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Resumen

INTRODUCCION. La siguiente investigacion se encuentra dentro de la linea de
investigacion llevada a cabo en la Universidad Catélica del Uruguay (UCU) de
contaminacién por metales y neurodesarrollo por el grupo Salud Ambiental Montevideo-
SAM- desde el afio 2006. Dicha linea de investigacion se enmarca en un estudio
longitudinal de colaboracién con la Universidad de Buffalo sobre el impacto de
contaminacién por metales en el desarrollo infantil. Se ha visto que el nivel de plomo en
nifios estd asociado a un déficit en el control de las funciones ejecutivas;
fundamentalmente, en las dificultades para inhibir respuestas impulsivas.

A nivel de laboratorio, este problema se ha estudiado a través de paradigmas de
inhibicion de respuesta utilizando las tareas Go/NoGo y Stop Signal. En estas tareas, el
sujeto debe ejecutar una respuesta motora o detenerla segun aparezca un estimulo Go o
NoGo respectivamente. Para estudiar la dinamica cerebral asociada a la respuesta de
inhibicidn se han utilizado los potenciales evento-relacionados (ERP- event related
potentials) ya que son no-invasivos y permiten una buena discriminacién temporal (del
orden de los milisegundos) de procesos que son muy veloces. Mdas concretamente se ha
relacionado la respuesta conductual frente a este tipo de tareas con la actividad
electrofisioldgica de la amplitud de los potenciales evocados N2 y P3. Si bien esta
asociacion se ha estudiado en nifios con impulsividad o Déficit Atencional con

Hiperactividad, son muy escasas las investigaciones que han estudiado la combinacion de



control inhibitorio por medio de potenciales evocados en conjunto con problemas

comportamentales fuera de un contexto experimental.

METODOS. Se evalua el efecto de la exposicidn a bajos niveles de plomo en relacién con
las funciones ejecutivas de una muestra de 40 nifios montevideanos. Dicha evaluacién se
realizo a través de un paradigma experimental Go/Nogo modificado en conjunto con la
medicién de la actividad electroencefalografica. La tarea experimental estaba compuesta
por tres tipos de estimulos (Go-frecuente, Go-infrecuente y Nogo infrecuente), que
permite diferenciar la actividad neural asociada con control inhibitorio de aquella
relacionada con el procesamiento de estimulos novedosos al contrastar directamente
ensayos Go y Nogo en relacién con su frecuencia de aparicion. A los participantes se les
pidiéd que apretaran con el dedo indice de la mano dominante un botdén en un control de
mando cuando aparezcan las letras "M" y "N" y que evite hacerlo cuando aparezca la letra
"W,

Complementaria a la tarea experimental Go/Nogo, se aplicaron una bateria de
cuestionarios tanto a la madre como al nifio, de forma de poder analizar como otros
factores comportamentales y de personalidad en conjunto con la exposicidn continua a
niveles leves de Pb inciden en el comportamiento inhibitorio. Especificamente dentro de
la clasificacion de comportamiento internalizante y externalizante con sus sintomatologias

asociadas.



RESULTADOS. Se reporta un efecto del nivel de plomo en sangre en los errores de comision
de la tarea experimental Go/Nogo pero no asi en los errores de omision. A nivel
comportamental se reporta el efecto de este neurotéxico a gran escala en sintomatologia
internalizante, asi como a nivel especifico en relacidén a aspectos fisicos, psicoldgicos y
cognitivos. Destacar que todos estos impactos se vieron atenuados una vez
contemplando el efecto de la edad y el Cociente Intelectual (Cl) de los nifios. A nivel
electrofisioldgico no se reporta una relaciéon directa entre el plomo y los ERP vinculados a

los procesos inhibitorios.

CONCLUSIONES. Se encontrd que aun a niveles bajos de Pb en sangre un efecto directo
sobre los procesos inhibitorios en nifios de Montevideo. Sin embargo, a nivel
electrofisioldgico el efecto del neurotéxico pareceria estar mediado por aspectos

comportamentales, impactando especificamente en sintomatologias internalizantes.
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Capitulo 1: Plomo y nuestro organismo

Este trabajo se basara sobre una muestra de nifios con exposiciones leves pero
constantes a neurotéxicos metalicos, especificamente al plomo (Pb). Siendo un metal
pesado al que la poblacidn general puede estar facilmente expuesta de manera constante
sea mediante el aire que respira, el agua que toma, la tierra o el polvo; en el caso de nifios
la exposicion usualmente ocurre en actividades de la mano a la boca (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, 2020).

El estudio del Pb es de relevancia por sus efectos nocivos a nivel de todos los sistemas
de nuestro organismo; siendo los mas estudiados el impacto a nivel neuroldgico (Bellinger
y Bellinger, 2006), cardiovascular (Vaziri, 2002), renal (Gonick, 2002), hematolégico,
inmunolégico (Dietert y Piepenbrink, 2006) y reproductivo (Bellinger, 2005). Existen otros
efectos nocivos en bases de datos epidemioldgicas, pero con resultados no tan claros
como los mencionados anteriormente, incluyendo efectos a nivel respiratorio, enddcrino,
hepatico, gastrointestinal, musculoesquelético, peso corporal y ocular. (ATSDR, 2020)

Partamos de una definicion en comun de que entendemos por sustancias con caracter
neurotéxico en base a sus propiedades y efectos.

Neurotoxicidad es un efecto adverso a nivel estructural o funcional del sistema
nervioso central o periférico causado por un agente bioldgico, quimico o fisico. Los
efectos neurotdxicos pueden ser permanentes o reversibles, producido por
propiedades neurodegenerativas o neurofarmacoldgicas de un neurotdxico, o el
resultado de acciones directas o indirectas sobre el sistema nervioso. (Erinoff,1995,

p.111)



En la actualidad estudios recientes han examinado bases de datos de sustancias
quimicas que pueden incluirse dentro de la categoria de neurotdxicos del desarrollo
(Mundy et al. 2015). En este listado de elementos neurotdxicos inorganicos se pueden
encontrar, entre otros, el aluminio (Al), arsénico (As), manganeso (Mn), plomo (Pb),
mercurio (Hg), uranio (U) y zinc (Zn). De este listado Unicamente el Mn pareceria aportar
micronutrientes esenciales, mientras que el resto de los elementos no cumplen ninguna
funcién en nuestro cuerpo.

Parte de la complejidad del estudio del efecto de neurotéxicos en el desarrollo radica
tanto en las diferentes fuentes de exposicién como ser aire, comida y agua, como en la
combinacion de diferentes neurotéxicos en bajos niveles (Dérea, 2019). En esta linea hay
cada vez mas evidencia de que una co-exposicion a multiples metales puede resultar en
niveles de neurotoxicidad mas elevados comparados con exposiciones Unicamente de un
tipo de metal (Sanders, Claus y Wright, 2015).

Como ejemplo, altas exposiciones al As en nifos pueden resultar en déficits a nivel
cognitivo (Rosado et al., 2007; von Ehrenstein et al., 2007; Wasserman et al., 2007;
Wasserman et al., 2004; Wasserman et al., 2011 sacado de Desai et al. 2020); mientras
gue estudios realizados en Uruguay no han encontrado evidencia del impacto del As en
niveles de exposicion bajo con el rendimiento académico de nifios cursando primer afio
escolar pero silo han encontrado en las funciones ejecutivas (Desai et al. 2020).

Dicho esto, en nuestro dia a dia estamos expuestos a diferentes contaminantes, lo que
dificulta encontrar relaciones unicausales entre una sustancia aislada e impactos

adversos. Sin embargo, se ha encontrado que el Pb es un elemento que se encuentra



presente en diferentes combinaciones de neurotdxicos y que es en gran parte responsable
por los efectos que tiene a nivel del retraso en el neurodesarrollo (Dérea, 2019). En un
estudio realizado por Shim, Lewin, Ruiz, Eichner y Mumtaz. (2017) en la poblacién
americana se encontrd que la exposicién se da en la combinacién de varios elementos (As,
Cd, Hg, Pb) estando el plomo presente en las diferentes combinaciones prevalentes, tanto
binaria (Pb- Cd), ternaria (Pb—Cd—Hg) y cuaternaria (As—Cd—Hg—Pb). En el caso del
Uruguay se ha estudiado el efecto en conjunto del Pb con Mn (Frndak et al, 2019), no
encontrando una marca comportamental especifica para esta combinacién, pero si
encontrando que niveles de Pb en sangre aumentan la probabilidad de pertenecer al
grupo de bajo rendimiento en un grupo de 16 tests cognitivos.

Finalmente, otro de los grandes puntos de interés en el estudio del Pb radica en el dafio
que puede generar incluso exposiciones a niveles minimos. Desde la Agencia para
Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR) de Estados Unidos se plantea la
imposibilidad de poder establecer un nivel minimo de riesgo (ATSDR, 2020). Mientras que
el Centro para Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de dicho pais reafirma lo
mismo, en el 2019 recomendaba intervenciones del sistema de salud cuando los niveles
de un nifo pasan los 5 microgramos de plomo por decilitro de sangre (<5 ug/dL) pero para
2021 dicha recomendacion cambid para niveles mayores o iguales a 3.5 pg/dL (CDC,
2021). Mas alla de estas recomendaciones, se han encontrado efectos a nivel neuro
comportamental a niveles tan bajos de 2 pg/dL (Ruckart et al., 2021; Braun, Kahn,
Froelich, Auinger y Lanphear, 2006), pudiendo establecer este valor como un minimo de

referencia.



En el caso de nuestro pais la preocupacién por la contaminacién por plomo y su impacto
en la salud surge en el 2001, teniendo en la actualidad una Comision interdisciplinaria
para el estudio de Contaminantes Quimicos Ambientales y hasta el afio 2016 una
Policlinica de referencia para la asistencia a nifios con alta contaminacién por plomo en el
Centro Hospitalario Pereira Rosell (Daleiro, 2018). En el afio 2010 se abre dentro de
centro de salud “Dr. Enrique Claveaux” la Unidad Pediatrica Ambiental (UPA), cuya area de
abordaje es la prevencién, diagndstico y manejo de afecciones infantiles causadas o
exacerbadas por la presencia de contaminantes en su entorno ambiental. Sumado a esto,
desde hace afios en Uruguay se organiza en la Ultima semana de octubre, por medio de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la semana internacional sobre la prevencion del

envenenamiento por plomo.

Plomo y Sistema Nervioso Central

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2019) los nifios de corta edad son
especialmente vulnerables a sus efectos téxicos particularmente en el desarrollo del
sistema nervioso central con secuelas a nivel intelectual y comportamental. Esta
susceptibilidad se puede atribuir a que los nifios tienden a ingerir y absorber mas Pb en
relacion con su talla, a la velocidad del desarrollo cerebral a esa edad (Ascione, 2001), a
una mayor absorcion del tracto gastrointestinal y una débil eficacia de la barrera
hematoencefilica (Lidsky y Schneider, 2003 de Boucher et al. 2009). Esta vulnerabilidad
también se da incluso antes del nacimiento, en donde el Pb materno puede cruzar la

barrera placentaria (Gundacker y Hengstschlager, 2012; Llanos y Ronco, 2009) y aumentar



el riesgo parto prematuros (Cheng, 2017). Los estudios han encontrado que este efecto
perjudicial de la exposicidn prenatal a Pb en el neurodesarrollo puede persistir en la edad
adulta (Mazumdar et al., 2012 de Tamayo y Ortiz et.al., 2016).

Por lo tanto, ya sea en el caso de un feto o de un nifio, el rapido crecimiento cerebral
que se da en ambas etapas implica que cualquier nivel de contaminacién por Pb puede
tener efectos nocivos para el desarrollo cognitivo (Jedrychowski et al., 2009). El Pb puede
interferir con el desarrollo normal del cerebro interrumpiendo procesos criticos como la
migracion neuronal, la sinaptogénesis, mielinizacion y la poda sindptica selectiva
(Faustman et al., 2000, Caito y Aschner, 2017). Procesos de desarrollo cerebral temprano
como la migracién neuronal puede verse alterados de manera indirecta por la exposicion
prenatal al Pb (Hu et al., 2008 de Boucer et al 2009), mientras que la exposicion en la
niflez temprana afectaria procesos posteriores como la mielinizacién, siendo las células
mielinizantes sensibles a la toxicidad del Pb (Tiffany Castiglioni, 1993, de Boucer et al
2009). También puede afectar la liberacién de neurotransmisores, asi como la
estimulacién de la neurotransmisién (Bressler, Kim, Chakraborti y Goldstein, 1999;
Bressler y Goldstein, 1991) e incluso en niveles bajos inducir muerte de células neuronales
(Dribben, Creeley y Farber, 2011 de Tamayo y Ortiz et al. 2016). En vista de esto podemos
afirmar que el Pb actia como un estresor quimico y causa una ruptura en los mecanismos
de homeostasis celulares. (Finkelstein, Markowitz y Rosen, 1998)

En esta misma linea, la presencia de Pb afecta a varios sistemas de neurotransmisores
incluyendo vias glutaminérgicas (Toxicology profile for Lead, ATSDR 2020), colinérgicas

(Cory-Slechta y Pokora, 1995) y dopaminérgicas (Seegal, Bush y Shain., 1990; White et al.,



2007). A nivel de las vias glutamatérigicas y los receptores NMDA, estos se vinculan con el
aprendizaje y los procesos de memoria. El glutamato es el neurotransmisor principal
utilizado por neuronas piramidales en la corteza cerebral y en varias areas del hipocampo
y en conjunto con los receptores NMDA los responsables de inducir la potenciacién a largo
plazo (LTP por sus siglas en inglés) hipocampal (McEntee y Crook, 1993). Por lo tanto, la
atencion se ha focalizado sobre el impacto que tiene el Pb sobre el LTP Hipocampal siendo
esto un indicador neurofisiolégico de cuando ocurre un proceso de aprendizaje. El efecto
del Pb sobre este proceso en modelos animales se puede resumir en que actua
aumentado el umbral para la induccién, reduciendo la magnitud de la potenciacion, y
acortando su duracion por medio de la aceleracién de su tasa de decaimiento (Toxicology
profile for Lead, ATSDR 2020).

En esta misma linea también se ha estudiado la influencia de los sistemas colinérgicos,
al igual que los glutamatérgicos, sobre el aprendizaje y los procesos de memoria. Esta
influencia se ve en los déficits cognitivos y demencias asociadas con el Alzheimer,
frecuentemente atribuidas a la perdida defunciones colinérgicas en la corteza y el
hipocampo (Cory-Slechta y Pokora, 1995). En este caso el efecto del Pb se ha visto sobre
la reduccién en la liberacion de acetilcolina (ACh), su recaptacion y tasas de rotacion
(Reddy, Deviy Chetty., 2007).

Por su parte, la dopamina como neurotransmisor se encuentra involucrada en
numerosas funciones del Sistema Nervioso Central como la atencion y el aprendizaje, el
comportamiento motivado por la recompensa, la cognicion y estados de animo (Jones y

Miller, 2008, Jusko et al. 2008), asi como la falla en la inhibicidn de respuestas



inadecuadas (Toxicology profile for Lead, ATSDR 2020). Estudios con animales han
evaluado el vinculo entre el sistema dopaminérgico y la exposicién al Pb; siendo sus
efectos a nivel presindptico, especificamente en su sintesis y liberacion. La exposicion a
este metal pesado agota la disponibilidad de neuronas dopaminérgicas, disminuye su
rotacion (Jason y Kellogg, 1981; Lasley, Greenland, Minnema y Michaelson., 1984),
disminuye su liberacion sindptica (Minnema, Greenland y Michaelson, 1986) e interfiere
con accién del autorreceptor para la regulaciéon de la liberacién de la dopamina. (Lasley y
Lane, 1988; Lasley, 1992;-Cory-Slechta y Pokora, 1995). Otros estudios con modelos
animales han demostrado el vinculo entre alta exposicién a niveles de Pb y altos niveles de
estrés (Cory-Sletcha, D. 2008 et al.) ya que ambos actuan sobre el eje hipotalamico
hipofisario adrenal (HHA). El Pb interrumpe procesos cognitivos afectando la via
dopaminérgica mesocorticolimbica, las hormonas del estrés actian en esta misma via a
través del eje HHA. Esta interaccidon implica que los niveles de estrés pueden modificar los

efectos del Pb y que el Pb puede modificar la respuesta frente al estrés.

De fundamental importancia es el vinculo existente entre la dopaminay la corteza
prefrontal (PFC por sus siglas en inglés), tanto a nivel estructural como funcional. A nivel
estructural la dopamina actua sobre los receptores dopaminérgicos D1y D2 que se
encuentran en diferentes poblaciones de neuronas piramidales en esta zona anterior de la
corteza cerebral que se proyectan hacia el cuerpo estriado y zonas subcorticales (Gaspar,
Bloch y Le Moine, 1995 de Jenni 2017, Reynolds et al., 2018). El rol de la dopamina es

facilitar una variedad de funciones cognitivas y ejecutivas llevadas a cabo por la PFC, como



ser: atencidn selectiva, memoria de trabajo, flexibilidad cognitiva y toma de decisiones
costo/ beneficio (Jenni, Larkin y Floresco, 2017). En relacidn con el Pb, estudios con
modelos animales han puesto en evidencia que este metal pesado impacta en los
receptores D1y D2, asi como en los niveles de dopamina en el nicleo accumbens, el
hipocampo y la corteza frontal en un periodo de 23 dias entre la pubertad y la adultez en
ratas. (Gedeon, Ramesh, Wellman y Jadhav, 2001).

El impacto del Pb no sdlo se ve a nivel de neurotransmisores, su efecto nocivo también
se ha visto a nivel neuroanatdomico. Estudios por Cecil et. al (2008) han puesto en
evidencia que concentraciones de Pb en sangre durante la nifiez estan asociados con
reducciones de volumen especificas de materia gris en la adultez; especificamente en

porciones considerables de la corteza prefrontal.



Capitulo 2: Trastornos externalizantes e internalizantes

En el apartado anterior se abordé cémo agentes externos (sustancias neurotoxicas)

pueden tener una incidencia sobre el neurodesarrollo y el comportamiento en nifios. Sin
embargo, no debemos olvidar que también hay factores internos, propios de cada nifio,
gue en la relacién con agentes externos daran como resultado una interaccién con
determinados patrones a nivel comportamental y cognitivo en diversos contextos.

Uno de esos aspectos internos son los patrones comportamentales del nifio, que de
alguna manera permiten conocer como es la interaccién del nifio con el mundo que lo
rodea y consigo mismo. En ese sentido los tipos de problemas comportamentales que se
manifiestan en la nifiez por lo general se agrupan en dos categorias: comportamiento
internalizante y comportamiento externalizante (Achenbach y Ruffle, 2000; Achenbach,
Ivanova, Rescorla, Turner y Althoff, 2016). A su vez esta clasificacion también explica la
mayoria de la coocurrencia de desérdenes psiquidtricos en la adultez (Carragher, Krueger,
Eaton, y Slade, 2015)

Al hablar de comportamiento externalizante nos referimos a comportamientos
desinhibidos que estan dirigidos hacia otros mientras que el comportamiento
internalizante refiere a comportamientos sobre inhibidos dirigidos hacia uno mismo
(Maughan, Christiansen, Jenson, Olympia, y Clark, 2005). Por lo tanto, en el espectro
externalizante encontrariamos sintomatologia vinculada a la agresion, problemas de
comportamiento, delincuencia, hiperactividad, oposicionismo y problemas atencionales;

mientras que en lo que refiere al espectro internalizante se incluyen una variedad de



sintomatologia incluida la ansiedad, miedo, tristeza, depresién, retraimiento social y
quejas somaticas. (Lilienfeld, 2003; Willner, Gatzke-Kopp y Bray, 2016).

Sin embargo, se deberia tener cuidado en tomar esta postura categoérica entre estos dos
extremos que en principio parecerian ser totalmente opuestos; ya que la mayoria de los
estudios en niflos encuentran una correlacién positiva entre ambos (Bird, Gould, y
Staghezza, 1993; Caron y Rutter, 1991) Es en esta linea que se puede tomar como
referencia el marco de investigacién RDoC (Resarch Domain Criteria) propuesto por el
Instituto Nacional de Enfermedades Mentales de EEUU por dos motivos, su enfoque
dimensional entendiendo la salud mental como un gradiente (no como estados
categéricos a nivel diagndstico) y su preocupacion por comprender el desarrollo del
comportamiento a lo largo de la vida.

Partiendo desde la mirada dimensional tenemos un tercer escenario; aquellos casos que
presentan sintomatologia tanto externalizante como internalizante, es decir una
comorbilidad entre ambos diagnésticos. Los datos demuestran que las tasas de
comorbilidad entre desdrdenes internalizantes y externalizantes no pueden ser atribuidos
a una mera casualidad de coocurrencia de sindromes independientes, dando a entender
gue debe existir algun mecanismo que explique dicha comorbilidad (Beauchaine y
McNulty, 2013; Caron y Rutter, 1991). En las propias palabras de Achenbach (2016) no
podemos asumir que los problemas internalizantes y externalizantes son mutuamente
excluyentes o independientes entre si.

Una de las técnicas mas utilizadas para evaluar la presencia de trastornos

internalizantes / externalizantes es el Sistema Achenbach de evaluacion empiricamente



basada (ASEBA por sus siglas en inglés) creado por Thomas Achencbach (1991). En una
revision sobre diferentes técnicas para evaluar estos constructos (Achenbach et al., 2016),
de 693 investigaciones relevadas el 91.9% usaron ASEBA como forma de evaluar la
presencia de trastornos internalizantes/externalizantes, en 63 paises diferentes (incluido
Uruguay). El uso extensivo de esta metodologia tanto en la investigacién como en la
clinica es por tratarse de una herramienta estandarizada, con evidencia que demuestra su
confiabilidad, validez y datos normativos. Su estructura jerarquica y dimensional permite
establecer relaciones y descubrir patrones de comorbilidad entre problemas especificos,
sindromes y problemas externalizantes/internalizantes validados a su vez por el DSM.

(Achenbach et al.,2016).

Los trastornos y la comorbilidad a lo largo del tiempo.

Retomando el marco de investigacion RDoc del Instituto Nacional de Enfermedades
Mentales de EE. UU., hablemos ahora de como entender esta relacion de los trastornos y
la comorbilidad a lo largo del desarrollo de la nifiez.

Podemos hipotetizar tres alternativas como sugiere Willner et. al (2016); en primer
lugar, si efectivamente existe un factor de vulnerabilidad comuin entre ambos trastornos
entonces la comorbilidad deberia manifestarse en etapas tempranas y mantenerse
estable en el tiempo. Una segunda teoria seria pensar que la comorbilidad surge cuando
los sintomas de un trastorno aumentan el riesgo de desarrollo del otro (Caron y Rutter,
1991), por ejemplo, que sintomas externalizantes lleven al desarrollo de sintomas

internalizantes (Burke, Loeber, Lahey, y Rathouz, 2005; Gooren, van Lier, Stegge, Terwogt,



y Koot, 2011; Ladd y Troop-Gordon, 2003; Nobile et al., 2013; van Lier y Koot, 2010). Esto

I"

implicaria adoptar una postura de “acumulacién secuencial” en donde perfiles con
sintomatologias “puras” tendrian mayor riesgo de desarrollar perfiles

comorbidos. Finalmente, podriamos pensar un escenario opuesto en donde los nifios
tendrian a manifestar sintomatologias en respuesta a situaciones de estrés poco
diferenciables en la dualidad externalizante/internalizante; y que a lo largo del tiempo y
de la interaccién con el entorno esta comorbilidad se iria transformando en una
sintomatologia “pura”. (Lahey y Waldman, 2007). Esta perspectiva de diferenciacién
sugeriria entonces que la comorbilidad seria mas alta en nifios pequenos que disminuiria
con el pasaje del tiempo transformandose en perfiles internalizantes o externalizantes.

La principal limitante de los trabajos que estudian estos trastornos y su comorbilidad
es el caracter transversal de los mismos, no contando con datos a nivel longitudinal para
evaluar la sintomatologia a lo largo del tiempo. El trabajo de Willner et al (2016) permite
acercarnos a este tema, habiendo realizado un seguimiento de 336 nifios desde el jardin
de infantes hasta el segundo afio escolar analizando la sintomatologia afio a afio. La
aparicion de nuevos casos de comorbilidad fue relativamente atipica donde 81% de nifios
con perfiles comorbidos en segundo afio escolar ya lo presentaban en el jardin de infantes
siendo esta estabilidad evidencia de la teoria de factores de vulnerabilidad comun. Por su
parte la idea de que la comorbilidad se transformaria en perfiles “puros” pareceria no
cumplirse ya que el pasaje de sintomatologia comdrbida a interanlizante fue de

Unicamente de 1,1% mientras que a externalizante fue de 9,8%. En este ultimo caso, esta

transicidn se veia acompainada con una disminucién en la severidad de la sintomatologia



(especialmente en la internalizante), lo cual podria explicarse como una demora en la
adaptacion al sistema educativo (Willner, 2016). En cambio, hay cierta evidencia que
pareceria apoyar la hipdtesis de acumulacion, nifios que presentaban un perfil
externalizante tenian un 25% de probabilidad de transicionar a un perfil comérbido al afio
siguiente y un 40% en 2 afos. Diferentes investigaciones han estudiado como
sintomatologia internalizante se desarrolla a partir de las consecuencias sociales de
conductas externalizantes, como ser el rechazo de pares (Gooren et al., 2011; Ladd y
Troop-Gordon, 2003; van Lier y Koot, 2010). Sin embargo, es importante sefalar que este
pasaje de externalizante a comdrbido representaba un pequeno porcentaje de los perfiles
comorbidos al terminar un estudio (menos de un 20%) ya que la mayoria ya presentaba un
perfil comdrbido en la etapa de jardin de infantes (reforzando la hipétesis de
vulnerabilidad). En este mismo estudio y en concordancia con la literatura previa (Gilliom
y Shaw, 2004; Keiley, Bates, Dodge, y Pettit, 2000) contar con sintomatologia
internalizante implicaba un bajo riesgo para el desarrollo de un perfil de comorbilidad.
Citando a Willner (2016), la comorbilidad entonces es mas probable que emerja en
individuos con altos niveles en factores de vulnerabilidad comunes (emocionalidad
negativa o desregulacién emocional) y que muestran niveles moderados en factores

diferenciadores como ser inhibicion comportamental o impulsividad.



Capitulo 3: Funciones ejecutivas, trastornos
comportamentales, actividad cerebral y Pb

Funciones Ejecutivas y regulacidon del comportamiento

Al hablar de funciones ejecutivas (FEs) podemos tomar alguna de las varias definiciones
generales como la planteada por Lezak (1982, 1987) quien las define como las
capacidades mentales esenciales para llevar a cabo una conducta eficaz, creativa y
aceptada socialmente o la utilizada por Barkley (1997,2001) como tipos de acciones
autodirigidas que usa el ser humano para autorregularse; produciendo una maximizacién
de las consecuencias sociales considerando los resultados inmediatos o tardios de ciertas
alternativas de respuestas.

Estas y otras definiciones tienen en comun por lo tanto el concepto de que las FE son
una herramienta especificamente humana, permitiendo tomar decisiones de forma
intencional en pos de un objetivo mds alla del momento presente de forma tal de mejorar
el tipo de comportamiento a ejecutar con consecuencias tanto a nivel individual como en
la interaccidon con otros. La dificultad surge cuando queremos definir qué tipo de procesos
se incluyen dentro de este concepto, ya que como plantea Tirapu (2008) el termino
resulta excesivamente genérico en su funcion de describir funciones metacognitivas y de
autorregulacion de la conducta, pareciendo que mas que un sistema unitario, se trate de
un sistema supramodal de procesamiento multiple. La vasta investigacion estd de

acuerdo con el planteamiento de un modelo en donde las FEs comparten procesos



cognitivos en comun pero que en algunos casos se trata de procesos especificos
(Friedman y Miyake,2017)._

A un nivel neuroanatdémico, la corteza prefrontal (CPF) juega un rol importante en las
funciones ejecutivas. Podemos entender a la CPF como un drea de asociacion
heteromodal interconectada con una red distribuida de regiones cortical y subcorticales
de donde emergen diferentes procesos mentales que se categorizan como funciones
ejecutivas (Stuss y Alexander, 2000; Horta, 2019). Dentro de los procesos que incluimos
como ejecutivos podemos tomar el modelo conceptual presentado por Lazaro y Otrorsky
(2012) que clasifica estos procesos en niveles. Un primer nivel las funciones frontales
basicas (control inhibitorio, control motriz, deteccién de riesgo), un segundo nivel donde
se encuentra el sistema de memoria de trabajo, un tercer nivel donde se colocan las
funciones ejecutivas (planeacion, fluidez y flexibilidad mental) y un ultimo nivel de mayor
complejidad donde incluyen las metafunciones (metacognicion y abstraccién)

Hoy en dia gracias a las tecnologias existentes (como la electroencefalografia e
imagenologia), podemos diferenciar los correlatos anatémicos de los procesos
ejecutivos. Las funciones inhibitorias son atribuidas a las regiones orbitofrontales de la
corteza prefrontal con conexiones a la regién ventromedial del cuerpo estriado (lversony
Dunnett, 1990); mientras que la region dorsolateral de esta corteza se asocia mas con
funciones puramente cognitivas como la memoria de trabajo, la atencidn selectiva, la
formacion de conceptos o la flexibilidad cognitiva (Barkley, 1997; Bechara, Tranel y
Damasio, 2000; Cummings, 1993, Damasio, 2007). Por su parte la regiéon ventromedial se

ha visto asociada con el razonamiento y toma de decisiones en conjunto con la



emocion/sentimiento, afectando en el ambito personal y social (Damasio, 2007, Tirapu,
2008).

El desafio es poder plantear un modelo que dé lugar a la explicacion de como todos
estos procesos interactuan para dar lugar a un comportamiento autodirigido,
autorregulado, eficiente y social. Con este objetivo es que Barkley (1997) plantea su
modelo hibrido en donde la inhibicidon conductual es el proceso que da lugar a los otros
procesos ejecutivos: memoria de trabajo, la regulacion afectiva-motivacional del arousal,
la internalizacién del habla y la reconstitucién (andlisis y sintaxis de conductas complejas
nuevas). Segun este autor para iniciar y mantener dichas funciones, y las de control motor
complejo que habilitan, seria necesaria la inhibicion conductual implicando; detener una
conducta en curso, controlar interferencias y suprimir respuestas prepotentes.

Podemos argumentar que esta ultima funcién es la mas importante de todas, ya que
sin la supresion (o demora) de la respuesta prepotente el resto de las funciones ejecutivas
orientadas a una meta no tendrian sentido o quizds nunca ocurririan (Barkley, 1997b;
Bronowski, 1967/1977). No es Unicamente la respuesta motora que se suprime o demora,
sino también la propia decisidn sobre la respuesta a dar (Bronowski 1967/1977, 1976). La
inhibicidn y el resto de las funciones ejecutivas son las que segun Fuster (1989,1995)
contribuyen a un mayor control, sincronizacion, persistencia, flexibilidad, novedad,
complejidad y sintaxis en las acciones motoras orientadas a un objetivo. En una linea
similar Hofmann, Schmeichel y Baddeley (2012) plantean que hay tres FEs bdsicas; la
actualizaciéon de informacién relevante (fuertemente conectado al concepto de memoria

de trabajo), inhibicion de impulsos prepotentes y cambio mental.



Control inhibitorio y respuestas conductuales.

En cuanto al control inhibitorio, podemos tomar la metafora utilizada por Hoyniak (2017)
quien lo conceptualiza como una “carrera de caballos” entre dos procesos cognitivos que
estan compitiendo entre si; uno cuyo objetivo es ejecutar una respuesta y el otro
inhibirla. Con esto en mente entonces el éxito en inhibir una conducta estara determinado
por la tasa de finalizaciéon de estos dos procesos. Para que una respuesta sea inhibida de
forma exitosa, el proceso inhibitorio debe ejecutarse en su totalidad antes de que el otro
proceso se termine, de otra manera la respuesta no sera inhibida.

Con este modelo como referencia, uno de los paradigmas experimentales mas utilizados
es el Go/Nogo (Boucher et al., 2012; Albert, Lépez-Martin, Hinjosa y Carretié, 2013) aunque
también existen otras opciones como diferentes versiones del test de Stroop (Stroop, J.R.
1935), Continuous Performance task (CPT), Flanker task, y Stop Signal task (Hoyniak, C.
2017). En el paradigma Go/Nogo el participante debe ejecutar o inhibir una respuesta
motora, desencadenada por un estimulo Go y Nogo respectivamente. A nivel
comportamental el desempeio se mide a través de los errores de comision Nogo (cuando
la inhibicion no se pudo llevar a cabo), y los errores de omisién Go (cuando la respuesta
motora no fue ejecutada) (Snyder, Miyake y Hankin,2015). Con esto presente podemos
plantear que los errores de omision estarian mas relacionados con fallos atencionales que
respuesta inhibitoria propiamente dicha (Wright et al., 2014). En cuanto a los errores de
comisién pareceria ser un indicador mas vinculado a sistemas de control cognitivo, aunque

también influenciado por la actividad de sistemas de valencia negativa (emocionales)



(Grillon, Robinson, Krimsky et al., 2017; Grillon, Robinson, O’Connell, et al., 2017). Esto nos
permitiria interpretar que la inhibicion de una respuesta estda compuesta por dos
subprocesos; una alerta inicial ascendente (bottom up), en donde hay una alerta a una clave
relevante para una respuesta y un segundo proceso en donde si correspondiera se daria la
retencién intencional descendente (top-down) de la respuesta motora (Amodio, Master,
Yee y Taylor, 2008; cf. Botvinick, Cohen y Carter, 2004).

Dada la velocidad (y simultaneidad) con la que ocurren estos procesos y el techo de
informacién que podemos obtener por medio de datos conductuales en pruebas de
inhibicidn es que debemos observar que ocurre a nivel electroencefalografico. (Amodio et
al., 2008; Botvinick, Cohen y Carter., 2004). Por medio de la electroencefalografia (EEG)
podemos medir de manera no invasiva la actividad eléctrica asociada a la despolarizacién
de neuronas vinculadas a potenciales postsinapticos (Vila, Barg y Hoyos, 2019), obteniendo
informacidn con buena discriminacion temporal (del orden de los milisegundos) de estos

procesos.

Control inhibitorio y respuestas electrofisiologicas

En los diferentes paradigmas en los cuales se estudia la respuesta inhibitoria junto con
técnicas de registro electroencefalografico, dos potenciales evento relacionados (ERP por
sus siglas en inglés, Event Related Potentials) frontocentrales han sido asociados de
manera consistente con este tipo de respuesta, el N2 y el P3. El primero de ellos con una
latencia dentro de los 200-400ms post estimulo mientras que el segundo se presenta en la

siguiente ventana temporal entre los 300-600 ms (Albert et al., 2013).



En cuanto a sus amplitudes, el potencial N2 tipicamente presenta una mayor amplitud
(mas negativa) en respuesta a los estimulos Nogo que frente a los Go (Bruin y Wijers,
2002; Hoyniak, 2017). Mientras que hay fuerte evidencia que soporta la afirmacién que la
amplitud del P3 es significativamente mds grande (mas positiva) para los ensayos Nogo,
sin importar su frecuencia de aparicion (Kiefer, Marzinzik, Weisbrod, Scherg y Spitzer,
1998; Bruin y Wijers,2002; Smith, Johnston y Barry, 2008; Torquati, Kiat y Schutte, 2017)

En cuanto a su ubicacién neuroanatdémica, el potencial N2 para estimulos Nogo aparece
en regiones frontales del cerebro (Bruin y Wijers, 2002) y prefrontales (Huster,
Westerhausen, Pantev, y Konrad, 2010; Lavric, Pizzagalli, y Forstmeier, 2004). Para el caso
de estimulos Nogo, el potencial P3 tipicamente tiene maxima amplitud en regiones
centrales (Huster et al., 2010; Kok, Ramautar, De Ruiter, Band, y Ridderinkhof, 2004;
Ramautar, Kok, y Ridderinkhof, 2006). o frontecentrales (Falkenstein et al., 2002;

Pfefferbaum et al., 1985).

Volviendo a nuestra metdfora sobre la “carrera de caballos”, debemos comprender qué
informacién nos brindan estos datos electroencefalograficos en cuanto a los procesos
psicoldgicos que estan ocurriendo y que los datos comportamentales no nos pueden
brindar. Tradicionalmente el N2 Nogo estaba asociado con la inhibicién de respuestas
motoras (Jodo y Kayama, 1992; Kok, 1986); sin embargo, en los ultimos afos se ha
argumentado que este potencial pareceria reflejar el monitoreo de conflicto a nivel del
estimulo en lugar de a nivel de la respuesta (Nieuwenhuis et al., 2003; Wendt et

al.,2007). Esto se ha visto en relacién con que su amplitud aumenta en relaciéon con



estimulos de baja frecuencia, justo antes del inicio de la respuesta, sin importar si dicho
estimulo estd asociado con la generacion o la inhibicion comportamental (Donkers and
van Boxtel, 2004; Enriquez-Geppert et al., 2010; Nieuwenhuis et al., 2003).

La evidencia en relacién con que proceso se encuentra detrds del P3 es muy sdlida, en
donde dicho potencial representa la inhibicion motora. Contario a lo que ocurre con el
N2, las diferencias de amplitudes no sélo se ven en respuesta a tipo de ensayos Go y
Nogo, sino que estas diferencias no se ven afectadas por la frecuencia de los estimulos
(Dimoska et al., 2006; Kok et al., 2004; Ramautar et al., 2004). Smith y cols. (2008)
comparo los ERP de un Go/Nogo con respuesta encubierta y otro con respuesta abierta,
no habiendo diferencias entre ellas para el N2, pero si para el P3, en donde la tarea que
requeria una respuesta motora explicita presentaba un P3 con mayor amplitud. Esta
mayor amplitud del P3 también se ve en aquellos participantes que responde mas
rapidamente a estimulos Go, indicando que requieren mayor amplitud del potencial para
cortar la respuesta motora prepotente. (Albert et al., 2013).

Esta distincion de los potenciales N2 y P3 también se veria reflejada en sus bases
anatomicas en donde el drea motora suplementaria (SMA) estd asociada con actividad
vinculada al error (N2 evocados durante inhibiciones fallidas) y el area premotora
suplementaria (preSMA), que cuenta con conexiones con la corteza prefrontal y el nucleo
caudado (Nachev et al., 2008; Picard and Strick, 2001) , se relacionara con la actividad
inhibitoria (P3 evocados durante inhibiciones exitosas) (Albert et al., 2013).

Dada la vinculacidn de estos potenciales con las zonas frontal y prefrontales es

pertinente cuestionarse como el desarrollo ontogenético (de la infancia a la adultez)



afecta a dicha actividad electrofisioldgica y a su correlato comportamental. En un
metaanalisis sobre el efecto de la edad en N2 y P3 durante tareas Go/Nogo, Cheng (2019)
no encontro diferencias a nivel del desempeiio comportamental entre jovenes adultos y
adultos mayores. Sin embargo, Johnstone et al (2007) al realizar un estudio con nifios de
entre 7 y 12 afos con paradigmas Go/Nogo y Stop Signal Task (SST) encontrd que en esta
ventana de tiempo la ejecuciéon de las respuestas fue mas rédpida y menos variable al
aumentar la edad en ambas tareas. Jonkman (2006) por su parte encontrd que los errores
de comisidn no tuvieron diferencias entre nifos de 6-7 afios comparados con nifios de 9-
10, pero una reduccion significativa de este comportamiento impulsivo ocurrid a partir de
los 10 anos, lo cual estaria en concordancia con el desarrollo de las estructuras
prefrontales involucradas en la regulacidn del control inhibitorio (Kanemura et al., 2003;

Sowell et al., 1999; Luna and Sweeney, 2004).

A nivel neural vemos resultados que parecerian ir en la misma linea argumental en
relacidn con el rol que juega la maduracidn de los sistemas vinculados al control
inhibitorio. En su metaanalisis desde la infancia hasta comienzos de la adolescencia (2 a
12 afios), Hoyniak (2017) plantea que tanto la latencia del N2 Go como del Nogo
descienden con la edad, lo cual por lo general es atribuido a mejoras en la velocidad de
procesamiento (Courchesne, 1978; Rueda, Posner, Rothbart, y Davis-Stober, 2004). Estas
diferencias de latencia en el N2 Nogo, sin embargo, no era visualizadas por Cheng y cols.

(2019) entre jovenes adultos y adultos mayores.



En relacién con la amplitud del N2 Nogo, a lo largo de la nifiez esta desciende a una
tasa constante, en donde las amplitudes en nifios mayores son menos negativas
comparadas con nifios pequefios (Hoyniak C., 2017) asi como entre jévenes adultos y
adultos mayores (Cheng et al., 2019). Johnstone y cols. (2005) llegan a la misma
conclusién en relacién con reduccion del N2 Nogo con la edad, especificamente entre los
10 a 20 aios.

En el caso del P3, su latencia parece acortarse con el aumento en la edad en nifios
(Johnstone et al., 1996; Martin et al., 1988; Travis, 1998), demostrando un robusto efecto
del desarrollo y la aceleracion general de la activaciéon neuronal relacionada con la
inhibicidn (Johnstone et al., 2007). No obstante, Johnstone (2007) aclara que esta
reduccién en tiempo de procesamiento no aumenté las probabilidades de una inhibicién
exitosa, pero si se correspondié con la disminucién de errores de omision. Falkenstein
(2002) compraré la misma variable entre jovenes adultos y adultos mayores en donde la
latencia del pico de P3 tanto para ensayos Go como Nogo fue mayor para el grupo de
adultos mayores, interpretandolo como un deterioro en la decisidn de responder o inhibir
(Johnstone et al., 2007).

La mayoria de los estudios sobre P3 y control inhibitorio muestra un aumento en su
amplitud para ensayos Nogo en regiones frontales al aumentar la edad (Bruin et al., 2002;
JDonkers and Van Boxtel, 2004). Efectos del Nogo P3 no se encontraron en nifios de 6-7
afios, mientras que un efecto pequefio se encontrd en grupo de nifios de infancia tardia
pero Unicamente en electrodos frontocentrales (Jonkman, 2006); en adultos el Nogo P3 es

claramente visible en un grupo mas amplio de electrodos frontales y frontocentrales. La



evidencia pareceria demostrar que el desarrollo tardio del Nogo P3 comienza a partir de
los 10 afios edad (Jonkman et al., 2003; Okazaki et al., 2004, Johnstone et al., 2005). Estos
resultados podrian relacionarse con el desarrollo tardio de las redes frontoparietales, que
permiten utilizar recursos de la memoria para guiar la conducta, involucradas en la

regulacion de preparacion motora y respuesta inhibitoria (Jonkman, 2006).

Pb y regulacion del comportamiento

En una revisién de 19 articulos sobre los efectos del Pb en sangre a niveles
menores de 10ug/dL en funciones ejecutivas (Arnold y Liu, 2020) se encontré una relacion
inversa entre niveles de Pb post natal y los procesos entendidos como funciones
ejecutivas, con un peso mayor en nifos de entre 5 a 10 afios. Especificamente se
encontré una relacion inversa significativa entre niveles de Pb en sangre y memoria de
trabajo (Bellinger et al., 1991, Stiles y Bellinger, 1993, Canfield et al., 2004, Chiodo et al.,
2004) asi como con flexibilidad cognitiva (Stiles y Bellinger, 1993; Canfield et al., 2004;
Chiodo et al., 2004; Surkan et al., 2007).

La evidencia en relacion con la atencion ha sido marginal (Prpic-Majic et al., 2000; Chiodo
et al., 2004; Chiodo et al., 2007; Chandramouli et al., 2009; McCabe, 2008; Hong et al., 2015)
al igual que con un constructo unitario de funciones ejecutivas (Altmann et al.,, 1997;
Canfield et al., 2004 Surkan et al., 2007; Kim et al., 2010; Barg et al., 2018).

En cuanto a la funcién ejecutiva de interés para este trabajo, la inhibicion, esta revisién
no llega a ninguna conclusion dada la falta de estudios sobre dicha asociacion; pero donde

los dos estudios transversales presentados plantean que no existe una relacidn significativa



entre Pb e inhibicién en nifios entre 6 y 10 afos utilizando el Stroop Color-Word
Interference Tests (SWCT) (Surkan et al., 2007; Kim et al., 2010)

En nuestro pais, el Unico antecedente se trata del trabajo realizado por Barg y cols.
(2018), estudio psicométrico realizado con una muestra de 206 nifios de primer afo
escolar y con una media de 4.2 + 2.1 pg/dL de Pb en sangre. Buscando estudiar estos
niveles con resultados comportamentales por medio de reportes de las maestras a través
de los cuestionarios Conner Rating Scale (CSR) y el Behavior Rating Inventory of Executive
Functions (BRIEF). Los nifios con mayores niveles de Pb en sangre tuvieron mayor
probabilidad de contar con puntajes elevados en la escala de inhibicion. En segundo lugar,
los niveles de Pb en sangre parecerian estar modestamente asociados con hiperactividad,
pobre inhibicién y control emocional en nifias, pero no asi en nifios.

Los trastornos internalizantes y externalizantes medidos a través del CBCL también se
han estudiado en relacidn con los niveles de Pb en sangre. Estudios con nifios de entre 2 a
5 afios con niveles de Pb en sangre igual o mayores a 15 ug/dL presentaban mayores
problemas comportamentales que nifios con menores niveles (Sciarillo et al, 1992). Estos
problemas viéndose reflejados en medias significativamente mas elevadas tanto para los
puntajes internalizantes como externalizantes; asi como una prevalencia de dichas
puntuaciones en el rango clinico que era casi dos veces mayor que la del grupo de los
nifilos como exposicion leve al Pb.

En la misma linea un estudio realizado por Needelman y cols. (1996) con un grupo de
301 nifios varones, encontrd que tanto en el reporte de padres como de maestros existe

una asociacién entre el Pb y problemas comportamentales. Los nifios de 11 afios con alto



Pb a nivel éseo presentaban mayores puntajes en la escala somatica, comportamiento
delincuencial y agresivo, asi como puntajes mas altos tanto en la escala de banda ancha
internalizante como en la externalizante.

Estudios mds recientes parecen avalar esta tendencia, Hou y cols. (2013) estudié el
efecto del Pb en nifios de 2 a 4 afios, con media de Pb en sangre de 8.83 ug/dL,
encontrando resultados significativos con las escalas de retraimiento/ depresion y
comportamiento agresivo; asi como cambios comportamentales en relacidn con su grupo
control. El ultimo estudio encontrado de 2022 (Liu et al.), estudié esta misma relacién,
pero con 131 nifios de 11-12 afios y una media de Pb en sangre de 2.20
pg/dL. Encontrando una asociacion positiva entre los niveles elevados del neurotéxico
con puntajes elevados tanto a nivel parental como de auto reporte, especificamente en
comportamiento externalizante.

Finalmente, debemos abordar que ocurre con los ERP durante la ejecucidn de
paradigmas que buscan estudiar el control inhibitorio en relacién con niveles de Pb en
nifios, siendo un tema que no cuenta con numerosas investigaciones previas. Los trabajos
de Boucher et al. (2009, 2012) en relacién con el estudio de ERP en nifos de comunidades
inuit en la zona artica de Quebec que presentan niveles de Pb en sangre son los Unicos
encontrados que cumplen dicho criterio. El principal aporte de estos trabajos es el
impacto que tienen niveles minimos de plomo en sangre sobre los componentes
electrofisioldgicos, particularmente sobre el P3. En su estudio de 2012, con una muestra
de 196 nifios con media de Pb en sangre de 2.6 pug/dLy el uso de una tarea experimental

Go/Nogo visual, Boucher encontré una asociacién entre niveles de este neurotéxico y



medidas tanto comportamentales como electrofisiolégicas. Por un lado, tasas mas altas
en errores de comisién y por el otro, amplitudes disminuidas de P3 tanto para los ensayos
Go como para los Nogo, pero siendo mds marcada esta disminucién para los ensayos

Nogo, mientras que para N2 no se encontrd ninguna asociacién significativa.



Objetivos e
Hipotesis



Objetivo General

Avanzar en la comprension de los efectos de una exposicion mantenida a bajos niveles
de Pb y su vinculo con la regulacién del comportamiento en nifios uruguayos

(montevideanos).

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de bajos niveles de plomo en sangre en el control inhibitorio.

Evaluar el efecto de bajos niveles de plomo en sangre en la sintomatologia internalizarte /

externalizante y su interaccion.

Evaluar el efecto de la sintomatologia internalizarte / externalizante sangre en el control

inhibitorio.



Hipotesis
1- Los niveles de Pb en sangre estaran asociados con mayores problemas en inhibir la

respuesta en la tarea experimental; que se reflejara en mayores errores de comisién en la

tarea Go/Nogo.

2 - Los niveles de Pb en sangre estaran asociados con mayores problemas

comportamentales; que se reflejardn en mayores puntajes en las escalas del CBCL.

3 - Los niveles de Pb en sangre estaran asociados con un mayor esfuerzo en el proceso

inhibitorio; que se vera reflejado en una mayor amplitud de N2.

4 - Los niveles de Pb en sangre estaran asociados con un mayor esfuerzo en el proceso

inhibitorio; que se vera reflejado en una mayor amplitud del potencial P3



Materiales y
Métodos



Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica para investigaciones con participantes
humanos de la Universidad Catdlica del Uruguay, el Comité de Etica de la Facultad de
Quimica (UDELAR) y por el Comité de Etica de la Universidad Estatal de Nueva York en
Buffalo (University of Buffalo Institutional Review Board). A su vez todos los investigadores
que participaron fueron formados a través del programa CITI (citiprogram.org) sobre los
aspectos éticos a considerar en la investigacion con humanos y el uso de datos
biomédicos, sociales y conductuales.

El trabajo de campo para el relevamiento de datos de los participantes fue realizado
entre Octubre del 2019 y Marzo de 2020 en el Laboratorio de Psicofisiologia de la

Universidad Catdlica del Uruguay.

Diseno experimental

Uno de los paradigmas experimentales mas utilizados para la medicion de respuesta
inhibitoria en nifios es el Go/Nogo. Este tipo de tareas comportamentales implican la
ejecucion e inhibicidon de una respuesta de tipo motora desencadenada por un estimulo
Go o Nogo respectivamente (Ver Fig.1). En este tipo de experimentos se presentan un
mayor porcentaje de estimulos tipo Go de forma tal de generar una tendencia a la
respuesta motora y por lo tanto aumentar la cantidad de recursos inhibitorios para poder

cortar la tendencia a la ejecucidn de la respuesta frente al estimulo Nogo (Enriquez-



Geppert et al., 2010; Albert et al., 2013). Sin embargo, usando el disefio experimental
tradicional, los procesos vinculados a control inhibitorio son dificiles de diferenciar y
confundirse con procesos relacionados con la deteccidon de novedad de estimulos, ya que
los estimulos de tipo Nogo suelen requerir ambos tipos de procesamiento cognitivo
(Albert et al., 2013). Es necesario entonces implementar una versiéon modificada de este
paradigma experimental para poder controlar el efecto oddball, es decir el efecto
atencional de la aparicidon de un estimulo infrecuente y diferente en relacién a estimulos
frecuentes, generado por el estimulo Nogo infrecuente de manera de analizar con mayor
precision los mecanismos comportamentales y neurales que dan lugar al control

inhibitorio.

400 ms

1000ms - 1200ms

Figura 1: Protocolo de tarea experimental Go/Nogo



Para esto la tarea estaba compuesta de tres tipos de estimulos que variaban en relacién a
su frecuencia de aparicion; los ensayos con la letra “M” implicaba la ejecucién motora por
parte del participante y su aparicidn era poco frecuente (60 ensayos), mientras que los
ensayos con la letra “N” también implicaban ejecucion motora pero su aparicion era
frecuente (80 ensayos) y por ultimo los ensayos con la letra “W” implicaban la inhibicién

comportamental y su aparicidn era poco frecuente (60 ensayos).

Participantes.

Se invitd a participar de esta investigacion a nifios de entre 9y 13 afios seleccionados
de una base de datos del proyecto longitudinal sobre metales y neurodesarrollo llevado a
cabo por el grupo de investigacion Salud Ambiental Montevideo (SAM) de la Universidad
Catdlica del Uruguay. El criterio de inclusidn para participar era el de contar con dos
mediciones de Pb en sangre venosa (si el nifio tiene mds de dos, se tomardn las ultimas) y
puntaje calculado de Cl Total segin el método Sattler (1982). Dado que el nivel de Pb en
sangre puede cambiar tanto por los cambios en la exposicién al contaminante como por
los procesos de crecimiento (altura, masa, cambios en el metabolismo, densidad dsea, etc.
(ATSDR, 2020) al contar con dos muestras se podia tener una medida aproximada de la
variabilidad de su historial de exposicion al plomo. Para mayor detalle del procedimiento
de recoleccion de muestras de sangre se pueden consultar en publicaciones previas

(Kordas et al., 2018). Fueron contactados aquellos participantes que previamente habian



aceptado ser llamados para futuras investigaciones en los estudios anteriores, obteniendo
nombre, numero de contacto, nivel de Pb en sangre y puntaje de Cl total.

La base inicial de participantes que cumplieran con los criterios de inclusion fue de 170
nifios (83 nifas y 87 nifios), de los cuales se contactaron a un total de 56 nifios. En un
metaanadlisis realizado por Hoyniak (2017) para el estudio del ERP N2 por medio del
paradigma GoNogo, 86 estudios fueron analizados, promediando una media de muestra
de 27.14 ninos. Por otro lado, se calculd por medio del software GPower (Version 3.1.9.4)
gue para lograr un a=0.05 y poder estadistico de 0.80 con un tamario del efecto r=0.4
(Lopez-Martin, S., Albert, J. y Carretié L., 2015) el nUmero de muestra sugerido era de 34
nifios. Con estas dos referencias y calculando la probabilidad de contar con registros
demasiado ruidosos para ser analizados, se establecié como objetivo llegar a una muestra
final de 40 nifios.

Se contacto telefénicamente a las familias de los 56 nifios que cumplian con los
criterios de inclusidn a través de los datos disponibles en la base de datos del proyecto
SAM. Se explicaron los objetivos del estudio y se los invité a participar; en caso de aceptar,
se les envid a través de WhatsApp (u otro medio electrénico) el consentimiento para que
lo lean, conjunto con un video explicativo dénde se mostraba cada paso a realizar durante
su participacion. En caso de que el nifio tomara algun tipo de medicamento que afectard
el desarrollo del experimento se solicitaba que no se tomara 24hs antes del dia citados. En
los casos en que esto no fue posible por el tipo de medicacién requerida por el

participante, el mismo fue excluido de la investigacién.



La muestra final se compuso por 40 nifios (22 nifias, media 11,2 afios, rango: 9 a 13
afios), contando con dos mediciones de Pb en sangre venosa (x=1,53ug/dL; 0 =1.44) y
medicion de Cl segun el método Sattler (x = 90.85; 0=13.87). En cuanto a la variable Nivel
Socio Econdmico, la misma se encontraba controlada ya que la muestra pertenecia al
mismo estrato socioecondmico, estrato 3 y 4 de necesidades basicas insatisfechas. Todos
tenian visidon normal o corregida a normal y eran diestros a excepcion de un

participante.

Estimulos.

Los estimulos utilizados fueron letras en mayuscula ("M", "W" y "N"), formato Arial, de
color blanco presentadas sobre una pantalla oscura en un monitor de 17", con un angulo
de visidn de 5.16° (altura) A los participantes se les pidié que apretasen con el dedo indice
de la mano dominante un botdn en un control de mando cuando aparezcan las letras "M"
y "N" y que evite hacerlo cuando aparezca la letra "W". Las letras correspondientes a los
ensayos Go ("M") y a los ensayos Nogo ("W") fueron iguales para que la diferencia
perceptual del estimulo no generara una respuesta atencional y facilitara el control
inhibitorio.

Los ensayos Go infrecuente ("M") y Nogo infrecuente ("W") tuvieron la misma
probabilidad de ocurrencia (30%), dejando el restante de estimulos para los Go frecuentes
(“N”). Se presentaron 200 letras en total en cuatro bloques, cada letra se presentara
durante 400 ms, seguido por un intervalo interestimulo (ISI) de duracidn variables de

entre 1000 a 1200 ms (aleatorizado) en el que se presentaba una cruz de fijacion en el



centro de la pantalla. La tarea tuvo una duracién total de 5-10 minutos incluyendo la
explicacion de las consignas. Los estimulos fueron presentados en un orden semi-aleatorio
(los estimulos Nogo no podran repetirse y podran ser precedidos por de 1 a 4 estimulos
Go) y contrabalanceados entre los participantes; de manera de evitar un efecto de
aprendizaje, fomentando la tendencia a la respuesta motora y por tanto aumentando la
cantidad de recursos inhibitorios frente al estimulo infrecuente Nogo. La tarea
experimental fue programada utilizando el software E-Prime (Psychology Software Tools

Inc.).

Procedimiento general.

Los participantes fueron recogidos en sus hogares por un vehiculo del estudio y
llevados directamente al Laboratorio de Psicofisiologia de la Universidad Catdlica. Una vez
que los participantes (madre y nifio) era traidos al laboratorio se los llevaba a una sala de
espera en donde se les ofrecia un breve desayuno mientras se repasaba las condiciones de
participacién del consentimiento y asentimiento, y se aclaraba cualquier duda. Firmada la
documentacion eran llevados al laboratorio donde se les explicaba el procedimiento de
colocacién de electrodos, las caracteristicas del registro y tareas a realizar.

Como parte de la dinamica del experimento se utilizé un sistema de economia de fichas
donde de manera ludica se le iba mostrando al nifio en qué etapa se encontrabay se le
recompensaba con un paquete de frutos secos al llegar a la mitad de las actividades que la

participacion en el experimento requeria.



La colocacién de la gorra electroencefalografica comenzé fuera de la sala de
registro en la presencia de la madre, de manera de generar un primer contacto con los
materiales de registro lo mds natural posible tanto para el nifio como para la
madre. Finalizado esto el nifio era llevado a la sala de registro para la colocacién de los
electrodos externos mientras la madre observaba desde una sala adjunta por medio de
una camara.

Colocados todos los electrodos, a ambas partes se les mostraba la sefal que estaba
siendo registrada y como la misma era modificada al pestafiar, mover los ojos, la cabeza o
apretar la mandibula. Dicho ejercicio cumplia por un lado una fuente de entretenimiento
para los nifios, asi como dejar en claro la importancia de permanecer quieto durante la
realizacion del experimento.

Completada la etapa de colocacidn se pasaba a realizar una instancia de practica del
experimento Go/Nogo de manera de asegurar que los resultados no se vieran
influenciados por un efecto de aprendizaje. Luego de asegurarnos que el nifo habia
entendido correctamente la consigna se pasaba a la fase de estudio, dejandolo solo en la
sala de registro y observandolo desde la sala adjunta. En conjunto la instancia de
entrenamiento como la de prueba tenian una duracion que no superaban los 10 minutos.

Al completar el registro electrofisioldgico se daba pasaje a la instancia de entrevistas y
de cuestionarios tanto al nifio como a la madre. De manera simultanea un investigador
realizaba la toma de datos con la madre mientras que otro investigador hacia lo mismo
con el nifio. Esta ultima parte tenian una duracién aproximada entre 45 y 60 minutos para

cada una de las partes. Finalizada la participacidn en la investigacion se le brindaba a



modo de compensacion una Gift Card valor uS 450, un breve informe sobre el
rendimiento atencional del nifio y un material psicoeducativo y una guia de recursos
sociales y psicoldgicos para padres. En caso de que alguna de las subescalas del CBCL
superara el umbral de problemas clinicos, se le entregaba a la madre una carta derivacion
y una guia de recursos donde contaban con recomendaciones para padres, asi como un

listado de centros de asistencia a los cuales poder concurrir.

Instrumentos.

Registro electrofisioldgico.

Durante la realizacion de la tarea Go/Nogo se registré de manera continua la sefial de
electroencefalografia, utilizando el equipo Contact precision instruments disponible en el
Laboratorio de Psicofisiologia de la Facultad Ciencias de la Salud (UCU). Se registraron 59
electrodos activos, los cuales estaban referenciados a la punta de la nariz, con una
frecuencia de muestreo de 512Hz. Los electrodos estaban dispuestos en una gorra
elastica Electro-cap Internacional segun el sistema internacional 10/20. Paralelamente, se
registro el electrooculograma horizontal (colocando un electrodo sobre el latero externo
de cada 0jo) y vertical (colocando un electrodo en la regidn supra orbital e infra orbital del

ojo izquierdo).



Cuestionarios
Complementaria a la tarea experimental Go/Nogo, se aplicaron una bateria de
cuestionaros tanto a la madre como al nifio, de forma de poder analizar como otros
factores comportamentales y de personalidad en conjunto con la exposicion continua a
niveles leves de Pb inciden en el comportamiento inhibitorio. Los mismos se describen a

continuacion.

Achenbach System of Empirically Based Assessment (ASEBA)

Dentro del universo de baterias psicométricas existentes para la identificacion de
posibles sintomatologias psicopatolégicas en la infancia, el Achenbach System of
Empirically Based Assessment (ASEBA) es uno de los mas utilizados. Evaluando un amplio
espectro de sintomatologias psicopatoldgicas (CBCL, TRF e YSR; Achenbach, 1991) a través
de la autoevaluacion (Youth Self Report — YSR/11 -18) y heteroevaluacion de padres (Child
Behaviour Check List — CBCL / 6-18) y profesores (Teacher’s Report Form — TRF) de una
lista de conductas.

Estos instrumentos ASEBA han sido traducidos a mas de 80 idiomas, dividiendo la
sintomatologia psicopatoldgica en dos dimensiones de segundo orden (externalizante e
internalizante) que engloban 8 conductas distintas (agresividad, conducta antisocial,
problemas atencionales, ansiedad, depresién, quejas somaticas, busqueda de atencidny
problemas de pensamiento). Esta estructura fue obtenida mediante el analisis factorial de
los items (Achenbach y Rescorla, 2001; Lemos y cols., 2002) siendo validada con muestras

de 23 paises distintos (Fonseca-Pedrero, Sierra-Baigrie, Lemos-Giraldez, Paino y Muiiiz,



2012; Ivanova y cols., 2007). Para el caso de esta investigacion fueron aplicados el CBCL a
los padres y el YSR a los nifios. El TRF no fue aplicado ya que investigaciones anteriores en
nuestro laboratorio (Barg et al, 2018) han evaluado el andlisis comportamental de nifios
con Pb en sangre a través del reporte de maestras por medio de instrumentos similares
(Conners Rating Scale y Behavior Rating Inventory of Executive Functions), queriendo
aportar en este caso el punto de vista de padres. Si bien se aplicaron tanto el CBCL con el
YSR para poder detectar potenciales diferencias en algunas de las escalas, en el analisis de
resultados Unicamente fueron considerados los datos del CBCL dado las caracteristicas de
nuestra muestra (de 9 a 13 afios). El YSR como herramienta de autoreporte puede ser
aplicada para nifios menores de 11 afios, pero sus baremos estan establecidos para
edades cronoldgicas de 11 a 18 afios (Achenbach, 1991). De cualquier forma, la propia
herramienta muestra que entre los puntajes reportados por padres y por nifios existe una
moderada correlacion (r= 0.41) y que por medio de la razén de probabilidades (odds ratio)
si un informante clasifica a un nifo como perteneciendo a un rango clinico, las
probabilidades son por lo general bastante sustanciales de que el nifio fuera clasificado en
la misma escala por otro tipo de informante (Achenbach, 1991).

El CBCL/ 6-18 (Achenbach y Rescorla, 2001) busca evaluar la presencia de psicopatologia
en el nino en los ultimos 6 meses. Recogiendo informacién demografica, competencias
del nifio/adolescente, posibles enfermedades y/o discapacidades, preocupaciones hacia el
nifio y aspectos positivos del mismo. El inventario se compone de 113 items de escala tipo

Likert (0 = no es cierto; 1 = en cierta manera, algunas veces; 2 = muy cierto o cierto a



menudo) referidos a problemas de conducta que pueden presentar nifios y adolescentes

entre los 6 y 18 afios (Ver Fig. 2)

A continuacién hay una lista de frases que describen a los(las) nifios(as) y jévenes. Para cada frase que describa cémo es su hijo(a) ahor
o durante los Gltimos seis meses haga un circulo en el nimero 2 si la frase describe a su hijo(a) muy a menudo. Haga un circulo en ¢
numero 1 si la frase describe a su hijo(a) en cierta manera o algunas veces. Haga un circulo en el 0 si la descripcion con respectoa s
hijo(a) no es cierta. Por favor conteste todas las frases de la mejor manera posible inclusive si algunas de ellas parecen no describira s
hijo(a). Por favor escriba en letra de imprenta. Asegiirese que contesté todas las preguntas.

0 = No es cierto (que sepa usted) 1 = En cierta manera, algunas veces 2 = Muy cierto o cierto a menudo
0 1 2 1. Acttia como sifuera mucho menor que su edad 0 1 2 31 Tiene miedo de que pueda pensar o hacer algc
0 1 2 2. Toma bebidas alcohdlicas sin permiso de los malo
padres (describa) 0 1 2 32 Siente que tiene que ser perfecto(a)
0 1 2 33. Siente o se queja de que nadie lo/la quiere
(Vs i 3. Discute mucho 0 1 2 34 Siente que los demas lo/la quieren perjudicar
0 1 2 4 Dejasinterminar lo que él/ella empieza 0 1 2 35 Se siente inferior o cree que no vale nada
0 1 2 5. Disfrutade muy pocas cosas 0 1 2 36. Selastima accidentalmente con mucha
0 1 2 6. Seensuciaencima o en lugar inadecuados frecuencia, propenso(a) a accidentes :
0 1 2 7. Esengreido, se manda la parte 0 1 2 37 Semete mucho en peleas
0 1 2 8 Nopuede concentrarse o prestar atencion por 0 1 2 38 Losdemas se burlan de él/ella a menudo
mucho tiempo 0 1 2 39. Sejunta con nifios(as)/jovenes que se meten e
0 1 2 9. Obsesiones, que quiere decir que no puede problemas
sacarse de la mente ciertos pensamientos 0 1 2 40. Oye sonidos o voces que no existen (describa)
(describa);__
0 1 2 10. No puede quedarse quieto(a); es inquieto(a) o 0 1 2 41. Impulsivo; acta sin pensar
hiperactivo(a) » 0 1 2 42. Prefiere mas estar solo que con otras personas
0 1 2 11. Esdemasiado dependiente o apegado(a) a los 0 1 2 43. Dice mentiras o hace trampas
Sl 0 1 2 44. Semuerde las ufias
0 1 2 12. Sequejade que se siente solo(a) ey % e
0 1 2 13 Estaconfundido(a) o embarullado(a) 0 o Neiosoi ienla i :
0 1.2 w4 iora e 0 1 2 46. Movimientos involuntarios o tics (describa):
0 1 2 15 Escruelconlos animales
0 1 2 16. Escruel, abusador(a), y malo(a) con los demas 0 1 2 47. Pesadilas

Figura 2: Extracto de protocolo de cuestionario CBCL (Achencbach, 1991)

La valoracion del apartado de problemas de conducta permite obtener puntuaciones en 8
escalas de banda estrecha (Ansiedad/Depresidn, Retraido/Depresion, Problemas
Somaticos, Problemas Sociales, Problemas de Pensamiento, Problemas Atencionales,
Conducta Delincuencial y Conducta Agresiva) y 2 escalas de banda ancha (trastornos
internalizados y externalizados) ademas de la puntuacion total. Destacar que la
puntuacion total es la sumatoria de las 2 escalas de banda ancha y de una tercera
categoria catalogada como “Otros” (Ver Tabla 1) que agrupa items que desde el punto de

vista del autor (Achenbach, 1991) se dan con poca frecuencia y no cumplen con los



criterios para pertenecer a la categoria internalizante ni externalizante, y que por lo tanto

no han sido estandarizados.

A) Internalizante

1) Ansiedad / Depresion

I1) Retraido / Depresion

111} Problemas Somaticos
B) Externalizante

VII) Conducta Delincuencial
VIII) Conducta Agresiva

C) Otros

IV} Problemas Sociales

V) Problemas Pensamiento
V1) Problemas Atencionales
Otros problemas

Total

Internalizante
Externalizante

Otros

Tabla 1: Construccion de escalas de Banda Ancha y Total (Achencbach, 1991)

El instrumento también puede ser integrado con sistemas diagndsticos formales,
especificamente con las escalas del DSMIV y ofrece también un perfil de competencias
sociales, escolares y de actividades. A nivel psicométrico es una herramienta que cuenta
con un respaldo en relacién con su validez interna con puntajes de alpha de Cronbach de
0.92 y confiabilidad test-re-test de 0.92 para las escalas internalizante/ externalizantes, asi
como puntajes mayores a 0.80 en ambas dimensiones (validez y confianza) en el resto de

las escalas del cuestionario (Achenbach, T., Becker, A., Dépfner, M., y Roessner, V., 2008).

Nivel de Pb.



En el marco del proyecto SAM se habia realizado previamente la extraccién de las
muestras de sangre y su analisis. El primer conjunto de muestras fue obtenido en el
periodo 2012-2016, mientras que el segundo lo fue en el periodo 2017-2019.
Considerando que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
distribuciones de ambas muestras en pruebas t de Student, se optd para utilizar para los
analisis estadisticos los valores de plomo en sangre de las muestras mas recientes ya que
son las mas cercanas temporalmente a la aplicacidon de las evaluaciones electrofisiolégicas
y psicométricas. Se realizé la extraccidn de sangre en ayunas por una enfermera de
flebotomia en la escuela durante una visita matutina ente las 8 y las 11am, registrandose
la hora de recoleccién. Uno de los padres u otro adulto responsable acompaiid al nifio
durante la extraccion de sangre. Se recogieron aproximadamente 3 ml de sangre venosa
de cada nifio usando un equipo de recoleccidn de sangre de mariposa de seguridad de
calibre 25 (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) en tubos sin trazas de metal
recubiertos con heparina (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) para el analisis
de plomo. Se extrajeron 3 ml adicionales de sangre venosa en 2 tubos separados: un tubo
de suero con activador de codgulos y gel separador (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
y un tubo de heparina de litio con gel separador para separacidn de plasma (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Las concentraciones de Pb en sangre fueron medidas en el Laboratorio de Toxicologia
“CEQUIMTOX” (Centro Especializado en Quimica Toxicoldgica), de la Facultad de Quimica
de la Universidad de la Republica por medio de Espectrometria de absorcidn atémica

(AAS, VARIAN SpectrAA-55B) usando técnicas de ionizacién en horno de llama o de grafito,



dependiendo del volumen total de sangre disponible. El horno de grafito fue utilizado en
aquellas muestras de sangre cuyo volumen fuera menor a 2 mL, y por lo tanto insuficiente
para poder ser medido con un horno de llama. El nivel de deteccién limite fue de 1.8
ug/dL para el horno de llama y 0.8 pg/dL para el horno de grafito con técnicas AAS. Las
condiciones analiticas se validaron con procedimientos estandar de garantia de
calidad/control de calidad (QA/QC).

Para mas detalles sobre el procedimiento de recoleccidon de muestras de sangre pueden
consultarse en publicaciones previas (Desai et al., 2020a, Desai et al., 2020b, Kordas,

2018).

Cociente Intelectual (Cl).

Se consideraron las puntuaciones de Cl obtenidas previamente de la muestra, ya
gue puntajes extremos del mismo podrian influir en el rendimiento ejecutivo. Dichos
puntajes fueron obtenidos a través del método Sattler (1982) , considerando las
subpruebas del WISC IV destinadas a medir la Memoria de Trabajo y la Velocidad de
Procesamiento para la estimacion del Cl total. Para el primero se tuvo en cuenta el sub
test Rango de Digitos y la Secuencia de Numeros, y para el segundo se utilizaron los

subtests Codificacion y Busqueda de Simbolos.

Analisis de datos

Todos los analisis estadisticos de este experimento se realizaron con el programa SPSS

(Version 22.0; SPSS Inc, Chicago, USA). En todos los tests estadisticos realizados se utilizé



un valor de significacién de 0.05; salvo en los casos de comparaciones post hoc en donde
dicho valor se debiera corregir por la cantidad de comparaciones realizadas.

Para cada una de las variables analizadas se realizé una prueba de normalidad
Kolmogdrov-Smirnov con correccion Lilliefords. En todos los analisis de varianza
(ANOVAS) se aplicé la correccion de épsilon de Greenhouse-Geisser para ajustar los grados
de libertad del estadistico F. Asimismo, las comparaciones post-hoc para determinar el
significado de los contrastes por pares se llevaron a cabo utilizando el procedimiento de
Bonferroni (a< 0,05). En caso de que los ANOVA no se pudieran aplicar por las
caracteristicas no paramétricas de la muestra se utiliza la ANOVA de Friedman; para las
comparaciones post-hoc para determinar el significado de los contrastes por partes se
llevaron a cabo por medio de la prueba de Wilcoxon (a< 0,05).

El mismo criterio diferenciado segun el criterio de normalidad fue aplicado para el caso
de las correlaciones; en donde frente a casos con distribucion normal la misma fue
aplicada por medio del coeficiente de correlaciéon de Pearson (r) con significancia p <
.05. En caso de que las variables no cumplieran dicho criterio de normalidad se aplicé el
coeficiente analogo no paramétrico, el coeficiente de correlacién de Spearman (p) para el
mismo nivel de significancia estadistica.

Para finalizar, en una primera instancia se realizaron modelos de regresion lineal
simple, tomando como variable independiente los niveles de Pb en sangre y como
variables dependientes tanto los datos comportamentales del Go Nogo como los datos
psicométricos del CBCL. En una segunda instancia y tomando en cuenta otras variables

qgue pueden estar incidiendo, se realizaron regresiones lineales multiples tomando como



covariables los niveles de Cl y la edad de los nifios. El nivel de Cl se toma como covariable
dado que sirve como indicador del funcionamiento cognitivo general mientras que la edad
resulta de especial interés tomando en cuenta el periodo critico en el desarrollo de las
funciones ejecutivas. La variable Nivel Socio Econdmico (NSE) no fue contemplada como
covariables en los modelos ya que la muestra de participantes pertenece al mismo estrato
socioecondmico, estratos 3 y 4 de necesidades basicas insatisfechas (Calvo, J.; Macadar, D.
y Nathan, M., 2013). El género, otra variable relevante, fue controlado en la composicién

de la muestra compuesta por la mitad aproximadamente de varones y nifias (45/55%).

Andlisis de resultados comportamentales.

Los datos comportamentales sujetos a andlisis fueron por un lado los errores, tanto de
omisidon como de comisidn (no dar una respuesta en ensayos Go y dar una respuesta en
ensayos Nogo, respectivamente) asi como la media de tiempos de reaccién para cada uno
de estos tipos de ensayos. Recordar que para que los resultados comportamentales no se
vieran afectados por el efecto de novedad del estimulo Nogo (y pudiéramos ver
Unicamente el efecto inhibitorio) se controld el efecto frecuencia de aparicién de

estimulos Go, contando con ensayos Go frecuentes y Go infrecuentes.

Analisis de resultados electrofisioldgicos.
Los datos de electroencefalografia fueron preprocesados en Matlab (R2009b,

Mathworks Inc.) utilizando la herramienta Filedtrip. Durante el registro se aplicé un filtro



online de paso de banda de 0,03 Hz y 30Hz., y se mantuvo la impedancia por debajo de los
5 kQ. La grabacion continua de seiial de EEG fue dividida en épocas de 1000ms para cada
ensayo, definiendo la linea de base 200ms antes de la aparicidn del estimulo. Los ensayos
en el que el tiempo de respuesta de los participantes era de tres desvios estandar en
ambas direcciones no fueron tomados en cuenta para el posterior analisis. Para eliminar
aquellos ensayos en donde el parpadeo o el movimiento ocular podia tener una incidencia
se aplicé un Andlisis de Componentes Independientes (Independent Component Analysis
—ICA) eliminando aquellos componentes que cumplieran con la combinatoria de criterios
de una correlacion moderada-alta con los registros electrooculograficos y topografia
frontal correspondiente con movimientos oculares o parpadeos. Finalmente, para
asegurar una sefial lo mas limpia posible se realizé una inspeccién visual, eliminando
aquellos ensayos en donde la actividad registrada coincidiera con parpadeos o
movimientos oculares mayores a 50 microvoltios. Con estos criterios de los cuarenta
participantes se descartaron dos dado que el registro era muy ruidoso y no podia ser
utilizado para el andlisis de potenciales evocados (Barg, Carboni, Roche, Nin y Carretié,

2020; Albert et al, 2013)

Potenciales evocados (ERP)
A partir de los datos limpios de ruido de seguimiento ocular se calcularon en primer
lugar los promedios por participantes, y a continuacion los grandes promedios para

ensayos Go infrecuente y Nogo infrecuente. Con el objetivo de poner a prueba la



aparicién de los potenciales N2 y P3 en los ERP, se detectaron y cuantificaron los
componentes que explicaban la mayoria de la varianza del ERP en el dominio temporal a
través del andlisis de componentes principales temporal (ACPt). Esta técnica ha sido
altamente recomendable ya que Unicamente la inspeccidn visual de grandes promedios
puede llevar a una malinterpretacion de los datos. (Chapman and McCrary, 1995; Coles et
al., 1986; Donchin and Heffley, 1978; Fabiani et al., 1987). Como menciona Albert (2010)
esta metodologia se basa en el hecho de que los puntos digitalizados que forman un
componente correlacionan o covarian, es decir, aumentan o disminuyen practicamente al
mismo tiempo, mientras que el ruido, al ser aleatorio, no lo hace. La decisidon del nimero
de factores temporales que se debe extraer se realizd teniendo en cuenta el grafico de
sedimentacion (Cliff, 1987). Los factores extraidos fueron sometidos a una rotacion
promax, como se recomienda en la literatura (Dien, 2005, 2007,2010).

A continuacidn, la sefial digitalizada también fue analizada en el ambito espacial,
mientras que el ACPt discrimina los componentes del ERP a lo largo del tiempo, el ACP
espacial (ACPe) realiza lo propio en esta dimension. Cada factor espacial refleja
idealmente uno de los procesos neurales que subyacen a cada factor temporal. La
importancia de este segundo analisis previo a la realizacién de contrastes estadisticos
radica en que los componentes de los ERP frecuentemente se comportan de manera
diferente entre distintas areas del cuero cabelludo. El ACPe se llevd a cabo en los factores
temporales relevantes para esta investigacién (es decir, N2 y P3). También en este caso, la
decision sobre el nUmero de factores que se debian seleccionar se baso en el grafico de

sedimentacion y los factores extraidos se sometieron a una rotacion promax.



Para poner a prueba nuestra hipétesis, ensayos Go y ensayos Nogo reflejaran una
diferencia a nivel electrofisiolégico, se llevaron a cabo pruebas t sobre los puntajes
temporales en relacién con ambos tipos de ensayos para identificar el efecto

inhibitorio. En ultima instancia se realizaron andlisis de razén de probabilidades (OR, por
sus siglas en inglés), para analizar en qué medida la informacién recogida a nivel
electrofisioldgico podia servir como indicador de pertenencia a niveles clinicos en los

indicadores sintomatoldgicos del CBCL.



Resultados



1. Resultados comportamentales y psicométricos

Se analizaron los porcentajes de errores de omisidon y comisién por tipo de estimulo y
frecuencia de aparicion (ver Tabla 1). Los errores de omision para estimulos frecuentes
Go (letra N) tuvieron una media de 3.15 (o =4.31); mientras que los errores de omision
para estimulos infrecuentes (letra M) tuvieron una media de 2.70 (o = 4.04); y por ultimo
los errores de comisiéon para estimulos infrecuentes (letra W) tuvieron una media de 12.58
(0 =10.63). Considerando la distribucién no normal de los datos se aplicé el ANOVA de
Friedman para datos no paramétricos, encontrando evidencia estadistica para rechazar la
hipétesis nula de la igualdad de distribucidn entre las tres variables, x2 (2) =39.87, p <.05

Realizando la prueba post hoc de Wilcoxon con correccidon Bonferroni aplicada con
efectos reportados a un nivel de significancia de 0.016 (.05 /3) no se encontré evidencia
estadistica para rechazar la hipétesis nula de igualdad de distribucion entre los errores de
omision (M y N). Sin embargo, las diferencias entre errores de omision frecuentes (N) y
errores de comision infrecuentes (W) fueron significativas, z = -4.93, p <0.0167. Los mismo
ocurrié entre errores de omision infrecuentes (M) y errores de comision infrecuentes, z = -
4920 p <0.0167. Por lo tanto, podemos afirmar que a nivel comportamental los
participantes presentaron mayores errores de comision (letra W) frente a los errores de
omision (letras Ny W) sin importar su frecuencia de aparicion.

Las medias de tiempos de respuesta (XRT) de aquellas respuestas correctas cuando el
participante debia realizar la accién fue de 582.64ms (o =74.17ms); para los estimulos Go

M, mientas que los estimulos Go N fue de 580.87ms (o = 81.47 ms). En el caso de los



estimulos Nogo W se analizaron los tiempos de respuesta de cuando el participante no
lograba inhibir la accion frente al estimulo con media 549.62 ms (o =152.25ms). Dado que
no se cumple el principio de esfericidad, al analisis de varianza (ANOVA) se le aplicé la
correccidon Greenhouse-Geisser para ajustar los grados de libertad del estadistico F. Dicha
prueba determino que la media de los tiempos de respuestas entre los diferentes
estimulos no diferia de manera estadisticamente significativa (F (1.198, 43.144) = 3.096, p
> 0.05).

Los puntajes estandarizados del cuestionario fueron analizados en sus tres posibles
niveles (Ver Tabla 2). En primer lugar, los puntajes de banda ancha estandarizados, en
donde entre trastornos internalizantes y externalizantes, los primeros obtuvieron una
puntuacion promedio de 61.78 (0=9.604) y los segundos un promedio de 56.58 (o= 9.457)
dando una puntuacién total de 61.30 (0=8.471). Tomando en cuenta que es una
herramienta de screening diagndstico, las medias de ninguna de las tres escalas se
encontraron dentro del rango clinico. Los promedios de los puntajes de problemas
externalizantes se encontraron dentro del rango de normalidad, mientras que los
problemas internalizantes y puntaje total se encontraron en un rango borderline, pero sin
llegar al nivel clinico. Ambas escalas mostraron tener una correlacion moderada entre si
de 0.36 con un rag) =.36, p=0.020.

Sin embargo, para no quedarnos Unicamente con las medias, se realizd un analisis de
frecuencia de puntajes clinicos para cada uno de estos tres niveles. Para el nivel
internalizante 45% de la muestra obtuvo puntajes dentro de niveles clinicos, para el nivel

externalizante el porcentaje fue de 20% y para el total el valor fue de 35.5%.



Fueron también analizados tanto los puntajes estandarizados pertenecientes a las 8
escalas de banda estrecha, asi como la integracién de esta herramienta diagndstica con las
escalas del DSMIV. En relacién con las escalas de banda estrecha los puntajes mas altos se
dieron en Retraimiento/Depresion con un promedio de 62.50 (0=10.75) y Problemas
atencionales con 62.28 (0= 9.17). En cuanto a las escalas de DSMIV, los puntajes a
destacar fueron Problemas de Ansiedad con 64.25 (o= 7.29) y TDAH con 61.93 (o=
7.83). Todos los puntajes se encuentran dentro del rango de normalidad de la
herramienta.

Destacar también la fuerte correlacidn existente entre subescalas perteneciente a la
categoria “Otros” con las escalas de banda ancha; como ser el caso de “Problemas
Sociales” con la escala internalizante (r(0= 0.56, p=0.000) y externalizante (r(o0= 0.53, p=
0.000). Esta misma escala mostré también una fuerte correlacidén con otras subescalas,
especificamente con “Ansiedad/Depresidon” (r(o0= 0.49, p=0.001) y
“Retraimiento/Depresidon” (rao= 0.50,p=0.001). Un patrén similar se encontrd con
“Problemas de Pensamiento” con una fuerte correlacion con la escala internalizante (r (a0)=

0.54, p=0.000) y correlacion moderada con la escala externalizante (ro)= 0.43, p= 0.005).

2. Efecto del Pb

Los participantes en su ultima mediciéon de Pb en sangre presentaron una media de

1.53 pg/dL (o = 1.44) con valor minimo de 0.3pg/dL y maximo de 7.6pug/dL (ver Tabla 1).



Variable

Mo % ]
Edad (afios) 112 123
Sexo
Mlasc. 45%
Fem. 55%
Pb en sangre (pz/dL) 153 144
C 90.85 13 87
GoMogo Errores
Omizion Go Frec N 3.15 431
Omizion Go Infrec M 270 404
Comision NoGo Infrec'W 12 58 10.63
GoMogo Tiempo Respuesta [ms.)
Go Frec N $80.87 81.47
Go Infrec M 582.64 7417
NoGo Infrec W 549 62 152.25
CBCL ezcalas genserales
Externalizante T 56.58 5.45
nternalizante T 61.78 9.60
Total T 61.30 247
CBCL escalas bandas estrecha
Ansiedad/Deprasion T £0.95 2554
Retraimiento/Depresion T £2.50 10.75
| Problemas Somaticos T 56.93 7.52
\ Problemas Sociales T 6163 736
W Problemas de Pensamiento T 58.58 2.26
Wl Problemas Atencionales T 6228 9.17
Wil Cond Delinc T 5568 6.49
Wil Comportamiento Agresivo 58.33 2.40
CBCL escalas DSM
D5M 1 Problemas Afectivos T &0.80 2.54
D50 2 Problemas de Ansiedad T 6425 7.29
DSM 3 Problemas Somaticos T 5585 2.15
DEMATDAHT 6193 7.83
D5M 5§ Oposicionista Desafiante T 56.73 137
D5M 6 Problemas Conducutales T 56.08 639

Tabla 2: Caracteristicas de la muestra y resumen de resultados comportamentales y puntajes
psicométricos (n=40)

2.1 Pb y Conducta

La relacion entre niveles de Pb en sangre y el comportamiento en la tarea experimental
Go/Nogo se realizd por medio de modelos de regresion lineal simple y ajustados,
realizando modelos por separado para cada uno de los tipos de ensayo; tanto para errores

como tiempos de respuesta. (Ver Tabla 3).



Los modelos de regresidn lineal utilizando el Pb como variable independiente y los
errores de omision para estimulos frecuentes e infrecuentes (N y M respectivamente) no
dieron resultados estadisticamente significativos. En el caso de la regresidn para errores
de comision (W) la ecuacidn de regresion fue estadisticamente significativa. El valor de R2
fue de .12, lo que indica que el 12% del cambio en los porcentajes de error de comision
puede ser explicado por los niveles de Pb en sangre del nifio. Podemos plantear que los
porcentajes de errores de comisién aumentan 0.35 por cada unidad de Pb en sangre (p
=0.0285, 95% IC [0.28, 4.83]). En cuanto a los modelos de regresién utilizando la variable
XRT como variable dependiente, los niveles de Pb no tuvieron ninglin impacto predictor
sobre la misma.

La asociacidn entre Pb en sangre y errores de comisidn al ser ajustada por covariables
edad y Cl fue atenuada, pero mantuvo consistencia en donde puntajes mas altos de Pb en

sangre se relacionaban con mayores errores de comision (0.32 [0.33, 4.39], p = 0.02).

Sin ajustar Ajustados por covariable Cl y edad
Resultados Comportamentales
[95% IC] [95% IC)

Paradigma GoNoGo

Parcentaje Omision Infrecuente M 0.26 [-0.15, 1.65] 0.26 [-0.13, 1.61]
Porcentaje Omision Frecuente N 0.20 [-0.36, 1.59] 0.19 [-0.35, 1.52]
Porcentajes Comision Infrecuente W 0.35[0.28 ,4.8]* 0.32 [0.33, 4.39]*

XRT Frecuente Go M 0.98 [-11.90, 21.82] 0.93 [-12.68, 22.12]

XRT Infrecuente Go N 0.11[-12.03, 25.01] 0.11[-12.70, 25.59]

XRT Infrecuente NoGo W 0.09 [-25.73, 44.55] 0.09 [-25.95 , 44.67]

Tabla 3. Asociacidn entre niveles de Pb en sangre y resultados comportamentales del paradigma
GoNogo modificado(n=39). *p < 0.05.

2.2 Pb y problemas comportamentales (CBCL)



2.2.1Escalas de banda ancha.

En cuanto a los modelos de regresion utilizando a las escalas de problemas
externalizantes e internalizantes (Ver Tabla 4) como variable criterio, fue el segundo en el
gue se obtuvieron valores con significancia estadistica (0.33, [.0.15,4.35], p =0.036). El
valor de R2 fue de 0.11, lo que indica que el 11% del cambio en los puntajes del CBCL
internalizantes puede ser explicado por los niveles de Pb en sangre del nifio; podemos
plantear que los puntajes de CBCL internalizantes aumentan 0.33 por cada unidad de Pb
en sangre.

Tomando como variable dependiente los valores totales del CBCL también obtuvieron
significancia estadistica (0.31, [0.020, 3.75], p = 0.04) . El valor de R2 fue de 0.10, lo que
indica que el 10% del cambio en los puntajes del CBCL total puede ser explicado por los
niveles de Pb en sangre del nifio; podemos plantear que los puntajes de CBCL total
aumentan 0.31 por cada unidad de Pb en sangre.

Al ajustar los modelos por Cl y edad, el mismo mantuvo su consistencia, variando
levemente para el caso de CBCL internalizante (0.32 [0.13, 4.18]) pero manteniéndose

igual para el caso de CBCL total.

. . Sin ajustar Ajustados por covariable Cl y edad
Resultados Psicométricos
[95% IC] [95% IC]
CBCL
CBCL T externalizante 0.22 [-0.69, 3.59] 0.21 [-0.76, 3.64]
CBCL_T internalizante 0.33[0.15, 4.35]* 0.32 [0.13, 4.18]*

CBCL T total 0.31[0.02, 3.75]* 0.31[0.03, 3.67]*




Tabla 4. Asociacidn entre niveles de Pb en sangre y escalas de banda ancha por padres para nifos
entre 9y 13 afios (n=39). *p < 0.05.

2.2.2 Escalas de banda estrecha.
En relacion con los puntajes de banda estrecha, todos los modelos generados

obtuvieron puntajes con significancia estadistica; Ansiedad/Depresion (0.38, [0.44,4.02], p
=0.016), Problemas sociales (0.31, [0.007, 3.25], p= 0.04), Problemas somaticos (0.44,
[0.78,4.06], p =0.005,) y Problemas de pensamiento (0.49, [1.20. 4.54], p = 0.001).
Nuevamente, al ajustar los modelos por Cly edad (Ver Tabla 5), la asociacion
permanece, variando levemente para el caso de Ansiedad/Depresion (0.37 [0.40, 4.00]) y
para Problemas Somaticos (0.43 [0.70, 4.04]) pero manteniéndose igual para el caso de

Problemas sociales (0.31 [0.16,3.09]) y Problemas de pensamiento (0.49 [1.12, 4.56]).

. . Sin ajustar Ajustados por covariable Cl y edad
Resultados Psicométricos
[95% IC] [95% IC]

CBCL

CBCL_ | Ans/Depre_T 0.38 [0.44, 4.02]* 0.37 [0.40, 4.00]*
CBCL_Ill Prob. Sométicos_T 0.44 [0.78 , 4.06]*** 0.43 [0.70, 4.04] ***
CBCL_IV Prob. Sociales T 0.31[0.00, 3.25]* 0.31[0.16 ,3.09]*
CBCL_V Prob. Pensamiento T 0.49 [1.20, 4.54] *** 0.49 [1.12, 4.56]***

Tabla 5. Asociacién entre niveles de Pb en sangre y escalas de banda estrecha por padres para

nifios entre 9y 13 anos (n=39). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001.

En cuanto a las escalas diagndsticas asociadas con el DSMIV, los modelos de regresién

entre Pb y Problemas somaticos (0,36, [0.31. 3.82] p = 0.022) asi como entre Pb y TDAH



(0.45, [0.84. 4.07], p = 0.004) dieron estadisticamente significativos. Mientras que entre
Pb y Problemas Afectivos dicho modelo fue estadisticamente no significativo (0.30, [-0.90.
3.67], p=0.061). Elagregado de las covariables Cly edad, una vez mds atenuaron
levemente el impacto del Pb para los puntajes de Problemas somaticos (0.35 [0.21, 3.81])

y TDAH (0.46 [0.93, 4.14]) (Ver Tabla 6)

. \ Sin ajustar Ajustados por covariable Cl y edad
Resultados Psicométricos
[95% IC] [95% IC]
CBCL
CBCL_DSMIV | Prob. Afectives_T 0.30 [-0.90, 3.67] 0.28 [-0.66 , 3.48]
CBCL_DSMIV Ill Prob. Sométicos T 0.36[0.31, 3.82]* 0.35[0.21, 3.81]*
CBCL_DSMIV IV TDAH_T 0.45 [0.84 , 4.07]*** 0.46 [0.93 , 4.14]***

Tabla 6. Asociacidn entre niveles de Pb en sangre y escalas diagndsticas DSMIV por padres para
nifios entre 9y 13 anos (n=39). *p < 0.05, ***p <0.001.

3. Predictores de actividad cerebral
3.1. Preanalisis

Previo al célculo de ERP y de forma de evitar que hubiera efecto de artefactos (como
parpadeos o movimientos oculares horizontales) que se filtraran en la sefial, se aplico para
cada participante un Andlisis de Componente Independientes (ICA-Independent
Component Analysis) eliminando aquellos componentes que cumplieran con una
correlacion moderada/alta con los registros oculograficos y una topografia frontal. En el
75% de los casos se identificd y descartd un solo componente que cumplia con dicho

criterio. En relacién con canales que precisaran ser descartados por exceso de ruido y por



tanto tener que realizar una interpolacién de estos, se tomd como criterio un maximo de
interpolacion del 10% de los electrodos, teniendo un promedio de interpolacidn del 5%.
Coémo ultimo paso se realizé una inspeccion visual de todas las épocas generadas para
cada participante. Tomando en cuenta que se trataba de una muestra de nifios se tomé
como criterio tener como minimo 20 ensayos para cada condicién. Luego de dicha
inspeccion, 2 participantes tuvieron que ser excluidos del andlisis de ERP por no alcanzar

dicho criterio, quedando un total de 38 participantes.

3.2 Datos de ERP

La figura 3 muestra una seleccion de grandes promedios una vez que los valores de linea
de base (registro pre-estimulo) fueran sustraidos para cada ERP. Estos grandes promedios
corresponden a las dreas frontocentrales, donde los componentes relevantes para

estudiar el control inhibitorio (N2 yP3 en zonas frontocentrales) suelen visualizarse.

FZ Go - infrecuente CZ PZ

. 10
Nogo - infrecuente 10

10 0 100 200 300 400 S00 €00 700 800 900 1000 10 0 100 200 300 400 500 600 700 800 00 100 '° oo o 100 200 300 40 500 600 700 800 900 1000

Figura 3. Grandes promedios en electrodos frontocentrales con presencia de ERP N2 y P3



La representacion tradicional de los grandes promedios por lo general muestra los
componentes de manera distorsionada e incluso pueden fallar en mostrar alguno de ellos
(Carretié, Tapia, et al., 2004; Dien, 2010). De manera de poner a prueba la apariciéon de
estos potenciales, aunque no se distingan en la representacién grafica de los grandes
promedios, se realizd un andlisis de componentes principales temporal (ACPt. Como
consecuencia de la aplicacion del ACPt se extrajeron 5 componentes de los ERPs (ver fig.
4) basado en el grafico de sedimentacion (Cliff, 1987); los factores extraidos fueron
sometidos a una rotaciéon Promax (Dien, 2010). Tal como sugieren Carretié y cols. (2004)
para los analisis siguientes los valores de voltaje fueron sustituidos por las puntuaciones
factoriales. Tomando en cuenta la latencia y pico de activacidn del factor 4 (de 157 a
349ms; con pico en 239ms) el mismo lo asociamos con N2 en los grandes promedios y el

factor 2 (de 239 a 677ms; con pico en 376ms) con P3.
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Figura 4: Andlisis de componente temporal (ACPt): carga de factores luego de rotacion
Promax. Factores temporales 4 (N2)y 2 (P3)

Previo al andlisis estadistico se realizé un Analisis de Componentes Principales espacial
(ACPe) ya que los componentes de los ERP frecuentemente se comportan de manera
diferente segun el drea del cuero cabelludo, obteniendo dos factores espaciales tanto
para N2 como para P3; uno anterior y otro posterior (ver Fig. 5). El componente anterior
de N2 explica el 67.87% de la varianza de activacion del componente mientras que la
actividad posterior explica el 10.82%; mientras que para el caso del P3, el componente

anterior explica el 72. 96% de la varianza y el posterior el 8,92%.



N2

P3

Figura 5: Andlisis de factores espaciales para N2 yP3.

Nuestros andlisis se centraron en la actividad anterior ya que como se ha mencionado
previamente la actividad implicada en el control inhibitorio esta asociada con actividad a
nivel frontocentral (Kanemura et al., 2003; Sowell et al., 1999; Luna, B. y Sweeney, J.,
2004). Se realizaron pruebas t de muestras relacionadas sobre los puntajes de los factores
espaciales (en relacion con la amplitud) utilizando el tipo de ensayo como factor. Se
encontrd una diferencia significativa entre ensayos Go/Nogo para la actividad anterior de
N2 (t (372.39, p=.022) pero no asi para la actividad anterior de P3 (t (37) .85, p=.401).

En cuanto a las asociaciones entre los ERP y niveles de Pb en sangre, ninguna de las
regresiones realizadas mostré resultados significativos para N2 ni para P3, tanto a nivel

anterior como posterior.



Sin embargo, se encontrd una asociacidn significativa en el N2 frontal para los ensayos
Nogo y los problemas comportamentales internalizantes reportados por los padres a
través del CBCL (- 0.33, [- 0.069, -0.002], p=0.038) con un R? de 0.11. Indicando que el
modelo de regresion, tomando Unicamente el valor de los puntajes internalizantes, explica

un 11% la variaciéon en el N2 Nogo frontal. (ver Fig. 6)

R Lineal = 0L114
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Fig. 6: Modelo de regresidn entre puntajes CBCL internalizantes y N2frontal_Nogo

Dicha tendencia se mantiene y se marca aun mas al ajustar este modelo por Cl y edad
(0.39, [-0.07, -0.006], p= 0.023) con un R? de 0.156. Estos resultados nos demuestran que
cuando los puntajes del CBCL int. disminuyen, la amplitud del N2 se hace menos

negativa.



4. Riesgo de desarrollar sintomas clinicos

Fueron realizadas regresiones logisticas binarias para estimar la chance de pertenecer o
no al grupo clinico en los puntajes obtenidos en las escalas generales del CBCL de acuerdo
con las variables estudiadas. Con este fin, los puntajes del CBCL se agruparon en dos
categorias, tomando como referencia el punto de corte clinico de Achenbach (1991) de
valor T =70; puntajes normales (agrupando puntajes T normales con bordelinde) y
puntajes clinicos. Los predictores utilizados fueron los niveles de Pb en sangre, puntajes
de Cl, amplitud del potencial N2 a nivel frontal y porcentaje de errores de comision en
ensayos Nogo.

Se encontraron resultados significativos en relacién con los niveles de la amplitud de
N2 frontal Nogo con la probabilidad de pertenecer al grupo clinico de puntajes del CBCL
internalizante (OR=0.34, [0.13, 0.90]). Al ser el puntaje del OR menor a 1 esto implica que
a medida que el valor del predictor aumenta (N2 frontal), es decir se hace menos
negativo, la probabilidad de pertenecer al grupo clinico disminuye en un 65% (1-
0.346=0.654). También se obtuvieron resultados significativos en los puntajes de Cl con la
probabilidad de pertenecer al grupo clinico en puntajes de CBCL totales (OR=0.94, 95% Cl
[0.88, 0.99]). Nuevamente con valores del OR menor a 1, implicando que a medida que el
valor del predictor aumenta (Cl) la probabilidad de pertenecer al grupo clinico disminuye
en un 6% (1 —0.94=0.06). Para el resto de los predictores no se encontraron resultados

estadisticamente significativos.



Discusion y
Conclusiones



En relacién con la tarea experimental Go/Nogo, se replican resultados previos (Boucher
et al., 2012; Albert et al. 2013) viéndose reflejados dos mecanismos en base a las medidas
comportamentales, un mecanismo atencional reflejado en los errores de omisiéon Go
(Wright et al., 2014) y otro vinculado al control inhibitorio, reflejado en los errores de
comision Nogo (Grillon, Robinson, Krimsky et al., 2017; Grillon, Robinson, O’Connell, et al.,
2017). Estariamos hablando por lo tanto de dos procesos que trabajan en conjunto para
que se dé la inhibicion; una alerta inicial ascendente (bottom up), en donde hay una alerta
a una clave relevante para una respuesta y un segundo proceso en donde si
correspondiera se daria la retencién intencional descendente (top-down) de la respuesta
motora (Amodio, Master, Yee y Taylor, 2008; cf. Botvinick, Cohen y Carter, 2004).

Los errores en cada uno de los ensayos replicaron trabajos anteriores en tareas Go/
Nogo en donde tanto en nifios sin supuestos niveles de Pb en sangre (Lépez-Martin, S.,
Albert, J. y Carretié L., 2015), nifios con niveles en Pb en sangre confirmados (Boucher et
al, 2012) y en adultos (Albert et al. 2013) los errores de comisidn superan
significativamente a los de omisidn.

Los tiempos de respuesta no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre ninguno de los ensayos; destacando, sin embargo, que los tiempos obtenidos en los
participantes fueron mayores que en otros estudios similares. En el caso de estudios con
adultos (Albert et al. 2013), dicha diferencia es esperable debido al desarrollo las
estructuras prefrontales involucradas en la regulacion del control inhibitorio (Kanemura et

al., 2003; Sowell et al., 1999; Luna and Sweeney, 2004). Pero, al mirar los tiempos de



respuesta en tareas Go/Nogo en nifios de edades similares, sin supuesta contaminacién
con Pb (Lépez-Martin, S., Albert J. y Carretié. L., 2015) los puntajes muestran una
importante diferencia, siendo mayores los tiempos en el caso de nifios con Pb. Esta
diferencia también se aprecia en el trabajo de Boucher y cols. (2012) en donde a niveles
mayores de Pb en sangre (2.6 ug/dL) se dan resultados similares a los de este trabajo. Es
decir, si bien la tarea puede ser ejecutada correctamente, el proceso entre que el estimulo
es percibido y analizado para finalmente tomar la decision de ejecutar (o no) la accidn
motora llevé mas tiempo.

Analizando especificamente el impacto del Pb en los errores; aun a niveles mas bajos
de los 2 pug/dL, que podemos establecer como minimo de referencia de efectos a nivel
neuro comportamental (Ruckart et al., 2021; Braun, Kahn, Froelich, Auinger y Lanphear,
2006), se observo el impacto especificamente en los errores de comisién. Estos resultados
parecen ir en la misma linea de los estudios de Frndak (2019) realizados en Uruguay, en
donde la probabilidad de pertenecer al grupo de bajo rendimiento en un grupo de tests
cognitivos aumentaba en relacidn con los niveles de Pb en sangre. Especificamente en
relacidn con la inhibicion estos resultados estan en la linea con el estudio de Barg et al.
(2018) con nifos uruguayos, que encontrd que los niflos con mayores niveles de Pb tienen
mayor probabilidad de presentar puntajes elevados en escalas de inhibicién. Recordando,
ademas, que el Pb impacta sobre la relacién entre dopamina y corteza prefrontal viéndose
reflejado en funciones cognitivas como: atencidn selectiva, memoria de trabajo,
flexibilidad cognitiva y toma de decisiones costo/ beneficio (Jenni, Larkin y Floresco,

2017).



Al ajustar la relacién entre Pb y errores de comisién, por edad y Cl, el impacto de éste
neurotoéxico fue atenuado. Con respecto a la edad, esto refuerza nuevamente la idea del
desarrollo ontogenético de funciones que implican control cognitivo, como en el estudio
de Jonkman (2006) en donde los errores de comisién presentaban una reduccién
significativa a partir de los 10 afios. Mientras que el Cl (tomado como indicador del
funcionamiento general cognitivo) nos habla de la existencia de otros procesos cognitivos
gue pueden estar modulando el efecto del Pb sobre procesos de tipo inhibitorios. Un
principio similar pareceria ocurrir en la exposicién a bajos niveles de As, donde Desai at al.
(2020) encontraron en nifios uruguayos que dicha exposicion impactaba sobre funciones

ejecutivas, pero no asi sobre el rendimiento académico.

El uso del cuestionario CBCL del sistema de evaluacion ASEBA permitio tener un
acercamiento del comportamiento del nifio fuera del contexto experimental. El promedio
de puntajes para la escala externalizante se encontré dentro de la escala de normalidad,
mientras que los puntajes de la escala internalizante se encontraron dentro de un rango
borderline. Ambas sintomatologias mostraron una correlacion, acorde a estudios previos
(Bird, Gould, y Staghezza, 1993; Caron y Rutter, 1991), que sugieren evitar considerar
ambas escalas desde posturas categéricas y mutuamente excluyentes (Achenbach,

2016). Si bien se trata de un estudio transversal, el hecho de presentar puntajes mas altos
en sintomatologia internalizante, pero no asi para externalizante va en la linea planteada
gue contar con sintomatologias internalizantes implica un bajo riesgo para el desarrollo de
un perfil de comorbilidad (Willner, 2016; Gilliom y Shaw, 2004; Keiley, Bates, Dodge, y

Pettit, 2000).



Al analizar la interaccidn entre el Pb y los puntajes del CBCL, se encontré una relacion
estadisticamente significativa con la sintomatologia internalizante, donde frente al
aumento en Pb en sangre se da un aumento de puntajes internalizantes; esta relacion se
vio levemente atenuada al ingresar edad y Cl como covariables. Dentro del constructo
internalizante se encuentra incluida como banda estrecha Ansiedad/ Depresion, la cual
también mostro tener por si solo una asociacion estadisticamente significativa con el
Pb. Estos resultados parecerian indicar la relacion existente entre el Pby las vias
dopaminérgicas mesocértico-limbicas en su funcién de conectar zonas subcorticales con la
PFC. Recordando que este sistema de neurotransmisién forma parte tanto de aspectos
cognitivos como afectivos (Jones y Miller, 2008, Jusko et al. 2008). Por lo tanto, si el Pb
afecta desregulando el sistema dopaminérgico y que controla a las hormonas de estrés
que actuan en esta misma via por medio del eje hipotdlamo hipofiso adrenal (HHA) (Cory-
Sletcha, D. 2008 et al), es esperable que la presencia del neurotdxico impacte sobre la
respuesta al estrés generando mayor sintomatologia de tipo internalizante. El modelo de
Cory-Sletcha y cols (2008), desde una mirada integral, también plantea como el nivel
socioecondmico juega un rol importante, ya que los niveles de exposicién a Pb mas
elevados se dan en poblaciones de nivel socioeconédmico bajos, en donde las principales
enfermedades y trastornos de estas poblaciones se piensa surgen de la exposicion a
niveles de estrés constantes. Por lo tanto, la exposicion al Pb en contextos altamente
estresantes potencia la desregulacidn del eje HHA y los convierten en una poblaciéon de
riesgo para problemas a nivel vascular, metabdlico, cognitivo y psiquiatrico como ser

ansiedad y depresién. Tomando en cuenta la pertenencia de nuestra muestra a los



estratos 3 y 4 de necesidades basicas insatisfechas, no podemos dejar de lado la

interaccion de esta variable a nivel social con variables psicolégicas vy fisioldgicas.

En cuanto a la falta de asociacién del Pb con sintomatologia externalizante, los
estudios previos que han encontrado una asociacion con dicha escala se trataban de
muestra de nifios con niveles de Pb en sangre mas elevados que en esta investigacion
(Sciarillo et al, 1992; Needleman et al, 1996; Hou et al., 2013 y Liu et al, 2022). Podriamos
hipotetizar que el impacto del Pb en sintomatologias externalizante comienza a
manifestarse a niveles elevados de Pb.

El nivel de Pb también presentd una asociacién estadisticamente significativa con la
escala total del CBCL, recordando que esta se compone de la sumatoria de las escalas
internalizantes y externalizante, mas una categoria “otros” que agrupa items que segun el
autor no cumplian con los criterios para ser incluidas en las escalas de banda ancha
(Achencbach, 1991). Por lo tanto, debemos tomar en cuenta el aporte de estos items en
el total de la sintomatologia; destacando la subescala “Problemas Sociales” y “Problemas
de Pensamiento”. En el caso de la primera, sus puntajes presentaron una correlacién
fuerte con ambas escalas generales y moderada con las subescalas “Ansiedad y
Depresidon” y “Retraimiento/Depresidon”. Esto marca de nuevo la relacién no dicotémica
entre ambas escalas generales y la interaccién entre las diferentes subescalas en donde
problemas a nivel ansiedad y depresién terminan impactando sobre la interaccion del nifio
con su entorno (Lilienfeld, 2003; Willner et al., 2016). En el caso de la subescala
“Problemas de Pensamiento”, la misma presenta una heterogeneidad de items, algunos

de ellos reflejando problemas a nivel de impulsividad. Si bien dicha heterogeneidad nos



dificulta comprender el impacto del Pb con una sintomatologia especifica, si refuerza el
concepto del impacto del Pb en el comportamiento de los nifos.

Tomando en cuenta los objetivos de esta investigacion, las subescalas vinculadas a la
atencién, impulsividad e inhibicion resultaban de particular interés. Tanto la subescala
“Problemas Atencionales” como la escala “TDAH” relacionada con los criterios del DSM
obtuvieron las medias mas altas, pero sin llegar a niveles clinicos. Sin embargo, al estudiar
la asociacion entre Pb y ambas escalas, la influencia del neurotéxico sélo se vio presente
en la escala TDAH, siendo ademas la Unica escala del DSM en dénde se vio un impacto.
Esto se podria explicar por los items que conforman cada constructo, ya que “Problemas
Atencionales” se enfoca en la evaluacion de la atencidén; mientras que TDAH (siguiendo los
criterios del DSM) se enfoca en las funciones atencionales vinculadas con la regulacién del
comportamiento. En este punto retomamos la ya mencionada relacién entre el Pb y los
sistemas dopaminérgicos, detallando su vinculo con varios procesos cognitivos, entre ellos
la atencidn y la inhibicion (procesos estudiados en la tarea experimental aplicada) (Jones y
Miller, 2008, Jusko et al. 2008, Jenni, Larkin y Floresco, 2017) haciendo que estos
resultados estén acordes a la literatura existente.

La segunda subescala dentro del perfil internalizante que mostré una fuerte asociacion
con el Pb fue “Problemas somaticos”, siendo la relacion con segundo mayor pesoy
también presente de manera significativa en las escalas comparativas del DSMIV. Este
vinculo es acorde con la literatura existente en donde el Pb presenta efectos nocivos en
todos los sistemas de nuestro organismo (Bellinger y Bellinger, 2006; Vaziri, 2002; Gonick,

2002; Dietert y Piepenbrink, 2006; ATSDR, 2020) y estudios especificos que han



encontrado esta misma relacidon en Pb y aumento en puntajes en esta escala (Needleman
et al., 1996).

A nivel electroencefalografico se encontraron los dos componentes esperados en base
a la literatura previa (Albert et al., 2013), el N2 y P3, encontrandose dentro de los rangos
temporales esperados, el N2 entre los 200 y 400ms y el P3 entre los 300 y 600ms. En
cuanto a la ubicacién anatdmica, si bien la electroencefalografia no permite una
localizacidén precisa del origen cortical, el andlisis factorial espacial a nivel de superficie
para ambos componentes fue acorde a lo esperado, con una predominancia de activacién
para N2 en zona frontales (Bruin and Wijers, 2002; Huster, Westerhausen, Pantev, y
Konrad, 2010; Lavric, Pizzagalli, y Forstmeier, 2004); y para P3 de zonas centrales (Huster
et al., 2010; Kok, Ramautar, De Ruiter, Band, y Ridderinkhof, 2004; Ramautar, Kok, y
Ridderinkhof, 2006) o frontocentrales (Falkenstein et al., 2002; Pfefferbaum et al., 1985).

Analizando los ERP segun condiciones de ensayo la amplitud del N2 fue
significativamente mas negativa para los ensayos Nogo que para lo Go, siendo consistente
con estudios como los de Bruin y Wijers (2002) y Hoyniak (2017). Considerando que el N2
pareceria indicar el comienzo del proceso inhibitorio, monitoreando el conflicto a nivel del
estimulo (Nieuwenhuis et al., 2003; Wendt et al., 2007) esto indicaria que frente a los
estimulos Nogo hay un mayor esfuerzo de procesamiento en identificar el estimulo para
luego dar paso a la inhibiciéon como tal. Los trabajos de Ciesielski (2004) de Go/Nogo en
nifios llegan a una conclusion similar, con el componente N2 Nogo con predominancia
frontal y sin efecto a nivel parietal y con mayor amplitud en condiciones de alta inhibicién

(Nogo infrecuentes y Go frecuentes) que en baja inhibicion (Nogo frecuentes y Go



infrecuentes). A suvez descartan el posible efecto de actividad motora por medio del N2
Go, mostrando amplitudes similares en condiciones de alta y baja inhibicién. Estos datos
refuerzan la idea de que el N2 corresponde a mecanismos vinculados a la inhibicién y no a
activacion motora. Esto ve reforzado por el hecho de que en nuestro estudio el posible
efecto oddball del estimulo Nogo infrecuente fue controlado insertando a su vez ensayos
Go infrecuentes. Al analizar esta relacion entre el potencial N2 y los niveles de Pb en
sangre, no se encontraron asociaciones significativas para ninguno de los ensayos, lo cual
se asemeja con los resultados de Boucher et al. (2012).

Sin embargo, al asociar los puntajes del CBCL con la amplitud del potencial N2 Nogo, se
encontré un patrén interesante; en donde a menores niveles de sintomatologia
internalizante impactaba en una menor amplitud negativa de dicho potencial. Esto a su
vez reforzado por los datos obtenidos a través del calculo de odds ratio en donde un N2
de menor amplitud negativa disminuye la probabilidad de entrar en el grupo clinico de
sintomatologia internalizante. Recordando que la amplitud del N2 Nogo disminuye con la
edad (Hoyniak C., 2017; Cheng et al., 2019 y Johnston, 2005), indicando un menor
esfuerzo en el procesamiento de estimulos. Por lo tanto, la sintomatologia internalizante
pareceria estar interfiriendo con el normal desarrollo de esta actividad, que sumado al
agente neurotoxico externo impacta sobre la totalidad del proceso cognitivo inhibitorio.

Analizando el siguiente ERP vinculado especificamente con la inhibicidn, el P3 no fue
visualizado graficamente con tanta claridad en las figuras de grandes promedios, pero si
apareciendo al realizar el ACPt. A su vez, y a diferencia de la ocurrido con el N2, dicho

potencial no mostro evidencia estadisticamente significativa entre tipo de ensayos Go y



Nogo. Esta falta de claridad del P3 podria ser explicada en parte por la heterogeneidad
de la edad de los participantes de nuestro estudio (edades entre 9y 13 afios), ya que la
mayoria de los estudios sobre P3 y control inhibitorio encuentran que su amplitud
aumenta para ensayos Nogo en regiones frontales al aumentar la edad (Bruin et al., 2002;
Donkers and Van Boxtel, 2004). La evidencia pareceria indicar que el desarrollo tardio del
Nogo P3 comienza a partir de los 10 afios (Jonkman et al., 2003; Okazaki et al., 2004,
Johnstone et al., 2005), implicando el desarrollo de las redes frontoparietales que
permiten utilizar recursos involucrados en la regulacién de la preparacién motoray
respuesta inhibitoria (Jonkman, 2006). Sin embargo, la gran mayoria de la muestra de
esta investigacidn superaba los 10 afios, por lo que podemos preguntar si la falta de una
clara presencia del P3 puede en realidad atribuirse a un retraso en el desarrollo cerebral
producto de la exposicién a niveles bajos de Pb. Tomando nuevamente el trabajo de
Boucher et al. (2012) quienes sugieren que la exposicién al Pb aun en niveles bajos,
afectan la asignacion de recursos para inhibir de manera correcta una respuesta
prepotente. El cual se ve reflejado en menores amplitudes de P3 tanto para ensayos Go
como para Nogo, pero especialmente marcada para los segundos. Podemos remitirnos a
los trabajos de Jhonstone (2006 ,2008) quien plantea que el P3 se va “frontalizando” en
tareas experimentales de inhibicién con la maduracién del sistema nervioso; pasando de
ubicarse en una localizacién parietal donde indica un proceso de orientacion atencional a
trasladarse a la corteza frontal dénde pone de manifiesto el control ejecutivo. En este
sentido, dicha transicidn parece estar retrasada en nuestra muestra con exposicion al

plomo.



Conclusiones

A modo de resumen, en esta investigacidn encontramos el efecto que exposiciones a
niveles bajos de Pb tienen en el control inhibitorio en diferentes niveles a partir de una
tarea Go/Nogo. En primer lugar, sobre los resultados de la tarea experimental, con un
aumento en errores de comisién frente a mayores niveles del neurotdxico en los
participantes. Fuera del contexto experimental, por medio del CBCL se encontré el
impacto en el aumento de puntajes en sintomatologias internalizantes y totales;
destacando la asociacidn con subescalas especificas como problemas somaticos,
psicoldgicos (Anisedad/Depresion y Problemas Sociales) y cognitivos (TDAH). Sin embargo,
al analizar lo ocurrido a niveles electrofisioldgicos, no se encontrd una relacién directa
entre Pb y los ERPs (N2 y P2) vinculados a procesos inhibitorios.

Hoy dia esta claro los efectos adversos del Pb en nuestro sistema y particularmente en
etapas claves para el desarrollo fisico y cognitivo como son la infancia y la nifiez. Dicha
peligrosidad se ve reflejada en la disminucidn de los estdndares de intervencion; en 2019
la CDC colocaba el umbral en 5 pg/dL, dos afios después bajando a 3.5 pg/dL (CDC, 2021);
mientras que estudios recientes (Ruckart et al., 2021) han encontrado efectos a nivel
neurocomportamental ya a partir de los 2ug/dL. Es en esta linea en que esta investigacion
reafirma el concepto planteado por la ATSDR (2020) de Estados Unidos de no poder
plantear un nivel minimo de riesgo, ya que incluso en nuestra muestra con niveles de

1.53ug/dL su presencia no pasa desapercibida.



Debemos destacar que el paradigma experimental utilizado estaba centrado
Unicamente en un proceso cognitivo especifico, el control inhibitorio. Por lo que los
efectos nocivos del Pb pueden ser atenuados por otros procesos cognitivos como se vio en
el efecto del Cl sobre los resultados tanto de la tarea experimental como de la
sintomatologia internalizante fuera del laboratorio.

A nivel psicofisiolégico, sin embargo, no se encontrd un efecto directo de los niveles
del neurotdxico en N2 ni en P3. Sin embargo, podriamos plantear un efecto indirecto
manifestado a nivel comportamental, ya que los niveles del Pb en sangre si afectaron los
puntajes sintomatoldgicos internalizantes, siendo estos asociados con la amplitud del N2
Nogo. Esta relacion estaria en linea con la hipétesis de la mediacidn del estrés en el efecto
de Pb sobe los mecanismos cognitivos, demostrada por Cory-Slechta y cols (2008) en
modelos animales. Sumado a esto la amplitud del P3 no presenté la amplitud esperada
para los estimulos Nogo en zona frontal, dejando entrever la posibilidad de un posible
efecto en el desarrollo neurocognitivo.

Esta investigacion se planted como un estudio piloto para indagar si efectivamente se
observaban efectos tanto comportamentales como psicofisiolégicos de niveles bajos de
Pb en sangre. Los resultados obtenidos apuntan a la existencia de dichos efectos, pero
tomando en cuenta las limitantes en relacién con la muestra utilizada, tanto en tamario
como en caracteristicas. La complejidad en la relacién entre las diferentes variables en
diferentes niveles (psicolégicos, cognitivos, comportamentales, psicofisiolégicos y
biolégicos) requiere realizar modelos mas complejos (por ejemplo, de ecuaciones

estructurales), para lo cual una muestra de 40 participantes no es suficiente. Este tipo de



modelos pueden poner a prueba la hipdtesis de la mediacién de los problemas
comportamentales en el efecto del Pb sobre las FE. La presente investigacion sirve como
base para la realizacion de un estudio a futuro de similares caracteristicas de corte

longitudinal y con una muestra mayor.

A su vez, estos resultados pueden ser de utilidad pensando en la salud publica infantil y
la forma de realizar diagndsticos de contaminacién por Pb. Actualmente esta medicién no
se encuentra dentro de los estdndares de diagndsticos clinicos dada su costo y
complejidad; poder generar un modelo que por medio de otras variables permita justificar

cuando es necesario realizar un analisis de Pb en sangre puede resultar de gran valor.
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