
mente la simplicidad del semaforo nutricional indica que la
informacién es clara y de ficil comprensién para la mayoria
de personas.

El estudio presentt la limitacidn de no tener datos mas espe-
cificos de la poblacién como datos antropométricos y datos
sobre etnia, que serian interesantes en estudios futuros. De
igual manera, al tenar una muestra por conveniencia, puede
que no 5&a representativa de la peblacién aungue silo sea
de |as personas que compran sus alimentos en supermearca-
dos. Cabe destacar que la principal fortaleza de este trabajo
es dejar abiertas 1as puertas para ampliar el estudio con una
muestra mas grande y representativa de |a poblacion.

,CONCLUSIDNES

El presente estudio proporciona informacién sobre las acti-
tudes y practicas de la poblacion con relacion al semaforo
nutricional y lo compara en funcién de la edad y el sexo, de
manera gue se han establecido diferencias importantes en-
tre grupos poblacionales para ser consideradas en futuras
campafas de educaciin nutricional y salud plblica
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B. Comunicaciones en congresos cientificos.
B.1. Comunicacion 1. Poster

Titulo: Association between 5-HTTLPR L/S polymorphism and ADHD in children and
adolescents: Implications in diet and obesity

Autores: Carpio-Arias T.V., Torres-Anguiano J., Rios-Hernandez, A., Farran-Codina
A., Alda, J.A., Izquierdo-Pulido, M.

Congreso/Evento: NuGO Week.” Phenotypes and prevention, the interplay of genes, life-
style factors and gut environment”. Copenhague, Dinamarca. 2016.
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Association between 5-HTTLPR L/S
polymorphism and ADHD in children and
adolescents: Implications in diet and obesity

Carpio-Arias TV', Torres-Anguiane J', Rios-Hernandez A',
Farran-Codina A, Alda JA?, lzquierdo-Pulido M '3
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INTRODUCTION: it has been METHODOLOGY: 80 Cases and B0Controls ?
postulated that the presence of : (matctiad by sex and age; ADHD Diagnosed by

o i e . DSM-I-TR
region !-I'I'I'LPR gene  serolonin %y M_')
transporter (5LCEA4) may be related to J‘
cerlain compulsive eating behaviors and T
increased obesity (1,2), -

Enargy and detary intake "“"""’Wm""b el DNA (S-HTTLPR) genatyping
AIM: To study the presence of this
polymorphism  in children  and S |
adolescents  with  attention _deficit | |
disorder and hyperactivity disorder Fraquancy of DMA estraction: Qlagan-kit
(ADHD) and its potential form + w‘-’,;.."'t 3 m:nprambummmn I
with the presence of overweight / 24-hour recall ActiSloog
obesity and eating habits in these 4
v Analyzed with PCN
patients. Pro vi.32 Two functional groups: A) LALA+SLA (long)
B) LALG+SLG+LGLG+SS (shoet)

RESULTS:

cases and controls.

Figure 1. Percentage of genetic variations polymorphism 5-HTTLPR gene
between

Table 1

BMI and physical activty of subjects with ADHD and control subjects

obe:

sity
3. The presence of the short variant allele, predominant in cases _ol children

100% 7 | Cases ADHD  Controls | P value
BO%
B0% |BMIZ—score | O73(1.04) 0.24(1.00) | 0018 |
40% —
20% |Physical 112132 (810.4) 8662 (486.3) | 0.008
Py |acthity,
Short Long |kealiday
®mCases ®mControks
Table 2. ADHD symptomatology and 5-HTTLPR LIS polymaephism Figure 2. Food consumption in chikdren with ADHD classified by 5-HTTLPR LIS,
(data are presented in mean)
A B Pvalue 350
L n=32 n=22 300
ADHD Parents i ) 20
ADHD (Total) 30.0(11.3) | 342(115) NS 150
'Hiperactivity | T138(93) NS 00 II
ey ]34 | i lel i 8 50
Inaftenton 166 (6.6) 204 (4.1) 0.01 [] — i I‘ | | I—— l' in
oA A I 1 5 @
'ADHD (Total) 9.1 (10.7) | 74.8(8.0) [0.03 & &‘i( ﬁ’ & GB& “j’r ,&o’ f &
'Hiperactivity | 70.5(135) 673(17.4) NS
mmnnc.n T Ba7(128) 764 (86) 0.01 &
*ASLALA+SLA; B'SLALG*SLG+LGLG+SS HLULGHIGHGLGSS B LALLSLA
CONCLUSIONS: REFERENCES:
1. The “short” variant in children and with ADHD 1. CotmaSets ADHD
2. The presence of the short varant could not relate to aspects of diet or | | , m‘,’é’:‘"‘f“ﬂ“& e

WL
10 HTTrO8TOSTISETIG
3 Vendand A

with ADHD could bring as

obesity.

disease such as inattention that muld have long-term consequences of

ic of the

of Famdy based mseocabons. betesen Be
LS polymophiam and weceptblty o ADMD. J Aflest Dm 2015 001
q-smumnwlm tour Aunctonal loci
Mol Prycharry, 20186, 11 24-220

of humanSLCEAS, with &

Abstract number: 24948
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B.2. Comunicacion 2. Poster

Titulo: Diet and sleep in children and adolescents with Attention deficit hyperactivity
disorder

Autores: Rios-Hernandez A., Carpio-Arias T.V., Alda J.A., Farran-Codina, A.,
Izquierdo-Pulido M.

Congreso/Evento: “Il Workshop anual sobre “Cacaco y chocolate: ciencia y
gastronomia”, Campus de Alimentacion de Torribera- Facultad de Farmacia y Ciencias
de la Alimentacion de la Universidad de Barcelona, Barcelona, Espaiia.



8. Anexos Valeria Carpio Arias

DIET AND SLEE
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Background and objectives: I

Nutrient deficiencies and unhealthy diets have been related with attention—
deficithyperactivity disorder (ADHD). Sleep disorders also might influence in
ADHD symptoms. To date little is known about the impact of diet and sleep on
ADHD symploms. The aim of this study was 1o assess the relationship between
diet and sleep disturbances in children and adolescents with ADHD.

Subjects &
55 Cases Matched by sex and age Energy and dietary intake
) eteyears Anthwopomtric
ks " Sleep characteristics

Sleep disorders were more prevalent in ADHD children compared to control (Figure 1). It was found that a lower consurm!on

protedn, thiamin, vitamin D, iron, folate, i is iated with a higher p of total sleep p
In the same way, a lower wmwrnpbon ol l'bet vegetable protein, thiamin, vitamin BE, vitamin E, iron, folate, magnesium ang
with a higher Daytime il " only in children and adolescents with ADHD (p<0,05) (Tabl{

Toll seep poviems —I_ . - !

Fiber 080 135,024
Steep hypertidrosis §37% g
e Vegetal protein 075 -1.30,-023
Excessive somnolence gy 3 Saturated fat 0.70 0.11,1.30
Steop wakn transition disordor [l 5 Thiamin -15.26 24,10, 645
Disorder of arousal 833 Vitamin B 830 15,30, -1.30
ol -1.63 -275,0.51
Sioop broathing disardor B35 !
) Folate 004 0.08-0.01
Disorders of initiating and maintaining sleep 7.,  ®Contol ® ADHD children Magresium 007 042, -0.01

Aoma)
]

TOTAL SLEDP PROBLEME
.
14

I — T
1 | ‘! L] E
-
I 4
2

VEGETAL PROTEIN INTAKE {giday)

1. Children and with ADHD have higher f sk than healthy subjects.

2. Our results are in accordance with published data that showed that nutritional defidencies such as that of vitamin B group, magnesium and zinc
may impair sleep by allering neural via inal h (e.g. insulin, CCK, ghrelin) or by affecting the synthesis of
serolonin and melatonin,

3. Taking in that diet is a moddfiable factor, specific dietary strategies for families and children with AHDH might help their sleep
pattemns and, in consequence, their quality of life

Lrpserie. Pusete ol Al mm«uummnmmwnm Recent Advances 0
Scmnces . Aesearch Sgeposl 2015 43144 Bunden preteranary
mnmmmuummmmnslmm durston o bedime? Explonng e msccaton
JCIul'll[ww FLERTED AT
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B.3. Comunicacion 3. Poster

Titulo: Sleep disorders associated with diet in Spanish children and adolescents with
Attention deficit hyperactivity disorder

Autores: Carpio-Arias T.V., Rios-Hernandez A., Farran-Codina, Izquierdo-Pulido, M.,
Alda J.A.

Congreso/Evento: 61 ¢ Congreso de AEPNyA “Integrando Miradas” Asociacion
Espafiola de Psiquiatria del Nifio y Adolescente, Castellon de la Plana, Espafia.
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SLEEP DISORDERS ASSOCIATE WITH DIET IN SPANISH CHILDREN AND
ADOLESCENTS WITH ATTENTION DEFICIT HYPERACTIVITY DISORDER
Carpio-Arias T, Rios-Hernandez A?, Farran-Codina A, lzquierdo- Pulldo M2, Alda JA.2

IDepartment of Nutrition, Food Science and Gastronomy and Institut de Recerca en Nutricid i . University of h
Spain; “CIBER Physiopathology of Obesity and Nutrition (CIBEROBN], Instituto de Salud Carlos III Spain; 'ADHD Unit. Child and Adolescent
Psychiatry Department. Hospital Sant Joan de Deu Barcelona, Spain,

INTRODUCTION & OBJECTIVES

Sleep disturbances are particularly widespread in children and adolescences with attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD) giving place to negative consequences in dlfferem areas of child’s life. On the other hand, diet is another factor that
has been shown to contril to ADHD symp Therefore, both may be contributing factors to ADHD
symptomatology. To date little is known about the impact of diet and sleep on ADHD symptoms, The aim of this study was to
assess the relationship between diet and sleep disturbances in children and adolescents with ADHD.

METHODS RESULTS & DISCUSSION
+ 50 children and Sleep total disorders (STP) were more prevalent in ADHD children compared to controls
adolescents [6-16y) with |p=0.001) (Figure 1). Moreover, ADHD children showed more behavioral sleep problems of
ADHD (naive) and 60 sex- initiating and maintaining sleep (BPS), more sleep-wake transition disorders (SWTD) and a
and age- matched higher excessive daytime somnolence (ED5) than controls (p<0.001) (Figure 1). Most
controls. interesting was the fact that subjects with ADHD who had higher intake of dietary fiber and
* Nutrient intake ') Food higher intake of certain vitamins and minerals showed less total sleep problems (Figure 2)
Frequency Questionnaire and less excessive daytime somnolence (Table 1). Those, associations were not found in the
* Sleep Disturbances = controls. Deficiencies of group B vitamins and in certain minerals (magnesium and iron)
SD5C Bruni et al,, 1996 may disrupt sleep, and their effect seems to be based on their influence on the secretion of
melatonin,
Figure 1. Prevalence of Sleep Disorders (Bruni Scale) in cases (blue) and in Table 1. of Daytime and
controls (red) diet in subjects with ADHD*
$TP: Seep total probiems: #58: Betavors! Seen Problerss of B 95%Cl P
AD et Soardr, ST Seep ke erstion i Fiber 080  -135-024 0006
S e Thiamin 1526  -24.10;-6.45 0,001
Vitamin B6 -8.30 -15.30; -1.30 0.022
Iron -163 -2.75; -0.51 0.005
Folate -0.04 -0.08; 0.01 0.008

* Adpustedfor geeder and age

m E Magnesium  -0.07 -0.12; -0.01 0.016
o1 3G o0 ] m TWran
85p SBD AD SWTD EDS HYH

TP
Figure 2. Correlations b | sleep p and nutrient intakes in subjects with ADHD *

a " T . 2 .

g - g g :
; g : : H gg g g LSRRV
‘S » aS . g 2 v T
d Ri= 0072 F Ris 0.075 Fi R 0058

§ P 0.008 § o 0.0 § = D028

FIBERINTAKE (gdsy) FOLIC ACID INTAKE (sgiday) IRON INTAKE (mg/day)
* Adjusted for gender and age .
CONCLUSIONS

+ Children and adolescents with ADHD have higher prevalence of sleep disorders than healthy subjects.

+ The nutritional quality of the diet may impair sleep by altering neural responses or by affecting the synthesis of serotonin and
melatonin,

* Taking into consideration that diet is a modifiable factor, specific dietary strategies for families and children with AHDH might
help to improve their sleep patterns and, in consequence, their quality of life.

REFERENCES: Blunder et al. | Child Health Care 2010; 14-24. Beuni et al, ) Sleep Res 1996; 5:251-
FINANCIAL o, o £ w @ conacr 61. Chaput, Physiol Behav 2014; 134:86-91, Cortese et al,, Eur Chid & Adolessc Psychiatry 200;
SUPPORTED BY: Y ol e 18: 353-9; Grandner ut al, | Sleop Res. 2014; 23:22-34, Poukikuri ot al. Nutr Res 2012; 32: 30919
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B.4. Comunicacion 4. Poster

Titulo: Eating behaviour dimensions and anthropometric indicators of adiposity and diet
in Ecuadorian adults.

Autores: Carpio-Arias T.V., Zerén-Rugerio M.F., Cando-Ofiate F. , Izquierdo-Pulido
M.

Congreso/Evento: 111 Workshop ““La salud de la microbiota, prebioticos y pro biéticos
en nutriciéon animal y humana”. Campus de Alimentacion de Torribera-Facultad de
Farmacia y Ciencias de la Alimentacion de la Universidad de Barcelona, Barcelona,
Espana.
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EATING BEHAVIOR DIMENSIONS AND ANTHROPOMETRIC INDICATORS OF ADIPOSITY
AND DIET IN ECUADORIAN ADULTS.

Carpio-Arias TV 2%, Zerén-Rugerio M.F.'2, Cando-Ofate F.4 | lzquierdo-Pulido M.135

! Nutritian, Food 5 { ycf Barcelons, Spatn; *Food wsd icrikon Researh G (GHANKL *Excetn Sperior

UNIVERSITAT.s  Politécnica de Chimbaraza™, Ecuador ! Institur de R i fa (INSA), University a, Spain; Inainute of INSA
Postgrd T £ “Escueta 5 P fe Chimboraza ", Ecvador; * CIRER Pl hal Hesity amd Nistritian
BARCELONA FCIBEROBNY, fustitusde Sutud Cireloos 11, Spain Vgt M
INTRODUCTION MATERIALS AND METHODS

Obesity is a growing and Ll )
pathology. There is a need to understand the e -
cognitive-behavioral nature of food intake and
[ mc'actlon with obeslly Among  the i e
g af ealing 3454 8.3 years: TE% famain
behavior  (EB) Iraw been  identified: g
uncontrolled and emotional, each with its own
eliclogy.

Poutriton Barvce

AIM: To understand the link between the P o Honpin Gt .
and ions of the ] 0. Independent Variables: COESITY AND DIET

EB, adiposity lmlealom and diel in a sample = —_—

of averweight E;

-.f'l
LL] S0 phryiond ey et
RESULTS
Table 1. Anthropometric characteristics and eating behavior scores [mean (SD)] Figure 1. Eating behaviors and energy intake
34.6(6.3)
Wesght (kg) B4.3 (22.3)
Height (cem) 160.00.1)
| BMI (Kgym2) 325(7.3)
| ‘Waist perimater (cm) 954 (17.2)
| Hig circuméenence (om) 1028 (11.5)
| Fat mss (%) 404 (8.9)
i Mean 50 Miny Max
Emotional scone 214 034 133 an
| Uncantrolied score 248 03 166 EEES  High scores. Low scores
Al the individuals showed overweight or obesity. Higher scores of eating behaviors mean Adults identified as high emotional or high uncontrolled eaters showed higher
higher emaotional or uncontrolied behaviors. wvalues of energy intake. On the ather hand, the intake of all macronuirients was.
aiso higher in both high emotional ar high uncontrolied eaters (data not shown).
Figure 2. Eating behavior and BMI Figure 3. Eating behavior and waist circumference Figure 4, Eating behavior and fatty mass (%)
S0 130 4 BCE |
Tas £ | s
5,., | i . guo | §u " .
FELR # 100 | a5 |
En R Ew |
izs 2w | ;)s |
] L =30
in ; 60 LER
10 50 0
lowscore  Highscorn  Lowscore  High score lowscore  Mghsore  Low score lowscore  MWighwsoore  Lowscore  High soore
EMOTIONAL UNCONTROLLED FMOTIONAL UNCONTROLLED PMOTIONAL UNCONTROLLED
i ; " ‘Subjects ot ey Indibiduals o cators
uncaniroled esters showed higher alues of BML. showed higher wikues of waist Cecumfersnce. ; T )
L o0, s 0 50 Meaan and SO of fatty mass, *Significance level p<0.001
CONCLUSIONS
+ Indmﬁual differences in ealing behaviors may explain in part variations in diet, development of weight gain (adiposity), and subsequent obesity.
Th an ional orfand an lled behavior could be obesity factor risks.
2. The nutritional marapdes to lose weight or to mammm the weight lost should also take into account the eating behavior of the patient in order to
P the di to their success.
REFERENCES ACKNOWLEDGEMENTS
c-ncucuchmumunm#mmommmmmnwmwuww i
non-abesa particpants. 2000 Wt J. of Dbes; 33, 611620, Jauragu-Lobera 1. at ai; Psychomatric Properies of Spanish Version of the 2 - CONACYT
Three-Factor Eaing R18 (Thog-Sp) and Its with Some Eating and Body image-Related Voriables. 2014. = - senescyt -
Mutrients; 6 5418-5635 Kruger R. of af. Expioring the Relatonship between Body Composiion and Eating Behavior Using the Three
Factor Eating Questionnaine (TFEQ) in Young New Zealand Women, znm Mutrients. 8:386
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B.5 Comunicacion 5. Poster

Titulo: Anthrometric indicators of adiposity and diet related with sleep quality in
Ecuadorian adults.

Autores: Carpio-Arias T.V., Zerén-Rugerio M.F., Cando-Ofiate F., Cambras T.,
Izquierdo-Pulido M.

Congreso/Evento: 111 Workshop ““La salud de la microbiota, prebioticos y pro biéticos
en nutriciéon animal y humana”. Campus de Alimentacion de Torribera-Facultad de
Farmacia y Ciencias de la Alimentacion de la Universidad de Barcelona, Barcelona,
Espana.
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ANTHROPOMETRIC INDICATORS OF ADIPOSITY AND DIET RELATED WITH

SLEEP QUALITY IN ECUADORIAN ADULTS
Carpio-Arias T.V." 2%, Zerén-Rugerio M.F.?, Cando-Oiate F.4, Cambras T.%, lzquierdo-Pulido M.'2&
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RESULTS

Anthropometric characteristics and sleep quality of the studied subjects are showed in Table 1. Paricipants classified as Poor Sleep Quality (PSQ) had higher
anthropometrics parameters: Body weight, BMI, waist circumference and fal mass percentage (p<0.05) than adults classified as Good Sleep Quality (GSQ) (Figure 1),
Moreover, participants classified as PSQ had higher intake of energy (p<0.001), carbohydrates (p=0.023) and fat (=0.021) than those classified as GSQ (Figure 2). Data in
figure 1 and 2 are shown in means and standard deviations.
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B.6. Comunicacion 6. Poster

Titulo: Emotional eating is associate to sleep quality in Spanish young adults.

Autores: Zeron-Rugerio M.F., Carpio-Arias T.V., Diez-Noguera A., Cambras T.,
Izquierdo-Pulido M.

Congreso/Evento: 111 Workshop ““La salud de la microbiota, prebiéticos y pro biéticos
en nutricion animal y humana”. Campus de Alimentacion de Torribera-Facultad de
Farmacia y Ciencias de la Alimentacion de la Universidad de Barcelona, Barcelona,
Espaiia.
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RESULTS

In our population of young adults, 59% of participants showed an PSQI

higher of 5, which indicates a poor 5Q [Figure 1).

Higher PSQI scores (indicating poor $Q) were associated with higher EE (B =0.298, p<0.029, r*=0.054) (Figure 2). On the other
hand, no statistically significant associations were found between PSQI and UE and RE. Figure 3 shows the associations
between PSGI means and the emotional (EE) items from the TEFQ-R21, showing that subjects with higher PSQI tend to overeat
when depressed, anxious or sad (p<0.05). All stofistical analysis were adjusted by age, gender aond physical activity.

Figure 1. Sleep Quality in Spanish Young adults.

Figure 2. P5QI (means + SD) and emotional eating behaviors
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B.7. Comunicacion Oral
Titulo: Morningness and sleep quality improve adherence to mediterranean diet.

Autores: Zeron-Rugerio F; Carpio-Arias TV; Diez-Noguera A; Cambras T; Izquierdo-
Pulido M.

Congreso/Evento: 111 Workshop ““La salud de la microbiota, prebioticos y pro bioticos
en nutricion animal y humana”. Campus de Alimentacion de Torribera-Facultad de
Farmacia y Ciencias de la Alimentacion de la Universidad de Barcelona, Barcelona,
Espafia.
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C. Cuestionarios

C1. Criterios para el diagnostico de Trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad del Manual DSM-V.

A- Patrén persistente de inatencion y/o hiperactividad-impulsividad que interfiere
con el funcionamiento o desarrollo que se caracteriza por (1) y/o (2):

1. Inatencién

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

NOTA: Los sintomas no son sélo una manifestacion del comportamiento de oposicion,
desafio, hostilidad o fracaso para comprender las tareas o instrucciones. Para adolescentes
mayores y adultos (a partir de 17 aflos de edad), se requiere un minimo de 5 sintomas.

a. Con frecuencia falla en prestar la debida atencion a los detalles o por descuido se
cometen errores en las tareas escolares, en el trabajo o durante otras actividades (por
ejemplo, se pasan por alto o se pierden detalles, el trabajo no se lleva a cabo con
precision).

b. Con frecuencia tiene dificultades para mantener la atencioén en tareas o actividades
recreativas (por ejemplo, tiene dificultad para mantener la atencion en clases,
conversaciones o lectura prolongada).

c. Con frecuencia parece no escuchar cuando se le habla directamente (por ejemplo,
parece tener la mente en otras cosas, incluso en ausencia de cualquier distraccion
aparente).

d. Con frecuencia no sigue las instrucciones y no termina las tareas escolares, los
quehaceres o los deberes laborales (por ejemplo, inicia tareas pero se distrae rapidamente
y se evade con facilidad).

e. Con frecuencia tiene dificultad para organizar tareas y actividades (por ejemplo,
dificultad para gestionar tareas secuenciales; dificultad para poner los materiales y
pertenencias en orden; descuido y desorganizacion en el trabajo; mala gestion del tiempo;
no cumple los plazos).

f. Con frecuencia evita, le disgusta o se muestra poco entusiasta en iniciar tareas que
requieren un esfuerzo mental sostenido (por ejemplo tareas escolares o quehaceres
domésticos; en adolescentes mayores y adultos, preparacion de informes, completar
formularios, revisar articulos largos).
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g. Con frecuencia pierde cosas necesarias para tareas o actividades (por ejemplo,
materiales escolares, lapices, libros, instrumentos, billetero, llaves, papeles de trabajo,
gafas, movil).

h. Con frecuencia se distraec con facilidad por estimulos externos (para adolescentes
mayores y adultos, puede incluir pensamientos no relacionados).

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

2. Hiperactividad e Impulsividad

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

NOTA: Los sintomas no son s6lo una manifestacion del comportamiento de oposicion,
desafio, hostilidad o fracaso para comprender las tareas o instrucciones. Para adolescentes
mayores y adultos (a partir de 17 afios de edad), se requiere un minimo de 5 sintomas.

a. Con frecuencia juguetea o golpea con las manos o los pies o se retuerce en el asiento.

b. Con frecuencia se levanta en situaciones en que se espera que permanezca sentado (por
ejemplo, se levanta en clase, en la oficina o en otro lugar de trabajo, en situaciones que
requieren mantenerse en su lugar.

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

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

13

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

f. Con frecuencia habla excesivamente.

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

h. Con frecuencia le es dificil esperar su turno (por ejemplo, mientras espera una cola).
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i. Con frecuencia interrumpe o se inmiscuye con otros (por ejemplo, se mete en las
conversaciones, juegos o actividades; puede empezar a utilizar las cosas de otras personas
sin esperar o recibir permiso; en adolescentes y adultos, puede inmiscuirse o adelantarse
a lo que hacen los otros).

Los sintomas de hiperactividad-impulsividad han estado presentes durante al menos 6
meses en una medida disruptiva e inapropiada para el nivel de desarrollo de la persona.

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

C. Varios sintomas de inatencién o hiperactivo-impulsivos estan presentes en dos o
mas contextos (por ejemplo, en casa, en el colegio o el trabajo; con los amigos o
familiares; en otras actividades).

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

E. Los sintomas no se producen exclusivamente durante el curso de la esquizofrenia
0 de otro trastorno psicético y no se explican mejor por otro trastorno mental (por
ejemplo, trastorno del estado de animo, trastorno de ansiedad, trastorno disociativo,
trastorno de la personalidad, intoxicacion o abstinencia de sustancias).

En funcion de los resultados se podran clasificar las siguientes presentaciones:

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

Presentaciéon predominante con falta de atencidon: Si se cumple el Criterio A1 pero no
se cumple el criterio A2 (hiperactividad-impulsividad) durante los ultimos 6 meses.

Presentacién predominante hiperactiva/impulsiva: Si se cumple el Criterio A2
(hiperactividad-impulsividad) y no se cumple el Criterio Al (inatencion) durante los
ultimos 6 meses.
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C2. Cuestionario de frecuencia de consumo alimentario

| Frecuencia de consumo de alimentos - Infantil

ID: (arellenar por el personal investigador) | Fecha:
Apellidos: | (escriba apellidos en MAYUSCULAS)
Nombre: (escriba nombre en MAYUSCULAS)

Instrucciones:

1. Este cuestionario NO debe ser autoadministrado. Debe ser rellenado por el personal
investigador.

2. Cuando estime las frecuencias de consumo, piense en todas las formas en que puede
consumir un alimento. Por ejemplo, las verduras crudas pueden consumirse como plato o
como acompaflamiento.

3. Tenga en cuenta las cantidades cuando estime las frecuencias. Por ejemplo, si un
individuo suele consumir un plato de verduras crudas cada dia y 3 veces a la semana como
acompafiamiento entonces seran 7 raciones mas 3 medias raciones (total: 8,5
raciones/semana).

4. Introduzca un sélo dato de frecuencia para cada alimento, usando la columna que mas
le convenga.

la. ¢Sigue el nifio/a alguna dieta especial? No Si, por iniciativa de los padres Si, por
indicacion de un profesional 1b. ¢Cuél? Sin gluten Sin lactosa Sin proteina lactea Sin
huevo Baja en energia Vegetariana Ovo lacto vegetariana

2. ¢Qué comidas hace habitualmente el nifio/a? Desayuno Media-mafiana Comida
Merienda Cena Resopon Entre horas

3. ¢Con qué frecuencia come el nifio fuera de casa?: Nunca A veces habitualmente Fin
de semana

4. Si come habitualmente fuera de casa, indique qué comidas

Desayuno Media-maflana Comida Merienda Cena Resopdn Entre horas
5. Qué aceite/grasa acostumbra a utilizar para:
Freir...oovveniiiine, Al Guisar.......c.cceeeneee

6. Acostumbra a eliminar la grasa o la piel de los diferentes alimentos (jamon, pollo,
etc.)? Si No A veces.

7a. Toma algtin complejo vitaminico-mineral o suplemento nutricional?

Si No A veces

7b. En caso afirmativo, indique el nombre comercial del producto y la frecuencia de
consumo (pastilla/capsula):
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NOMBRE FRECUENCIA

12345D

M A

12345D

M A

12345D

M A
D, diario; S, semanal; M, mensual; A, anual

Cuanto tiempo hace que
lo toma?

A continuacion le preguntaré con qué frecuencia (poner un nimero [N] o una cruz

[X]) acostumbra a
tomar los siguientes alimentos:

A la semana

Leche

Yogurt (también DANONINO
considerar

Y racién)

Chocolate: tableta, bombones, “Kit
Kat”,

“Mars”...

Cereales de desayuno (“Corn- flakes”,
“Kellog’s™)

Galletas tipo “maria”

Galletas con chocolate, crema...
Magdalenas, bizcocho, melindros...
Ensaimada, donut, croissant...
“Phoskitos” “Pantera Rosa” “Bony”
Tigretén

A la semana

Ensalada: lechuga, tomate, escarola...
Judias verdes, guisantes, brécoli,
zanahoria

Acelgas, espinacas

Verduras de guarnicion: berenjena,
champifiones

Patatas al horno, fritas o hervidas
Legumbres: lentejas, garbanzos,
judias...

Arroz blanco, paella

Pasta: fideos, macarrones,
espaguetis...

Sopas y cremas de verduras

A la semana

Huevos
Pollo o pavo (incluir el fiambre de
polloy

Al mes Nunca
Al mes Nunca
Al mes Nunca
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pavo también)
Ternera, cerdo, cordero (bistec,
empanada,...)

Carne picada, salchichas,
hamburguesa,

albondigas

Pescado blanco: merluza, panga, rape,
bacalao...

Pescado azul: sardinas, atun, salmén
(conservas th)

Marisco: mejillones, gambas,
langostinos, calamares, ...
Croquetas, empanadillas, pizza
Pan (en bocadillo, con las comidas,...)
Jamén salado, dulce, embutidos
Queso blanco o fresco (Burgos,...) 0
bajo en calorias
Otros quesos: curados o semicurado,
Cremosos

A la semana Al mes Nunca
Frutas citricas: naranja, mandarina,
(Kiwi
también)
Otras frutas: manzana, pera,
melocoton, platano...
Frutas en conserva (en almibar-...)
Zumos de fruta natural
Zumos de fruta comercial
Frutos secos: cacahuetes, avellanas,
almendras,...
Postres lacteos: natillas, flan, mato,
arroz con leche,...
Pasteles de crema o chocolate (tartas,
brazo gitano, etc.
Golosinas: gominolas, caramelos...
Bolsas de aperitivos  (“chips”,
“Cheetos”,
“Fritos”...)
Helados
Azucar

A la semana Al mes Nunca
Bebidas azucaradas (“Coca-cola”,
“Fanta”, Trina,...)
Bebidas bajas en calorias (*"Coca-cola
light™)
OTROS A la semana Al mes Nunca
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C.3 Cuestionario de calidad de suefio de Bruni.

1. ¢ Cuantas horas duerme la mayoria de las noches?:
Horas: 9-11h 8-9h 7-8 h 5-7h <5h
Puntos: 1 2 3 4 5

2. ¢Cuanto tarda en dormirse?:

Minutos: <15m 15-30m  30-45m 45-60m >60m

Puntos: 1 2 3 4 5
En las siguientes respuestas puntue segun la frecuencia del evento:
1: nunca

2: 1-2 veces al mes
3 :1-2 por semana.
4: 3-5 veces/semana.
5: diariamente.
3. Se va a la cama de mal humor:
4. Tiene dificultad para coger el suefio por la noche:
5. Parece ansioso o miedoso cuando *‘cae" dormido :
6. Sacude o agita partes del cuerpo al dormirse:
7. Realiza acciones repetitivas como rotacion de la cabeza para dormirse:
8. Tiene escenas de " suefios "* al dormirse:
9. Suda excesivamente al dormirse:
10. Se despierta mas de dos veces cada noche:
11. Después de despertarse por la noche tiene dificultades para dormirse:
12. Tiene tirones o sacudidas de las piernas mientras duerme, cambia a
menudo de posicion o da "patadas™ a la ropa de cama:
13. Tiene dificultades para respirar durante la noche:
14. Da boqueadas para respirar durante el suefio:
15. Ronca:
16. Suda excesivamente durante la noche:
17. Usted ha observado que camina dormido:
18. Usted ha obsevado que habla dormido:
19. Rechina los dientes dormido:
20. Se despierta con un chillido :
21. Tiene pesadillas que no recuerda al dia siguiente:
22. Es dificil despertarlo por la mafiana :
23. Al despertarse por la mafiana parece cansado:
24. Parece que no se pueda mover al despertarse por la mafiana:
25. Tiene sofiolencia diurna:
26. Se duerme de repente en determinadas situaciones:

Puntos

SUBESCALAS PARCIALES DE PROBLEMAS CON EL SUENO:

Inicio y mantenimiento del suefio: Preguntas 1-2-3-4-5-10-11.
Problemas respiratorios: Preguntas 13-14-15.
Desoérdenes del arousal: Preguntas 17-20-21.

0
0
0

rango
99+3.11
3.77£1.45
3.29+ 0.84
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Alteraciones del transito vigilia/suefio: Preguntas 6-7-8-12-18-19. 0 8,11£2.41
Somnoliencia excesiva: Preguntas 22-23-24-25-26. 0 7,11£2.57
Hiperhidrosis del suefio: Preguntas 9-16. 0 2,87+1.69
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