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SINTESIS

En el presente trabajo se realizd una investigacion aplicada en dos vertientes, un primer
estudio de casos y controles pareados, para identificar los factores de riesgo que se
relacionan en la aparicién del autismo primario en nifios cubanos; detectandose que los
antecedentes de mayor influencia fueron los trastornos del lenguaje y la epilepsia en
familiares de primer grado, la macrocefalia, la edad avanzada de los padres, el sangrado
durante el embarazo, la diabetes pregestacional, la anemia y el parto postérmino. El
modelo estimado tuvo buena capacidad de discriminar entre pacientes con y sin autismo
(p<0,001). La segunda investigacion fue un estudio cuasiexperimental en los casos con el
objetivo de determinar las variaciones en el estado redox al recibir una terapia
antioxidante combinada con dieta y vitaminas. Se obtuvo que los productos de la
peroxidacion lipidica no lograron la normalidad y no se modificé la respuesta
antioxidante al dafio oxidativo con la terapia prescripta. Se evidencié que el autismo
primario es una alteracion heterogénea y multifactorial, que algunos factores genéticos y
no genéticos tienen mayor relevancia en la poblacién cubana. La terapia antioxidante
utilizada, no fue suficientemente efectiva para lograr un adecuado control del estado

redox de los pacientes.
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INTRODUCCION

El manual diagndstico y estadistico de trastornos mentales en su quinta edicion
(DSM-5), define el trastorno del espectro autista como una “alteracion neuroconductual
que se manifiesta en un periodo de desarrollo temprano caracterizado por déficit
persistente en la comunicacion e interaccion social en multiples contextos, por patrones
repetitivos y restringidos de conductas, actividades e intereses. Los sintomas ocasionan
alteraciones clinicamente significativas a nivel social, ocupacional u otras areas
importantes del funcionamiento individual.!

Aproximadamente el 30 % de los pacientes presentan discapacidad intelectual, epilepsia
o anomalias epileptiformes en el electroencefalograma. Con frecuencia se presentan otras
afecciones psiquiatricas y médicas que incluyen episodios de ansiedad, depresion,
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), trastornos del suefio,
problemas gastrointestinales, entre otros.?®

Las capacidades y necesidades de personas con autismo son variables y pueden
evolucionar con el tiempo. Aunque algunos afectados pueden vivir de manera
independiente, hay otros con discapacidades graves que necesitan constante atencion y

apoyo durante toda su vida.*®
1. Antecedentes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y varios autores sefialan que
aproximadamente uno de cada 100 nifios tiene autismo, que la prevalencia observada
varia considerablemente entre los distintos estudios y que en algunas investigaciones bien
controladas se han registrado cifras notablemente mayores, como la reportada en Estados
Unidos que notifica un afectado por cada 54 nifios. Existe un predominio en la prevalencia

del sexo masculino en proporcion estimada de 4:1 con relacion al femenino.1310-13



La prevalencia del autismo en muchos paises de ingresos bajos y medianos es hasta ahora
desconocida. Cuba, durante el estudio psicosocial de las personas con discapacidades y
estudio psicopedagdgico, social, clinico-genético de las personas con retraso mental
desarrollado en el periodo 2001 - 2003, report6 una prevalencia de 0,4 afectados por cada
1 000 habitantes. %4

Aunque la mayoria de los casos se clasifican como autismo primario o idiopatico dado
que se desconoce la causa exacta del trastorno, tanto las nuevas tecnologias como los
grandes estudios poblacionales han proporcionado novedosos conocimientos sobre
determinados factores de riesgo y el posible papel de estos en su origen. Los estudios de
gemelos han sugerido una heredabilidad del 80 - 90 %; sin embargo, la evidencia reciente
plantea hasta un 40 % de la varianza esta determinada por factores no genéticos, lo que
orienta que tanto los genes como el entorno estan involucrados en el desarrollo del
autismo. Dada la vulnerabilidad del cerebro en desarrollo a los factores ambientales, la
asociacion causal entre estos y el autismo es biolégicamente plausible.1>-?

Actualmente, la epigenética se presenta como el mediador méas importante entre las
interacciones del medio ambiente y el genoma. Los factores ambientales pueden afectar
la calidad y cantidad de expresion génica sin cambiar la secuencia del ADN a través de
mecanismos epigenéticos, incluida la metilacién del ADN, los cambios en proteinas
histonas y la expresion de ARN no codificantes. De esta manera, se pueden transferir a la
siguiente generacion celular o incluso a la siguiente generacion de organismos. Como
resultado, la exposicion a factores ambientales nocivos puede cambiar la expresion de
genes claves del desarrollo en periodos criticos de formacion de embriones y aumentar el
riesgo de enfermedades con determinada impronta genémica como el autismo. 2223

La investigacion bioldgica en el autismo ha intentado mejorar la comprension de sus
mecanismos neurobioldgicos. Se han realizado estudios en ciencias como la genética,
neuroguimica, neurofarmacologia, neuroendocrinologia, neuroanatomia, neuroimagenes
y neuroinmunologia. Sin embargo, a pesar de los numerosos avances cientificos de las

ltimas décadas, aun no se ha identificado un modelo causal, marcador biologico -



conductual, o proceso psicopatoldgico especifico, obteniéndose frecuente resultados
negativos, contradictorios o asociaciones no replicadas.?

En cuanto a los factores genéticos se ha avanzado en la identificacion de una cierta
arquitectura genética subyacente, que incluye reordenamientos cromosémicos conocidos,
trastornos con herencia mendeliana, variaciones en el nimero de copias (CNV, por sus
siglas en inglés de Copy Number Variation), pequefias inserciones / deleciones (indels),
y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés de Single Nucleotide
Polymorphism). Los patrones poligénicos, epistaticos y de herencia compleja, como la
heterocigosidad oligogénica, parecen contribuir a la etiopatogenia del autismo. Aunque
los genes identificados hasta ahora son funcionalmente heterogéneos, muchos de ellos
estan significativamente involucrados en la formacion sinaptica, regulacion
transcripcional y remodelacion de la cromatina, estimandose que hay entre 400 y 1 000
genes asociados con en el autismo.*24-26

A pesar de la significativa heredabilidad reportada en estudios familiares y de gemelos,
constituye un reto para los equipos médicos que atienden nifios con estos trastornos
neuropsiquiatricos, definir la causa del autismo debido a la complejidad genética y la
variacion fenotipica. Tal heterogeneidad en el autismo ha llevado a los investigadores a
buscar instrumentos de diagnéstico fiables para crear subgrupos fenotipicamente
homogéneos que permitan sugerir paneles de secuenciacion gendémica de nueva
generacion.?’

Varios estudios indican que el autismo est& asociado con una mayor tasa de variaciones
morfoldgicas y que estas son mas frecuentes entre nifios con autismo que en los grupos
de comparacion o poblacion general.?®

Los signos o rasgos dismdrficos son de gran valor porque pueden utilizarse como
indicadores fenotipicos de interacciones génicas o para la identificacion de mutaciones
de los numerosos genes involucrados en el desarrollo embrionario de las estructuras
craneo faciales y del sistema nervioso central. En su conjunto pueden formar patrones

dismorficos que permitan llegar a un diagndstico. Permiten ademas segun la topografia



de las dismorfias orientar la posible causa del autismo, ya que podrian revelar la
interaccion de las complejas regulaciones celulares que dependen de interacciones
génicas; ya sean con expresion codificante o reguladora, que incluyen las epigénicas
durante los periodos criticos de desarrollo, generalmente dentro del primer trimestre de
gestacion e inicios del segundo.?’

A nivel mundial no existen consensos sobre el uso de tratamientos efectivos, dando lugar
a dificultades con el manejo de estos pacientes tanto para las familias como para la
sociedades, lo que hace cada vez mas importante investigar las causas de este trastorno,
sus factores de riesgo y formas de prevenirlo.

El creciente interés en la patogénesis del autismo ha llevado a evidenciar el papel del
estrés oxidativo para el neurodesarrollo, hecho este cientificamente plausible dado que el
cerebro tiene una gran capacidad oxidativa con maltiples fuentes de especies reactivas de
oxigeno (ERO). Sin embargo, este 6rgano no dispone de una efectiva respuesta para
combatir dicho desbalance, hecho que hace vulnerable al organismo a la
neurodegeneracion. Como resultado, el dafio derivado del desbalance redox en
biomoléculas como los &cidos nucleicos, los lipidos y las proteinas puede resultar en
disfuncion neuronal y pérdida de tejido cerebral 220

El estrés oxidativo se define como un desbalance entre moléculas oxidantes y
antioxidantes a favor de las oxidantes, lo que conduce a una interrupcion de la
sefializacion, del control redox y/o al dafio molecular. Surge de la produccidn excesiva de
ERO, que se origina de varias fuentes exdgenas y enddgenas, el metabolismo normal, la
inflamacion o la reduccion de las defensas antioxidantes, o una combinacion de las
mismas. Los estudios sobre el tema sugieren un desbalance redox que puede contribuir al
desarrollo del autismo tanto en términos de patogénesis como de gravedad de sintomas
clinicos. De igual modo, se ha determinado que los factores de riesgo genético ambiental
pueden intensificar la vulnerabilidad al estrés oxidativo en estos pacientes. La

suplementacion con antioxidantes u otras medidas para mejorar los niveles de metabolitos



alterados en las vias interconectadas en la transmetilacion y transulfuracién, se han

asociado con mejoria conductual en este trastorno.3!

En la Consulta de Referencia Nacional de Genética Clinica del Hospital Pediatrico “Juan

Manuel Marquez”, las dificultades en las habilidades lingiiisticas del nifio son motivo de

consulta frecuente, donde son referidos para precisar si la causa del defecto es de origen

genético. En la estadistica de los afios 2008 y 2009 de un total de 451 pacientes inscriptos
en el servicio 93 fueron remitidos por esta causa lo que representd el 20,6 % del total,
siendo el principal motivo de admisién de dicho servicio.*?

En la tesis de terminacion de la residencia de genética clinica del autor, se realiz6 un

estudio observacional descriptivo transversal, en 59 casos con trastornos en el desarrollo

del lenguaje, atendidos en la mencionada consulta. Dentro de las principales conclusiones

a que se llegaron con ese trabajo estuvieron:

1. En los pacientes con trastornos en el desarrollo del lenguaje son frecuentes factores
estresantes e hipoxémicos para el desarrollo embriolégico del feto, tales como la
amenaza de aborto, la diabetes gestacional y la cesarea de urgencia.

2. Existe un solapamiento entre los perfiles linguisticos del trastorno especifico del
lenguaje, el autismo y la histidinemia; que puede constituir en el futuro una arista para
el estudio de un posible genotipo comdn y compartido, entre las enfermedades que

afectan el lenguaje y neurodesarrollo.
2. Justificacion del estudio

Conocer los factores de riesgo genéticos y no genéticos implicados en el autismo primario
representa una herramienta Util para la prevencién primaria dado que permite modificar
estilos de vida desfavorables, latoma de decisiones médicas més acertadas, clasificar cada
caso lo méas precoz y acertadamente posible, al utilizar s6lo los medios diagnosticos
eminentemente necesarios. Orienta ademas hacia pronosticos mejor fundamentados.

Ante la diversidad de factores causales que se invocan en el autismo primario, esta

investigacion contribuye a esclarecer la influencia de los factores genéticos y no genéticos



en pacientes cubanos, lo que aportara, a la prevencion primaria secundaria y terciaria,
fundamentos causales a tener en cuenta en el proceso del asesoramiento genético.
En el autismo primario, las investigaciones se han centrado fundamentalmente en los
aspectos neurobiologicos, electrofisioldgicos, de imagenes y estudios moleculares, con el
fin de describir los defectos genéticos subyacentes en esta enfermedad. Sin embargo,
aunque se ha avanzado en este campo, las terapias génicas todavia no estan disponibles
para la gran mayoria de las enfermedades genéticas. Por esta razon, la evaluacion del
estado redox en afectados con este tipo de autismo, podria proveer nuevas informaciones
para la interpretacion de los diversos mecanismos patogénicos involucrados en esta
entidad asi como para la aplicacion de estrategias terapéuticas basadas en antioxidantes,
lo que en su conjunto influird en un mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes.
En Cuba existe cobertura nacional de los servicios de salud, gratuitos, de calidad, al
alcance de todos e incluyen una fortalecida Red Nacional de Genética Médica, donde la
prevencion es uno de sus pilares fundamentales. Sin embargo, dada la heterogeneidad
causal del autismo primario, las investigaciones sobre los factores de riesgo que
predominan en la poblacion cubana ain son insuficientes, ademas, no se conocen las
variaciones del estado redox que tienen los casos atendidos en los Servicios de Genética
Médica.
3. Problema cientifico
- ¢Qué factores de riesgo y alteraciones del estado redox estan relacionados con el
autismo primario en pacientes cubanos atendidos en el Servicio de Referencia
Nacional de Genética Médica del Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez” de La
Habana y la Consulta Provincial de Neurodesarrollo de Mayabeque; en el periodo

comprendido entre octubre de 2014 — septiembre de 2019?
4. Objetivos de la tesis

- Profundizar en el estado actual del conocimiento sobre algunos factores de riesgo

geneéticos y no genéticos relacionados con la aparicion del autismo primario.



- ldentificar signos dismorficos, antecedentes heredofamiliares, asi como eventos
hipoxémicos de naturaleza prenatal y perinatal en pacientes con autismo primario.

- Caracterizar las alteraciones en el estado redox en la muestra.

5. Hipotesis

- Los  antecedentes de  determinadas  enfermedades  heredofamiliares
neuropsiquiatricas, la presencia de rasgos dismorficos como resultados de eventos
prenatales de naturaleza inespecifica, de factores ambientales de origen prenatal y
perinatal relacionados con eventos hipoxémicos y alteraciones del estado redox

podrian caracterizar al autismo primario en la muestra de nifios cubanos atendidos.
6. Disefio metodologico de la investigacion

Con estos antecedentes y la creciente demanda de asistencia que tienen estos pacientes en
las consultas de genética clinica, se decidio desarrollar esta investigacion, en opcion de
grado cientifico de Doctor en Ciencias, la que se ha conceptualizado en capitulos tal y
como se describe a continuacion.

En el capitulo uno se realiza una revision bibliografica donde se profundiza en aspectos
tedricos, conceptuales y clinico - epidemioldgicos sobre los trastornos del espectro
autista, en especial del autismo primario. También se aborda sobre las variaciones del
estrés oxidativo y el efecto de las terapias antioxidantes.

En el capitulo dos se presenta un estudio de 126 casos hospitalarios y 126 controles
comunitarios (pareados), para identificar eventos o factores de riesgo relacionados con el
autismo primario, en pacientes atendidos en el Servicio de Referencia Nacional de
Genética Médica del Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez” en La Habana y la
Consulta Provincial de Neurodesarrollo en Mayabeque, en el periodo comprendido entre
octubre de 2014 — septiembre de 2019. Se incluyeron variables como variaciones
dismorfoldgicas, la historia familiar de enfermedades neuropsiquiatricas y los
antecedentes prenatales y perinatales. Se estimd a través de una regresion logistica
condicional la relacion entre la probabilidad de presentar autismo o no. Otros dos modelos

de regresion logistica binaria condicional fueron realizados: uno simple para estudiar



la influencia del numero de dismorfias en la presencia de autismo primario, y otro
multivariado para estimar el grado de asociacion independiente entre cada una de las
regiones topogréficas y la presencia de autismo primario.

En el capitulo tres se presenta una investigacion aplicada, con disefio cuasiexperimental
de estrategia longitudinal, y enfoque cuantitativo en 40 nifios afectados, seleccionados de
la muestra de casos participantes en el estudio anterior; con el objetivo de caracterizar las
variaciones en el estado redox antes y después de las orientaciones ofrecidas en el
asesoramiento genético que incluyd, recomendaciones nutricionales y el uso de
suplementacion vitaminica con efecto antioxidante. Se aplicaron estadisticas descriptivas
para variables cuantitativas continuas con el objetivo de calcular estadigrafos de
tendencia central y se verificd si existian diferencias entre las medias de los valores

obtenidos en los dos momentos del estudio.

7. Beneficios esperados

Sociales:

- Para los pacientes: Este trabajo contribuye a optimizar la atencién de los nifios con
autismo primario al identificar precozmente los factores de riesgo que pueden
contribuir a que se desarrolle la enfermedad, amplia las herramientas que apoyan su
atencion y tratamiento, todo lo cual se traduce en un incremento de la calidad de vida
de los mismos.

— Parala familia: Contribuye a incrementar el conocimiento de la individualidad de los
hijos; en primer lugar, ofrece mayor informacion acerca de los factores de riesgo que
poseen y que pueden conducir a desarrollar el autismo; y en segundo lugar, la relacion
entre el dafio oxidativo y la enfermedad, que favorece la utilizacion de una terapia
antioxidante que ayuda a mejorar la calidad de vida del paciente.

— Para la sociedad: Al mejorar el estado de salud y por consiguiente la calidad de vida
de los nifios con autismo, podran ellos convertirse en personas con cierto nivel de

independencia en las actividades de la vida diaria y poder ser parte de la vida social



de acuerdo a sus capacidades. Ofrece a la Red Nacional de Genética Médica
conocimientos para lograr un asesoramiento genético de excelencia desde la genética

comunitaria y clinica en los diferentes niveles de atencién médica.
Econdmicos:

- Al mejorar la calidad de vida de estos pacientes, se consigue una atencion
personalizada en los tres niveles de salud y de prevencion, asi como un estado de
bienestar individual y familiar incrementado, lo que contribuye a disminuir gastos en
tratamientos y rehabilitacién, a la vez, reduce la realizaciobn de estudios

complementarios con escaso rendimiento diagnostico.
Cientificos:

- Se deriva un algoritmo de trabajo para los genetistas clinicos que permite optimizar
los recursos necesarios para el diagnéstico y clasificacion del autismo, a la vez
incrementa las herramientas de trabajo para ofrecer un mejor asesoramiento genético

a familiares de pacientes afectados.

8. Novedad de la investigacion

- Desarrolla dos de las lineas de investigacion priorizadas por el Centro Nacional de
Genética Médica (CNGM), al identificar por primera vez en el pais factores de riesgo
relacionados con el autismo primario en nifios cubanos, donde se integra el método
clinico-epidemioldgico en la evaluacion de estos pacientes como principal fortaleza
en el diagnostico de dicho trastorno. La otra linea de investigacion analiza las
variaciones del estado redox en individuos con autismo primario.

- Establece pautas para el asesoramiento genético a familiares de los afectados en los
diferentes niveles de prevencién, al proveer de un algoritmo de trabajo al genetista
clinico y asesor genético para uso en la consulta multidisciplinaria de diagndstico de
autismo, optimizando los recursos clinicos, de laboratorio y terapéuticos disponibles

en el pais.



- Constituye la base para proponer al grupo de trabajo que desarrolla la estrategia de
medicina de precision en Cuba, estudios de secuenciacion de nueva generacion (NGS,
por sus siglas en inglés de Next Generation Sequencing) para realizar pilotaje, con un
panel de genes candidatos que apoyen el diagndstico molecular de autismo primario,
y pudieran ser utilizados en el futuro de la practica clinica, en el diagnostico precoz

de nifios cubanos con sospechas del trastorno.
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CAPITULO 1. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO
SOBRE FACTORES DE RIESGO Y ESTRES OXIDATIVO
RELACIONADOS CON EL AUTISMO PRIMARIO.

Aun con los avances mas recientes en el terreno de las neurociencias, cuadros clinicos tan
severos como el autismo plantean enormes retos a clinicos e investigadores. En este
capitulo se abordaran aspectos de la clinica, de los factores de riesgo tanto genéticos como
no genéticos implicados en la génesis de este trastorno, y de las variaciones del estado

redox en estos pacientes.

1.1 Objetivo general

- Profundizar en el estado actual del conocimiento sobre factores de riesgo y estrés

oxidativo relacionados con el autismo primario.
1.2 Metodologia

Se realiz6 la busqueda en PubMed/Medline, Scopus, Scielo, Bireme, Imbiomed y Google
Académico con los siguientes términos y frases (combinando dos) y se utilizé el operador
booleano “AND”: primary autism, genetics risk factors, environment risk factors
biomarkers, epigenetics, oxidative stress, antioxidants. Se establecieron los siguientes
limites: only items with links to free full text, humans, meta—analysis, systematic review,
practice guideline, review, english, spanish, published in the last five years.

En algunas oportunidades se incluyeron referencias bibliogréaficas historicas sobre el tema
o con informacion vigente y de importancia para el desarrollo de la revisién

independientemente del afio de su publicacion.
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Se utilizaron como referencias, solamente aquellos articulos en que se pudo revisar el
texto completo y se descartaron los que se consideraron con deficiencias metodoldgicas
importantes, los que no fueron adecuados al tema especifico, 0 que presentaron
informacidn ofrecida de manera suficiente en otros considerados de mayor calidad y/o

actualizacién (Anexo 1).

1.3 Desarrollo

1.3.1 Trastornos del espectro autista (TEA)

El DSM-5 incluye los TEA dentro de la categoria de trastornos del neurodesarrollo,
junto a entidades nosologicas tales como la discapacidad intelectual, los trastornos
de la comunicacion, el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad, los
trastornos especificos del aprendizaje y los trastornos motores. Esta misma clasificacién
erige como sus principales caracteristicas, la presencia de deficiencias persistentes en la
comunicacion y en la interaccién social en diversos contextos, asi como la manifestacion
de patrones restrictivos y repetitivos de comportamientos, intereses o actividades.!

No existen marcadores bioldgicos por lo que el diagnéstico se fundamenta en aspectos
clinicos. Los signos y sintomas aparecen de forma variadas a partir de los 18 meses y se
consolidan a los 36 meses de edad. La causa es desconocida y multifactorial, puede ser
por antecedentes familiares de trastornos del desarrollo, asi como historial de riesgo
neurolégico perinatal y epilepsia.?

Fue Kanner en 1943 quien describié en su articulo Autistic disturbances of affective
contact, los casos de once nifios (ocho varones y tres hembras) que, a pesar de presentar
diferencias individuales, mostraban un amplio rango de patrones comunes de
comportamiento y conciencia social. Los infantes descritos por este autor constituyeron
durante mucho tiempo el paradigma del nifio autista: manifestaban un mejor animo
cuando se encontraban solos, solian actuar como si la gente de su alrededor no estuviera
presente y mostraban dificultad a la hora de establecer relaciones adecuadas con los

demaés.3
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Més adelante, en la década de los ochenta, otros investigadores destacaron entre las
caracteristicas de los nifios autistas sus dificultades en el &mbito relacional, sus déficits
en el &rea comunicativa y el retraso o ausencia del juego de ficcién. En el afio 2014, el
trabajo de Czermainski y colaboradores, puso de manifiesto la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en las areas de planificacion, flexibilidad cognitiva,
inhibicion conductual, fluidez verbal y memoria de trabajo entre nifios diagnosticados de
TEA y nifios con desarrollo neurotipico.3>3

1.3.2 Epidemiologia

Durante los ultimos afios se han informado incrementos en la prevalencia de los TEA.
Diferentes publicaciones muestran el aumento de este indicador desde 45/10 000
habitantes en los afios sesenta hasta 260/10 000 o més en las primeras décadas del siglo
XXI. Investigaciones epidemioldgicas mas recientes, apuntan un aumento significativo
de la prevalencia de los TEA, hasta afectar en los ultimos afios entre el 1 - 2 % de la
poblacion infantil. Por lo tanto, las variaciones en los resultados de la prevalencia de estos
trastornos es motivo de discusién constante. Algunos estudios apuntan que son trastornos
con una incidencia creciente; otros resaltan que el incremento, puede ser explicado por
varias razones de orden metodoldgico, como los cambios de criterios diagnésticos o una
mayor divulgacion y conocimiento de la sintomatologia entre profesionales y familiares
o el desarrollo de mejores métodos de deteccion. 3839

1.3.3 Clasificacion de los TEA

El autismo es uno de los trastornos del neurodesarrollo en el que frecuentemente no es
posible determinar su causa. Con el fin de poder clasificar de forma comprensible todos
los casos, se definen dos grupos: el primario o idiopatico y el secundario o sindrémico.
Las principales diferencias entre el autismo primario y el autismo sindromico estan

referidas en el Anexo 2.4041
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1.3.4 Autismo primario

1.3.4.1 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas del autismo generalmente estan presentes entre el afio y
medio y dos afos de edad que se mantienen estables durante la etapa preescolar y escolar.
Por lo general, el intervalo medio desde que los padres comienzan a preocuparse hasta
que solicitan ayuda puede llegar a ser después del afio. Durante el primer afio de vida los
comportamientos mas consistentes en nifios con autismo son: el no responder a su nombre
y el no mirar a la cara o hacerlo escasamente. En el segundo afio destaca la ausencia de
interés por compartir experiencias y la incapacidad para prestar atencion.*?

En un tercio de los casos el desarrollo es normal entre el primer y segundo afio,
posteriormente pueden experimentar regresion gradual o de manera inesperada y
ocasionar un retraso del desarrollo previo. También puede ocurrir que los sintomas no
sean aparentes para los padres ni los profesores hasta los cuatro o seis afios de edad.*?
Los pacientes pueden presentar variabilidad en su capacidad cognitiva e ir desde una
discapacidad intelectual profunda, a una normal o superior en las pruebas de coeficiente

intelectual.*?
1.3.4.2 Diagnostico

El diagnodstico de autismo se realiza a través de la observacion de los criterios clinicos
que se recogen en los manuales diagndsticos DSM-5 (Anexo 3) y CIE-11 (Anexo 4), los
que definen sus caracteristicas nucleares en dos categorias: a) dificultades para la
interaccion y comunicacion social, y b) intereses restringidos y comportamientos
repetitivos. Ambas clasificaciones sefialan también la importancia de examinar
sensibilidades sensoriales inusuales, algo comun entre las personas con autismo. Hasta el
momento no existe prueba médica o biomarcador para confirmar el autismo. Segun estas
herramientas, para un diagnostico de autismo, los sintomas deben estar presentes en el
periodo de desarrollo temprano (Anexo 5).14344

Para el diagnostico es importante la participacion y criterio conjunto de especialistas de
diversos perfiles (psiquiatria infantil, psicologia, neurologia, logopedia, pediatria,
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genética clinica, neurofisiologia, psicopedagogia, entre otros). Ademas, la observacién
grupal del paciente y la aplicacion de instrumentos psicolégicos como:

- ADOS-2 (programa de observacion de diagnostico de autismo, segunda edicion): es un
sistema de evaluacion estandarizado y semiestructurado de la interaccién social, la
comunicacion y otras conductas relevantes que aparecen en nifios y adolescentes de 12
meses a 16 afios de edad con sospecha de trastorno del espectro autista.*

- ADI-R (entrevista de diagndstico de autismo revisada): es una herramienta considerada
también como estandar de oro para diagnosticar el trastorno del espectro autista en nifios
con mas de 18 meses de edad. Las preguntas estan orientadas a la exploracién de la
historia sintomatoldgica del menor y también aborda aspectos sociales vy
comunicacionales a partir de la informacion que brindan los padres.*®

- CARS (escala de evaluacion del autismo infantil): es una escala elaborada para realizar
observaciones del nifio (mayor de 24 meses de edad) en los distintos contextos que
participa. Evalla las siguientes dimensiones: relacion interpersonal, imitacion,
respuesta emocional, uso del cuerpo y objetos, adaptacion al cambio, respuesta visual y
auditiva, comunicacién verbal y no verbal, asi como el nivel de actividad. La informacién
recopilada en estas areas del desarrollo psicosocial permite a los especialistas establecer
una gradacion en el comportamiento del nifio: grave, moderado, leve y no autista.*’

- Bo Olsson: es una herramienta Util para establecer el diagnostico diferencial entre
autismo, sindrome Rett y el dafio cerebral temprano en nifios por debajo de los dos afios.*®
1.3.4.3 Etiologia
Las teorias sobre el origen del autismo han cambiado a lo largo de los afios. Hasta la
década de 1970, se pensaba que la causa eran problemas relacionados con la crianza, pero
ésta ha sido categdéricamente rechazada. Actualmente, se considera un trastorno
multifactorial causado por factores genéticos, epigenéticos y ambientales.*®
1.3.4.3.1 Factores genéticos
Los estudios familiares y de gemelos han demostrado que aproximadamente el 10 % de

los nifios son diagnosticados con autismo como parte de otros trastornos geneticos o
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neuroldgicos, como el sindrome fragil X, el complejo esclerosis tuberosa, la
fenilcetonuria o las infecciones congeénitas secundarias al virus de la rubeola y el
citomegalovirus.*°

Dado que el trastorno es heterogéneo, es un desafio identificar con precision la genética
subyacente. Los principales estudios incluyen andlisis citogenético, de asociacion y
ligamiento, CNV y mas recientemente, analisis cromosoémico por micromatrices (MCA,
por sus siglas en inglés de Chromosomal Microarray Analysis), asi como analisis de
secuenciacion completo del exoma y analisis transcriptémico.t5:25:51-5%

Se estima que las técnicas citogenéticas pueden revelar aberraciones cromosomicas en
aproximadamente el 2 al 5 % de los individuos con autismo, por lo tanto estos casos se
clasifican como autismo sindrémico. La anomalia cromosémica mas frecuente detectada
en el 13 % de estos nifios es la duplicacién 15911-g13 heredada de la madre. Muchos
genes de esta region cromosomica tienen funciones esenciales en el cerebro, como
GABRA5 y GABRB3 (receptores GABA), UBE3A y HERC2 (componentes del complejo
proteasomico) y SNRPN (ribonucleoproteina del péptido N), asi como CYFIP1 (proteina
que interactia con FMRP). Otras regiones candidatas y aberraciones cromosomicas
asociadas con el autismo, incluyen genes del sistema de la serotonina (SLC6A4) en
17911.1-g12 y otros como PIK3CG (7g22), RELN (7g22), NRCAM (7g22.3), LAMB1
(7931.1), WNT2 (731.2) y FOXP2 (7q31).257-60

Se han definido varias regiones citogenéticas de interés que combinadas con datos sobre
la expresién y funciones de los genes contenidos en estas regiones pueden contribuir a la
identificacion de genes candidatos del autismo. Dentro de estas regiones se encuentran
2037, 5p15, 11925, 16922.3, 17p11.2, 18921.1, 18923, 22q11.2, 229q13.3 y Xp22.2-
p22.3.%8

1.3.4.3.1.1 Variaciones del nimero de copias

La hibridacion genémica comparativa (HGC) permite detectar microdeleciones y
microduplicaciones cromosdmicas que son muy pequefias para ser identificadas por el

cariotipo convencional. Las investigaciones han demostrado que las CNV se presentan
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entre el 7-14 % de los casos con autismo primario. Las variantes raras de novo se
identifican con mayor frecuencia en personas con autismo primario y asi se describe hasta
en el 10 % de los pacientes sin otro familiar afectado, en el 3 % de los casos con
antecedente familiar de autismo, y solo en el 1 % de los controles.?61-64

La mayoria de las CNV detectadas en personas con autismo son esporadicas y no
recurrentes, lo que demuestra la heterogeneidad genética de estos trastornos. Las CNV
recurrentes asociadas con el autismo primario mas comunes son las microdeleciones y
microduplicaciones de aproximadamente 600 kb en la region p11.2 del cromosoma 16,
que se identifican en aproximadamente el 1 % de los individuos con autismo. La
caracteristica fenotipica comdn en pacientes con la delecion 16p11.2 es la macrocefalia,
mientras que los portadores de duplicacion tienen microcefalia. Otras CNV recurrentes
detectadas en casos de autismo incluyen 1921.1, 15q13.3, 17p11.2, 22q11.2, 16p13.1y
microduplicacion de 7q11.23. Ademas, el analisis de MCA revel6 varias microdeleciones
no recurrentes que incluyen regiones de 2p16.3, 7922931, 22913.3 y Xp22. La mayoria
de las CNV implican numerosos genes que pueden contribuir aditivamente al fenotipo
del autismo.?556%

Otras CNV asociadas a genes funcionales se describen en las vias de la ubiquitina:
SHANK2, DLGAP2, SYNGAP1, UBE3A, DPP10, PLCB1, TRPM1, NRXN1, FHIT,
HYDIN, PARK2, RFWD2, AUTS1, AUTS5, IMMP2L — DOCK4, FBXO40 y DDX53. Los
genes NLGN1, NLGN2, NLGN3, NLGN4 y NLGN4Y desempefian un papel en la
formacion y funcion sinaptica.5®

1.3.4.3.1.2 Estudios de asociacion del genoma completo

La investigacion de variantes hereditarias dentro de las familias con autismo esta
respaldada por la alta recurrencia entre hermanos. Sin embargo, los estudios de ligamiento
tienen poca potencia para los trastornos de origen complejo y variantes heredadas de
significado incierto. De este modo se han identificado sefiales en casi todos los

cromosomas, pero la region mas replicada ha sido 7¢35.259.66
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Los genomas de las personas se diferencian entre si por SNP. A pesar de que la mayoria
de estas variantes son comunes y ocurren al menos en el 1 % de la poblacion, algunos de
estos SNP pueden aumentar el riesgo de desarrollar enfermedades poligénicas complejas.
Se cree que las variantes individuales comunes contribuyen al desarrollo de trastornos
genéticos heterogéneos por interaccion epistatica, pero los resultados de los estudios
indican que los SNP tienen un efecto pequefio en el autismo. Varios estudios de
asociacion del genoma completo a gran escala (GWAS, por sus siglas en inglés de
Genome Wide Association Study) han encontrado varios marcadores especificos
significativamente asociados con el autismo pero han sido estudios escasamente
replicativos.>67.68

Las tecnologias de NGS permiten un analisis preciso del exoma o genoma completo del
paciente y detecta cambios de un solo nucledtido. Hasta ahora, los estudios genéticos
identificaron mas de 1 000 genes asociados con el autismo y se han identificado
mutaciones exonicas de novo en los genes expresados en el cerebro en aproximadamente
15 % de los individuos con este trastorno.?%69-71

En los estudios de secuenciacion del exoma completo se han identificado genes
candidatos, por ejemplo, FOXP1, GRIN2B, SCN1A y LAMC3, cuyas mutaciones
clasifican como potencialmente patdgenos y probablemente asociados con el autismo
primario, la discapacidad intelectual y la epilepsia. EI gen FOXP1 codifica un factor de
transcripcion necesario para el desarrollo adecuado del cerebro. EI gen GRIN2B codifica
el receptor de glutamato que se une al &cido glutdmico, el principal neurotransmisor del
sistema nervioso central. EI gen SCN1A codifica una subunidad del canal de sodio,
previamente asociado con la epilepsia e indicado como gen candidato para el autismo,
mientras que el gen LAMC3 codifica la subunidad gamma 3 de la laminina que se expresa
en la corteza y el sistema limbico en desarrollo.”

En otras 343 familias con autismo primario, la secuenciacion del exoma completo
informo que las mutaciones a nivel de los genes relacionados con el trastorno, aparecian
dos veces mas frecuentes en los pacientes afectados que en la cohorte de hermanos no

afectados. Ademas, afirmaron que muchos de los genes de susceptibilidad al autismo
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estaban relacionados con la proteina fragil X (FMRP), lo que apoya la asociacion entre
autismo y plasticidad sinaptica.®®

Otros estudios informan la contribucion de otras mutaciones de novo que incrementan el
riesgo de autismo. Se ha comprobado asociacion entre variantes o mutaciones de los
genes SCN2A, KATNAL2 y CHDS8 vy el autismo. ElI gen KATNAL2 juega un papel
importante en el desarrollo del sistema nervioso. Ademas, el nimero de mutaciones de
novo se correlacioné positivamente con la edad paterna.>2272-74

Otros siete genes (ABCALl, ANK3, CLCN6, HTR3A, RIPK2, SLIT3 y UNC13B),
desempefian un importante papel en el desarrollo neurolégico y la funcion sinaptica, y
mutaciones en ellos han sido reportadas en pacientes con autismo. En la secuenciacion
también se encontraron mutaciones sin sentido del gen ANK3 en individuos con otros
trastornos psiquiatricos, especificamente con esquizofrenia o trastorno bipolar y con
susceptibilidad al autismo.”™

Con la NGS se ha comenzado a explorar la incidencia de mutaciones somaticas, en
pacientes con autismo primario. Estudios recientes, a pesar de tener un reducido niumero
de casos, sugieren que hasta el 7,5 % de las mutaciones de novo en individuos afectados
son de origen postcigotico. La identificacion de estas mutaciones incrementa la
comprension de la heterogénea patogenia del autismo y a la vez, permite conocer el
posible origen del trastorno en afectados sin causa reconocida.’-’

Interesantes estudios también se desarrollan en el &rea de la neurogenética en el sistema
de neuronas en espejo y su relacion con el desarrollo de alteraciones en el ambito social
y conductual de pacientes con autismo. Dentro de los genes relacionados con la
disfuncion de este sistema, se encuentra el gen FOXP1 el cual se expresa ampliamente en

las neuronas del prosencéfalo que se proyectan al cuerpo estriado.”
1.3.4.3.1.3 Otros genes asociados con el autismo

Se han descrito mutaciones y CNV en genes que codifican proteinas que juegan un
importante papel en la remodelacion de la cromatina, especificamente los genes CHD8 y

SMARCC1], asi como moleculas de adhesion celular sinaptica tales como las neurexinas,
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neuroliginas y la CNTN4, neurotransmisores, proteina de andamiaje sinaptico como
SHANK?2 y SHANK3 vy proteinas de canales iénicos (CACNA1A, CACNA1H, SCN1A,
SCN2A). 2598

Otras proteinas también estan involucradas en las vias de sefializacion y redes neuronales
vinculadas a vias de transcripcion y traduccion de genes sinépticos, dentro de las que se
encuentran la FMR1, TSC1, TSC2, PTEN, NF1 y CYF1P1, vinculadas a vias de
ubiquitinacion como la UBE3A, PARK2 y TRIM33, a la sintesis y degradacion de
proteinas, y otras que participan en el desarrollo, formacion y funcion de la sinapsis
neuronal.?59.80

Las mutaciones en genes involucrados en la sinapsis neuronal, como NRXN1, NLGN4X,
NLGN3, SHANK?2 y SHANKS, se consideran las variaciones patogénicas mas frecuentes
asociadas con el autismo. Estas mutaciones no son especificas de este trastorno ya que
también estan asociadas con otros trastornos neuropsiquiatricos.>6:81-83

Otros estudios indican que el desequilibrio en la excitacién inhibicidn sinpticas podrian
explicar los déficits en las funciones sociales y cognitivas presentes en los pacientes con
autismo. La remodelacion de la cromatina regula la expresion génica y puede influir en
la formacion y diferenciacion neuronal. Investigadores del tema demostraron que
mutaciones del gen CHD8 esta fuertemente asociado con el autismo y es un gen que
codifica la proteina de unién al ADN de cromodominio helicasa que regula la expresion
de muchos otros genes de riesgo en el autismo a nivel de la corteza media durante la vida
fetal 8485

Los desequilibrios en la excitacion inhibicion sinapticas descritos anteriormente, afectan
la actividad neuronal, las modificaciones postraduccionales y la transcripcion de genes
que regulan la formacién, maduracion y funcion sinaptica. Las mutaciones en los genes
involucrados en esta actividad dan como resultado la desregulacion de la red y

predisponen al desarrollo del autismo.86-8

20



1.3.4.3.2 Factores ambientales

Estudios en gemelos han sugerido que el 80 - 90 % de los casos de autismo son causados
por factores hereditarios, con poca contribucién ambiental. Sin embargo, estudios
recientes informaron que entre el 40 % y el 50 % de la variacion se debe a factores
ambientales y que los estudios en gemelos sugieren que contribuyen tanto factores
genéticos como ambientales.>®

Estos factores ambientales se analizan en detalle a continuacién.

1.3.4.3.2.1 Factores de riesgo prenatal

1.3.4.3.2.1.1 Vacunas y medicacion

La vacunacion es un tema muy controversial que se ha debatido a nivel mundial en
diferentes ocasiones. El timerosal, un conservante que contiene un 50 % de etilmercurio
es utilizado frecuentemente en vacunas multiviales y se ha demostrado una falsa
asociacion entre la vacuna contra la papera, rubéola y sarampién (PRS) y el autismo, lo
que también sucede con el uso de inmunoglobulina Rh durante la gestacion.®®

El uso de medicacion prenatal materna puede estar asociado con mas de un 46 % de riesgo
de autismo en la descendencia, dado el efecto negativo que pueden tener estas sustancias
quimicas en el desarrollo fetal .8

Investigaciones sobre diferentes tipos de medicamentos han revelado un aumento
significativo hasta del 68 % de riesgo de autismo en relacion con el uso prenatal de
medicacion psiquiatrica, en especial de los antidepresivos inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina. Otros farmacos como el &cido valproico puede aumentar el
estrés oxidativo y provocar un variado patron de expresion génica y el paracetamol
(acetaminofen) puede inducir apoptosis y necrosis a nivel cerebral, estrés oxidativo y

desregulacion inmunoldgica.8%-%4
1.3.4.3.2.1.2 Edad de los padres

La edad avanzada de los padres (en particular la edad paterna) ha sido identificada como

uno de los factores de riesgo mas importantes del autismo. La probable explicacion de
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este fendmeno es la formacion de mutaciones de novo en las células de la linea germinal
y modificaciones en la metilacion del ADN, que pueden resultar en alteraciones
epigenéticas generales, con efecto en la expresion de genes de desarrollo neural y,
finalmente, trastornos en la impronta gendémica espermatica. Como resultado, aumenta la
probabilidad de alteraciones neuronales, como el autismo. La edad paterna avanzada
también afecta la funcion del sistema inmunolégico y, en consecuencia, el desarrollo del
sistema nervioso.%-97

En estudios en los que se ha correlacionado la edad materna extrema con el autismo
primario se plantea que cuando la edad materna es avanzada hay mayor probabilidad de
anomalias cromosOmicas, expansion de repeticiones de trinucledtidos en el dvulo, y
aumento de la intervencion obstétrica. Las madres adolescentes pueden estar expuestas a
un retraso del crecimiento intrauterino del feto y al parto prematuro, que ambos estan

asociados con un mayor riesgo de autismo.%
1.3.4.3.2.1.3 Afecciones maternas

Las gestorragias, el sindrome metabélico y la infeccidn durante el embarazo son algunas
de las afecciones maternas que estan relacionadas con el autismo infantil. El sangrado
vaginal y el sindrome metabdlico, incluyendo la diabetes pregestacional (DPG),
hipertension, y obesidad, predisponen para la hipoxia intradtero, se favorece asi un
desarrollo cerebral deficiente y se inducen cambios en la mielinizacion, adhesién a la
membrana y alteraciones neuronales del hipocampo (un &rea muy involucrada en el
autismo).94,99-108

Las infecciones virales y bacterianas en el segundo trimestre que requieren
hospitalizacidn, aumentan el riesgo de autismo. Dicha relacion se debe a una activacién
inmunitaria materna anormal y, en consecuencia, niveles elevados de citocinas
inflamatorias que afectan el desarrollo del cerebro embrionario, lo que incrementa el
riesgo de autismo y otros estados neurofisiopatoldgicos.102109

Tanto la DPG como la diabetes gestacional (DG), estan asociados con un gran nimero de

complicaciones del embarazo. Los estudios indican una asociacion ligeramente
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significativa en la tasa de autismo en la descendencia de madres diabéticas, sin embargo,
cuando la DPG esta asociada a la obesidad la asociacion de diabetes materna y autismo
muestra una tasa de prevalencia superior. En una investigacion de cohorte recientemente
realizado en Boston, se encontré que la coexistencia de obesidad y diabetes aumenta el
riesgo de autismo, tanto para la diabetes gestacional (RR 3,04) como para la
pregestacional (RR 3,91).94107.110.111

El mecanismo de asociacion entre diabetes y autismo se desconoce en gran medida. A
juzgar por los mecanismos propuestos de los efectos de la diabetes materna en el embrion
y el feto, el aumento de la tasa de autismo en los embarazos diabéticos puede deberse a
un aumento del estrés oxidativo fetal, a modificaciones epigenéticas en la expresion de
varios genes y otros cambios del neurodesarrollo inducidos por la diabetes materna, 12115
Dado el papel de la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo en el neurodesarrollo,
también se ha considerado la preeclampsia - eclampsia como un factor de riesgo para el
autismo. La preeclampsia puede desencadenar un desarrollo neuroldgico aberrante a
través de mecanismos fisiopatoldgicos de origen placentario - materno - fetal, y esta
asociada con un mayor de riesgo de padecer autismo, sobre todo cuando se trata de una
variante grave.''6

También existe consenso general de que la confluencia de multiples complicaciones
prenatales, perinatales y neonatales esta significativamente asociada con el autismo. La
hipoxia fetal se ha implicado en el origen de estos trastornos neuropsiquiatricos,
basandose en varios factores perinatales que pueden servir como marcadores de hipoxia,
incluida la puntuacién de Apgar baja, la cesarea y el retraso del crecimiento.’
1.3.4.3.2.1.4 Salud mental materna

La relacion entre el historial psiquiatrico de los padres y el riesgo de trastornos mentales
de sus hijos es frecuente. Por ejemplo, la asociacion de antecedentes psiquiatricos como
trastornos de la personalidad, esquizofrenia, ansiedad o depresion materna, incrementa el

riesgo de padecer autismo.!18-121
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En las madres que han experimentado trastornos psiquiatricos entre las 21 y 32 semanas
de gestacion, periodo de mayor plasticidad en la formacion y desarrollo neuronal. Se han
descrito efectos importantes, a través de mecanismos epigenéticos en la expresion de
genes de respuesta al estrés en el feto, genes implicados en la neurobiologia, el
metabolismo y la fisiologia que pueden persistir a lo largo de la vida. El inadecuado
estado psicoldgico de la madre, especialmente grandes y duraderas tensiones pueden
resultar en trastornos de la personalidad, exponer al feto a niveles elevados de cortisol al
interrumpir el eje hipotalamo — pituitario — adrenal (HPA) de la madre, incrementar los
esteroides suprarrenales como el cortisol y aumentar la permeabilidad placentaria a estas
hormonas. En consecuencia, la programacion del desarrollo fetal (a través del epigenoma)
se veria muy afectada al interrumpir el sistema de respuesta al estrés fetal, por lo que

predispone entre otras al autismo.1%?
1.3.4.3.2.2 Factores de riesgo perinatales

Se ha descrito que el parto pretérmino y postérmino, asi como con producto bajo peso al
nacer confieren un mayor riesgo para el autismo. De igual manera condiciones
hipoxiantes para el feto como el sangrado vaginal durante el embarazo, el sufrimiento
fetal, las complicaciones del cordén umbilical y el parto por cesarea ofrecen hasta un
26 % mas de riesgo de padecer autismo. Se han descrito tres regiones del cerebro,
incluidos los ganglios basales, el hipocampo y los ventriculos laterales muy vulnerables
a la hipoxia y en estos nifios el cerebro exhibe frecuentemente ventriculomegalia,
anomalias morfoldgicas del hipocampo y aumento de la actividad dopaminérgica, lo que
puede ser relacionado con la hipoxia. 8102122

Ademas, el dafio hipdxico - isquémico induce inflamacion, dafio oxidativo y
excitotoxicidad, todo lo cual puede conducir a la exacerbacion del dafio neuronal. Las
regiones que estan implicadas en la funcion cognitiva, como el hipocampo y la corteza,
suelen lesionarse después de la hipoxia neonatal. Un estudio reciente ha proporcionado
informacion sobre el posible mecanismo del dafio hipoxico con respecto al autismo. Los

autores examinaron el papel de la proteina de retraso mental fragil (FMRP, por sus siglas
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en inglés de Fragile Mental Retardation Protein) y la via de sefializacion diana de la
rapamicina en mamiferos (mTOR, por sus siglas en inglés de Mammalian Target Of
Rapamycin) en la patogénesis de la encefalopatia hipdxico-isquémica.23-125

El deterioro de FMRP se observa en casos de sindrome fragil X que es una causa bien
reconocida de autismo sindromico. Es importante destacar que los autores observaron una
sobreexpresion de FMRP entre las semanas 36 y 39 de embarazo en el cerebro normal, lo
que sugirié un papel fisioldgico importante de FMRP en la plasticidad sinéptica durante
este periodo. Al comparar los tejidos cerebrales de los recién nacidos con encefalopatia
hipoxico-isquémica con controles sanos, encontraron una expresion de FMRP
significativamente menor en el cerebro de nifios con dafio hipéxico que los controles
neurotipicos. Con base en estos hallazgos, los autores sugirieron que la interrupcién de
FMRP podria ser uno de los mecanismos a través del cual se relaciona la privacion de

oxigeno fetal con el autismo.123-125
1.3.4.3.3 Epigenética, microARN y autismo

Los mecanismos epigenéticos modulan la conformacion de la cromatina y regulan la
expresion de muchos genes sin alterar la secuencia de ADN. Varios estudios demostraron
el papel de la desregulacion epigenética en el origen del autismo primario e informaron
mutaciones en genes que codifican proteinas implicadas en el mecanismo epigenético de
pacientes con este trastorno o discapacidad intelectual. Un ejemplo de lo sefialado
anteriormente lo constituyen las mutaciones de novo en el gen HIST1H1E que codifica la
proteina enlazadora de histonas H1, la cual contribuye a la organizacion de las estructuras
de la cromatina y a la regulacion de la transcripcion génica.26:127

Numerosos estudios a escala del genoma revelaron multiples alteraciones en la metilacion
del ADN en los cerebros de individuos con autismo. Un metanalisis que incluyé casi 800
pacientes autistas mostré que 55 sitios CpG analizados estaban asociados con este

trastorno.128

25



Los mecanismos epigenéticos también se han relacionado con el incremento de la
respuesta inmunitaria durante el embarazo y el aumento de la susceptibilidad al
autismo.128-130

Recientemente, varios estudios exploraron el papel de los microARN (miARN) en el
origen del autismo y demostraron la alteracion de la expresion de este ARN
monocatenario en pacientes afectados. Estas moléculas controlan la expresion de muchos
genes mediante la regulacion de diferentes ARNm que resultan en la inhibicion de la
sintesis de proteinas o la degradacién del ARNm.3!

Aproximadamente la mitad de todos los miARN humanos conocidos se expresan en el
cerebro. Se cree que alrededor del 50 % de los genes humanos estan regulados por estas
moléculas y los miARN controlan adecuadamente todas las vias funcionales que
intervienen en la diferenciacion, proliferacion, desarrollo y apoptosis celular. Cada
miARN puede potencialmente, regular la expresion de numerosos genes y cada gen puede
ser regulado por diferentes miARN. Se ha demostrado que los miARN regulan procesos
fundamentales para el desarrollo y funcion del cerebro, incluida la neurogénesis,
maduracion neuronal y plasticidad sinaptica. Los estudios en modelos de animales
mostraron que la desregulacion de la sintesis de miARN conduce a trastornos del
desarrollo neurolégico.3%133

Recientemente, se investigo el perfil de expresion de 42 miARN de 30 pacientes con
autismo. Los resultados mostraron que los niveles de expresion de tres miARN eran
evidentemente més altos y otros cinco eran mas bajos en los casos afectados que en el
grupo control por lo tanto, se comprobo que existia una desregulacion de la expresion de
los mismos. El anélisis de genes que estan regulados por estos miARN informé que
algunos de estos genes son importantes para el desarrollo del sistema nervioso central.
Por lo tanto, los autores postularon que algunas de estas moléculas pueden desempefiar
un papel como biomarcadores del autismo, lo que debe ser evaluado en otros

estudios. 134135
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1.3.4.4 Estrés oxidativo y antioxidantes

La creciente incidencia de autismo en la poblacion pediatrica y la falta de terapias
curativas exitosas hacen que este sea uno de los trastornos mas desafiantes para la
medicina. Se plantea que la neurobiologia del autismo estd asociada con el estrés
oxidativo, como lo demuestra el aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y de la peroxidacion lipidica (POL), asi como de otros indicadores de estrés
oxidativo. Los nifios afectados se consideran mas vulnerables al estrés oxidativo debido
a su desequilibrio en los niveles de glutation intracelular y extracelular y la disminucion
de la capacidad de reserva de glutation. Varios estudios han sugerido que el desbalance
redox y el estrés oxidativo son partes integrales de la fisiopatologia del autismo. La
evaluacion y el tratamiento tempranos del estado antioxidante pueden resultar en un mejor
prondstico, ya que podria disminuir el estrés oxidativo en el cerebro antes de que pueda
inducir un dafio cerebral mas irreversible. 31136

Las ERO pueden actuar como segundos mensajeros y ejercer una actividad oxidativa
sobre las proteinas para influir en los procesos de sefializacion inmunes, inflamatorios y
de otro tipo.t%

Ademas de su papel en las vias de sefializacion y en las alteraciones redox celulares, las
ERO también influyen en los factores de transcripcién y por ende en la expresion génica.
Especificamente, estan involucradas en la activacion de factores de transcripcion,
remodelacion de la cromatina y desacetilacion de proteinas histonas.*3

En situaciones normales, existe un equilibrio dindmico entre la produccion de ERO y la
capacidad antioxidante de la célula. Las ERO dentro de las células se neutralizan con la
ayuda de mecanismos de proteccién antioxidante. La superéxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) son las principales enzimas implicadas en
la eliminacion directa de las ERO. En pacientes con autismo se han descrito niveles
elevado de ERO y bajos de marcadores de defensa antioxidante, 136138139

La neuroinflamacidon descrita en autistas se ha relacionado con altos niveles de ERO que

provocan aumento de citocinas proinflamatorias, interleucinas y acumulacién de
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proteinas oxidadas, y estas a su vez pueden resultar en la secrecion de sefiales
inflamatorias que estimulan a los macrofagos a producir el factor de necrosis tumoral
(TNF). Los niveles glutation reducido (GSH) también pueden contribuir a la
inflamacién.136.140

El desequilibrio entre la sintesis de especies reactivas de oxigeno / nitrégeno (ERO/ERN)
y la capacidad del organismo para bloquear sus efectos deletéreos al utilizar sistemas
antioxidantes es la causa del estrés oxidativo. La disfuncion mitocondrial se ha asociado
con la acumulacién de ERO dentro de las células que, cuando no se eliminan
adecuadamente, pueden provocar estrés oxidativo. Para contrarrestar esta condicion, se
requieren varios mecanismos que logren la desintoxicacion de compuestos toxicos y la
neutralizacion de los radicales oxigeno / nitrdgeno que estan presentes en cada
Cé|U|a.141'142

El superdxido (O2) se puede formar como un subproducto del metabolismo normal del
oxigeno. Aunque esta molécula, al igual que las otras especies de oxigeno, puede
desempefiar un papel importante en la sefializacion celular y la homeostasis, su
acumulacién puede dafiar las estructuras celulares y, por lo tanto, favorecer el estrés
oxidativo.#?

El cerebro representa uno de los principales metabolizadores del oxigeno y, por lo tanto,
se acumulan grandes cantidades de ERO en varias regiones. A pesar de esto, al menos en
algunas condiciones, existen mecanismos de proteccion relativamente débiles. Por esta
razén, el cerebro puede ser muy sensible a las agresiones provocadas por la acumulacion
de radicales libres.43

El cerebro tiene una vulnerabilidad relativamente grande a la lesion oxidativa en
comparacion con otros érganos, la que esté involucrada en el proceso patoldgico de los
principales trastornos psiquiatricos. Varios informes han indicado niveles acumulados de
diferentes marcadores de la peroxidacion lipidica (POL) en el autismo, lo que confirma

un aumento del estrés oxidativo en el autismo.144
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Por su parte, los niveles de enzimas depuradoras de ERO (SOD, CAT, GPx) vy el
tripéptido GSH son mas bajas en individuos con autismo, lo que condiciona que para
mantener una mejor homeostasis del medio interno en estos pacientes sea necesario, en
muchas ocasiones, utilizar terapéuticas antioxidantes y dentro de estos las vitamina E y
vitamina C que junto al glutation forman una red antioxidante para el control del estrés
oxidativo.3

De la vitamina E se han identificado ocho isoformas diferentes: tocoferoles a, B, y, 6 y
tocotrienoles a, B, y, 6. Se incorpora a las membranas celulares, en las que inhibe
eficazmente la POL ya que tanto los tocoferoles como los tocotrienoles eliminan los
radicales peroxilo altamente reactivos. Se plantea que no actla aisladamente de otros
antioxidantes, pero es parte de un conjunto interconectado de ciclos redox antioxidantes
conocidos como “red antioxidante”. Cuando todas las isoformas de vitamina E reaccionan
contra los radicales libres, se convierten en sus formas oxidadas de tocoferoxilo /
tocotrienoxilo. Para volver a ser activa, la vitamina E se convierte de su forma de radicales
libres a su estado nativo reducido después de la interaccion entre sustancias solubles en
agua y lipidos, para lo que utiliza mecanismos enzimaticos y no enzimaticos.#

La vitamina C reducida (dehidroascorbato, DHA) puede regenerar directamente la
vitamina E después de convertirse en ascorbato, su forma oxidada. Los antioxidantes tiol
como el glutation, pueden convertir el ascorbato en DHA, que luego esté disponible para
regenerar nuevamente la vitamina E. Por lo tanto, la vitamina C es particularmente
efectiva para reducir el dafio oxidativo cuando se usa junto con la vitamina E. Cuando los
sistemas de vitamina E, vitamina C y glutation actdan sinérgicamente, las células tienen
concentraciones bajas en estado estacionario de radicales de vitamina E y ascorbato, y se
evita la pérdida o el consumo de vitaminas.*®

La vitamina C es un potente antioxidante que puede neutralizar y eliminar oxidantes,
como moléculas altamente reactivas generadas en procesos metabdlicos del cerebro y
otros drganos. La vitamina C desempefia un papel vital en el crecimiento tisular, la

sintesis de agentes vasoactivos, la regulacion inmunitaria y muchas otras funciones
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metabdlicas. La importancia bioldgica de la vitamina C en el cerebro esté relacionada con
el desarrollo de las neuronas, su maduracién funcional y las respuestas antioxidantes.
Cuando hay una deficiencia de vitamina C, las neuronas muestran una disminucion del
crecimiento y actividad, asi como una mayor susceptibilidad al dafio oxidativo.'#
Otramolécula importante dentro de la red de antioxidantes, necesaria para la reconversion
del ascorbato en DHA, es el glutation. El glutation es un tripéptido (cisteina, glicina y
acido glutdmico) presente en la mayoria de las células, que existe en dos formas, reducida
(GSH) y oxidada (GSSG). 14
En el autismo se han detectado alteraciones en la expresion de las principales enzimas
antioxidantes del sistema captador de ERO, tanto a nivel cerebral como periférico, lo que
indica que existen niveles elevados de estrés oxidativo en estos pacientes, 38145
Investigaciones recientes vinculan la dieta en el autismo con en el denominado eje
intestino - cerebro, el cual se refiere a la conexion y comunicacion bidireccional entre el
tracto gastrointestinal y el sistema nervioso central, en especial por su relacion con la
epigenética y la sefializacion redox. La microbiota intestinal puede potencialmente
inducir cambios epigenéticos en el intestino y cerebro a través de sus productos de
fermentacion, los que actian a nivel del sistema nervioso central (SNC) como
neurotransmisores. 137146
Los productos enteromicrobianos, a través de los metabolitos derivados de bacterias
intestinales, también pueden actuar como agentes epigenéticos sobre la regulacion y
expresion genica. Ademas, pueden influir en mecanismos de sefializacion del huesped
contribuyendo incluso a la produccion de ERO.137
1.4 Conclusiones
1. La literatura actual apoya la hipotesis de que el origen del autismo primario se
basa en un modelo multifactorial, resultado de los efectos de diversos factores
genéticos, ambientales y las interacciones entre genes y el entorno. La epigenética

es considerada como el mecanismo bioldgico candidato en dichas interacciones.
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2. Varios factores de riesgos ambientales prenatales y perinatales, la mayoria
estresantes e hipoxiantes para el feto, estan relacionados con el autismo primario.
3. En el autismo las terapias antioxidantes, con frecuencia, tienden a mejorar la
desregulacién metabolica entre moléculas prooxidantes y antioxidantes, favorece
la disminucién del estrés oxidativo en el sistema nervioso central, y por

consiguiente, ayuda a reducir el dafio cerebral por el debalance redox.
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CAPITULO 2: FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS
CON EL AUTISMO PRIMARIO EN PACIENTES

CUBANOS

2.1 Introduccion

A pesar de la extensa investigacion sobre la biologia subyacente, poco se sabe sobre el
desarrollo del autismo, se estima que los mecanismos poligénicos y multifactoriales
estén involucrados, y que el trastorno se debe a interacciones genético - ambientales.
Algunos estudios plantean que la etapa con mayor susceptibilidad es la que ocurre en el
desarrollo intrauterino; otros sugieren que los factores genéticos solo representan
aproximadamente el 35 al 40 % de los elementos contribuyentes, mientras que el 60 al
65 % restante pueden ser prenatales, perinatales y postnatales.'4’

Los fendmenos que comprometen los distintos procesos epigenéticos, también han
demostrado tener importancia en la génesis de los trastornos del neurodesarrollo, en
especial del autismo.14®

En este capitulo se abordaron los factores de riesgo genéticos y no genéticos asociados al

autismo primario.

2.1.1 Hipdtesis cientifica

- Las variaciones morfoldgicas, los antecedentes de determinadas enfermedades
heredofamiliares neuropsiquiatricas y factores de riesgo prenatales y perinatales,

estan relacionados con la aparicién del autismo primario en nifios cubanos.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

- Identificar alteraciones dismorfoldgicas, antecedentes heredofamiliares, asi como
otros eventos hipoxémicos de naturaleza prenatal y perinatal en pacientes con autismo
primario.

2.2.2 Objetivos especificos

1. Determinar los rasgos dismorficos més frecuentes en pacientes con autismo
primario.

2. ldentificar los factores de riesgos heredofamiliares neuropsiquiatricos, segun
grados de parentesco relacionados con el autismo primario.

3. ldentificar factores de riesgos no genéticos prenatales y perinatales, que se
relacionan con la aparicion del autismo primario.

4. Estimar la probabilidad de presentar autismo, a partir del analisis de los factores
de riesgos.

5. Realizar propuesta de un panel para el diagnostico de autismo primario por

estudios de secuenciacidn de nueva generacion.

2.3 Material y método
2.3.1 Tipo de estudio

Se realiz6 una investigacion observacional de casos y controles (tipo casos hospitalarios,
controles poblacionales, pareados en proporcion 1:1) en nifios con autismo primario,
atendidos en el Servicio de Referencia Nacional de Genética Medica del Hospital
Pediatrico “Juan Manuel Maérquez” en La Habana y la Consulta Provincial de
Neurodesarrollo en Mayabeque, Cuba; en el periodo comprendido entre octubre de 2014
— septiembre de 2019.

2.3.2 Universo y muestra

Universo: estuvo constituido por 137 nifios referidos de las consultas multidisciplinarias

de neurodesarrollo con diagnéstico de autismo, para lo que se utilizaron los criterios del
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DSM-5 y de la clasificacion internacional de enfermedades de la Organizacion Mundial
de la Salud (CIE-11), apoyados de la aplicacion de instrumentos psicolégicos: escala de
evaluacion de autismo infantil (CARS) y prueba de Bo Olsson. 1444748

Muestra: la seleccion de los casos se realizé por criterios de inclusion y exclusion:

- Criterios de inclusion: nifios de ambos sexos entre tres y siete afios de edad, con
diagnostico de autismo primario.

- Criterios de exclusién: cuando los potenciales evocados auditivos de tallo cerebral, las
pruebas metabdlicas en orina y cuantificacion de histidina resultaron positivas, en esta
ultima se considero un resultado superior a 3,76 mg/dl. También se excluyeron pacientes
con antecedentes personales de sindromes genéticos, retraso del desarrollo psicomotor
y/o infeccion del sistema nervioso central. En los casos con sospecha clinica de sindrome
fragil X (puntuacion de Hagerman simplificada igual o mayor de seis puntos) se les
realizd estudio molecular y se exceptuaron los que resultaron positivo con 200 0 méas
repeticiones del triplete CGG del gen FMR1.14°

La muestra quedd constituida por 126 pacientes que residian en las 15 provincias cubanas
(Anexo 6).

La seleccion de los 126 controles neurotipicos fue prefijado a razén de 1:1, para lo cual
se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

- Criterios de inclusion: nifios de igual sexo y edad con mas menos dos afios que el caso
y que residieran en las proximidades del mismo.

- Criterios de exclusion: cuando reportaron alguna enfermedad neuroldgica, antecedente
de infeccion del sistema nervioso central, retraso del neurodesarrollo, trastornos del
desarrollo del lenguaje o conducta, historia prenatal con diagnéstico de defectos
congénitos y/o marcadores indirectos de cromosomopatias.

Con el tamafio muestral obtenido, la relacién de un control por caso logré una potencia

estadistica de 99,9 %.
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2.3.3 Operacionalizacion de variables:

Para dar salida a los objetivos propuestos se utilizaron las siguientes variables:

- Areas anatomicas del cuerpo: cualitativa nominal politdmica, se definié segin la
region anatomica en la que se describio la dismorfia:

o Cabeza — cuello (créaneo, cara y cuello hasta columna cervical).

o Tronco (regiones dorsal, pectoral, abdominal y perineal - se excluyeron
genitales externos).

o Miembros superiores e inferiores (miembros superiores: region deltoidea,
brazo, codo, antebrazo y mano; miembros inferiores: region glutea, muslo, rodilla,
piernay pie).

o Genitales (genitales externos de ambos sexos).

o Tegumentos (piel, ufias y glandulas anexas).

- Clasificacion segun patron dismorfico: cualitativa nominal dicotomica. Se
considero:

o No dismérfico (hasta dos rasgos dismorficos).t>
o Dismorfico (tres o mas rasgos dismorficos).t>

- Evaluacion del crecimiento cefalico: cualitativa nominal politomica. Se considero
segun la evaluacién de la circunferencia cefélica en la tabla de desviaciones estandar
(DS):

o Macrocefalia (mayor o igual a més dos DS).
o Normocefalia (entre menos dos DS y més dos DS).
o Microcefalia (menor o igual a dos DS).

- Antecedentes heredofamiliares neuropsiquiatricos: cualitativa nominal politémica.
Cuando en la historia clinica del paciente, se registraron familiares con alguna de
las siguientes categorias:

o Trastorno del lenguaje (dificultades en la comunicacion oral, ya sea en la

expresion y/o comprension de ideas 0 pensamientos).
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Trastorno del espectro autista (alteracion neuroconductual caracterizada por su

(@]

inicio antes de los tres afios de edad y que provoca alteraciones de la conducta
social, perturbacién en la comunicacion verbal y no verbal y patrones de
comportamientos inusuales y repetitivos).

Discapacidad intelectual (individuo que antes de los 18 afios presento

(@]

limitaciones en el funcionamiento intelectual con un coeficiente inferior a 70,
y trastornos en la conducta adaptativa).

Otras enfermedades psiquiatricas (espectro de esquizofrenia y otras psicosis,

O

trastorno bipolar, de ansiedad, obsesivos compulsivos, entre otros).

O

Epilepsia (convulsiones recurrentes ya sean parciales o generalizadas,
acompafiadas o no de pérdida de conciencia y control e la funcion intestinal o
vesical).

- Antecedentes prenatales: cualitativa nominal politdmica. Se incluyeron:

o Avanzada edad materna (madre de 35 0 mas afios en el momento de la
concepcion).

o Avanzada edad paterna (padre de 40 o mas afios en el momento de la
concepcion).

o Vacunacion con gammaglobulina hiperinmune Anti D (cuando la gestante
recibié inmunizacion con gammaglobulina hiperinmune Anti D).

o Sangrado vaginal durante el embarazo (cualquier salida de sangre por la
vagina procedente del Utero durante el embarazo, independientemente del
tiempo de gestacion y no asociada al ciclo menstrual).

o Amenaza de aborto (cuando la madre presentd sangrado vaginal antes de las

22 semanas del embarazo del propdsito, dolores bajo vientre o contracciones
uterinas y/o modificaciones cervicales constatadas por ecografia o examen

ginecoldgico con espéculo).
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Diabetes pregestacional (DPG) (antecedentes maternos de diabetes mellitus
previo a la concepcion del embarazo o durante el curso del mismo, antes de
las 22 semanas).

Diabetes gestacional (DG) (diabetes que se desarrollo durante la gestacion
posterior a la semana 22).

Hipertension arterial (cifras de tension arterial por encima de 140/90 mmHg.
A partir de las 20 semanas también se incluyeron cifras de tension arterial
sistdlica superiores a 30 mmHg o 15mmHg de diastdlica, con relacion a la
cifra obtenida en el primer control prenatal).

Asma bronquial (asmatica gue tuvo cuadro de sibilancia y dificultad).
Anemia (cuando se constaté hemoglobina menor o igual de 10 g/L).
Hipotiroidismo (hipofuncion tiroidea durante la gestacion).

Uso de medicamentos durante el embarazo (uso por via oral, inhalatoria o
parenteral de algin farmaco. No se incluyeron las tabletas prenatales y el acido
félico).

Fumadora activa (madre que fumo cigarrillos).

Consumo de bebidas alcohdlicas (uso de bebidas alcohdlicas,
independientemente del tipo, cantidad o edad gestacional).

Infeccidn durante el embarazo (algun cuadro de sepsis).

Restriccion del crecimiento fetal (inadecuado crecimiento fetal con peso por
debajo del tercer percentil o peso por debajo del décimo percentil con flujo
Doppler obstétrico alterado).

Oligoamnios (evaluacion cualitativa del liquido amniético disminuido antes
de las 26 semanas y/o bolsén mayor de liquido amni6tico inferior de 20 mm.
A partir de las 26 semanas se consider6 cuando el indice de liquido amniotico
fue menor de cinco).

Polihidramnios (evaluacion cualitativa del liquido amni6tico aumentado antes

de las 26 semanas y/o bolsén mayor de liquido amni6tico superior de 80 mm.

36



A partir de las 26 semanas se considerd cuando el indice de liquido amni6tico

fue mayor de 25).

o Embarazo mdaltiple (gestacion con més de un feto).

Antecedentes perinatales: cualitativa nominal politdmica. Se incluyeron:

o Alteraciones del trabajo de parto:

Prolongado (dilatacion cervical o descenso fetal anormalmente lentos es
decir, mayor de 90 minutos en las primiparas o de 30 minutos en las
multiparas).

Inducido (Estimulacion de las contracciones uterinas para desencadenar el
parto vaginal, ya sea con el uso de oxitocina, ruptura del saco amniético u
otras técnicas).

No tuvieron (cuando la dilatacion cervical o descenso fetal ocurri6 antes
de los 90 minutos en las primiparas o de 30 minutos en las multiparas y no
fue necesario estimular las contracciones uterinas para desencadenar el

parto vaginal).

o Distocias del parto:

Instrumentado (obtencion transvaginal del feto se utilizaron elementos
externos como espatulas, forceps o ventosas).

Ceséarea de urgencia (cirugia transabdominal para obtener el feto, dadas
condiciones obstétricas que llevaron al proceder sin que este fuese
planificado previamente).

Cesarea electiva (proceder quirtrgico planificado previamente para
obtener el feto, por via transabdominal).

No tuvieron (cuando la obtencion del feto ocurrié por via transvaginal sin

utilizar instrumentacion).

o Presentacion fetal andmala:

Pelviana (cuando el polo pélvico o caudal del feto estaba en relacion

directa con el estrecho superior de la pelvis materna).
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- De cara (se considero cuando la cara fue lo primero que salio por el canal
del parto).

- No tuvieron (cuando el polo cefalico del feto estaba en relacion directa
con el estrecho superior de la pelvis materna).

o Complicaciones del cordon umbilical:

- Prolapso (cuando el cordon umbilical precedio al bebé a través de la
vagina).

- Circular laxa al cuello (situacion en la que el corddén umbilical estaba
enrollado alrededor del cuello del feto).

- No tuvieron (no se describieron alteraciones a ese nivel).

o Alteraciones del término de la gestacion:

- Pretérmino (edad gestacional al parto inferior de 37 semanas).

- Postérmino (edad gestacional al parto igual o superior a 42 semanas).

- No tuvieron (cuando el nacimiento ocurrié entre las 37 y 41,6 semanas)

o Liquido amniotico meconial (liquido amnidtico expulsado durante el trabajo
de parto de coloracion negra parduzca por el contendido de meconio
expulsado por el feto).

o Rotura prematura de membranas (pérdida de liquido amnidtico previo al
trabajo de parto, independientemente del tiempo de gestacion).

Las variables fueron seleccionadas por criterios de expertos y revision sistematica de la
literatura consultada,8102123.147

2.3.4 Técnicas y procedimientos

Se confecciono la historia clinica genética (Anexo 7) y un instrumento de recoleccion de
datos, el cual se validé segun criterios de expertos (Anexo 8). Se incluyeron los
antecedentes prenatales, perinatales y familiares. Estos datos se obtuvieron de la tarjeta

de salud del menor, resumen de historia clinica u otros documentos médico legales que
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avalaron el antecedente reportado y de esta forma se evadieron los sesgos de reporte de
la informacion.
En la historia clinica genética se realiz6 un arbol genealdgico con un minimo de tres
generaciones. Para designar el grado de parentesco con el propoésito se definié como:

o Primer grado: padres y hermanos

o Segundo grado: abuelos, tios, sobrinos y medios hermanos

o Tercer grado: primos hermanos
A través de la visita o comunicacion telefénica con los consultorios médicos de la familia
donde pertenecen los nifios incluidos en el estudio, se obtuvieron los controles, se
entrevistaron previo consentimiento informado con la familia y la informacion obtenida
fue llevada a un instrumento de recoleccién de datos, el cual se validé segun criterios de
expertos (Anexo 9), todo con el apoyo de la Red Nacional de Genética Médicay el equipo
de atencion primaria de salud del area de salud perteneciente.
Los casos fueron examinados por un genetista clinico del equipo de trabajo para descartar
enfermedades o sindromes genéticos. Los controles neurotipicos fueron examinados por
dos especialistas de genética clinica de la provincia de residencia, quienes siguieron el
patron de examen del equipo de investigacion.
Se realiz6 un examen fisico completo, con énfasis en la busqueda de signos dismorficos
cualitativos y cuantitativos. Para la evaluacion antropometrica se utilizaron tablas de
acuerdo a la edad y el sex0.151:152 Se emplearon instrumentos de medicion clasicos en la
clinica médica como la balanza con tallimetro, cinta métrica y la regla milimétrica.
En los padres de casos y controles, siempre que fue posible, también fueron evaluadas las
dismorfias para descartar sindromes genéticos excluyentes o rasgos étnicos que podrian
considerarse dismorfias. De existir ausencia de uno o ambos padres se evaluaron

fotografias, para no incluir rasgos familiares.
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2.3.5 Procesamiento estadistico

La informacion obtenida se llev6 a una base de datos por medio de la aplicacion Microsoft
Excel 2010 y procesado con el programa estadistico SPSS (acrénimo en inglés de

Statistical Package for the Social Sciences) version 21.
2.3.6 Analisis estadistico

Las variables cualitativas se resumieron con numeros absolutos y porcentajes. Se estimd
el odds ratio (OR) para casos y controles pareados, con un intervalo de confianza
de 95 %.

La comparacion de proporciones se realizd con la prueba Chi cuadrado (x2). En el caso
de tablas de dos entradas (2x2) se utilizd la prueba Chi cuadrado (y%2) de homogeneidad
con correccion de Yates y cuando existieron 25 % o méas de frecuencias esperadas
menores que cinco, se utilizd la prueba exacta de Fisher. Se utiliz6 la prueba Chi cuadrado
(x?) de linealidad para comparar entre el sexo masculino y femenino segin el nimero de
dismorfias dentro de casos y controles, asi como la U de Mann - Whitney para comparar
las medianas dentro de casos y controles segun sexo.

Debido a la presencia de colinealidad entre las diferentes areas topogréaficas de las
dismorfias y el nimero de ellas, se ajustaron dos modelos de regresidn logistica binaria
condicional, uno simple para ver la influencia del nimero de esas alteraciones en la
presencia de autismo primario y otro multivariado para estimar el grado de asociacion
independiente entre cada una de esas regiones y la presencia de autismo primario.

Para los dos modelos la variable dependiente fue la presencia de autismo primario. En el
caso del primero la variable independiente fue el nimero de dismorfias y en el segundo
fueron las regiones topograficas: cabeza - cuello, miembros superiores e inferiores, los
genitales y tegumentos. Se estimaron los OR con sus respectivos intervalos de confianza
de 95 %. No se incluyd el tronco y columna vertebral por no existir ninguna frecuencia

en los controles, lo que provocaria resultados imprecisos del OR.
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En la busqueda de factores de riesgo para presentar autismo se realizé una funcion de
regresion logistica condicional con respuesta dicotémica, la cual modela la relacion entre
la probabilidad de presentar autismo o no (variable dependiente) y las variables
independientes: edad materna avanzada, edad paterna avanzada, antecedentes de
sangrado vaginal durante el embarazo, de amenaza de aborto, DPG, DG, antecedentes de
anemia en el embarazo, restriccion del crecimiento fetal, oligoamnios, liquido meconial,
la edad gestacional al parto, la circunferencia cefalica en la primera consulta, el
antecedente familiar de primer grado de trastornos del lenguaje y el antecedente familiar
de primer grado de epilepsia.

La seleccién de variables se hizo por el método de algoritmo Backward, para lo cual se
partio de un modelo muy complejo, que incorpord todos los efectos que podian influir en
la respuesta, y en cada etapa se elimind la variable menos influyente, hasta que no fue
necesario suprimir mas términos.

Con el proposito de evaluar la existencia de una correlacion excesiva entre las variables
independientes (colinealidad) que introdujera imprecisiones en las estimaciones se evaluo
la asociacion entre éstas. Para las variables cualitativas se aplicd la prueba de
homogeneidad y?2, acompafiada de un coeficiente de correlacion (Phi o V de Cramer,
segun se tratara de tablas de un grado de libertad o mas de un grado de libertad
respectivamente). No existio ningin valor de los coeficientes calculados superior
a 0.8, cifra que se considero para afirmar que existia correlacion importante entre las
variables.

El modelo de regresion logistica condicional establece que si se tiene una variable

dicotdmica Y™ (que en este caso es autismo si 0 no), la probabilidad de que un paciente

presente autismo puede expresarse en funcion de las variables X1, Xo....... Xn de la
siguiente manera: P(Y=1)= L

1+exp—(b,+h X, +....+5, X))
Donde:

bo: es el término independiente
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by,...... , bn 2 son los coeficientes respectivos de las variables independientes

El modelo se ajustd con todas las variables y segln el estadigrafo X? de omnibus
(p<0,001) fue significativo. Posteriormente mediante el estadigrafo de Wald se
identificaron aquellas variables cuyos coeficientes fueron significativamente diferentes
de 0 (p<0,05). Ademas, se estimaron los OR puntuales y por intervalos para cada variable
seleccionada, los que fueron interpretados. La funcién obtenida permitié determinar la
probabilidad de tener autismo en funcion de éstas y paralelamente estimar la influencia
independiente de cada variable.

La bondad de ajuste del modelo se verificd con el valor de Chi cuadrado de omnibus, el
R cuadrado de Cox y Snell asi como el R cuadrado de Nagelkerke. En el caso del Chi
cuadrado de omnibus si la significacién es menor que 0,05 indica que el modelo ayuda a
explicar el evento (autismo), es decir las variables independientes explican a la
dependiente. Por otra parte el R cuadrado de Cox y Snell asi como el R cuadrado de
Nagelkerke, a mayor valor de estos, se dice que explican en mayor por ciento la varianza
de la variable dependiente que en este caso es la presencia 0 no de autismo.

La calibracion (medida de que la probabilidad de tener autismo estimado refleje
correctamente el verdadero riesgo de padecer la enfermedad) se estimé mediante la
prueba de Hosmer - Lemeshow.

Para evaluar la discriminacion de la funcién de regresion logistica condicional (capacidad
de distinguir entre pacientes con y sin autismo) se construyé una curva ROC.
La evaluacion de la discriminacion se realizé por el examen visual de la curva (en tanto
mas alejada del eje de las abscisas, por encima de la bisectriz del primer cuadrante donde
quedarian aquellos puntos de una prueba positiva o negativa por casualidad, mas eficaz
resultard la funcion para la prediccion) y por el calculo del area bajo la curva con su
intervalo de confianza de 95 por ciento.

En todas las pruebas de hipétesis se fijé un nivel de significacion de 0,05.
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2.3.7 Consideraciones éticas

En la presente investigacion se tuvieron en cuenta y se veld por el cumplimiento de los
principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos, establecidos en la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Medica Mundial, durante la 642 Asamblea
General, Fortaleza, Brasil, octubre 2013.153

A través del proceso de Consentimiento Informado, todos los posibles participantes
(familiares o tutores de casos y controles) recibieron amplia informacion sobre las
caracteristicas generales del estudio, sus objetivos, beneficios y posibles consecuencias
para ellos y otros pacientes, la opcion de salida de la investigacion los que asi lo quisieran
y en el momento que lo decidieran, sin que esto repercutiera en su seguimiento por el
equipo de trabajo, y otras consideraciones. Al final de dicho proceso, y después que
tuvieron la oportunidad de aclarar todas sus dudas, se obtuvo la firma del formulario de
consentimiento informado por padres o tutores, que voluntariamente decidieron participar
en el estudio (Anexo 10y 11).

Esta investigacion recibi6 el aval del Comité de Etica de la Investigacion y el Consejo

Cientifico del CNGM.
2.4 Resultados

2.4.1 Evaluacion dismorfoldgica

En ambos grupos de estudio predominaron los no dismérficos (Tabla 1); sin embargo, en
los casos el 21,0 % eran dismdrficos y en los controles el 8,7 %. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas, con un OR de 4,5. Por lo que el riesgo de tener autismo
es aproximadamente cinco veces mayor en los nifios que tienen tres 0 mas dismorfias con
respecto a los que poseen menos de tres.

Existieron diferencias significativas entre los casos y controles del sexo masculino
dismorficos o no. Los casos no dismérficos fueron el 56,0 % mientras que los controles
el 91,7 %; por su parte los casos dismorficos representaron el 44,0 %, y los controles el

8,3 %. En el sexo femenino no existieron diferencias significativas.
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Tabla 1. Frecuencia del patrén dismorfico segin grupos de estudio y sexo

No dismorficos Dismorficos
OR
Grupos IC de IC de . p
Ne (%) N° (%) (IC de 95 %)
95,0 % 95,0 %
Casos n=126 73 (57,9) | 48,9-59,0 | 53 (42,1) | 33,3-50,8 45
’ <0,001°
(2,1-10,3)
Controles n=126 115 (91,3) | 85,9-96,6 11 (8,7) 3,7-13,7
- Casos
61 (56,0) | 46,2-65,7 | 48 (44,0) | 34,3-53,8
masculinos n=109
<0,0012
- Controles
100 (91,7) | 86,1-97,4 9(8,3) 2,6-13,9
masculinos n=109
- Casos
12 (70,6) | 44,0-89,7 | 5 (29,4) | 10,3-56,0
Femeninos n=17
0,398
- Controles
15(88,2) | 63,6-98,5 | 2(11,8) 1,5-36,4
femeninos n=17

Leyenda: a- prueba Chi cuadrado (¥?) de homogeneidad con correccién de Yates, b-
prueba exacta de Fisher.

Al realizar la descripcion del numero de dismorfias por grupos de estudio (Tabla 2)

se obtuvo que en 101 casos (82,2 %) se describieron variaciones dismorficas, mientras

que estas se precisaron solo en 51 controles (40,5 %), e incluso con cinco, seis o0 siete

dismorfias se delinearon 27 casos (21,4 %) y solo un control (0,9 %). En los casos del

sexo femenino el 41,2 % no tuvo dismorfias; sin embargo solo el 16,5 % de los varones

tenia esa categoria. En cuanto a los valores de las medianas del nimero de dismorfias,

segun sexo, dentro de los casos y los controles, no existieron diferencias significativas

(p>0,05).

44




Tabla 2. Distribuciéon de los pacientes segin numero de dismorfias, grupos de

estudio y sexo

Casos? ControlesP
NUmero de
Masculinos | Femeninos | Masculinos | Femeninos
dismorfias
N° (%) N° (%) N (%6) N° (%)
0 18 (16,5) 7(41,2) 62 (56,9) 13 (76,5)
1 24 (22,0) 2 (11,8) 27 (24,8) 1(5,9)
2 19 (17,4) 3(17,6) 11 (10,1) 1(5,9)
3 14 (12,8) 1(5,9) 5 (4,6) 2 (11,8)
4 11 (10,1) 0 (0,0) 3(2,8) 0 (0,0)
5 7 (6,4) 0 (0,0) 1(0,9) 0(0,0)
6 9 (8,3) 3(17,6) 0(0,0) 0 (0,0)
7 7 (6,4) 1(5,9) 0(0,0) 0(0,0)
Total 109 (100) 17 (100) 109 (100) 17 (100)
Mediana/RI¢ 2,0/3,0 1,0/4,5 0,0/1,0 0,0/1,0
p¢ 0,186 0,229

Leyenda: RI - rango intercuartilico; a- prueba Chi cuadrado (¥?) de linealidad no
valida por existir 50,0 % de celdas con frecuencias esperadas menores que cinco; b-
Prueba Chi cuadrado () de linealidad no valida por existir 58,3 % de celdas con
frecuencias esperadas menores que cinco; c- prueba U de Mann - Whitney

En la Tabla 3 se distribuyeron casos y controles segln las regiones topogréaficas. Fueron
méas frecuentes las dismorfias a nivel de cabeza — cuello, tegumentos y miembros
superiores e inferiores. Existieron diferencias significativas para todas las regiones,

excepto para el tronco que no se pudieron hacer las estimaciones.
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Tabla 3. Grupos de estudio segiin region topografica de la dismorfia

Casos Controles OR
Region topografica p?

N° (%) N° (%) (IC de 95 %)
Cabeza - cuello 79 (62,7) 24 (19,0) 3,2(1,8-5,7) | <0,001
Miembros superiores e

38 (30,2) 14 (11,1) 2,6 (1,2-57) | 0,002

inferiores
TroncoP 8 (6,3) 0 (0,0) - -
Genitales 9(7,1) 2(1,6) 10 (1,4 -34,0) | 0,012
Tegumentos 44 (34,9) 15 (11,9) 3(1,4-6,4) | <0,001

Leyenda: a- prueba Chi cuadrado (#%) de homogeneidad con correccién de Yates, b-
No se puede calcular p porque falta una pareja discordante en que los casos no tengan
esa dismorfia y los controles si.

Se describieron un total de 66 dismorfias (Anexo 12). Dentro de las 15 variaciones

fenotipicas mas frecuentes, la macrocefalia en ambos grupos (casos: 42,9 %; controles:

16,7 %) fue el principal hallazgo (Tabla 4). En los casos también fueron frecuentes la

frente amplia (19,0 %), la hiperlaxitud articular (13,5 %) y las manchas café con leche

(10,3 %), mientras que en los controles esta Ultima se presentd en el 6,3 % de los

estudiados. El resto de las dismorfias fueron menos frecuentes en ambos grupos.
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Tabla 4. Descripcion de las 15 dismorfias mas frecuentes segun region topograficay

grupo de estudio

Casos Controles
Dismorfias
N° (%) N° (%)
Cabeza — Cuello
Macrocefalia 54 (42,9) 21 (16,7)
Frente amplia 24 (19,0) 5 (4,0)
Puente nasal ancho 10 (8,0) 0 (0,0)
Cara alargada 9(7,1) 4(3,2)
Orejas prominentes 9(7,1) 2 (1,6)
Puente nasal deprimido 8 (6,3) 0 (0,0)
Occipucio prominente 7 (5,6) 0 (0,0)
Narinas antevertidas 7 (5,6) 1(0,8)
Epicanto interno 7 (5,6) 1(0,8)
Miembros Superiores e Inferiores
Hiperlaxitud articular 17 (13,5) 0 (0,0)
Clinodactilia del quinto dedo de la mano 10 (7,9) 1(0,8)
Pie plano 9(7,1) 8 (6,3)
Sindactilia 9(7,1) 2 (1,6)
Tegumentos

Manchas café con leche 13 (10,3) 8 (6,3)
Mancha hipocrémica 10 (7,9) 3(2,4)
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Al valorar las curvas de crecimiento cefalico (Tabla 5), al nacer hubo un predominio en
ambos grupos de normocefalicos; sin embargo, fueron macrocefalicos 43 (34,1 %) casos
y 20 controles (15,9 %). La microcefalia se presentd sélo en cinco (4,0 %) casos.

Las curvas de crecimiento cefalico en primera consulta de genética clinica mostraron
predominio, tanto de casos como controles con circunferencia cefalica normal; sin
embargo, en la relacion circunferencia cefalica / edad cronolédgica quedaron como

macrocefalicos 54 (42,9 %) casos y 21 (16,7 %) controles.

Tabla 5. Distribucién de casos y controles segun valoracién de las curvas de

crecimiento cefalico al nacer y en primera consulta de genética clinica.

Valoracion de las curvas Casos Controles
de crecimiento cefélico NC (%6) NC (%6)
Al nacer
Microcefalia 5 (4,0) 0 (0,0)
Circunferencia
Cefélica / Edad Normocefalia 78 (61,9) 106 (84,1)
Gestacional
Macrocefalia 43 (34,1) 20 (15,9)

En primera consulta de genética clinica

Microcefalia 4(3,2) 0 (0,0)
Circunferencia
Cefélica / Edad Normocefalia 68 (54,0) 105 (83,3)
cronoldgica

Macrocefalia 54 (42,9) 21 (16,7)

Al realizar el andlisis de la evolucién clinica de los casos segun crecimiento cefalico
(Tabla 6), 18 pacientes (14,3 %) no tuvo un crecimiento diagonal, es decir al nacer
cuatro microcefalicos (3,2 %) evolucionaron a la normocefalia y tres normocefalicos
(2,4 %) a la microcefalia. La mayor variacién estuvo dada en 11 casos (8,7 %) que
nacieron normocefalicos y en el primer control de la consulta de genética clinica

resultaron macrocefalicos. El andlisis fue estadisticamente significativo con un p=0,005.
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Tabla 6. Distribucion de casos segun curvas de crecimiento cefalico al nacer y en

primera consulta de genética clinica.

Circunferencia cefalica en primera consulta

Circunferencia

1 Microcefalia | Normocefalia | Macrocefalia Total p?
cefalica al nacer
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Microcefalia 1(0,8) 4(3,2) 0 5(4,0)
Normocefalia 3(2,4) 64 (50,8) 11 (8,7) 78 (61,9) | 0,005
Macrocefalia 0 0 43 (34,1) 43 (34,1)
Total 4 (3,2) 68 (54,0) 54 (42,9) 126 (100)

Leyenda: a- Prueba Chi cuadrado (¥?) con prueba de homogeneidad marginal

El analisis de la evolucion clinica de los controles segun crecimiento cefalico (Tabla 7)

indica que un paciente (0,8 %) no tuvo un crecimiento diagonal, el cual al nacer clasifico

como normocefélico y evolucioné a la macrocefalia. El analisis no fue estadisticamente

significativo con un p=0,317.

Tabla 7. Distribucion de controles segun curvas de crecimiento cefélico al nacer y

en primera consulta de genética clinica.

Circunferencia cefalica en primera consulta

Circunferencia
cefélica al Normocefalia Macrocefalia Total p?
nacer
N° (%) N° (%0) N° (%)
Normocefalia 105 (83,3) 1(0,8) 106 (84,1)
0,317

Macrocefalia 0 20 (15,9) 20 (15,9)

Total 105 (83,3) 21 (16,7) 126 (100)

Leyenda: a- Prueba Chi cuadrado (%) con prueba de homogeneidad marginal
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La regresion logistica simple para el numero de dismorfias demostré una asociacion
independiente entre su nimero y la presencia de autismo primario. EI OR fue de 1,994
(IC de 95 %: 1,613-2,463) con una p<0,001. El odds de presentar este trastorno se
incrementa a medida que el numero de dismorfias es mayor.

Las regiones topograficas con variaciones dismdrficas que estuvieron asociadas de
manera independiente con el autismo primario, cuando el resto de las variables se
mantienen constantes, fueron las de cabeza — cuello (p<0,001) y tegumentos (p=0,039).
El OR para las variaciones dismorficas de cabeza - cuello fue de 5,750 (IC de 95 %:
3,149-10,498), es decir el riesgo de presentar autismo primario es aproximadamente seis
veces mayor en los que tienen alteraciones en la region de cabeza — cuello con respecto a
los que no las presentan. El OR para los tegumentos fue de 2,174 (IC de 95 %:
1,041-4,541), lo que implica que el odds de tener autismo primario es dos veces mayor
en los pacientes con alteraciones en piel y faneras en relacion con los que no las tienen
(Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis multivariado para las regiones topogréficas de las dismorfias y el

autismo primario

Regiones topograéficas OR IC de 95 % p
Cabeza - cuello 5,750 3,149-10,498 | <0,001
Miembros superiores e inferiores 1,692 0,766 - 3,734 0,193
Genitales 4,040 0,735 - 22,210 0,108
Tegumentos 2,174 1,041 - 4,541 0,039

2.4.2 Factores de riesgo heredofamiliares neuropsiquiatricos

En la distribuciébn de casos y controles segin antecedentes heredofamiliares
neuropsiquiatricos (Tabla 9), los trastornos en el desarrollo del lenguaje en familiares de
primer grado se report6 en 18 casos (14,3 %) y un control (0,8 %), y de segundo grado
en 12 casos (9,5 %) y un control (0,8 %). Ambos grados de parentesco tuvieron resultados

estadisticamente significativos (p<0,001).
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Con historia de autismo en familiares de primer grado en los casos se reportaron
dos pacientes (1,6 %) y de tercer grado ocho (6,3 %). Ningun control refiri6 el antecedente
de autismo en miembros de su familia. El anélisis estadistico en esta variable no fue
significativo.

La epilepsia se reportd en familiares de primer y segundo grado de 13 (10,3 %) y
18 (14,3 %) casos, respectivamente. De los controles solo uno refirié este antecedente
familiar en ascendientes de primer grado (0,8 %) y ninguno de los de segundo grado.
Estos resultados fueron estadisticamente significativos (p<0,001).

Tabla 9. Distribucion de casos y controles segun factores de riesgo heredofamiliares

neuropsiquiatricos.

Factores de riesgo Casos Controles
p

Heredofamiliares NUmero (%) | Numero (%)

Primer grado 18 (14,3) 1(0,8) <0,001%
Trastornos del

Segundo grado 12 (9,5) 1(0,8) <0,001%
lenguaje

Tercer grado 6 (4,8) 0(0,0) 0,029°

Primer grado 2 (1,6) 0(0,0) 0,498"
Autismo Segundo grado 0(0,0) 0(0,0) c

Tercer grado 8 (6,3) 0(0,0) 0,007°

Primer grado 2 (1,6) 0(0,0) 0,498°
Discapacidad

Segundo grado 10 (7,9) 2 (1,6) 0,014%
intelectual

Tercer grado 9 (6,3) 2 (1,6) 0,045?
Otras Primer grado 3(2,4) 0 (0,0) 0,247°
enfermedades Segundo grado 9(7,1) 2 (1,6) 0,025?
psiquiatricas Tercer grado 3(2,4) 3(2,4) 1,000°

Primer grado 13 (10,3) 1(0,8) <0,001?
Epilepsia Segundo grado 18 (14,3) 0(0,0) <0,001*

Tercer grado 8 (6,3) 1(0,8) 0,036"

Leyenda: a- prueba Chi cuadrado (%) con correccién, b- Prueba exacta de Fisher,
c- Prueba no vélida por existir 25 % o mas de frecuencias esperadas menores que cinco.
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2.4.3 Factores de riesgo ambientales prenatales

Al realizar la distribucion de la muestra segun factores de riesgo ambientales prenatales
(Tabla 10), fue mas frecuente la avanzada edad materna (27 / 21,4 %) y paterna
(26 / 20,6 %) en los casos que en los controles (siete / 5,6 % y ocho / 6,3 %,
respectivamente). Tuvieron mas historia de sangrado vaginal en algin momento del
embarazo los casos (21 / 16,7 %) que los controles (tres / 2,4 %). El antecedente de DPG
se report6 en 19 casos (15,1 %) y sélo en dos controles (1,6 %), mientras que la anemia
durante el embarazo se present6 en 22 casos (17,5 %) y cuatro controles (3,2 %). Todas
las variables descritas tuvieron un nivel de significacién estadistica de p<0,001.

El antecedente de hipertension arterial durante la gestacion se presentd en 24 casos
(19,0 %) y 11 controles (8,7 %), mientras que la restriccion del crecimiento fetal se
presentd en diez casos (7,9 %) y dos controles (1,6 %). Estas variables fueron
estadisticamente significativas (p=0,017 y p=0,014, respectivamente).

El uso de medicamentos durante el embarazo tuvo lugar en 46 casos (36,5 %) y 22
controles (17,5 %), cuyos resultados fueron estadisticamente significativo (p<0,001). El
de mayor uso fue la metildopa en 11 casos (8,7 %) y cinco controles (4,0 %) (Anexo 13).
El antecedente de padecer alguna infeccion durante la gestacion tuvo una distribucion
similar en ambos grupos (casos: 52 / 41,3 % y controles: 54 / 42,9 %). Las infecciones
respiratorias altas fueron mas frecuentes en casos (18 / 14,3 %) que en controles (15 /
11,9 %). Estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Anexo 14).

Los héabitos toxicos tuvieron una baja frecuencia de presentacion. El tabaquismo activo
fue reportado por tres casos (2,4 %) y dos controles (1,6 %) mientras que el consumo de

alcohol sucedié en tres casos (2,4 %) y ningan control.

52



Tabla 10. Distribucion de casos y controles segin factores de riesgo ambientales

prenatales.
Factores de riesgo Casos Controles
ambientales prenatales NC (%6) NC (%6) P
Avanzada edad materna 27 (21,4) 7 (5,6) <0,0012
Avanzada edad paterna 26 (20,6) 8 (6,3) <0,0012
Vacunaciéon con gammaglobulina
3(2,4) 2 (1,6) 1,000

hiperinmune Anti D
Sangrado vaginal durante el

21 (16,7) 3(2,4) <0,0012
embarazo
Amenaza de aborto 16 (12,7) 4 (3,2) 0,0042
Diabetes pregestacional 19 (15,1) 2 (1,6) <0,0012
Diabetes gestacional 9(7,1) 3(2,4) 0,0702
Hipertension arterial 24 (19,0) 11 (8,7) 0,0172
Asma bronquial 6 (4,8) 7 (5,6) 0,7762
Anemia 22 (17,5) 4(3,2) <0,0012
Hipotiroidismo 7 (5,6) 9(7,1) 0,6052
Medicamentos 46 (36,5) 22 (17,5) <0,0012
Fumadora activa 3(2,4) 2 (1,6) 1,000P
Consumo de alcohol 3(2,4) 0 (0,0 0,247°
Infecciones 52 (41,3) 54 (42,9) 0,8982
Restriccion del crecimiento fetal 10 (7,9) 2(1,6) 0,0142
Oligoamnios 7 (5,6) 1(0,8) 0,066°
Embarazo multiple 5 (4,0) 2 (1,6) 0,447°

Leyenda: a- prueba Chi cuadrado (%) con correccion, b- prueba exacta de Fisher
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2.4.4 Factores de riesgo ambientales perinatales

En relacion con los factores de riesgo ambientales perinatales (Tabla 11) se obtuvo que
el parto distocico fue mas frecuente en los casos (68 / 54,0 %) que en los controles (31 /
24,6 %), la cesérea de urgencia tuvo lugar en 41 casos (32,5 %) y 12 controles (9,5 %) y
la cesérea electiva en 24 casos (19,0 %) y 19 controles (15,1 %). El liquido amnidtico
meconial se describié en 33 casos (26,2 %) y 14 controles (11,1 %), se obtuvo una
significacion estadistica de p=0,004. El parto postérmino se presentd en 20 casos (15,9
%) y cuatro controles (3,2 %), mientras que el parto pretérmino ocurrié en ocho casos

(6,3 %) y dos controles (1,6 %).

En los casos se describié el trabajo de parto prolongado en seis embarazos (4,8 %) y el
parto inducido en nueve (7,1 %). En los controles no hubo reportes de complicaciones del
cordon umbilical, mientras que en los casos, cuatro (3,2 %) tuvieron prolapso y tres
(2,4 %) circular laxa al cuello. La rotura prematura de membranas se presento en seis

casos (4,8 %). En los controles estas variables no reportaron casuistica.
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Tabla 11. Distribucion de casos y controles segin factores de riesgo ambientales

perinatales.
Factores de riesgo C_:asos?l Co_ntro!t,as
ambientales perinatales Estimacion | Estimacion P
puntual (%) | puntual (%)
Prolongado 6 (4,8) 0 (0,0)
Alteraciones del . a
trabajo de parto Inducido 9(7,1) 0(0,0)
No tuvieron 111 (88,1) 126 (100,0)
Instrumentado 32,4 0 (0,0)
Cesarea de urgencia 41 (32,5) 12 (9,5)
Distocias del parto 2
Cesérea electiva 24 (19,0) 19 (15,1)
No tuvieron 58 (46,0) 95 (75,4)
Pelviano 5 (4,0) 2 (1,6)

- a
Pre,sentacmn fetal De cara 1(0,8) 0(0,0)
andmala

No tuvieron 120 (95,2) 124 (98,4)

— Prolapso 4 (3,2 0(0,0
Complicaciones P (3.2) 00
del cordon Circular laxa al cuello 32,4 0 (0,0) a

ilical

umbilica No tuvieron 119 (94,4) | 126 (100,0)

. Pretérmi 8 (6,3 2(1,6
Alteraciones del retermino (6.3) (L.6)
término de la Postérmino 20 (15,9) 4(3,2) a

tacio .

gestacton No tuvieron 98 (77,8) | 12(95,2)
Liquido amni6tico meconial 33 (26,2) 14 (11,1) | 0,004°
Rotura prematura de membranas 6 (4,8) 0 (0,0) 0,029¢

Leyenda: a- Prueba no valida por existir 25 % o mas de frecuencias esperadas menores
que cinco, b- prueba Chi cuadrado (#?) con correccion, c- Prueba exacta de Fisher

2.4.5 Analisis multivariado de los factores de riesgo

Las variables que se relacionaron de manera independiente en la presencia de autismo

cuando las demas se mantuvieron constantes fueron: la edad materna y paterna avanzadas,

el sangrado vaginal durante el embarazo, la DPG, la anemia, la edad gestacional
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postérmino, la macrocefalia, los antecedentes de trastornos del lenguaje y epilepsia de
primera generacion (Tabla 12).

El OR para la edad materna avanzada fue de 6,583 (I1C de 95 %: 2,026 - 21,391; p=0,002),
el odds de presentar autismo es aproximadamente siete veces mayor en los hijos de
madres con edad avanzada con respecto a los que nacen a otras edades de la madre. El
OR para la edad paterna avanzada fue de 3,880 (IC de 95 %: 1,215 - 12,391, p=0,022),
el odds de presentar autismo es aproximadamente cuatro veces mayor en los hijos de
padres en edad avanzada con respecto a los que nacen a otras edades del padre.

El OR para el sangrado vaginal durante el embarazo y la DPG fue de 8,066 (IC de 95 %:
1,497 - 43,478; p=0,015) y 18,260 (IC de 95 %: 3,260 - 102,282; p=0,001),
respectivamente. El odds de presentar autismo es aproximadamente ocho veces para los
hijos de madres con antecedentes de sangrado vaginal durante el embarazo, en relacion
con los que no tienen esta alteracion y el odds de presentar autismo es 18 veces mayor en
los hijos de madres con antecedentes de DPG.

El OR para la anemia fue de 9,954 (IC de 95 %: 2,722 - 36,405; p=0,001), el odds de
presentar autismo es aproximadamente diez veces mayor en los hijos de madre con
antecedentes de anemia con respecto a los que no tiene esa condicion.

El OR para el parto postérmino fue de 6,368 (IC de 95 %: 1,635 - 24,810; p=0,008) y para
la macrocefalia de 3,951 (IC de 95 %: 1,756 - 8,888; p=0,001). El odds de presentar
autismo es seis veces mayor en los nifios cuyo parto fue postérmino con respecto a los de
parto normal y el odds de presentar autismo es aproximadamente cuatro veces mayor en
los nifios con macrocefalia en relacion con los que tienen normocefalia.

El OR para los trastornos del lenguaje de primera generaciéon fue de 27,821
(IC de 95 %: 3,056 - 253,277; p=0,003) y para los antecedentes de epilepsia de primera
generacion fue de 24,436 (IC de 95 %: 2,584 - 231,063; p=0,005). El odds de presentar
autismo es aproximadamente 28 veces mayor en nifios con antecedentes de trastornos del
lenguaje de primera generacion y el odds de presentar autismo es aproximadamente

24 veces mayor en los que tiene antecedentes de epilepsia de primera generacion.
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Tabla 12. Resultados del anélisis multivariado para la presencia de autismo.

Variables OR IC de 95 % p
Edad materna avanzada 6,583 2,026 - 21,391 0,002
Edad paterna avanzada 3,880 1,215-12,391 0,022
Sangrado vaginal durante el
8,066 1,497 - 43,478 0,015
embarazo
Amenaza de aborto 1,506 0,284 - 7,992 0,630
Diabetes pregestacional 18,260 3,260 - 102,282 0,001
Diabetes gestacional 4,049 0,727 - 22,544 0,110
Anemia 9,954 2,722 - 36,405 0,001
Restriccion del crecimiento fetal 6,517 0,855 - 49,667 0,070
Oligoamnios 10,224 0,831 - 125,839 0,070
Liquido amniotico meconial 2,399 0,949 - 6,069 0,065
Alteraciones del término de la
Dumm
gestacion?
- Pretérmino 2,981 0,363 - 24,484 0,309
- Postérmino 6,368 1,635 - 24,810 0,008
Alteraciones de la circunferencia
Dummy
cefalicaP
Microcefalia® 0,999
- Macrocefalia 3,951 1,756 - 8,888 0,001
Antecedente familiar de primer
27,821 3,056 - 253,277 0,003
grado de trastornos del lenguaje
Antecedente familiar de primer
24,436 2,584 - 231,063 0,005
grado de epilepsia

Leyenda: OR- odds ratio. IC- intervalo de confianza, a- categoria de referencia a término,
b- categoria de referencia normocefalia, c- no se estima OR por pequefio tamafio de muestra
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La bondad de ajuste del modelo obtuvo un valor de Chi cuadrado de omnibus de 153,273,
significativamente diferente de cero (p<0,001). Los valores del R cuadrado de Cox y Snell
(0,456) asi como el R cuadrado de Nagelkerke (0,608) indicaron que las variables
independientes se relacionaron en un porcentaje considerable, con la varianza de la
variable dependiente (presencia de autismo).

El modelo estimado tuvo la capacidad de discriminar entre pacientes con y sin autismo
dado por el valor de 0,899 del area bajo la curva ROC (p<0,001; IC de 95 %:
0,860 - 0,938) (Tabla 13, Anexo 15).

La calibracion del modelo estimado con el estadistico de Hosmer y Lemeshow tuvo un
valor de 1,120 (p=0,981) el cual no fue significativamente diferente de 0,05. La bondad
de ajuste de ese modelo fue adecuada.

Tabla 13. Area bajo la curva ROC para probabilidades estimadas de padecer

autismo seguin el modelo de regresion logistica condicional estimado.

Area IC de 95 % p

0,899 0,860 - 0,938 <0,001

Leyenda: IC intervalo de confianza

2.5 Discusion

2.5.1 Patron dismorfico

Los signos dismorficos son considerados marcadores del neurodesarrollo, que se
manifiestan como caracteristicas morfologicas inusuales de las diferentes regiones del
cuerpo.t>

Investigaciones realizados por otros autores coinciden con los de esta investigacion y han
declarado que las anomalias congénitas menores son mas prevalentes entre individuos

con autismo primario que en la poblacion general 1%
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Algunos estudios sugieren que la comorbilidad del autismo primario con signos
dismorficos, es mas frecuente en nifios con trastornos del desarrollo intelectual, que en
otros nifios autistas sin discapacidad intelectual .5

En el disefio del estudio presentado no se tuvo en cuenta el coeficiente intelectual de los
casos Yy controles dado que el grupo estudiado incluye nifios por debajo de los cinco afos
y se han reportado problemas, ain sin resolver, con los estudios psicométricos realizados
a este grupo de pacientes. Alrededor del 75 % de los autistas son diagnosticados con
trastornos del desarrollo intelectual al ser evaluados con pruebas para estimar la
inteligencia durante la edad preescolar; sin embargo, cuando se usan instrumentos que
miden las habilidades cognitivas no verbales, se ha observado que el 45 % de los
afectados presentan déficit cognitivo en edad escolar.154156.157

Las anomalias craneofaciales ocurren con frecuencia en los trastornos del neurodesarrollo
dado por el origen neuroectodérmico que tienen sus estructuras. Varios autores las
relacionan como biomarcadores putativos en el autismo al proporcionar percepcion del
desarrollo neurolégico temprano,158-160

Diferentes estudios coinciden en plantear que dentro de las desviaciones del desarrollo
predominan las de cabeza - cuello y en especial la macrocefalia. En un estudio de la
Universidad de Missouri se reportd macrocefalia en el 30 % de los nifios con autismo
primario, mientras que en el Instituto de Medicina Genémica de Cleveland (Ohio, Estados
Unidos) se consignd entre el 15y 35 % de los nifios con autismo primario, constituyendo
en ambos estudios, el hallazgo fisico méas frecuente. En los controles también fue el
hallazgo mas frecuente; sin embargo, en la literatura consultada este hallazgo se describe
s6lo en el 2 % de los controles neurotipicos.15416?

Varios investigadores han presentado evidencias de mutaciones del gen PTEN en
aproximadamente el 20 % de los nifios con autismo y macrocefalia, sin existir
manifestaciones clinicas sugestivas de otros sindromes,162-164

ElI PTEN es un gen supresor de tumores ubicado en el locus 10923, codifica una fosfatasa

que afecta la detencion del ciclo celular en G1 y esta relacionado también con el proceso
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de apoptosis. Este gen esta asociado con la desregulacion de la via PIS3K-AKT-mTOR en
pacientes con autismo y macrocefalia, donde existe una inhibicién de la sefializacion de
fosfoinositida-3-quinasa / proteina quinasa B. En el sistema nervioso central, la
inactivacion de PTEN produce un crecimiento dendritico y axonal excesivo con un mayor
nimero de sinapsis. Las mutaciones de la linea germinal que resultan en la
haploinsuficiencia de PTEN facilitan la progresion del ciclo celular y la oncogénesis, lo
que lleva a la macrocefalia / macrosomia y al desarrollo del cancer, respectivamente. Esta
ultima condicién se incrementa en la edad adulta, lo que debe ser objeto del asesoramiento
genético. 154,161,165-172

Otros estudios recientes examinaron cuidadosamente el fenotipo asociado con
mutaciones en el gen CHD8 (implicado en las alteraciones de la remodelacion de la
cromatina), que se ha asociado con el autismo en estudios de secuenciacion de exomas
maltiples. En comparacion con otros individuos con autismo, los portadores de CHD8
eran mas propensos a tener sintomas de macrocefalia y gastrointestinales, rapido
crecimiento postnatal en la primera infancia, un fenotipo facial marcado por frente
prominente, tendencia al hipertelorismo y mentén puntiagudo, rasgos estos descritos en
casos de esta serie en mayor porcentaje que en los controles, hecho este que se deberia
tener en cuenta para estudios futuros.73-180

La microcefalia se presentdé con una frecuencia inferior (3,2 %) a la reportada
internacionalmente (5 % - 15 %) en nifios con autismo. Este trastorno del crecimiento
cefalico se ha asociado fuertemente con alteraciones de los sistemas de estimulacion del
neurodesarrollo, principalmente del lenguaje, esferas cognitiva y conductual, asi como
mayor incidencia de epilepsia de dificil control.*>*

En cuanto a las dismorfias en piel, en pacientes con autismo primario fueron mas
frecuentes las alteraciones pigmentarias (lesiones hipercrémicas tipo manchas café con
leche e hipocrémicas) que en los controles neurotipicos. Al respecto, existe una conocida

relacion entre alteraciones pigmentarias y trastornos del neurodesarrollo y se considera
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gue esta asociacion se debe a que las células neuroectodérmicas embrionarias dan lugar
a los elementos gliales del cerebro y a los melanocitos en la piel. '8!

UBE3A es un gen que participa en la via de sefializacion molecular que controla el ritmo
de la biosintesis proteica en los ribosomas. HERC2, es un gen que interactia con UBE3A,
codifica el receptor dos del factor de crecimiento epidérmico humano y funciona como
una ligasa de ubiquitina E3. Las variaciones genéticas en el gen HERC2 estan asociadas
con la variabilidad de la pigmentacion de la piel, cabello y 0jo.182183

El predominio de dismorfias en las regiones de cabeza - cuello y tegumentos establece un
posible origen embriol6gico comUn de estas variaciones morfoldgicas y el posible efecto
disruptivo de factores exdgenos en genes del neurodesarrollo.

En el estudio de pacientes con autismo, como en otros, se requiere especial atencion
en larecogida de datos de la historia personal, pre y perinatal, los antecedentes familiares,
el examen clinico detallado, incluyendo la antropometria y deméas elementos anatdmicos
comparables con datos de tablas especificas, en relacion con la edad y el sexo.®

La medicina personalizada o de precision esta emergiendo en la practica clinica, basada
en patrones genéticos individuales que contribuyen a la farmacogenética, particularmente
en el campo de la psiquiatria y el tratamiento de personas con autismo.185186

Resulta interesante tener en cuenta los hallazgos reportados en el fenotipo de estos
pacientes para dirigir nuevos estudios que contribuyan a un mejor manejo terapéutico y
procesos de asesoramiento genético, de ahi que en la propuesta del panel cubano para el
diagndstico de autismo primario por estudios de secuenciacion de nueva generacion (sub-

acapite 2.5.6) se incluyeron genes posiblemente relacionados con las variaciones

morfoldgicas descritas en la presente investigacion.
2.5.2 Factores de riesgo heredofamiliares neuropsiquiatricos

Varias investigaciones han centrado su objetivo en describir los antecedentes familiares
de enfermedades neuroldgicas, psiquiatricas y del desarrollo en pacientes con autismo
primario. Asi por ejemplo, en un estudio de agregacion familiar de trastornos
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psiquiatricos en familiares de 99 afectados se reportd que los tics motores, el trastorno
obsesivo compulsivo (TOC) y los trastornos afectivos eran significativamente mas
comunes en los familiares de autistas. Los datos de la entrevista directa confirmaron el
aumento de la tasa de trastornos afectivos (especialmente el trastorno depresivo mayor)
en los familiares de primer grado.8’

Se ha descrito un aumento de 2,5 veces en el riesgo de autismo en la descendencia de
madres con TDAH en comparacion con las madres sin este antecedente y 3,7 veces mayor
riesgo de TDAH en hermanos de casos con autismo.88:189

Estudios familiares han demostrado que la historia familiar de esquizofrenia, trastorno
bipolar, TDAH y autismo se asocian a un riesgo cruzado, es decir que individuos
poseedores de alguna de estas enfermedades pueden desarrollar las otras. A su vez, se ha
observado que los hijos de los afectados por alguno de estos trastornos tienen mayor
riesgo de desarrollar patologias psiquiatricas.t®

Un estudio reciente identificd 23 genes comunes asociados con la esquizofrenia, el
trastorno bipolar, la depresion mayor, el TDAH y el autismo, los cuales estan
involucrados en diferentes procesos de sefializacion, mielinizacion y metabolismo de los
neurotransmisores. Dentro de estos genes se encuentran BDNF, ANK3, CACNALC,
CNTNAP5, FOXP2, MTHFR y SLC6A3.%%!

Otro estudio inform6 una carga familiar elevada para los trastornos generalizados del
desarrollo en familiares de pacientes con autismo (2,9 %), evidencié la agregacion
familiar de una variante menor del autismo entre el 12,4 y el 20,4 % de los hermanos del
caso que comprendia deficiencias comunicativas o0 sociales mas sutiles, y
comportamientos estereotipados sin discapacidad intelectual. Los hallazgos sugirieron
que el fenotipo del autismo se extiende mas alla como se diagnostica tradicionalmente y
esta dado por un espectro de sintomas y severidad clinica, que la causa involucra varios

genes y su base es muy heterogénea.®
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La epilepsia es uno de los trastornos de mayor frecuencia de asociacion (comorbilidad)
en los pacientes con autismo y se corresponde aproximadamente con un 30 %. Ello
significa que es aproximadamente 50 veces mas frecuente en los que padecen trastornos
del espectro autista que en la poblacidn general. Por otra parte, la actividad paroxistica en
el electroencefalograma de los autistas también es méas frecuente, sin que hasta el
momento esté clara la influencia de la epilepsia y/o la actividad paroxistica en la regresion
autista. La asociacion de autismo Yy epilepsia sugiere que ambos trastornos comparten
posiblemente mecanismos genéticos, moleculares y fisiopatoldgicos.1931%4

Multiples estudios han identificado alrededor de 205 genes candidatos comunes para la
epilepsiay el autismo. Dentro de estos genes se encuentran ANK3, CACNA1H, LAMB1,
POGZ, PTEN, RELN, SCN2A, SYNGAP1, SHANKS3, SLC6A1, SLC6A4, TSC1, TSC2
y UBE3A. Desde el punto de vista neurobioldgico, estas dos condiciones pueden tener en
comdn la interrupcion de vias compartidas del desarrollo neurolégico implicadas por el

nimero relativamente alto de genes asociados con ambos trastornos.19-1%9

Un estudio realizado en Suecia planted que los antecedentes familiares de mdaltiples
trastornos mentales y neuroldgicos se asociaban con mayores probabilidades de autismo
con y sin discapacidad intelectual; que estas asociaciones estaban dadas principalmente
por la responsabilidad genética compartida y cuanto méas estrechamente relacionado
estaba el miembro de la familia con el trastorno mental o neuroldgico, mayor era el riesgo

de autismo.2%°

Los nifios con autismo primario muestran importantes deficiencias lingiisticas en
comparacion con nifios neurotipicos. En el andlisis estadistico de la presente investigacion
los familiares de primer y segundo grado que reportaron trastornos en el desarrollo del
lenguaje obtuvieron resultados significativos, lo que se corresponde con otros reportes de
la literatura. Un metandlisis de 34 estudios publicados entre 1994 y 2016 reviso los

estudios que informaron sobre las habilidades linguisticas y motoras en hermanos de
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nifilos con autismo en comparacion con hermanos de nifios con desarrollo tipico. A los
12 meses, los hermanos de nifios con autismo no tenian buenas habilidades del lenguaje
expresivo y receptivo, y estos efectos se mantuvieron a los 24 y 36 meses de edad, se
obtuvo en todos los grupos de edades una p<0,001 concluyendo que en comparacién con
los hermanos de nifios con desarrollo tipico, los bebés que tienen hermanos con autismo

tenian habilidades linguisticas inferiores.?
2.5.3 Factores de riesgo ambientales prenatales

Varios autores coinciden con el presente estudio al plantear que dentro de los factores
ambientales prenatales que se describen en pacientes con autismo primario son mas
frecuentes la avanzada edad de los padres, el sangrado vaginal durante el embarazo, la
diabetes pregestacional, la anemia, la hipertension arterial y el consumo de
medicamentos.245@8994402423

Otros autores reportan estos y otros factores de riesgo prenatales ambientales en el
autismo primario. En un estudio de casos y controles pareados realizado en la ciudad de
Monterrey se reportd un incremento del riesgo de padecer autismo en los casos con
antecedentes de abortos previos (p=0,001; OR=2,291), sangrado durante el primer y
segundo trimestre (p<0,001; OR=4,112), diabetes gestacional (p=0,005; OR=2,529),
enfermedad tiroidea (p=0,026; OR=8,175), infecciones (p<0,001; OR=2,591), consumo
de alcohol (p=0,037; OR=3,037), tabaquismo (p<0,001; OR=53,340), uso de drogas
(p=0,012; OR=3,050) y estrés materno (p<0,001; OR=10,324).2%2

Recientemente, un metanalisis de 27 estudios observacionales que investigaban la
asociacion entre la edad avanzada de los padres y el riesgo de autismo encontr6 que la
categoria de edad Optima de los padres (20 — 35 afios) se asociaba con una disminucién
del riesgo de padecer autismo en la descendencia con un OR=0,89 (IC del 95 %:
0,75 - 1,06). La categoria mayor edad de la madre se asocié con un mayor riesgo de
autismo en la descendencia con un OR=1,41 (IC del 95 %: 1,29 - 1,55) y en el caso de

los padres el OR=1,55 (IC del 95 %: 1,39 - 1,73). Se ha estimado que el aumento de diez
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afios en la edad materna se asocia hasta con un 18 % mas de riesgo de padecer autismo
(OR=1,18; IC del 95 %: 1,10 - 1,26), y con un 21 % mas cuando es el padre (OR 1,21;
IC del 95 %: 1,18 - 1,24).12%

Si bien se han planteado varias hipétesis sobre los mecanismos bioldgicos de los efectos
de la edad materna y paterna, se ha sugerido una asociacion entre la avanzada edad de los
padres y el aumento de la probabilidad de mutaciones de novo en la linea germinal. Lo
mas probable es que esto se explique por un riesgo acumulado de mutaciones durante la
espermatogénesis a lo largo de la vida.203-20%6

En el autismo primario se han considerado numerosas exposiciones ambientales
prenatales presentes en el entorno inmediato al feto en desarrollo. Si bien el origen de
estos riesgos puede estar en el acervo genético, hay que tener en cuenta las interacciones
ambientales que involucran tanto a la madre como al feto en el sistema fetal — materno —
placentario. 13207208

El desajuste endocrino — metabdlico es frecuente durante el seguimiento prenatal. La DPG
y DG, se reporta en aproximadamente el 1 % y 7 % de todos los embarazos,
respectivamente.?%°

Los estudios que examinan el posible efecto de la diabetes materna en el desarrollo de
autismo en la descendencia han resultado inconsistentes. Sin embargo, en el analisis por
estratos, la DPG reporta un efecto estimado superior (RR=1,72; IC del 95 %: 1,34-2,21),
resultados que coinciden con los presentados en este trabajo.1%®

En estudios realizados en la placenta humana, la disglucemia materna durante el
embarazo se asocié con alteraciones de la metilacion del ADN a nivel del gen
SLC6A4.210.211

Aunque las evidencias epidemiologicas solidas son limitadas y existen hallazgos
controvertidos, se plantea que los mecanismos subyacentes a los efectos de la
hiperglucemia materna en el feto en desarrollo, pueden implicar un aumento del estrés
oxidativo, hipoxia, apoptosis y cambios epigenéticos.108:212.213
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Recientemente investigadores integraron estudios que examinaron la asociacion entre los
trastornos hipertensivos del embarazo y el riesgo de trastornos del desarrollo neurolégico
en la descendencia, identificaron 20 trabajos que estimaron el riesgo de autismo, 11 de
ellos con estimaciones ajustadas que incluian 777 518 participantes con un OR
combinado para el riesgo de autismo de 1,35 (IC del 95 %: 1,11 - 1,64).103

El presente estudio coincide con otros realizados anteriormente al demostrar que la
hipertension arterial gestacional es un factor de riesgo significativo para el autismo
primario.?14-216

Algunas moléculas funcionan como desencadenantes moleculares en la preeclampsia y
posiblemente contribuyan al empeoramiento del riesgo de padecer autismo en la
descendencia. Este conjunto incluye seis genes reguladores positivos en el autismo que
son estimulados en la preeclampsia (PRF1, MTOR, IFNG, APP, CYBB y MAPK1) y un
gen inhibidor (IGF1) que resulta desactivado. Por ejemplo, en ambas entidades se
encuentran disminuido los niveles séricos de transferrina, en cambio, los niveles de IL-6,
TNF-alfa e IL-17 se encuentran elevados.?!7-223

Entre otros factores ambientales que afectan el desarrollo fetal, la hipoxia gestacional es
una causa importante de estrés fetal que afecta la plasticidad del desarrollo y varios de los
resultados del estudio se relacionan con esta condicion, dentro de ellos la anemia,
gestorragias, amenaza de aborto, hipertension arterial, diabetes materna, entre otras. La
plasticidad del desarrollo es la capacidad de un organismo para modificar los patrones de
expresion y regulacién génica frente a un entorno cambiante, de forma tal que induce
variaciones fenotipicas en el individuo.??*

Estudios en animales de experimentacion y humanos indican que la hipoxia prenatal da
como resultado cambios en la programacion del desarrollo que predisponen a la
descendencia a diversas disfunciones y enfermedades, que incluyen trastornos

neuropsiquiatricos y otras afecciones, incluidos el autismo.?2422
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Dentro de los genes implicados en la hipoxia materna asociados a la disfuncién
mitocondrial, la regulacion del metabolismo redox y el autismo se encuentran el factor
inducible por hipoxia — 1 alfa (HIF1a), nTORC1, AMPK y SOD2.226:227

En el estudio presentado, la exposicion al tabaquismo no mostro evidencias de ser un
factor de mayor riesgo para el autismo. En un metaandlisis realizado en 2017 se
obtuvieron resultados similares en la mayoria de los trabajos incluidos; sin embargo,
algunos autores encontraron que el tabaquismo pasivo materno durante el embarazo se
asociaba con un mayor riesgo de autismo, lo que no fue estudiado en la presente
investigacion, por el riesgo a sesgos en la obtencion de la informacion. Se plantea que
hay varias sustancias quimicas con efectos adversos para la salud, como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos y los metales, que provocan hipoxia fetal e influyen en el
desarrollo del cerebro.'4

Otro factor de riesgo ambiental prenatal evaluado fue el uso de medicamentos durante el
embarazo. El mecanismo subyacente a la asociacién sugerida con el uso de farmacos en
este periodo no estd bien definido, debido a la variedad consumida y tipo de ellos
evaluados en diferentes estudios. Si bien muchos pueden atravesar la placenta y afectar
el desarrollo fetal, el andlisis actual no puede indicar cuales pueden ser perjudiciales.
Algunos estudios que han analizado el empleo de psicofarmacos, sugieren un aumento
significativo de riesgo para el autismo hasta del 68 % posterior a la exposicion.??

Los resultados presentados son significativamente estadisticos en la relacién del autismo
primario y el consumo de medicamentos; sin embargo, ninguno de ellos por separado
tuvo una p estadisticamente significativa. Un estudio realizado en Dinamarca reportd un
50 % mas de riesgo de autismo asociado con el uso materno de medicamentos en casos
que en controles y tampoco observaron una asociacion significativa para los
antiepilépticos, antihipertensivos, farmacos cardiovasculares, tocoliticos ni el uso de

esteroides.22°
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En la muestra estudiada se evidenciaron, con resultados estadisticamente significativos,
tres grupos de factores de riesgo ambiental prenatal; el primero relacionado con las
modificaciones epigenéticas y mutaciones de novo a nivel de la linea germinal en padres
y madres de avanzada edad. El segundo con factores hipoxiantes y de estrés oxidativo
que comprometen la plasticidad del desarrollo cerebral como son la hipertension arterial,
DPG / DG, gestorragias y anemia materna. El tercer grupo corresponde con el uso de
medicamentos durante el embarazo, de los cuales dada la variedad del consumo, no hay

un Unico mecanismo causal definido.
2.5.4 Factores de riesgo ambientales perinatales

Dentro de los factores de riesgo ambientales perinatales destacaron el parto distocico por
cesarea de urgencia, fuera del término (pretérmino y postérmino) y el liquido amniético
meconial. Todos ellos descritos como factores estresantes durante el embarazo de nifios
que padecen autismo primario y relacionados con posibles fenémenos hipoxicos y dafios
en el desarrollo neurolégico a largo plazo del recién nacido.102.230-232

Varios autores han fundamentado sus estudios con resultados similares, aunque falta
claridad con respecto al efecto de cada uno de estos factores en el desarrollo del autismo
en la descendencia.l#’

La maduracion del SNC se inicia aproximadamente a las 27 semanas del desarrollo fetal
y se produce hasta la adultez, en este periodo sucede ademas, una verdadera interconexion
funcional de los diversos circuitos neuronales preformados durante la migraciéon y
diferenciacion, como el que se requiere para la integracion de las neuronas gabaérgicas
con las glutamatérgicas. Se estima que alrededor de la semana 34 de gestacion, el cerebro
fetal tiene un aproximado de 40 000 uniones sindpticas nuevas por segundo y que durante
la neurogénesis interviene cerca de un tercio del genoma humano para garantizar el
correcto desarrollo, mantenimiento y comunicacién de las estructuras nerviosas.?3
Eventos o situaciones ambientales estresantes e hipoxiantes para el SNC en el periodo pre

y/o perinatal, como las referidas en el presente trabajo, pueden tener efecto de
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estimulacion / inhibicion de genes que codifican proteinas que se expresan a nivel
sinaptico, por ejemplo de FMRP, mTORC1, AKT, CYFIP1, PTEN, SHANK2, SHANK3,
SYNGAP1, TSC1, TCS2, NLGN, NRNX1, ANK2, KATNALZ2, entre otras. Todo ello
puede ocasionar alteraciones del neurodesarrollo y constituir un nexo entre los factores
de riesgo prenatales y perinatales con el autismo.?34

Un estudio reciente ha proporcionado informacion sobre un posible mecanismo de dafio
hipoxico con respecto al autismo. Los autores examinaron el papel de la FMRP vy la via
de sefalizacion mTOR y observaron una sobreexpresion de FMRP entre las semanas 36
y 39 de embarazo en el cerebro normal, lo que sugirié un papel fisiolégico importante de
FMRP en la plasticidad sinéptica durante este periodo. Al comparar el tejido cerebral de
recién nacidos expuestos a eventos hipdxicos y controles neurotipicos, encontraron una
expresion de FMRP significativamente menor en el cerebro hipoxico que los controles
sanos. Con base en estos hallazgos, los autores sugirieron que la interrupcién de FMRP
podria ser uno de los mecanismos a traves del cual la hipoxia se relaciona con el autismo
en las proximidades del término de la gestacion.'?

En un estudio poblacional realizado en cuatro paises nérdicos y Australia Occidental se
compararon el OR ajustado para el autismo entre el parto vaginal y por cesarea de
urgencia y planificada, donde el OR del parto por cesérea en nifios autistas resulto ser de
1,26 (IC del 95 %: 1,22 - 1,30). Los OR estratificados de parto por ceséarea se asociaron
significativamente con el riesgo de autismo para cada semana de gestacion, por debajo de
las 37 semanas fue de 1,25 (IC del 95 %: 1,15 - 1,37) yde 1,17 (IC del 95 %: 1,04 - 1,30)
para los nacidos con 42 o méas semanas. No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre la cesarea de urgencia y la planificada en el riesgo de autismo.2%

2.5.5 Analisis multivariado

Estudios similares coinciden y describen maltiples variables que se relacionan de manera
independiente en la presencia de autismo cuando las demas se mantienen constantes

donde se incluyen: la edad avanzada de los padres, el sangrado vaginal durante el

69



embarazo, la DPG, la anemia, la edad gestacional postérmino, la macrocefalia, los
antecedentes de trastornos del lenguaje y epilepsia de primera generacion. Estos
resultados hacen consonancia con un modelo multifactorial en el que con una base
genética que predispone al autismo, los factores ambientales que inducen el estrés
oxidativo, la hipoxia y las modificaciones epigenéticas pueden conducir a cambios
neuroestructurales que causen fenotipos de comportamientos atipicos como los trastornos
del neurodesarrollo, donde la contribucion de factores genéticos y / o ambientales varia
segun los casos,24°6.89,94,102

En la préactica clinica, la identificacion de estos factores de riesgo desde las primeras
edades, puede ser Util en el diagnostico temprano y tratamiento oportuno de los casos con
un enfoque personalizado, ademéas puede contribuir a la toma de estrategias de salud
publica con un fin preventivo en la modificacion de los factores de riesgo no genéticos y
en el desarrollo de estudios genéticos que contribuyan al diagndstico de autismo en la
poblacion infantil.

Otros estudios han descrito en la evaluacion de modelos de regresion logistica factores
similares. Una investigacion con corte epidemioldgico desarrollada en la ciudad de
Coimbatore — India, informd que la edad paterna mayor de 40 afios, antecedentes
familiares de autismo, alteraciones en la nutricion durante el embarazo, modalidad de
parto, hipoxia fetal y estancia en Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales estaban

estrechamente relacionadas con el desarrollo del autismo primario.4236.237
2.5.6 Propuesta del panel cubano para el diagnostico de autismo
primario por estudios de secuenciacion de nueva generacion

Dada la etiopatogenia multifactorial del autismo, su diagnéstico en la actualidad se basa
en el método clinico y se realiza a través de entrevistas estructuradas o la aplicacién de

test especificos.*5-47.238

70



Se plantea que en los individuos en los que hay evidencia de dafio en la morfogénesis
temprana, desarrollan el autismo de una manera diferente que aquellos en los cuales
la morfogénesis se produjo aparentemente normal. Un importante subgrupo de pacientes
presenta rasgos o signos dismorficos en el examen fisico, un menor puntaje en la
evaluacion del coeficiente intelectual, anormalidades en las imagenes de cerebro por
resonancia magnética, peor rendimiento funcional, una menor brecha en la relacion
hombre/mujer en cuanto a frecuencia de presentacion y una menor recurrencia entre
hermanos.?3®

Asi, la racionalidad del estudio genético se basa en lograr un diagndstico causal y
definitivo, lo que da lugar a la identificacion de riesgos meédicos asociados, que facilita al
rastreo y potencial prevencion de los mismos, asi como al estudio de familiares. Se asume
que una vez establecido el diagnéstico, se evitarian estudios innecesarios.?*°

ElI MCA es actualmente el estudio mas utilizado. EI mismo es capaz de detectar
deleciones o duplicaciones del ADN, muy similar a un cariotipo pero con una mayor
resolucion. Otras técnicas son la GWAS vy la secuenciacion del exoma completo (WES,
por sus siglas en inglés de Whole Exome Sequencing).239:240

Los paneles de genes proveen datos secuenciados de un subgrupo seleccionado de genes,
considerandose actualmente como una alternativa para el estudio causal del autismo.

La guia de practica clinica (GPC) del Colegio Americano de Genética Médica y
Genomica de 2013, recomienda en primera instancia indagar acerca de la
presencia de antecedentes familiares en tres generaciones previas, una evaluacion
inicial para identificar sindromes conocidos o condiciones asociadas, MCA vy, en los
hombres, pruebas genéticas para sindrome fragil X. En una segunda instancia plantean
considerar la realizacion de secuencia genética MECP2 en las mujeres; pruebas de
duplicacion de genes MECP2 en hombres, sélo si el fenotipo es sugestivo; evaluar

mutaciones del gen PTEN cuando la circunferencia de craneo es mayor a 2,5 desviaciones
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estandar sobre la media; y resonancia magnética de cerebro en situaciones especificas,
como microcefalia.?*

La actualizacion 2013 de la GPC del Instituto Nacional de Salud y Excelencia Clinica del
Reino Unido (NICE, por sus siglas en inglés National Institute for Health and Clinical
Excellence) para el diagndstico de autismo en nifios y jovenes, recomienda no realizar
estudios genéticos de rutina como parte de la evaluacion, pero si considerarlos en
circunstancias particulares, basadas en el examen fisico, el criterio médico y el perfil del
paciente. A su vez, recomienda basarse en los lineamientos aprobados en los servicios de
genética en cada pais o region, no haciendo referencia a ningan tipo de estudio genético
en particular.?*

Las pautas varian con respecto a si se recomiendan o no las pruebas genéticas para todas
las personas con autismo, en funcion de factores de riesgo particulares, como la
discapacidad intelectual, la epilepsia o los signos dismorficos. Si bien es posible que los
resultados de las pruebas genéticas no tengan consecuencias para los cambios de
tratamiento, los resultados podrian informar sobre el riesgo de recurrencia y proporcionar
a las familias acceso a informacion sobre la clinica del trastorno y el prondéstico. En el
futuro, la terapia génica, CRISPR/Cas9 y las tecnologias de edicion del genoma pueden
conducir al disefio especifico de genes para establecer una medicina de precision dirigida
a formas sindrémicas raras de autismo.?#?

Investigaciones recientes a gran escala y de colaboracion internacional han llevado a una
mejor comprension de las contribuciones genéticas al autismo. Esto incluye identificar
las primeras variantes genéticas comunes fuertemente asociadas con pequefios efectos
individuales y mas de 100 genes implicados en variantes raras, en su mayoria de novo y
con grandes efectos. Estos y otros hallazgos muestran que la arquitectura genetica del
autismo es compleja, diversa y dependiente del contexto, lo que destaca la necesidad de

estudiar la interaccion entre los diferentes tipos de variantes genéticas, identificar los
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factores geneéticos y no genéticos que influyen en su penetrancia y mapear las variantes
genéticas en la heterogeneidad fenotipica del autismo.243-246

Las pruebas genéticas pueden ser Utiles en el futuro para la deteccion de casos, el triaje
en las evaluaciones de diagnostico y la identificacion de sujetos con mayor o menor
probabilidades de responder a una intervencion especifica.?*’

Con estos antecedentes y fundamentos, dada la politica de desarrollo del Ministerio de
Salud Publica en Cuba que incluye la medicina de precisién y como resultado del presente
trabajo, se hace la propuesta de un panel cubano para el diagnéstico de autismo primario
por estudios de secuenciacion de nueva generacion, a individuos que presenten factores
de riesgo y rasgos dismorficos, incluidos en el anélisis multivariado del presente estudio
con odds ratio que evidencian asociacion con el autismo primario. Este panel esta
formado por 31 genes, los cuales también han sido relacionados en la literatura
internacional como candidatos a estudios de este trastorno, tal y como se refiere en el
texto de los capitulos dos y tres (Tabla 14, Anexo 16).

Tabla 14. Propuesta del panel cubano para el diagnostico de autismo primario por

estudios de secuenciacion de nueva generacion.

ANK3, AMPK, CACNA1H, CHD8, CNTN4, HERC2, FMR1, FOXP1, FOXP2,
GABRAS5, GABRB3, KATNAL2, LAMB1, LAMC3, MECP2, MTOR, NLGN3,
NLGN4X, NRXN1, POGZ, PTEN, RELN, SCN2A, SYNGAP1, SHANK2,
SHANK3, SLC6A1, SLC6A4, TSC1, TSC2, UBE3A

2.6 Conclusiones parciales
1. El predominio de casos dismdrficos con autismo primario, fundamentalmente en
cabeza — cuello y tegumentos, evidencid el posible efecto disruptivo de factores
prenatales sobre genes del neurodesarrollo.
2. El presente estudio documenta que el autismo primario tiene un origen

heterogéneo, que existe sobrelapamiento entre este trastorno y el acervo genético
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heredado relacionado con las enfermedades neuropsiquiatricas, asi como con
factores de riesgo hipoxiantes que pueden incidir en el neurodesarrollo durante la
etapa prenatal y perinatal.

3. A medida que avanzada la edad de los padres, se incrementa el riesgo de padecer
autismo primario.

4. La propuesta del panel cubano para el diagnostico de autismo primario por
estudios de secuenciacion de nueva generacion, constituye la base de la
integracion clinico — epidemioldgica en la medicina de precision.

2.7 Limitaciones

En este estudio se clasificaron los casos como autismo primario con un minimo de
estudios para descartar causas secundarias (Anexo 17), se hizo fundamentalmente uso de
herramientas clinica - epidemioldgicas y no bioquimicas y moleculares como se hace
internacionalmente. Estos ultimos estudios tampoco estuvieron disponibles para
identificar posibles factores de riesgo genéticos subyacentes.

En la delineacion fenotipica de los casos no se tuvo en cuenta la evaluacién psicométrica
para determinar el coeficiente de inteligencia, por las razones descritas en el acapite
resultados, lo que pudiera considerarse un posible sesgo al realizar la evaluacion
dismorfoldgica, dado que en los casos con discapacidad intelectual severa profunda son
mas frecuentes estas variaciones del desarrollo que en otros con intelecto conservado.

A pesar de realizar el examen dismorfoldgico de los controles por facultativos
especialistas de genética clinica, no se logré6 determinar la concordancia
interobservadores con un método estadistico apropiado (coeficiente de correlacién de
Kendall), lo que haria mas robustos los resultados obtenidos.

La propuesta para disefiar el panel cubano de diagnostico de autismo primario por
estudios de secuenciacion de nueva generacion, se basé en informes internacionales, los
hallazgos dismorfoldgicos y principales factores de riesgo descritos en la muestra, pero
no conto con la evidencia de los genes que con mayor frecuencia reportan mutaciones en

estos pacientes.
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CAPITULO 3: VARIACION DEL ESTADO REDOX
POSTERIOR A TERAPIA ANTIOXIDANTE EN PACIENTES
CON AUTISMO PRIMARIO

3.1 Introduccion

A pesar de las teorias e investigaciones dirigidas a identificar las causas del autismo
primario y el por qué del incremento en su prevalencia, estas aln se desconocen. Se
plantea un origen multifactorial y heterogéneo, se reconoce la influencia del ambiente
sobre el cerebro en desarrollo del nifio, la implicacion de alergias, intolerancias quimicas
y alimentarias, neurotoxinas y otros factores, que comparten la propiedad de incrementar
el estrés oxidativo y asi causar dafio en diferentes macromoléculas, especialmente en
proteinas y ADN.248

Varios estudios en nifios con autismo muestran que el desbalance entre las especies
prooxidantes / antioxidantes puede contribuir a la patogénesis de este trastorno. En estos
casos se han encontrado cambios en la fluidez de las membranas, pérdida neuronal en el
cerebelo y alteracion de los marcadores de estrés oxidativo.31:249

El riesgo que implica un estrés oxidativo mantenido a nivel cerebral en individuos con
trastornos del neurodesarrollo, hace muy importante tratar de mantener un estado redox
adecuado lo cual se puede lograr con modificaciones en los estilos de vida y el uso de
productos con accion antioxidante.'#2

En el presente capitulo se aborda el estudio de los marcadores de dafio oxidativo y
capacidad de defensa antioxidante en pacientes con autismo primario, antes y después de

una terapia combinada antioxidante.
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3.1.1 Hipotesis cientifica

- El uso de terapias con accion antioxidante tendra un efecto beneficioso al lograr un

adecuado control del estado redox en nifios con autismo primario.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

- Caracterizar las variaciones en el estado redox de pacientes con autismo primario

antes y después de la terapia antioxidante.
3.2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar si existen diferencias entre los resultados de los valores de los marcadores
prooxidantes en casos con autismo primario, antes y después de la terapia
antioxidante.

2. ldentificar si existen diferencias entre los resultados de los valores de los marcadores
de defensa antioxidante enzimaticos y no enziméticos en casos con autismo primario,

antes y después de la terapia antioxidante.

3.3 Material y métodos

3.3.1 Tipo de estudio

Se realiz6 una investigacion aplicada, con disefio cuasiexperimental de estrategia
longitudinal con medicidn antes y después, y enfogue cuantitativo en nifios con autismo

primario, atendidos en el lugar y tiempo referidos en el capitulo dos.
3.3.2 Universo y muestra

El universo estuvo dado por los 126 nifios que formaron parte del estudio descrito en el
capitulo dos, los que ademas como criterios de inclusion debieron tener realizado, al
menos, un estudio de estrés oxidativo antes de iniciar la terapia recomendada en el marco
clinico del asesoramiento genético y otro evolutivo a los seis meses. Se excluyeron
ademas aquellos individuos que usaban medicamentos que podian tener interacciones con

la vitaminoterapia (anticoagulantes, flufenacina, barbitdricos, difenilhidantoina,
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primidona, fluorouracilo, sulfasalazina o cloranfenicol). En total se excluyeron 86 casos
y la muestra qued6 formada por 40 pacientes con desbalance redox, dado que al menos
uno de los marcadores de dafio prooxidante se encontraba elevado al inicio del estudio.
Para reducir la posibilidad de alteracion de los resultados por agentes exdgenos, se tuvo
en cuenta como criterios para la toma de la muestra de sangre que: 1) los nifios no hayan
padecido enfermedades infecciosas agudas en el Gltimo mes. En este caso se esperé un
mes para realizar la toma de la muestra, 2) no hayan recibido radiaciones (rayos X) el mes
anterior al estudio, en este caso se coordind la extraccion de la muestra pasado un mes de
haber recibido las radiaciones y 3) si el nifio utilizaba antioxidantes en el momento del
estudio, se suspendio el tratamiento un mes previo a la toma de la muestra.

A todos los casos se les realizaron estudios de estrés oxidativo. Para el andlisis de los
resultados se tuvieron en cuenta los valores de referencia estandarizados para nifios entre
0 y 15 afios, registrado en el documento de procedimiento normalizado de operaciones
del Laboratorio de Estrés Oxidativo del CNGM (PNO-EO.001) (Anexo 18). A los 40
casos se les procedié a indicar una terapia antioxidante en el marco clinico del
asesoramiento genético por un periodo de seis meses, se orientd suspender tratamiento

por un mes y se les repitié la toma de muestra para evaluar el estado redox del nifio.
3.3.3 Operacionalizacion de variables:

Para dar salida a los objetivos propuestos se utilizaron las siguientes variables:
- Marcadores de dafio oxidativo:
1. Determinacion de la concentracién plasméatica de malonildialdehido (MDA):
cuantitativa continua. Se determing a partir del método descrito en el PNO-EO.010.
Este marcador se genera como consecuencia de la POL y mide el dafio oxidativo a
lipidos en el plasma. Se expresa en pmol/L.
2. Determinacion de la concentracion plasmatica de productos avanzados de la
oxidacion de proteinas (PAOP): cuantitativa continua. Se determin0 a partir del

método descrito en el PNO-EQ.011. Este marcador permite estimar el grado de
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oxidacion de las proteinas plasmaticas, en especial de la albimina. Se expresa en
pmol/L.

3. Concentracion plasmatica de peroxidos totales (Ensayo FOX): cualitativa ordinal
politdbmica. Se determiné a partir del método descrito en el PNO-EO.012. El ensayo
se basa en la oxidacion de iones ferrosos (Fe?*) a iones férricos (Fe**) mediado por
el peroxido de hidrogeno en condiciones acidicas. Se considero:

¢ Disminuido: cuando la concentracion estaba por debajo de 1 umol/L.

¢ Normal: cuando la concentracion estaba entre 1 — 2,81 umol/L.

e Aumentado: cuando la concentracion estaba por encima de 2,81 umol/L.
- Marcadores de defensa antioxidante:

a) Enzimaticos

1. Actividad de la enzima Cu/Zn superdxido dismutasa intraeritrocitaria (SOD1):
cuantitativa continua. Se determind a partir del método descrito en el PNO-EO.015.
Mide la actividad catalitica de la reaccion de dismutacion del anidn superdxido a
nivel intraeritrocitario en peroxido de hidrogeno y oxigeno. Se expresa en U/ml.

2. Actividad de la enzima catalasa intraeritrocitaria (CAT): cuantitativa continua. Se
determind a partir del método descrito en el PNO-EO.017. Mide la actividad
peroxidativa de la catalasa a nivel intraeritrocitario al catalizar la descomposicion
de perdxido de hidrégeno en oxigeno y agua. Se expresa en U/ml.

3. Actividad de la enzima glutatién peroxidasa intraeritrocitaria (GPx): cuantitativa
continua. Se determind a partir del método descrito en el PNO-EO.019. Mide la
actividad de la glutation peroxidasa a nivel intraeritrocitario, la cual cataliza la
reduccion de perdxido de hidrogeno o lipoperdxido, utilizando como agente

reductor el GSH. Se expresa en U/ml.
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b) No enzimaticos

1. Grupos tioles proteicos libres plasmaticos (glutation reducido - GSH): cuantitativa
continua. Se determiné a partir del método descrito en el PNO-EQ.014. Mide los
tioles plasmaticos, especificamente el glutation reducido. Se expresa en umol/L.

2. Capacidad antioxidante total plasmética: cuantitativa continua. Se determind a partir
del método descrito en el PNO-EO.013. Se refiere a la capacidad del plasma de
reducir iones férricos (Fe®") a ferrosos (Fe?*). Se expresa en pmol Fe?*/L.

En el caso de la concentracion plasmatica de perdxidos totales (ensayo FOX) se
operacionalizé como variable cualitativa porque el informe de laboratorio no cuantifica
los resultados menores de 1 pmol/L, hecho que ocurre por limitaciones técnicas del

estudio.
3.3.4 Técnicas y procedimientos

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron en la Consulta de Referencia Nacional de
Genética Clinica del Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez” y del Centro Provincial de
Genética Médica de Mayabeque, por parte de técnicos acreditados para estos fines, las
cuales fueron trasladadas al Laboratorio de Estrés Oxidativo del CNGM.

Para los estudios de estrés oxidativo se realizd una venipuntura con jeringuillas
desechables y se obtuvieron 5 ml de sangre venosa, bajo condiciones asepsia y antisepsia
debidamente establecidas en cada departamento. Las muestras fueron dispensadas en
tubos con EDTA como anticoagulante, transportadas inmediatamente en termo
refrigerado a 8 °C y se recibieron en el laboratorio como maximo 4 horas después de
haberse realizado la extraccion.

Los procederes analiticos empleados en la investigacion estan estandarizados y recogidos
en los PNO del Laboratorio de Estrés Oxidativo del CNGM (Anexo 19). Las muestras
recibieron un codigo que permitié omitir la identificacion de los casos por el personal

técnico del laboratorio y se les ofrecio solo datos de interés clinico para su analisis.
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Una vez recibido el resultado y constatado el desbalance redox, se procedio a realizar el
asesoramiento genético correspondiente con recomendaciones nutricionales y uso de
suplementos vitaminicos antioxidantes por un periodo de seis meses, descansaron un mes
sin tratamiento y se les repitié la toma de muestra para evaluar el estado redox del nifio.
Se recomendo un patron alimentario completo, variado, equilibrado, inocuo, suficiente
y adecuado (Anexo 20).

De forma general se orient6 el consumo de productos frescos y minimamente procesados,
de origen vegetal fundamentalmente, para proporcionar una amplia variedad de
antioxidantes dietarios como las vitaminas C y E, carotenoides, flavonoides y otros
compuestos fenolicos.?>°

No se recomendo el consumo de productos ricos en gluten y caseina, ya que estos se
relacionan con la liberacion de péptidos con actividad opioide en los intestinos, los cuales
pueden cruzar la mucosa intestinal. Los opioides son un grupo de compuestos quimicos
que actlan a través de receptores de opioides y afectan el funcionamiento del cerebro y
del sistema nervioso (Anexo 21).25!

Estos compuestos afectan la percepcion de las emociones y la conducta. EI fundamento
principal de la teoria es que en personas con autismo se incrementa la permeabilidad
intestinal y hay una produccion inadecuada de las enzimas digestivas relacionadas con el
gluten y la caseina, lo que ocasiona fallos en su transformacion en aminoacidos. La
hidrolisis de estas proteinas generaria neuropéptidos exdgenos (exorfinas), tales como
gluteomorfinas de gluten y betacasomorfinas de caseina. Ademas, el aumento de la
permeabilidad del intestino permite fugas en la corriente sanguinea, que pueden atravesar
la barrera hematoencefalica (BHE).251252

Suplementos vitaminicos con actividad antioxidante:

En todos los casos se orientd a los padres cémo utilizar cada vitamina, posible efectos
adversos y medidas a tomar si hubiese toxicidad. En este Gltimo caso se asesoro suspender

su uso y comunicarse con el investigador para reevaluacion del tratamiento.
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« Vitamina C (&cido ascorbico): la dosis prescripta (500 mg/dia) no fue superior a los
niveles de ingesta maximos tolerados para la edad que se corresponde con 650 mg/dia.
Contraindicada si existia hipersensibilidad al &cido ascdrbico. No se asocia a efectos
adversos significativos ni toxicos especificos e incluyen: gastrointestinales (nauseas,
vomitos) y en tales casos se orientd suspender su uso. Se recomendd su uso en la
mafiana acompanada de alimentos.?>

« Vitamina E (alfatocoferol): la dosis prescripta (150 Ul/dia) no fue superior a los
niveles de ingesta maximos tolerados para la edad que se corresponde con 200 mg/dia.
Contraindicada si existia hipersensibilidad al alfatocoferol. Usualmente bien tolerada,
con reacciones adversas descritas cuando la dosis diaria excede los 300 mg e incluyen
gastrointestinales (nauseas, vOmitos) y alteraciones de la coagulacion, los que
desaparecen rapidamente al suspender o reducir la dosis. Se recomendd su uso en la
mafiana acompafada de alimentos.?%3

- Acido Fdlico: la dosis prescripta fue de 1 mg/dia. El &cido f6lico es eliminado en la
orina por lo que no se relacionan efectos adversos. Contraindicado si existia
hipersensibilidad al acido folico o anemia megaloblastica por deficiencia de vitamina

B12. Se recomendo su uso en ayunas para mejorar su absorcion. 253
3.3.5 Procesamiento estadistico
La informacion obtenida se llev6 a una base de datos por medio de la aplicacion Microsoft
Excel 2010 y procesado con el programa estadistico SPSS version 21.
3.3.6 Analisis estadistico
Se aplicaron estadisticas descriptivas para variables cuantitativas continuas con el

objetivo de calcular estadigrafos de tendencia central (media, mediana y moda), tendencia

de dispersion (desviacion estandar, minimo y maximo).
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Se aplico el test no paramétrico de Kolmogorov — Smirnov con el objetivo de demostrar
la distribucion normal o no de las variables, necesario para aplicar un test que demostrara
las diferencias entre medias de las variables analizadas (Anexo 22).

Una vez que se analizo la distribucion normal o no de las variables, se decidid utilizar una
prueba para verificar si existian diferencias entre las medias de los valores obtenidos en
los dos momentos del estudio (antes y después de la terapia antioxidante), aplicAndose un
test no paramétrico para muestras pareadas como es el de rangos con signos de Wilcoxon,
dado que la mayoria de las variables no tuvieron una distribucion normal que permitiera
aplicar un test paramétrico (t - Student para muestras pareadas).

En el caso del andlisis estadistico de la FOX se utilizaron medidas de resumen
(porcentajes) y se aplicd la prueba de McNemar.

Todos los andlisis se realizaron con un nivel de significacion estadistica de a=0,05.

Se disefiaron gréaficos de cajas y bigotes para demostrar visualmente las diferencias en los

resultados obtenidos antes y después de la terapia antioxidante.
3.3.7 Consideraciones éticas

Se tuvieron en cuenta las ya descritas en el sub-acapite 2.3.7 del capitulo dos.

3.4 Resultados

3.4.1 Marcadores de dafo oxidativo

En el marcador MDA, las variaciones de medias aritméticas fueron de 1,30 pmol/L en el
primer tiempo a 1,13 umol/L en el segundo, manteniéndose por encima de los valores de
referencia en ambos momentos; mientras que en el marcador PAOP, la media aritmética
previa a la terapia antioxidante fue de 85,41 umol/L y en el evolutivo de 50,26 umol/L,
es decir, inicialmente estaba por encima de los valores de referencia y en el segundo
momento se logré la normalizacion. Los analisis de ambos marcadores fueron
estadisticamente significativas con una p=0,043 y p<0,001, respectivamente (Tabla 1,

Anexo 23y 24).
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de los marcadores redox de dafio oxidativo antes

y después de realizar la terapia antioxidante

Marcadores
de dafio Estadisticos Antes Despues P
oxidativo
Media = DE 1,30 +0,54 1,13 +0,53
IC de 95 % 1,13-1,47 0,96 - 1,30
MDA 0,043
(umol/L)
Minimo 0,58 0,56
Maximo 2,54 2,59
Media = DE 85,41 +34,46 50,26 +25,98
IC de 95 % 74,39 - 96,43 41,95 - 58,57
PAOP <0,001
(wmol/L)
Minimo 27,14 26,98
Maximo 145,58 131,19

Leyenda: a- Prueba de los rangos con signos de Wilcoxon

Con relacion al marcador perdxidos totales se encontré que 16 pacientes presentaban

cifras disminuidas antes de iniciar la terapia antioxidante (40 %) y de estos 12 las

mantuvieron disminuidas posterior a la misma (30 %). En 13 casos (32,50 %) este

indicador estaba normal al inicio y posterior a la terapia disminuy6 en 11 (27,5 %). En

ocho casos (20 %) los perdxidos totales estaban elevados en la primera determinacion y

en el segundo control tuvieron valores disminuidos. EI marcador estuvo elevado en 11

casos (27,5 %) en el primer control y en solo un caso (2,50 %) en el segundo. Se obtuvo

una p=0,001 (Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucién de pacientes segun la concentracion plasmatica de perdxidos

totales antes y después de aplicada la terapia antioxidante.

Perdxidos totales en segundo momento
Peroxidos
tota_les en Disminuido Normal Elevado Total p?
primer
momento
# % # % # % # %
Disminuido 12 30,00 3 7,50 1 2,50 16 | 40,00
Normal 11 27,50 2 5,00 0 0 13 | 32,50
0,001

Elevado 8 20,00 3 7,50 0 0 11 | 27,50
Total 31 77,50 8 20,00 1 2,50 40 100

Leyenda: a- Prueba de McNemar

3.4.2 Marcadores de defensa antioxidante

Dentro de los marcadores de defensa antioxidante la actividad de la enzima SOD1 tuvo

una media aritmética inicial en 169,43 U/ml que descendié en el segundo momento

muestral a 166,77 U/ml. La actividad de la enzima catalasa intraeritrocitaria mostré un

ligero ascenso con la terapia realizada, al incrementar la media aritmética de 61,57 U/ml

en el primer tiempo a 64,77 U/ml en el segundo. Ambos marcadores se mantuvieron en

el rango de referencia establecido en ambos momentos muestrales. Los resultados fueron

estadisticamente significativos tanto para la SOD1 (p=0,476) como para la catalasa

(p=0,248) (Tabla 3, Anexo 25y 26).
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La relacion SOD/CAT tuvo una media aritmética que descendié de 3,22 en el primer
tiempo muestral a 2,74 en el segundo. Este indice se mantuvo elevado en ambos tiempos
muestrales, pero las variaciones anteriormente sefialadas no fueron estadisticamente

significativas (p=0,107) (Tabla 3, Anexo 27).

El otro marcador enzimético evaluado fue la concentracién plasmatica de GPx, el cual
mostro variaciones minimas de su actividad, al tener en el primer momento un valor de
la media aritmética de 45517,03 U/ml y al realizar la terapia antioxidante de 45951,37
U/ml. Se mantuvo en el rango de referencia establecido en ambos momentos muestrales,
pero las variaciones obtenidas no fueron estadisticamente significativas (p=0,211) (Tabla

3, Anexo 28).

El GSH obtuvo una media aritmética en un primer momento del estudio de 26,15 umol/L
y en el segundo de 26,53 umol/L. Los resultados de las medias obtenidas antes y después
de la terapia antioxidante de mantuvieron en el rango de referencia normal y el analisis

estadistico no resulto ser significativo (p=0,757) (Tabla 3, Anexo 29).

La capacidad antioxidante total del plasma se mantuvo elevada en ambos tiempos
muestrales. Se obtuvo una media aritmética en el primer momento de 0,25 umol Fe?*/L
y en el segundo tiempo de 0,20 umol Fe?*/L, cuyo andlisis fue estadisticamente

significativo con una p=0,032 (Tabla 3, Anexo 30).
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Tabla 3. Estadisticos descriptivos de los marcadores redox de defensa antioxidante

antes y después de realizar terapia antioxidante

Marcadores
de defensa | Estadisticos Antes Después p?
antioxidante
Media+ DE | 169,43 +18,10 166,77 18,10
SOD1 IC de 95 % 163,64 - 175,22 160,98 - 172,56 0.476
(Uml) | Minimo 123,55 126,49
Méximo 211,23 210,41
Media+ DE | 61,57 +19,09 64,77 +14,52
CAT IC de 95 % 55,47 - 67,68 60,13 - 69,41 0.248
(Umb) | Minimo 13,11 25,00
Méximo 100,02 100,00
Media+ DE | 3,22 1,75 2,74 +0,93
sop/caT | /Cde95% 2,66 - 3,78 2,45 - 3,04 0.107
Minimo 1,75 1,60
Maximo 9,42 6,99
Media + DE | 45517,03 +14191,54 | 45951,37 +16716,99
GPX IC de 95 % 36978,36 - 46055,71 | 40605,02 - 51297,73 0.211
(Ul Minimo 20157,39 19225,39
Méximo 69458,36 69224,19
Media+ DE | 26,15 11,91 26,53 +10,27
GSH IC de 95 % 22,34 - 29,96 23,24 - 29,82 0.757
(umol/L) | Mminimo 9,25 11,29
Méximo 46,25 49,22
Capacidad | Media = DE 0,25 +0,17 0,20 +0,05
Antioxidante | |C de 95 % 0,19 -0,30 0,19 -0,22 0,032
Total Minimo 0,12 0,12
(umol Fe"IL) 1 aximo 1,19 0,38

Leyenda: a- Prueba de los rangos con signos de Wilcoxon
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3.5 Discusion

En la literatura se ha documentado ampliamente que los pacientes con autismo son méas
propensos a sufrir estrés oxidativo, y por consiguiente, se consideran mas vulnerables al
dafio mediado por ERO vy la toxicidad neuronal.?>

Dado que la expresion de enzimas y niveles de moléculas antioxidantes enddgenas se
reducen en los individuos con autismo respecto a sujetos sanos, se ha investigado el efecto
de tratamientos con suplementos antioxidantes para estimular el sistema antioxidante
enddgeno y contrarrestar el estrés oxidativo.3!

En la seleccion de un candidato terapéutico antioxidante dptimo para los pacientes con
autismo, estos deben cruzar la BHE y entrar en el parénquima cerebral, en el que deben
alcanzar sus concentraciones terapéuticas dptimas. Se ha demostrado también que una
correcta alimentacion contribuye a un adecuado control redox en el organismo.147:255.256
Los perdxidos lipidicos, derivados de los &cidos grasos poliinsaturados, son inestables y
se descomponen en una serie de compuestos, entre los que se encuentra el MDA. Razon
por la cual, la medicién de las concentraciones de MDA son un indicador de la ocurrencia
de la POL. El proceso de POL, es un mecanismo bien establecido de dafio celular y es
utilizado como indicador de estrés oxidativo en células y tejidos.?57-259

En el presente estudio se obtuvieron resultados estadisticamente significativos en las
variaciones obtenidas en las medias aritméticas de las concentraciones de MDA, siendo
inferiores luego del uso de la terapia antioxidante combinada. No obstante, hay que
sefialar que la concentracion plasméatica de MDA se mantuvo por encima de los valores
de referencia emitidos por el laboratorio, es decir, desde el punto de vista bioldgico se
mantiene el dafio oxidativo a lipidos, lo que indica que la terapia con la dieta y la
suplementacion antioxidante no parecio tener suficiente efecto para contrarrestar el dafio
oxidativo a los lipidos.

Estos resultados pueden estar en relacion con la actividad enzimatica descrita, donde la

glutation peroxidasa se mantuvo en el rango normal pero la catalasa disminuida en los
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dos momentos del estudio y ambas tienen como funcion la descomposicion de
hidroperéxidos y peréxido de hidrégeno, respectivamente.?6°

Existen evidencias de la interrupcion del proceso de propagacion de la peroxidacion
lipidica con la actividad de antioxidantes no enzimaticos hidrosolubles (vitamina C) y
liposolubles (vitamina E);?6* sin embargo, este efecto no se logré con la terapia orientada.
Tampoco se logro incrementar los niveles de GSH, otro antioxidante no enzimatico
hidrosoluble, el cual se mantuvo en un rango de normalidad pero que no fue suficiente
para contrarrestar la peroxidacion lipidica.

Algunos autores plantean que el deterioro en diferentes pasos de la ruta metabdlica de los
lipidos puede contribuir al desarrollo del autismo. Sugieren que la sefializacion lipidica juega
un papel importante en el periodo prenatal y posnatal en la formacion y desarrollo de
estructuras cerebrales. A su vez enuncian, que las alteraciones en esta via pueden impactar
negativamente en el desarrollo del sistema nervioso y conducir al progreso del autismo
infantil 262

En la mencionada ruta metabdlica de los lipidos, se han implicado los &cidos grasos omega
3y 6,% los cuales no fueron incluidos en el esquema terapéutico prescripto en la terapia
antioxidante, y pudiera ser un elemento a tener en cuenta al evaluar las causas del
incremento sostenido de la peroxidacion lipidica en estos pacientes.

Investigadores del tema sugieren afadir selenio a la terapia antioxidante y con esto
estimular el incremento de la actividad de la GPx y de esta forma incidir en la disminucién
de la peroxidacion lipidica.?®?

Una investigacion en la se determino el efecto de una dieta sin gluten y caseina en nifios
autista, obtuvo que el 19 % de los pacientes no normalizaba este marcador y alrededor de
un tercio de ellos no estaban siguiendo la dieta indicada.?%

Las madres y familiares de los nifios de la muestra en estudio también refirieron lo dificil
de llevar a cabo la dieta con exactitud.

Con relacion a las variaciones de la media aritmética de los PAOP, se obtuvo una

normalizacion en el segundo tiempo muestral, lo que indica que la terapia con la dieta y
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la suplementacion antioxidante parecio tener un efecto positivo para contrarrestar el dafio
oxidativo a las proteinas. Resultados similares describen otros estudios que plantean que
este marcador mejora sustancialmente con terapia antioxidante.?®

La importancia de lograr un adecuado control en este marcador radica en que la oxidacion
de las proteinas implica alteraciones directas en su estructura y funcion, asi como un
incremento marcado de la susceptibilidad a la prote6lisis.?66:267

Los peroxidos son especies con un alto poder oxidante y de generacion de otras como el
ion hidroxilo, por lo que su medicion es atil como indicador de condiciones oxidativas en
células y tejidos. El estudio de la concentracion plasmatica de perdxidos totales, evidencio
que aproximadamente un tercio de la muestra que inicialmente tenia valores elevados
normalizé sus resultados, lo que orienta que la terapia antioxidante utilizada pudo tener
un efecto favorable en la disminucion de especies con alto poder oxidante, sin embargo, en
los productos de la peroxidacion lipidica no logré dicho efecto.

Es evidente que las modificaciones obtenidas en los marcadores de dafio oxidativo, no se
logro por la accion del sistema enzimatico antioxidante dado que la SOD1, GPx y CAT
no se incrementaron durante la terapia, manteniendo el mismo rango de valores en ambos
momentos del estudio, por lo que el efecto observado probablemente se debi6 a la accién
directa de los antioxidantes que neutralizaron a las ERO, en especial a los perdxidos.
Con el sinergismo entre las vitaminas C y E, es posible que se lograran neutralizar los
efectos sobre las proteinas, reducir asi la formacion de radicales libres como el peréxido
de hidrdgeno, y por ende los niveles de PAOP en la muestra de los casos estudiados, aun
cuando la dieta no haya sido cumplida estrictamente segun la prescripcion facultativa.

El &cido folico también pudo tener un efecto beneficioso en los resultados obtenidos dada
su capacidad de oxidarse cediendo protones y actuar como agente reductor.?68

En el estudio realizado se obtuvo que los marcadores de defensa antioxidante enzimaticos
SOD1 y GPx se mantuvieron normales antes y después de la terapia. La catalasa no logro
normalizacion y el ligero aumento que presento, no fue estadisticamente significativo

pero ademas carece de significacion bioldgica, dado que no alcanz6 los valores de
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referencia determinados por el laboratorio. El hecho de que los niveles de su actividad
enzimatica se mantuvieran disminuidos tras la terapia antioxidante puede ser un indicio
de que existia una baja produccién de peroxido de hidrégeno intraeritrocitaria, lo que
también se puede suponer por los resultados obtenidos en la actividad enzimatica de la
SOD1 (rango normal en ambos momentos). EI comportamiento de esta Ultima sugiere
que la produccion del anidn superoxido dentro del eritrocito también se mantuvo sin
variaciones importantes.

La GPx es una de las enzimas que participan en el denominado “ciclo redox del
glutation”. La GPx es una enzima selenio-dependiente, catalizadora de la reduccion de
lipoperoxidos y peroxido de hidrégeno, para lo que utiliza como agente reductor al
glutation reducido.?s® Laactividad de esta enzima tuvo una tendencia a variaciones muy
discretas luego de aplicado el tratamiento, no obstante, en ambos momentos mantuvo
cifras dentro del rango normal establecidos para el marcador. Estos resultados pudieran
guardar relacion con la tendencia a la normalizacion observada de los niveles de
peroxidos, sustrato de esta enzima.

Dada las caracteristicas nutricionales de estos pacientes, quizas fuera necesario tener en
cuenta lo planteado por otros autores que sugieren la asociacion de suplementos de zinc,
cobre, magnesio y selenio a las terapias con vitaminas, ya que se estima que la deficiencia
de estos en la dieta provoca disminucion de la efectividad de los sistemas de defensa
antioxidante, principalmente a nivel de las enzimas que utilizan estos metales como la
SOD1 (Cu/zn SOD) y la GPx), con el consiguiente incremento de la POL y el estrés
oxidativo.?"°

En el estudio, el GSH mostrd estabilidad durante el periodo evaluado, lo que sugiere que
el estado redox intracelular era adecuado. De esta manera garantiz6 su amplia gama de
funciones, dentro de las que se encuentran: la desintoxicacion de xenobioticos, el
mantenimiento del equilibrio redox intracelular, y ser el principal antioxidante endégeno

producido para combatir las agresiones de los radicales libres.248:259.271
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Un estudio realizado en Estados Unidos afirma que para obtener la normalizacion total
del glutation en el plasma, se debe asociar cianocobalamina (vitamina B12) a la terapia
antioxidante,?’® lo que pudiera ser un elemento a tener en cuenta para estudios posteriores
con el objetivo de mejorar los resultados de los casos que se encuentran fuera del rango
de normalidad. En otros estudios revisados también se utiliza la piridoxina (vitamina B6)
como tratamiento para el autismo, casi todos estos estudios encontraron que entre
el 30 % y 40 % de los nifios y adultos se beneficiaron de una alta dosis de suplementos
de vitamina B6 con magnesio para normalizar este biomarcador.??

Las defensas antioxidantes extracelulares se miden a través de la denominada capacidad
antioxidante total, en la cual se considera la accion acumulativa de todos los antioxidantes
presentes en el plasma y los fluidos corporales.?’

En el anélisis estadistico de la capacidad antioxidante total se obtuvieron resultados
significativos, sin embargo en ambos momentos del estudio mantuvo la media aritmética
por encima de los valores de referencia para este marcador, aumento que puede ser parte
de la respuesta al dafio oxidativo provocado por la peroxidacion lipidica mantenida, en
ambos momentos del estudio.

Se plantea que la capacidad antioxidante total amortigua la generacion de radicales
hidroxilos, que se difunden al liquido extracelular.?”® Estos resultados son esperados al
tener en cuenta los valores plasmaticos de MDA, marcador que representa el dafio
oxidativo a lipidos, y que se mantuvo elevado en los dos momentos de la investigacion.
El efecto esperado de la dieta/suplementacion es que el aporte de antioxidantes,
incremente el poder reductor del plasma. Sin embargo, la terapia mantuvo elevada la
capacidad antioxidante del mismo, de manera que pudo contrarrestar los niveles elevados
de peroxidacion lipidica, pero sin lograr la normalizacion de la concentracién de MDA,
situacion probablemente debida a condiciones oxidantes mantenidas.

Las recomendaciones nutricionales constituyen un elemento importante de la conducta
terapéutica. EI aumento de la actividad opioide debido a un exceso de péptidos también

se supone que es el origen de algunos de los sintomas descritos en estos pacientes. Dietas
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libres de gluten y/o caseina por lo tanto se han probado en estudios controlados, con
resultados contradictorios. Con este tipo de dietas, algunos estudios muestran la regresion
de los sintomas, pero otros reportan efectos secundarios negativos, esencialmente, la
desnutricion proteica,?’4?’® de ahi que se disefi6 un estudio cuasiexperimental que tuviera
un control limitado sobre esta variable dando orientaciones precisas a los padres durante
el proceso de asesoramiento genético sobre las restricciones en cuanto al tipo de alimento
a consumir por sus hijos pero sin reduccion de calorias en la dieta, no reportdndose en
ningun caso desnutricion u otro problema asociado a la dieta indicada.

En una encuesta realizada en Reino Unido, mas del 80 % de los padres de nifios con
trastorno del espectro autista informaron algun tipo de terapia nutricional para sus hijos
(dieta sin gluten y caseina en el 29 % de los casos). Cuando se les pregunt6 acerca de los
efectos de esta dieta, el 20 - 29 % de los padres informaron mejoras significativas en las
dimensiones centrales de la alteraciones conductuales y linguisticas descritas en los
pacientes autistas.?’” Aunque estos resultados no fueron concluyentes y en la presente
investigacion no se evalud la evolucion clinica de los casos, si hubo una reduccién
significativa de los marcadores prooxidantes con la terapia combinada para los PAOP y
peroxidos totales, no asi para el MDA que permaneci6 elevado; los marcadores de defensa
antioxidante enzimaticos se mantuvieron normales, excepto la catalasa que no incrementd
sus niveles, GSH estuvo normal en los dos tiempos del estudio y la capacidad antioxidante
total del plasma se mantuvo elevada.

Aunque el estudio se limitd a evaluar el comportamiento de los marcadores de estrés
oxidativo antes y después de instaurada una terapia antioxidante, es importante destacar
que la accién de la vitaminoterapia utilizada también pudo tener efecto positivo a otros
niveles, por ejemplo, mejorar la funcion inmunoldgica, la sefializacién celular, la
regulacion de la expresion génica, la homeostasis celular y otros procesos metabélicos.?”®
Con relacidn a la vitaminoterapia, la mayoria de los estudios sugieren el uso de folatos en
las terapias realizadas en nifios autistas con estrés oxidativo. La relacion entre el folato y

el autismo primario es extremadamente compleja dado a que la baja hipometilacion del
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ADN dependiente de folato puede deberse no solo a una ingesta reducida sino también a
un metabolismo alterado del folato, un ejemplo de lo cual es el papel epigenético debatido
de los polimorfismos del gen metiltetrahidrofolato reductasa (C677T y A1298C) en la
metilacion del ADN.27

Algunos autores sugieren el uso de &cido folinico (5 - formil tetrahidrofolato) en lugar de
acido folico porgue el primero se absorbe como el metabolito reducido y puede ingresar
al metabolismo del folato como 5,10 - metiltetrahidrofolato, lo que reduce la posibilidad
de promover la trampa de folatos.?® A los participantes en la investigacion se les
prescribio &cido folico, lo que también pudo influir en los resultados obtenidos.

La denominada “trampa de folatos”, ocurre cuando los folatos resultan atrapados como
5 - metiltetrahidrofolato, la principal forma circulante del folato a nivel celular y
plasmatico, dando lugar a un proceso de sintesis de metionina ineficiente, afectandose la
formacion de glutation.?® En este caso los valores de GSH permanecieron normales en
ambos momentos del estudio lo que indica que la dosis de acido fdlico utilizada fue
suficiente, no obstante, esta observacion se debe tener en cuenta para futuras
investigaciones.

Otros reportes apoyan la decision de disefio seguida en la investigacion al declarar que
solo una terapia dietética es insuficiente para tratar eficazmente el autismo. Numerosos
estudios demuestran la necesidad de complementar las dietas con &cidos grasos
omega 3 y 6, probidticos, vitaminas y minerales en combinacion con intervenciones
médicas y psicoldgicas.?81-284

Con relacion a la dieta, es importante considerar los alimentos no solo como la fuente de
energia y nutrientes basicos, cruciales para la vida y el desarrollo del organismo, sino
también como el factor que influye en la salud/enfermedad, los mecanismos bioquimicos
y la activacion de las vias bioguimicas. Los componentes bioactivos de la dieta regulan
la expresion génica a través de cambios en la estructura de la cromatina (incluida la

metilacion del ADN y modificacion de las histonas), ARNs no codificante, la activacion
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de factores de transcripcion mediante cascadas de sefializacion o la unién directa de
ligandos a los receptores nucleares.?8®

Varios autores sefialan que las personas con autismo tienen problemas en su nutricion.
Los nifios afectados muestran una alta selectividad hacia los alimentos que contienen
almidon, bocadillos y alimentos procesados, pero niegan las frutas, verduras y proteinas.
La mayoria de los nifios autistas consumen dietas bajas en fibras dietéticas, vitaminas,
calcio, hierro y potasio.?®-2% Todo ello pudiera estar en relacion con los resultados
obtenidos pues no se trata de la efectividad de la vitaminoterapia de forma aislada, sino
que es también muy importante el cumplimiento de la dieta con potencial antioxidante.
Algunos autores plantean el uso de antioxidantes como controvertido dadas las
experiencias clinicas en la neuroproteccién que han sido generalmente negativas,
fundamentalmente con los antioxidantes clasicos como la vitamina C y vitamina E pues
la selectividad de la BHE, reduce la difusion de esta Gltima.?8°-2%2 Sin embargo, otros
plantean la necesidad de tratamiento antioxidante concomitante con una dieta rica en
vitaminas antioxidantes en sus fuentes naturales y no en suplementos, ya que esto permite
que interacten en forma sinérgica con otros nutrientes organicos e inorganicos presentes
en los alimentos, potenciandose asi la capacidad antioxidante.?8*

Es importante resaltar la notable interaccidén existente entre vitaminas y minerales
respecto a sus efectos antioxidantes. Mientras las vitaminas actGan donando o aceptando
electrones en las reacciones de 6xido-reduccion, los minerales regulan la actividad de las
enzimas antioxidantes. Algunos autores han investigado el efecto de la suplementacién
de la mezcla de vitaminas y minerales, describiendo efectos favorables sobre los niveles
plasméticos de MDA. Sin embargo, no observaron efectos de las vitaminas C y E sobre
los niveles de MDA cuando no se mezclaron con otras vitaminas y minerales,?® lo que
pudiera ser la explicacion de los resultados obtenidos, a lo que se le suma la no adherencia
en su totalidad a la dieta orientada referida por familiares de los pacientes estudiados.
También se debe sefialar que el efecto antioxidante de las vitaminas y minerales depende

ademas de otros factores, entre ellos la absorcion y biodisponibilidad en condiciones
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fisiolégicas, concentracion plasmatica o sérica ideal para desempefiar su actividad

antioxidante, el tipo de radicales libres o especies reactivas generados en el proceso

oxidativo, el compartimento donde fueron generados, la heterogeneidad individual, entre
otras,?% condiciones todas que no se tuvieron en cuenta en el disefio de la investigacion

y que pueden resultar en discrepancias con otros estudios al valorar e interpretar los

resultados.

Otro elemento a tener en cuenta es que con el uso de la terapia antioxidante prescripta no

se reportaron reacciones adversas en ningun caso por lo que se considera que la dosis

recomendada ademas de tener un efecto antioxidante en algunos marcadores, estuvo en
un rango de dosificacion no toxico.

3.6 Conclusiones parciales

- La terapia antioxidante con vitaminas asociadas a modificaciones nutricionales
constituyd un recurso terapéutico importante para modificar los marcadores de dafio
oxidativo a proteinas y concentraciones plasmatica de peroxidos totales en nifios con
autismo primario; sin embargo, dicha terapia no logré un adecuado control de la
peroxidacion lipidica.

- La terapia antioxidante no fue capaz de incrementar los niveles de antioxidantes
enzimaticos depuradores de ERO, fundamentalmente de la catalasa intraeritrocitaria.
Los componentes del plasma para reducir las sustancias oxidadas, respondieron
adecuadamente al desbalance redox. Los tioles proteicos libres en el plasma no se
modificaron lo suficiente para contrarrestar la peroxidacion lipidica.

3.7 Limitaciones

Hay ciertas limitaciones que deben tenerse en cuenta al interpretar los resultados. En

primer lugar, el tamafio de la muestra no es suficientemente grande para generalizar los

resultados, y aunque proporciona la potencia estadistica necesaria para los analisis
cuantitativos, algunos analisis categéricos pueden sufrir limitaciones de potencia debido

al nimero relativamente pequefio de casos.
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En segundo lugar, la terapia antioxidante utilizada se limito a tres vitaminas (vitamina E,
Vitamina C y &cido félico), sin embargo otros autores han descrito buenos resultados con
la utilizacion de un nimero superior de vitaminas y oligoelementos (cobre, zinc, selenio,
magnesio, hierro, entre otras).

En tercer lugar, el disefio de la investigacion se limitd a ofrecer recomendaciones
nutricionales a los padres sobre frecuencias y tipo de alimento que debian o no, consumir
sus hijos. Dada las caracteristicas del fenotipo conductual de estos pacientes (selectividad
alimentaria), se hizo muy dificil garantizar un adecuado control de los requerimientos
dietéticos establecidos, lo que puede tener su influencia en los resultados y por
consiguiente en la eficacia de la terapia antioxidante prescripta.

En cuarto lugar, las posibles variaciones del fenotipo conductual y de lenguaje no se
evaluaron en los dos tiempos del estudio (to...t1), es decir, previo al inicio de la terapia
antioxidante y al corte realizado seis meses después, dado que para ello se necesitaba de
la participacion de recursos humanos que no forman parte de la investigacion, los casos
provienen de diferentes instituciones de salud del pais y la posible falta de homogeneidad
en la evaluacion que debia realizarse basicamente por expertos en psiquiatria infantil,
psicologia, logopedia y neuropediatria.

En quinto lugar, no hubo control sobre la dieta recomendada ni se cuantificaron los
niveles séricos de las vitaminas utilizadas, ni de otras sustancias endogenas como
transferrina y ceruloplasmina, en un antes y un despues, y de esta forma determinar si la
prescripcion realizada en el asesoramiento genético tenia accion antioxidante.

En sexto y dltimo lugar, se demostraron cambios en la concentracion de marcadores de
estrés oxidativo en la sangre periférica de nifios con autismo, pero se desconoce en qué
medida las mediciones periféricas reflejan la actividad del estrés oxidativo a nivel
cerebral. Las muestras de liquido cefalorraquideo pueden ser (tiles para comprender
mejor el posible papel causal del desbalance redox en este trastorno, aunque éticamente
es practicamente imposible obtener muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes

pediatricos con estos fines.
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3.8. Otras consideraciones

Como resultado de la investigacion, se realizé un algoritmo de trabajo del procedimiento
seguido para el diagndstico, clasificacion, evaluacion y toma de conductas con pacientes
que asisten a consultas de genética clinica referidos de las consultas multidisciplinarias
con autismo primario, lo que permite ofrecer un mejor asesoramiento genético a
familiares de los afectados (Anexo 31); a la vez que se incluyen dentro de los anexos
documentos que son de interés en la practica clinica, como son los fundamentos para la
estimacion del riesgo de recurrencia en familiares de individuos afectados (Anexo 32).
También se detallan un grupo de orientaciones para estimular el neurodesarrollo en nifios
con trastornos generalizados del desarrollo, que incluyen actividades para estimular
conductas positivas, la comunicacion, las relaciones sociales, desarrollar la actividad

intelectual y la independencia (Anexo 33).
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CONCLUSIONES

1. Los antecedentes de enfermedades heredofamiliares neuropsiquiatricas, de avanzada
edad de los padres en el momento de la concepcidon, y de factores ambientales
prenatales y perinatales relacionados con eventos hipoxémicos, constituyeron factores
de riesgo para el autismo primario en la muestra de nifios cubanos estudiados.

2. El aporte de los factores genéticos y ambientales en el autismo primario fue muy
heterogéneo y varié segun los casos, estableciéndose que algunos de ellos tenian
mayor magnitud en esa contribucion.

3. La presencia de rasgos dismorficos como resultados de eventos prenatales de
naturaleza inespecifica fueron frecuentes en nifios con autismo primario. Se
describieron dismorfias en todas las regiones anatomicas del cuerpo y en especial el
excesivo crecimiento cefalico postnatal, el cual resultdé el hallazgo mas
significativamente relacionado con dicho trastorno.

4. La terapia antioxidante recomendada durante el asesoramiento genético, no logré un
adecuado balance redox en nifios con autismo primario, en especial, de los marcadores
vinculados con el proceso de peroxidacion lipidica. Tampoco logroé una adecuada

respuesta de los sistemas depuradores de ERO.
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RECOMENDACIONES

1. Proponer a la Red Nacional de Genética Médica continuar la investigacion con la
secuenciacion de paneles de genes involucrados en la patogenia del autismo primario
que podrian estar presentes en los casos cubanos y ofrecerlo en la préctica asistencial
como una herramienta para identificar individuos en riesgo y asi adoptar medidas
preventivas y estrategias terapéuticas personalizadas.

2. Proponer a la Red Nacional de Genética Médica un algoritmo de trabajo para los
pacientes con diagnostico de autismo y recomendaciones Utiles en el asesoramiento
genético que deben ser personalizadas en cada caso (Anexos 31-33).

3. Proponer a la Red Nacional de Genética Médica continuar la investigacion con un
estudio cuasiexperimental de estrategia longitudinal para evaluar impacto en el estado
redox y clinico (neuroconductual y psicolinguistico) de individuos con autismo
primario que utilicen una terapia antioxidante.

4. Proponer a la industria alimentaria de Cuba la elaboracién de productos bajos en
gluten y caseina, con los requerimientos nutricionales adecuados para los nifios con
autismo primario que les permita mejorar los indicadores de estrés oxidativo y de
forma general su estado de salud integral.

5. Proponer a la industria farmacéutica cubana realizar un ensayo clinico con una
formulacidn oral para uso pediatrico en concentraciones antioxidante que puedan ser
utilizadas en terapias a nifios autistas con estrés oxidativo alterado. Se debe considerar
gue contengan vitaminas (vitamina A, C, D, E, biotina, B6, B12, acido folinico),
minerales (zinc, cobre, magnesio, selenio, hierro), L-carnitina, &cidos grasos omega

3y6.
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Anexo 1. Diagrama de flujo para seleccion de la bibliografia
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Anexo 2. Diferencias entre autismo primario y autismo sindromico

Primario Sindrémico

Causa desconocida Causa conocida

En muchos casos la base genética se

Base genética poco esclarecida
conoce

Pronostico determinado por la

Prondstico inicial incierto
enfermedad de base

Ausencia de marcador bioldgico del

Pueden haber marcadores biologicos
trastorno de base

Predominio determinado por el

Predominio en sexo masculino . .
trastorno primario

Discapacidad intelectual en el 70 % en el

3 - Discapacidad intelectual casi constante
autismo clésico

Amplio espectro de gravedad Predominan casos graves

Fuente: referencia bibliogréafica 40



Anexo 3. DSM-5. Criterios diagnosticos de trastornos del espectro autista

A. Déficits persistentes en la comunicacion social y en la interaccion social en
multiples contextos, como se manifiesta por todo lo siguiente, actualmente o por los

antecedentes (los ejemplos son ilustrativos pero no exhaustivos).

1. Las deficiencias en la reciprocidad socioemocional varian, por ejemplo, desde
un acercamiento social anormal y fracaso de la conversacion normal en ambos
sentidos, pasando por la disminucion en intereses, emociones o afectos compartidos,

hasta el fracaso en iniciar o responder a interacciones sociales.

2. Las deficiencias en las conductas comunicativas no verbales utilizadas en la
interaccion social varian, por ejemplo, desde una comunicacion verbal y no verbal
poco integrada, pasando por anomalias del contacto visual y del lenguaje corporal
o deficiencias de la comprensiéon y el uso de gestos, hasta una falta total de

expresion facial y de comunicacion no verbal.

3. Las deficiencias en el desarrollo, mantenimiento y comprension de las relacion varian,
por ejemplo, desde dificultades para ajustar el comportamiento en diversos contextos
sociales, pasando por dificultades para compartir juegos imaginativos o para hacer

amigos, hasta la ausencia de interés por otras personas.

Especificar la severidad actual: la gravedad se basa en deterioros de la comunicacion

social y en de comportamientos repetitivos y restringidos.




B. Patrones repetitivos y restringidos de conductas, actividades e intereses, que se
manifiestan en, al menos dos de los siguientes sintomas, actuales o pasados (los

ejemplos son ilustrativos, no exhaustivos):

1. Movimientos motores, uso de objetos o habla estereotipados o repetitivos (ejemplo,
movimientos motores estereotipados simples, alinear objetos, dar vueltas a objetos,

ecolalia, frases idiosincrasicas).

2. Insistencia en la igualdad, adherencia inflexible a rutinas o patrones de
comportamiento verbal y no verbal ritualizado (ejemplo, malestar extremo ante
pequeiios cambios, dificultades con las transiciones, patrones de pensamiento rigidos,
rituales para saludar, necesidad de seguir siempre el mismo camino o comer siempre lo

mismo).

3. Intereses altamente restringidos, obsesivos, que son anormales por su intensidad o su
foco (ejemplo, apego excesivo 0 preocupacion excesiva con objetos inusuales,

intereses excesivamente circunscritos 0 perseverantes).

4. Hiper o hiporeactividad sensorial o interés inusual en aspectos sensoriales del
entorno (ejemplo, indiferencia aparente al dolor/temperatura, respuesta adversa a
sonidos o texturas especificas, oler o tocar objetos en exceso, fascinacion por las luces

u objetos que giran).

Especificar la severidad actual: la severidad se basa en la alteracion social y
comunicativa y en la presencia de patrones de comportamientos repetitivos y

restringidos.




C. Los sintomas deben estar presentes en el periodo de desarrollo temprano (aunque
pueden no manifestarse plenamente hasta que las demandas del entorno excedan
las capacidades del nifio, 0 pueden verse enmascaradas en momentos posteriores

de la vida por habilidades aprendidas).

D. Los sintomas causan alteraciones clinicamente significativas a nivel social,

ocupacional o en otras areas importantes del funcionamiento actual.

E. Estas alteraciones no se explican mejor por la presencia de una discapacidad
intelectual (trastorno del desarrollo intelectual) o un retraso global del desarrollo.
La discapacidad intelectual y el trastorno del espectro de autismo con frecuencia
coocurren; para hacer un diagnéstico de comorbilidad de trastorno del espectro de
autismo y discapacidad intelectual, la comunicacidn social debe estar por debajo de

lo esperado en funcidn del nivel general de desarrollo.

Fuente: referencia bibliogafica 1



Anexo 4. CIE-11. Criterios diagnosticos de trastornos del espectro autista

Elementos principales

1. Déficit persistente y no apropiado a la edad y nivel de desarrollo intelectual
para sostener: comunicacion social e interaccion social reciproca.
Las manifestaciones varian con la edad, desarrollo verbal e intelectual, asi

como con la severidad del trastorno

a. Limitaciones en comprender, interesarse o responder a las comunicaciones
sociales verbales y no verbales de otros.

b. Comprender la integracion de componentes verbales y no verbales como el
contacto visual, gestos, expresiones faciales, lenguaje corporal. Estos
comportamientos no verbales también pueden estar reducidos en frecuencia
e intensidad.

c. Limitaciones en comprender el uso del lenguaje en el contexto social
apropiado y en la habilidad para sostener conversaciones reciprocas.

d. Limitaciones para reconocer claves sociales, esto conduce a
comportamientos que no estan modulados apropiadamente de acuerdo a
determinado contexto social.

e. Limitaciones en la habilidad para imaginar y responder a los sentimientos,
estados emocionales y actitudes de los otros.

f. Limitaciones para compartir intereses.

g. Limitaciones para establecer y mantener relaciones con sus pares.




2. Patrones de comportamiento e intereses restrictivos, repetitivos e inflexibles o
actividades que son claramente atipicas o excesivas para la edad del individuo,

Su género y contexto sociocultural.

a. Falta de adaptabilidad a nuevas experiencias y circunstancias, esto asocia
cierto distrés que puede ser evocado incluso por cambios triviales en el
ambiente que le es familiar o frente a eventos no anticipados.

b. Inflexibilidad o adherencia al seguimiento estricto de determinadas rutinas.

c. Excesiva adherencia a reglas.

d. Patrones excesivos o persistentes de rituales.

e. Patrones de movimientos repetitivos y estereotipados, particularmente
comunes en la nifiez temprana. Ejemplo: balanceos, marcha atipica (de
puntillas, por ejemplo), movimientos inusuales de las manos o los dedos,
posturas no usuales.

f. Persiste preocupacion con uno 0 mas intereses especiales, partes de objetos,
tipos de estimulos o adherencia inusualmente fuerte a objetos particulares.

g. Hipersensibilidad o hiposensibilidad a estimulos sensoriales o interés en
estimulos sensoriales que puede incluir sonidos, luces, texturas, olores,

sabores, calor, frio o dolor.

El inicio es en la etapa temprana del desarrollo, tipicamente en la nifiez o infancia
temprana. Los sintomas y signos pueden no estar claramente evidentes sino hasta mas

tardiamente cuando las demandas sociales exceden a las capacidades.




Los sintomas y signos son lo suficientemente severos para producir disfuncion
importante en el funcionamiento personal, familiar, social, educativo, ocupacional o en
otras &reas importantes para el funcionamiento del individuo. Muchos individuos con
TEA son capaces de funcionar adecuadamente en diferentes contextos con esfuerzo, de

manea que pueden no resultar evidentes sus manifestaciones o conductas a otros.

Fuente: referencia bibliogafica 44



Anexo 5. Sefales de alerta para el autismo

Inmediatas

No balbucea, no hace gestos (sefialar, decir adiés con la mano) a los 12 meses

No dice palabras sencillas a los 18 meses

No dice frases espontaneas de dos palabras (no ecolélicas) a los 24 meses

Cualquier pérdida de habilidades del lenguaje o a nivel social a cualquier edad

Antes de los 12 meses

Poca frecuencia del uso de la mirada dirigida a personas

No muestra anticipacion cuando va a ser cogido

Falta de interés en juegos interactivos simples

Falta de sonrisa social

Falta de ansiedad ante los extrafios sobre los 9 meses

Después de los 12 meses

Menor contacto ocular

No responde a su hombre

No sefiala para pedir algo

No muestra objetos

Respuesta inusual ante estimulos auditivos

Falta de interés en juegos interactivos simples

No mira hacia donde otros sefialan

Ausencia de imitacion espontanea

Ausencia de balbuceo social/comunicativo como si conversara con el adulto

Entre los 18-24 meses

No sefiala con el dedo para compartir un interés

Dificultades para seguir la mirada del adulto.

No mirar hacia donde otros sefialan

Retraso en el desarrollo del lenguaje comprensivo y/o expresivo

Falta de juego funcional con juguetes o presencia de formas repetitivas de juego con objetos

Ausencia de juego simbdlico

Falta de interés en otros nifios o hermanos

No suele mostrar objetos

No responde cuando se le llama

No imita ni repite gestos 0 acciones que otros hacen

Pocas expresiones para compartir afecto positivo

Antes usaba palabras, pero ahora no

Fuente: referencia bibliogréafica 43



Anexo 6. Distribucion de casos en nimero y porciento segun provincia de residencia
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Anexo 7. Historia clinica genética

§ubdireccién: Asistencia Médica PNO:
Area o Lab: SAM.EVE.009 RSAM.009
Edicion: 01

HISTORIA CLINICA Folio:

No. H.C.
HISTORIA Y EXAMEN FiSICO.
Hospital Fecha:

Nombre

Fecha de nacimiento Edad: Sexo: Raza:
Direccion:

Centro y especialidad que remite:

Area de Salud: Natural de:

Motivo de consulta:

PADRE (nombre, edad, escolaridad y ocupacion)

MADRE (nombre, edad, escolaridad y ocupacion)

HISTORIA REPRODUCTIVA:

EMBARAZO FECHA PRODUCTO

HISTORIA DEL EMBARAZO DEL PROPOSITUS:

Edad gestacional al parto: Amenaza de aborto especificar)

Movimientos fetales (ausentes, fuertes, débiles):

Aclarar trimestre, tiempo, tratamiento y dosis en relacion a:

Infecciones:

Drogas (medicamentos, alcohol, cigarro, otras):

Radiaciones:

Enfermedades maternas:

Historia de infertilidad:

Otros:

ESTUDIOS PRENATALES (tipos, edad gestacional, resultados):

ANTECEDENTES FAMILIARES (abortos, infertilidad, mortinatos, malformados, retraso, epilepsia u
otras enfermedades genéticas)

ARBOL GENEALOGICO (dibujar al dorso de la hoja, no menos de tres generaciones)



HISTORIA PERINATAL Y DESARROLLO PSICOMOTOR:

Parto:

Peso: Talla: CC.: APGAR:
ANOTACIONES DE NEONATOLOGIA:

Succidn (intolerancia a la leche:

Cianosis: Ictero: Convulsiones:

Otros (incluye hipotonia, ausencia de reflejo, hipertonia):

Sostuvo la cabeza: Se sento: Se paré: Camino:
Control de esfinteres: Lenguaje:

HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD (Al dorso de la hoja)
EXAMEN FISICO:
Talla: Brazada: Seg. Inferior: Cc.C

Percentiles: (aclarar tablas utilizadas):

ORDEN DEL EXAMEN FISICO:
CABEZA (craneo, cara, mentdn, orejas, 0jos, nariz, boca, cavidad
oral):

CUELLO:

TORAX:

ABDOMEN:

EXTREMEDIDAES (articulaciones, manos y pies):

COLUMNA VERTEBRAL:

PIEL:

GENITALES Y DESARROLLO SEXUAL:

NEUROMUSCULAR (reflejos, hipotonia, hipertonia, hipertrofia, hipotrofia, atrofia, sensibilidad al
dolor, convulsiones, ceguera, sordera, otros)

RETRASO MENTAL:

RETRASO DEL LENGUAJE Y CARATERISTICAS DE LA VOZ:

TRASTORNOS DE CONDUCTA:

IMPRESION DIAGNOSTICA:

EXAMENES QUE SE INDICAN E INTERCONSULTAS:

ORIENTACIONES:

DISCUSION DIAGNOSTICA (al dorso de la hoja)
DIAGNOSTICO DEFINITIVO:

ASESORAMIENTO GENETICO Y EVOLUCIONES:




Anexo 8. Instrumento de recoleccion de datos para casos

Estrato: Nombre y apellidos. HC

Servicio donde se atiende: IMM MYB

ARBOL GENEALOGICO:

ANTECEDENTES FAMILIARES:

¢Quién?

— Trastornos del lenguaje

— Autismo

— Discapacidad intelectual

— Enfermedad psiquiatrica

— Enfermedad genética

— Epilepsia

— Otras:

ANTECEDENTES PRENATALES:

Edad materna a la captacion: anos
Edad paterna a la captacion: afios

— Vacunacion con gammaglobulina hiperinmune Anti D

— Sangramiento durante la gestacién Amenaza de aborto

— Diabetes pregestacional Diabetes gestacional

— Hipertension arterial Asma bronquial

— Anemia (menor de 10 g/L) Hipotiroidismo

— Fumadora activa Consumo de bebidas alcoholicas
— Restriccion del crecimiento intrauterino Embarazo multiple

— Oligoamnios Polihidramnios

— Uso de medicamentos durante el embarazo

o Cuél:

— Infeccién durante el embarazo

o Cual:




ANTECEDENTES PERINATALES:

— Trabajo de parto
____Normal ___Prolongado ___Inducido ___ Precipitado
— Rotura Prematura de Membranas
— Tipo de parto
___ Eutdcico ___Instrumentado ___ Cesarea de urgencia __ Cesarea electiva

— Presentacion fetal

Normal Pelviana
De frente De cara
De nalgas Transverso

— Complicaciones del cordon umbilical

____ Prolapso ___ Circular al cuello ____ Brevedad
— Liquido amniotico meconial
— Edad gestacional al nacer

— Pretérmino

— Atérmino

— Postérmino

RESULTADOS LABORATORIO ESTRES OXIDATIVO

Marcadores 1ra 2da Valores de Referencia:
Muestra | Muestra Promedio (IC del 95%)

MDA 0,70 [0,53 - 0,87] pmol/L
PAOP 38,76 [26,82 - 50,70] umol/L
FOX 1,15[1 - 2,81] pmol/L
SOD1 169,59 [161,83 - 177,35] U/ml
CAT 72,88 [67,61 - 78,14] U/ml
Relacion SOD1/CAT 2,44 [2,23 - 2,64]
GPx 41360,45 [29913,46 - 52807,44] U/ml
GSH 128,00 [60,55 - 195,45] U/ml
Capacidad Antioxidante Total 0,16 [0,14 - 0,18] pumol Fe?*/L




Anexo 9. Instrumento de recoleccion de datos para controles

Estrato: Nombre y apellidos.

ARBOL GENEALOGICO:

ANTECEDENTES FAMILIARES:

¢Quién?

Trastornos del lenguaje

Autismo

Discapacidad intelectual

Enfermedad psiquiatrica

Enfermedad genética

Epilepsia
Otras:

ANTECEDENTES PRENATALES:

Edad materna a la captacion: anos

Edad paterna a la captacion: afios

Vacunacion con gammaglobulina hiperinmune Anti D

Sangramiento durante la gestacion
Diabetes pregestacional

Hipertension arterial

Anemia (menor de 10 g/L)

Fumadora activa

Restriccion del crecimiento intrauterino
Oligoamnios

Uso de medicamentos durante el embarazo

o Cuél:

Amenaza de aborto

Diabetes gestacional

Asma bronquial

Hipotiroidismo

Consumo de bebidas alcoholicas
Embarazo multiple

Polihidramnios

Infeccion durante el embarazo

o Cual:




ANTECEDENTES PERINATALES:

— Trabajo de parto
____Normal ___Prolongado
— Rotura Prematura de Membranas
— Tipo de parto
___ Eutdcico ____Instrumentado
— Presentacion fetal
___Normal
__ Defrente
___De nalgas
— Complicaciones del cordon umbilical
____ Prolapso ___Circular al cuello

— Liquido amniotico meconial

Inducido ___ Precipitado

Pelviana
De cara

Transverso

___ Brevedad

Cesérea de urgencia Cesérea electiva

— Edad gestacional al nacer MENSURACIONES AL NACER
— Pretérmino Peso g
— Atéermino Talla cm
— Postérmino : . -
Circunferencia ceféalica: cm
EXAMEN FiSICO DISMORFOLOGICO
MENSURACIONES: Peso kg Talla cm Circunferencia cefalica: cm
CABEZA (craneo, cara, mentdn, orejas, 0jos, nariz, boca, cavidad
oral):
CUELLO:
TORAX:
ABDOMEN:

EXTREMEDIDAES (articulaciones, manos y pies):

COLUMNA VERTEBRAL.:

PIEL:

GENITALES Y DESARROLLO SEXUAL:

NEUROMUSCULAR (reflejos, hipotonia, hipertonia, hipertrofia, hipotrofia, atrofia, sensibilidad al

dolor, convulsiones, ceguera, sordera, otros)




Anexo 10. Formulario de Consentimiento Informado para padres y/o tutores de
pacientes con autismo primario

El Centro Nacional de Genética Médica, en colaboracion con otras instituciones de salud
del pais, pretende llevar a cabo una investigacion con el objetivo de estudiar los factores
de riesgo y la respuesta a una terapia antioxidante en nifios cubanos con diagndstico de
autismo, en los cuales la causa del trastorno no ha sido posible precisar.

Los resultados de dicha investigacion permitiran identificar pacientes con riesgos de ser
afectados, estableciéndose un diagnostico precoz que conllevard iniciar un tratamiento
adecuado Yy ajustado al caso, incluido en ello una intervencién en el area escolar. A su
hijo(a) o tutorado se le realizaran estudios de estrés oxidativo, al menos en dos ocasiones,
y en dependencia de los resultados se le prescribirdn recomendaciones nutricionales y
vitaminas con potencial antioxidante que ayudaran a mejorar su estado de salud.

La participacion de su hijo(a) o tutorado en este estudio sera voluntaria y en caso de no
querer formar parte del mismo esto no tendra repercusioén negativa sobre su persona,
podré recibir asistencia médica o cualquier otro servicio en la institucion de salud que asi
lo desee. Incluso si acepta y desea retirarse de la investigacion puede hacerlo en el
momento que asi lo decida.

Se le tomaran muestras de sangre segun los procedimientos convencionales por personal
técnico especializado, a partir de la cual se realizaran estudios de estrés oxidativo. Los
riesgos de la extraccion de sangre son poco frecuentes, pero pueden incluir dolor,
formacion de hematomas e infeccion del sitio de puncion, en tales casos se le informara
cual debe ser la conducta a seguir.

Sus datos personales no seran revelados, se utilizara clave numérica para garantizar la
confidencialidad de la informacién que so6lo sera conocida por los investigadores
participantes en el estudio. Los resultados de esta investigacion solo seran utilizados para
mejorar el diagnostico de esta enfermedad.

Para cualquier informacion, duda o reclamacion que puedan presentar, se pueden dirigir
a la consulta de Genética y Trastornos del Lenguaje del centro de salud donde recibe la
atencion, donde sera atendido por los investigadores del proyecto.

Yo después de haber sido informado(a), aclarar
mis dudas, conocer el proposito, los riesgos, ventajas y limitaciones de la investigacion,
doy mi consentimiento para la participacion de mi hijo(a) o tutorado en la investigacion
y lo expreso con la firma del presente documento.

Firma Grado de parentesco con el paciente
Investigador: Dr. Daniel Quintana Hernandez Firma:
Contacto: daniel.quintana@infomed.sld.cu Teléfonos: 72609651 / 47524417

Fecha: Observacion:




Anexo 11. Formulario de Consentimiento Informado para padres y/o tutores de los
controles

El Centro Nacional de Genética Médica, en colaboracion con otras instituciones de salud
del pais, pretende llevar a cabo una investigacion con el objetivo de estudiar los factores
de riesgo y la respuesta a una terapia antioxidante en nifios cubanos con diagndstico de
autismo, en los cuales la causa del trastorno no ha sido posible precisar.

Los resultados de dicha investigacion permitiran identificar pacientes con riesgos de ser
afectados, estableciéndose un diagnostico precoz que conllevara iniciar un tratamiento
adecuado Yy ajustado al caso, incluido en ello una intervencion en el area escolar.

Su hijo tiene la condicion de ser un nifio sano, que por las caracteristicas de su edad y
sexo ha sido seleccionado para participar en el estudio como control, a través de una
entrevista que se le realizara a usted sobre aspectos generales y relacionados al embarazo,
parto, desarrollo del nifio, antecedentes de enfermedades familiares y se le realizaran
mediciones de la talla y circunferencia cefélica asi como un examen fisico, por
especialistas de genética clinica de su area de salud.

La participacion de su hijo(a) o tutorado en este estudio serd voluntaria y en caso de no
querer formar parte del mismo esto no tendrd repercusion negativa sobre su persona,
podré recibir asistencia médica o cualquier otro servicio en la institucion de salud que asi
lo desee. Incluso si acepta y desea retirarse de la investigacion puede hacerlo en el
momento que asi lo decida.

No sera necesaria la toma de muestras de sangre ni ningun otro procedimiento médico,
por lo que la investigacidén no entrafia riesgos para el mismo. Sus datos personales no
seran revelados, se utilizard clave numérica para garantizar la confidencialidad de la
informacion que sélo seré conocida por los investigadores participantes en el estudio. Los
resultados de esta investigacion no reportard beneficios personales para su hijo pero si
seran utilizados para mejorar el diagndéstico de esta enfermedad.

Para cualquier informacion, duda o reclamacion, se pueden dirigir a la consulta de
Genética Clinica del Centro Municipal de Genética Médica correspondiente, y alli sera
atendido por el especialista que lo visito.

Yo después de haber sido informado(a), aclarar
mis dudas, conocer el proposito, los riesgos, ventajas y limitaciones de la investigacion,
doy mi consentimiento para la participacion de mi hijo(a) o tutorado en la investigacién
y lo expreso con la firma del presente documento.

Firma Grado de parentesco con el control

Genetista Clinico: Firma

Investigador: Dr. Daniel Quintana Hernandez Firma:

Contacto: daniel.quintana@infomed.sld.cu Teléfonos: 72609651 / 47524417

Fecha: Observacion:




Anexo 12. Dismorfias seguin regién topografica y grupo de estudio

Casos Controles
Dismorfias
N° (%) N° (%)
CABEZA - CUELLO

Macrocefalia 54 (42,9) 21 (16,7)
Frente amplia 24 (19,0) 5(4,0)
Puente nasal ancho 10 (8,0) 0(0,0)
Cara alargada 9(7,1) 4(3,2)
Orejas prominentes 9(7,1) 2 (1,6)
Puente nasal deprimido 8 (6,3) 0 (0,0)
Occipucio prominente 7 (5,6) 0 (0,0)
Narinas antevertidas 7 (5,6) 1(0,8)
Epicanto interno 7 (5,6) 1(0,8)
Ojos prominentes 5 (4,0) 0 (0,0)
Hélix engrosado 5 (4,0) 3(2,4)
Cuello corto 5(4,0) 0 (0,0)
Microcefalia 4(3,2) 0 (0,0)
Asimetria facial 4(3,2) 1(0,8)
Boca grande 4(3,2) 1(0,8)
Menton puntiagudo 4 (3,2) 3(2,4)
Punta nasal bulbosa 3(2,4) 1(0,8)
Ojos hundidos 3(2,4) 0 (0,0)
Labios gruesos 3(2,4) 3(2,4)
Frente estrecha 2 (1,6) 0 (0,0)
Estrabismo convergente 2 (1,6) 1(0,8)
Plagiocefalia 1(0,8) 0(0,0)
Hipoplasia medio facial 1(0,8) 0(0,0)
Pinzamiento de alas de la nariz 1(0,8) 0(0,0)
Ojos almendrados 1(0,8) 1(0,8)
Hipertelorismo 1(0,8) 0 (0,0)
Hipotelorismo 1(0,8) 0 (0,0)
Orejas pequefias 1(0,8) 1(0,8)
Paladar alto 1(0,8) 1(0,8)
Labio superior fino 1(0,8) 0(0,0)
Labio superior en carpa 1(0,8) 0(0,0)
Dientes pequefios 1(0,8) 0(0,0)
Mentén hendido 1(0,8) 1(0,8)




MIEMBROS SUPERIORES E INFERIORES

Hiperlaxitud articular 17 (13,5) 0 (0,0)
Clinodactilia del quinto dedo de la mano 10 (7,9) 1(0,8)
Pie plano 9(7,1) 8 (6,3)
Sindactilia 9(7,1) 2 (1,6)
Pliegue simio unilateral 3(2,4) 4(3,2)
Pliegue simio bilateral 2 (1,6) 0(0,0)
Falanges distales afinadas 1(0,8) 0(0,0)
Manos cortas 1(0,8) 0(0,0)
Manos secas 1(0,8) 0 (0,0)
Genus valgo 1(0,8) 0(0,0)
ggr);?:cmn entre primer y segundo dedo 1(0.8) 1(0.8)
TRONCO COLUMNA VERTEBRAL
Mamila supernumeraria 2 (1,6) 0(0,0)
Pectus carinatum 2 (1,6) 0(0,0)
Hernia umbilical 1(0,8) 0(0,0)
Sobrecrecimiento de vertebras dorsales 1(0,8) 0(0,0)
Cifoescoliosis 1(0,8) 0(0,0)
GENITALES
Prepucio redundante 5 (4,0) 2 (1,6)
Criptorquidia 3(2,4) 0 (0,0)
Escroto en chal 2 (1,6) 0(0,0)
Hipoplasia testicular unilateral 1(0,8) 0(0,0)
TEGUMENTOS
Manchas café con leche 13 (10,3) 8 (6,3)
Mancha hipocromica 10 (7,9) 3(2,4)
Xinofris 5 (4,0) 0 (0,0)
Cejas pobladas 5 (4,0) 1(0,8)
Implantacion anémala del cabello 4(3,2) 0 (0,0)
Hirsutismo 3(2,4) 1(0,8)
Discromia del cabello 3(2,4) 0 (0,0)
Efélides 3(2,4) 5 (4,0)
Cejas bien alineadas 2 (1,6) 0 (0,0)
Nevo hipercrémico 2 (1,6) 1(0,8)
Vorticilo de pelo doble 2 (1,6) 0(0,0)
Vorticilo de pelo regién frontal 1(0,8) 0(0,0)
Pestafias largas 1(0,8) 0(0,0)




Anexo 13. Distribucion de casos y controles segin medicamentos utilizados en etapa

prenatal
MEDICAMENTOS UTILIZADOS

18

16

14

12

10

8

6

4

: . a o ol &

. i

A B C D E F G H
B Casos 2 1 1 11 4 3 3 18
EControles 0 0 2 5 2 2 1 15
W Casos m Controles
LEYENDA:

A. Paracetamol (p=0,498%) F. Prednisona (p=1,000?)
B. Sertralina (p=1,000%) G. Carbamazepina (p=0,622%)
C. Otros antidepresivos (p=1,000%) H. Otros (p=0,575?)

D. Metildopa (p=0,117%)
E. Salbutamol (p=0,684%)

a: prueba exacta de Fisher



Anexo 14. Distribucion de casos y controles segun infecciones maternas en etapa

prenatal
INFECCIONES MATERNAS
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0
A B C
Casos 18 9 18
Controles 15 8 18 6
B Casos H Controles
LEYENDA:

A. Infeccion respiratoria alta (p=0,709%)
B. Infeccion del tracto urinario (p=0,802%)
C. Infeccién vaginal (p=1,000%)

D. Otras (p=0,423%)

a: prueba Chi cuadrado (%) con correccién



Anexo 15. Curva ROC con las probabilidades de padecer de autismo segun el

modelo de regresion logistica condicional estimado
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Anexo 16. Propuesta del panel cubano para el diagnéstico de autismo primario por

estudios de secuenciacion de nueva generacion

A. Simbolo oficial
(HGNC?)
# | B. Nombre oficial completo Funcion
C. NCBI GeneP
D. Locus
El gen ANK3 se expresa en el cerebro. Esta asociado
con la dindmica de los microtdbulos a través de un
A. ANK3 mecanismo dependiente de GSK3/CRMP2. También
B. ankyrin 3 implicado en vias relacionadas con la regulacion y la
1
C. 288 funcién de los microtibulos, especificamente la
D. 10g21.2 sefializacion y orientacion axonal, la fusion de
vesiculas, la organizacion del citoesqueleto y la
extension de las protuberancias celulares.
La proteina codificada por este gen pertenece a la
familia de las proteinas quinasas ser/thr. Es la
subunidad catalitica de la proteina quinasa activada
por AMP 5' (AMPK). AMPK es un sensor de energia
A. AMPK
celular conservado en todas las células eucariotas. La
B. AMP-activated protein
actividad quinasa de AMPK es activada por los
2 kinase
estimulos que aumentan la relacion AMP/ATP celular.
C. 9376
AMPK regula las actividades de varias enzimas
D. 5p13.1
metabdlicas claves a través de la fosforilacién. Protege
a las células del estrés que causa el agotamiento de
ATP al desactivar las vias biosintéticas que consumen
ATP.




. CACNA1H
. Calcium voltage-gated

channel subunit alphal H

. 8912

. 16p13.3

Este gen codifica un miembro de tipo T de la familia
de subunidades alfal, una proteina en el complejo del
canal de calcio dependiente de voltaje. Los canales de
calcio median la entrada de iones de calcio en la célula
tras la polarizacion de la membrana y consisten en un
complejo de subunidades alfal, alfa2/delta, beta y
gamma en una proporcion de 1:1:1:1. La subunidad
alfal tiene 24 segmentos transmembrana y forma el
poro a traves del cual los iones pasan al interior de la
célula. Hay multiples isoformas de cada una de las
proteinas en el complejo, ya sean codificadas por
diferentes genes o como resultado de empalmes
alternativos de transcritos. Se han caracterizado
variantes de empalme transcripcional alternativos, que
codifican diferentes isoformas del gen. Se expresa
ampliamente en tejidos de mamiferos y células
excitables, incluido el cerebro donde se expresa en
gran medida en el tdlamo, el hipocampo, la amigdala
y el putamen, regula la concentracion de calcio
intracelular y juega un papel importante en la
activacion neuronal y en la liberacion de

neurotransmisores.

. CHD8

. Chromodomain helicase

DNA binding protein 8

. 57680

. 14q11.2

Este gen codifica un miembro de la familia de
proteinas de uniéon cromodominio ADN helicasa. Se
ha demostrado que este gen funciona en varios
procesos que incluyen la regulacion transcripcional,
remodelacion epigenética, proliferacion celular y

regulacion de la sintesis de ARN. Las variantes




alélicas de este gen estan asociadas con el trastorno del

espectro autista.

CNTN4
Contactin 4

152330

o o w >

3p26.3p26.2

Este gen codifica un miembro de inmunoglobulinas de
la familia de la contactinas. Las contactinas son
moléculas de adhesion celular asociadas a axones que
funcionan en la formacion y plasticidad de redes
neuronales. La proteina codificada por este gen es una
proteina de la membrana neuronal que puede
desempefiar un papel en la formacion de conexiones

axonicas en el sistema nervioso en desarrollo.

A. HERC2
B.HECT and RLD domain
containing E3 ubiquitin

protein ligase 2

Este gen pertenece a la familia de genes HERC,
codifica el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano. Se desplaza entre el nucleo y el
citoplasma y funciona como una ligasa de ubiquitina
E3 para la ubiquitinacién y degradacion de proteinas
dianas, como activador de otras ligasas de ubiquitina

E3 y como adaptador para el ensamblaje de proteinas

C.8924
de respuesta al dafio del ADN. Las variaciones
D.15q13.1
genéticas en este gen estdn asociadas con la
variabilidad de la pigmentacién de la piel, cabellos y
0jos.
La proteina codificada por este gen se une al ARN y
A. FMR1 se asocia con polisomas. La proteina codificada esta

B. Fragile X messenger
ribonucleoprotein 1

C. 2332

D. Xq27.3

implicada en el trafico de ARNm desde el nicleo hasta
el citoplasma. La expansién de trinucledtidos CGG
mayor de 200 repeticiones en la region 5’ no traducida
del gen FMR1 desencadena una cascada de

modificaciones epigenéticas, resultando en la




deficiencia 0 ausencia completa del producto
codificado, FMRP. Esta es una proteina selectiva de
unién al ARNm que regula (reprime) la traduccién de
un subconjunto de ARNm dendriticos desempefiando
un papel clave en la maduracion sinaptica, la funcion
y plasticidad neuronal. Su ausencia provoca aumento
de la sintesis de proteinas dendriticas a nivel
postsindptico 'y, por  consiguiente,  genera

disregulacion de la sinapsis.

Este gen pertenece a la subfamilia P de la familia de

factores de transcripcion Forkhead box (FOX). Los

A. FOXP1
factores de transcripcion Forkhead box juegan un
B. Forkhead box P1
8 papel importante en la regulacion de la transcripcién
C. 27086
de genes especificos del desarrollo y de la edad adulta.
D. 3p13
La proteina Forkhead box P1 contiene dominios tanto
de unién al ADN como de unién a proteinaproteina.
Este gen codifica un miembro de la familia de factores
de transcripcion que se expresa en el cerebro fetal y
adulto, asi como en otros érganos, como los pulmones
A. FOXP2
y el intestino. Este gen es necesario para el desarrollo
B. Forkhead box P2
9 adecuado de las regiones cerebrales del habla y el
C. 93986
lenguaje durante la embriogénesis, y puede estar
D. 7g31.1
involucrado en una variedad de vias y cascadas
bioldgicas que pueden influir en el desarrollo del
lenguaje.
GABA es el principal neurotransmisor inhibidor que
10 | A. GABRA5S actta en los receptores GABAA del cerebro de los

mamiferos (la subunidad alfa5 forma canales de




B. Gamma-aminobutyric

acid type A receptor

subunit alphab

. 2558
. 15q12

cloruro controlados por ligandos). La conductancia del
cloruro de estos canales puede ser modulada por
agentes como las benzodiazepinas que se unen al
receptor GABAA. Se han identificado al menos 16
subunidades distintas de receptores GABAA. Se han
descrito variantes de transcripcion que utilizan los tres
codificantes  alternativos

primeros exones no

diferentes.

11

. GABRB3

. Gamma-aminobutyric

acid type A receptor

subunit beta3

. 2562
. 15q12

Este gen codifica un miembro de la familia de canales
i6nicos controlados por ligandos. La proteina
codificada es una de las subunidades de un canal de
cloruro de multiples subunidades que sirve como
receptor para el acido gamma-aminobutirico, un
importante neurotransmisor inhibidor del sistema
nervioso de los mamiferos. Este gen puede estar
asociado con la patogenia de varios trastornos,
incluidos el sindrome de Angelman, el sindrome de
Prader-Willi, epilepsia y autismo. GABRB3 se
expresa en el cerebro en desarrollo, es fundamental
para el ensamblaje y el trafico del receptor GABAA,
asi como para la diferenciacion de células madre en el

cerebro embrionario.

12

. KATNAL2

. Katanin catalytic subunit

Al like 2

. 83473
. 18¢21.1

Codifica una ATPasa de corte de microtubulos y son
esenciales para el ensamblaje del huso, la ciliogénesis,
la division celular y la motilidad celular. Se prevé que
participe en la organizacion de los microtdbulos
citoplasmaticos. Se estima que participe en la

arborizacion dendritica de neuronas en desarrollo.




13

LAMB1
Laminin subunit beta 1

3912

O 0 @ p

7931.1

Las lamininas son una familia de glicoproteinas de la
matriz extracelular y el principal constituyente no
colageno de las membranas basales. Se han implicado
en una amplia variedad de procesos biolégicos que
incluyen la adhesion celular, la diferenciacion, la
migracion, la sefializacion y el crecimiento de
neuritas. El gen LAMBI1 codifica la cadena Blde la
proteina laminina, presente en niveles bajos en el
suero e involucrada en la union celular y quimiotaxis.

Se expresa altamente en el cerebro.

14

A. LAMC3

B. Laminin subunit gamma 3
C. 10319

D. 9¢34.12

Las lamininas se han implicado en una amplia
variedad de procesos biologicos que incluyen la
adhesion celular, la diferenciacion, la migracion, la
sefializacion y el crecimiento de neuritas. Este gen
codifica la subunidad gamma 3 de la laminina que se
expresa en el cerebro fetal humano en desarrollo. A las
20 semanas posteriores a la concepcién, esta
ampliamente presente en la placa cortical, la capa
densa de neuronas piramidales posmigratorias, y en
niveles mas bajos en las zonas ventriculares y
subventriculares. LAMC3 alcanza su punto maximo
de expresion entre el desarrollo fetal tardio y la
infancia tardia, coincidiendo con el periodo de
organizacion cortical que tiene lugar después de la
proliferacion de células neurales madre y la migracion
de neuronas posmitdticas a la placa cortical. LAMC3

tiene una localizacion prominente en las regiones




temporo-occipital. Los hallazgos sugirieron un papel

para LAMC3 en la organizacion cortical.

15

. MECP2

. Methylcpg binding

protein 2

. 4204
. Xq28

La metilacién del ADN es la principal modificacion
de los genomas eucariotas y juega un papel esencial en
el desarrollo de los mamiferos. Las proteinas humanas
MECP2, MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4
comprenden una familia de proteinas nucleares
relacionadas por la presencia en cada una de un
dominio de unién a metil-CpG (MBD). Cada una de
estas proteinas, con la excepcion de MBD3, es capaz
de unirse especificamente al ADN metilado. MECP2,
MBD1 y MBD2 también pueden reprimir la
transcripcion de promotores de genes metilados. A
diferencia de otros miembros de la familia MBD,
MECP2 esta ligado al cromosoma X y esta sujeta a la
inactivacion del X. MECP2 es esencial para el
desarrollo embrionario. Las mutaciones del gen
MECP2 son la causa de la mayoria de los casos de
sindrome de Rett. EI empalme alternativo da como
resultado multiples variantes de transcripcién que

codifican diferentes isoformas.

16

. MTOR

. Mechanistic target of

rapamycin kinase

. 2475
. 1p36.22

La proteina codificada por este gen pertenece a una
familia de quinasas relacionadas con la
fosfatidilinositol quinasa. Estas quinasas median las
respuestas celulares al estrés, como el dafio al ADN y
la privacion de nutrientes. Esta quinasa es un
componente de dos complejos distintos, mMTORCL,

que controla la sintesis de proteinas, el crecimiento y




la proliferacion celular, y mTORC2, que es un
regulador del citoesqueleto de actina y promueve la
supervivencia celular y la progresion del ciclo celular.
Esta proteina actia como diana para la detencion del
ciclo celular y los efectos inmunosupresores del

complejo FKBP12-rapamicina.

Este gen codifica un miembro de una familia de

proteinas de superficie celular neuronal. Los

A. NLGN3 miembros de esta familia pueden actuar como
B. Neuroligin 3 ligandos especificos del sitio de empalme para las 3
17
C. 54413 neurexinas y pueden participar en la formacion y
D. Xqg13.1 remodelacion de las sinapsis del sistema nervioso
central. Las mutaciones en este gen pueden estar
asociadas con el autismo.
Este gen codifica un miembro de la familia de
proteinas carboxilesterasa /lipasa tipo . La proteina
codificada pertenece a una familia de proteinas de
A. NLGN4X
superficie celular neuronal. Los miembros de esta
B. Neuroligin 4 X-linked
18 familia pueden actuar como ligandos especificos del
C. 57502
sitio de empalme para las B neurexinas y pueden
D. Xp22.32p22.31
participar en la formacion y remodelacion de las
sinapsis del sistema nervioso central. Las mutaciones
en este gen se han asociado con el autismo.
Este gen codifica una proteina de membrana tipo | de
A. NRXN1
un solo paso que pertenece a la familia de las
B. Neurexin 1
19 neurexinas. Las neurexinas son receptores de la
C. 9378
superficie celular que se unen a las neuroliginas para
D. 2p16.3

formar complejos de neurexina / neurexina




dependientes de Ca (2+) en las sinapsis del sistema
nervioso central. Este complejo es necesario para una
neurotransmision eficaz y estd implicado en la

formacion de contactos sinpticos.

20

. POGZ

. Pogo transposable

element derived with

ZNF domain

. 23126
. 1921.3

La proteina codificada por este gen parece ser una
proteina con dedos de zinc que interactta con el factor
de transcripcion SP1. POGZ participa en la mitosis y
se expresa en el cerebro humano fetal y adulto. Se
supone que funciona como un regulador
transcripcional en redes moleculares cruciales para la
funcién neuronal. Se ha demostrado que POGZ se co-
expresa con genes asociados al autismo y la
discapacidad intelectual, involucrados en la
remodelacion de la cromatina y la transcripcion de

genes.

21

. PTEN

. Phosphatase and tensin

homolog

. 5728
. 10g23.31

Gen supresor de tumores. La proteina codificada por
este gen es una fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato-3-
fosfatasa. Contiene un dominio similar a la tensina, asi
como un dominio catalitico similar al de las proteinas
tirosina fosfatasas de doble especificidad. A diferencia
de la mayoria de las proteinas tirosina fosfatasas, esta
proteina desfosforila preferentemente los sustratos de
fosfoinositida. Regula negativamente los niveles
intracelulares de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato en
las células y funciona como un supresor de tumores al
regular negativamente la via de sefalizacion de

AKT/PKB.




Este gen codifica una gran proteina de matriz
extracelular secretada que se piensa que controla las

interacciones célula - célula criticas para el

A. RELN posicionamiento celular y la migracién neuronal
B. Reelin durante el desarrollo del cerebro. Esta proteina puede
22 | C. 5649 estar implicada en la esquizofrenia, el autismo, el
D. 7922.1 trastorno bipolar, la depresion mayor y en los defectos
de migracion asociados a la epilepsia del l6bulo
temporal. Las mutaciones de este gen se asocian con
lisencefalia autosémica recesiva con hipoplasia
cerebelosa.
Los canales de sodio dependientes de voltaje son
complejos de glicoproteinas  transmembrana
compuestos por una gran subunidad alfa con cuatro
dominios repetidos, cada uno de los cuales estd
A. SCN2A compuesto por seis segmentos que atraviesan la
B. Sodium voltage-gated membrana y una o mas subunidades beta reguladoras.
23 channel alpha subunit2 | Los canales de sodio dependientes de voltaje
C. 6326 funcionan en la generacién y propagacion de
D. 2g24.3 potenciales de accion en neuronas y masculos. Este
gen codifica un miembro de la familia de genes de la
subunidad alfa del canal de sodio. Las variantes
alélicas de este gen estan asociadas con trastornos
convulsivos y trastorno del espectro autista.
A. SHANK2 Este gen codifica un miembro de la familia de
o B. SH3 and multiple proteinas sindpticas Shank que puede funcionar como

ankyrin repeat domains

2

andamio molecular postsinaptico de la actividad

excitatoria.




. 22941
. 11913.3913.4

25

. SHANKS

B. SH3and multiple

ankyrin repeat domains

3

. 85358
. 22q13.33

Este gen es un miembro de la familia de genes Shank.
Las proteinas Shank actian en el andamiaje
multidominio de densidad postsinaptica que conectan
receptores de neurotransmisores, canales ionicos y
otras proteinas de membrana con el citoesqueleto de
actina y las vias de sefializacién acopladas a proteina
G. Las proteinas de Shank también desempefian un
papel en la formacidn de sinapsis y la maduracion de

las espinas dendriticas.

26

. SYNGAP1

. Synaptic Ras gtpase

activating protein 1

. 8831
. 6p21.32

Este gen codifica la proteina SynGAP (Ras activadora
de GTPasa, miembro del complejo receptor de N-
metil-D-aspartato). Se  expresa desde fases
embrionarias, principalmente en el cerebro. Es una de
las proteinas méas abundantes en la densidad
postsinaptica y en etapas iniciales del neurodesarrollo
también tiene una localizacién y funcion no sinéptica.
Regula la plasticidad sinaptica tanto a nivel estructural
como funcional (ya sea regulando la morfologia y
composicion de receptores de glutamato o modulando
procesos de potenciacion o inhibicién a corto y largo
plazo), eventos relacionados con la correcta
conectividad neuronal y el balance

excitatorio/inhibitorio. Las variantes alélicas de este




gen estan asociadas con la discapacidad intelectual y

el trastorno del espectro autista.

SLCO6A1

B. Solute carrier family 6

La proteina codificada por este gen es un transportador

de &cido gamma aminobutirico (GABA) que se

27 member 1 localiza en la membrana plasmatica. La proteina
C. 6529 codificada elimina el GABA de la hendidura sinéptica
D. 3p25.3 y lo restaura en las terminales presinapticas.
Este gen codifica una proteina de membrana integral
que transporta el neurotransmisor serotonina desde los
A. SLC6A4
espacios sinapticos hacia las neuronas presinapticas.
B. Solute carrier family 6
La proteina codificada termina la accion de la
28 member 4
serotonina y la recicla de manera dependiente del
C. 6532
sodio. Se ha demostrado que un polimorfismo de
D. 17q11.2
longitud repetida en el promotor de este gen afecta la
tasa de captacidn de serotonina.
Este gen es un gen supresor de tumores que codifica la
hamartina, proteina inhibidora del crecimiento. La
proteina codificada interactla con la proteina tuberina
A. TSC1 activadora de GTPasa y la estabiliza. Este complejo de
B. TSC complex subunit 1 | hamartina-tuberina  regula  negativamente la
29 | C. 7248 sefializacion del complejo de rapamicina 1 (mTORC1)
D. 9934.13 en mamiferos, que es un importante regulador del

crecimiento de las células anabolicas. Esta proteina
también funciona como co-acompafiante de Hsp90
que inhibe su actividad ATPasa. Esta proteina
funciona como un facilitador del plegamiento

mediado por Hsp90 dependiente de quinasa y no




quinasa, incluido TSC2 vy, por lo tanto, previene su
ubiquitinacion 'y degradacién proteasomal. Las
mutaciones en este gen se han asociado con la

esclerosis tuberosa.

30

o o w >

TSC2

TSC complex subunit 2
7249

16p13.3

Este gen es un gen supresor de tumores que codifica la
proteina tuberina inhibidora del crecimiento. La
tuberina interactia con la hamartina para formar el
complejo proteico TSC que funciona en el control del
crecimiento celular. Este complejo de proteina TSC
regula negativamente la sefializacion del complejo de
rapamicina 1 (MTORC1) en mamiferos, que es un
importante regulador del crecimiento de células
anabdlicas. Las mutaciones en este gen se han

asociado con la esclerosis tuberosa.

31

UBE3A

Ubiquitin protein ligase
E3A

7337

15q11.2

Este gen codifica la ubiquitina proteina ligasa E3,
parte del sistema de degradacion de la proteina
ubiquitina. Es un gen con impronta materna a nivel
cerebral y se expresa bialélicamente en otros tejidos.
La supresion de este gen heredada por via materna
causa el sindrome Angelman. La proteina también
interactla con la proteina E6 del virus del papiloma
humano tipos 16 y 18, lo que da como resultado la
ubiquitinacion y protedlisis de la proteina tumoral
p53. ElI empalme alternativo de este gen da como
resultado tres variantes de transcripcion que codifican

tres isoformas con extremos N diferentes.




Leyenda:

a: HGNC (Comité de nomenclatura de genes de la Organizacion del Genoma

Humano). Disponible en: https://www.genenames.org/

b: NCBI (Centro Nacional de Informacidn Biotecnoldgica de los Estados Unidos).

Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/



https://www.genenames.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Anexo 17. Causas de autismo secundario

a) Metabolopatias que pueden asociarse a autismo

— Deficiencia de adenilosuccinasa

— Déficit de creatina cerebral

— Hiperactividad del citosol 5 nucleotidasa

— Leucodistrofia metacromatica

- Mucopolisacaridosis

- Sindrome Sanfilippo

— Sindrome Hurler

- Enfermedades peroxosimales

— Fenilcetonuria

- Sindrome Smith Lemli Opitz

- Sindrome piridoxina dependiente

- Déficit de succinico semialdehido dehidrogenasa

— Déficit de biotinidasa

— Acidemia isovalérica

- Histidinemia

— Deficiencia de dihidropirimidina dehidrogenasa

- Deficiencia de fosforribosil pirofosfato sintetasa

— Xantinuria hereditaria tipo |1

- Déficit de acil CoA dehidrogenasa de cadena larga

- Sindrome HEADD (hipotonia, epilepsia, autismo y retraso del
desarrollo)

— Deficiencia de folato cerebral

b) Sindromes neurocutaneos

— Neurofibromatosis

— Esclerosis tuberosa

— Hipomelanosis de Ito




c) Sindromes genéticos

Sindrome Fragil X

— Sindrome Angelman

— Sindrome Prader Willi

— Sindrome Williams

— Sindrome Sotos

— Sindrome Moebius

— Sindrome Williams

- Sindrome Timothy

— Sindrome Joubert

— Distrofia muscular Duchenne

- Sindrome Smith Magenis

— Sindromes de macrocefalia PTEN

— Sindrome Rett

- Sindrome Aarskog

— Sindrome Cohen

— Sindrome Noonan

d) Alteraciones cromosémicas

Delecién / Duplicacién 1g21.1

- Delecién 2937

- Sindrome duplicacion reciproca 7q11.23

- Duplicacion 1511913

— Delecion / Duplicacion 16p11

- Delecion 22g13.3 (Sindrome Phelan McDermid)

- Duplicacion 22q13.3

— Sindrome Turner

— Sindrome 47 XYY

— Trisomia 21




e) Otros

Sindrome de West

Sindrome displasia cortical - epilepsia focal

Sindrome de Lennox Gastaut

Sindrome de Landau Kleffner

Epilepsia mioclonica severa

f) Infecciones intrauterinas

- Infeccion congénita por citomegalovirus

- Rubéola congénita

g) Infecciones postnatales

- Meningitis bacteriana por Haemophilus

— Encefalitis por herpes simple

Fuente: referencia bibliogafica 40



Anexo 18. Valores de referencia de marcadores de dafio oxidativo y defensa
antioxidante para pacientes entre 0 — 15 afos

Valores de Referencia

Marcadores de Dafio Oxidativo Promedio [IC 95%]

- Dafo Oxidativo a Lipidos (MDA) 0,70 [0,53 - 0,87] umol/L
- Dafio Oxidativo a Proteinas (PAOP) 38,76 [26,82 - 50,70] umol/L
- Concentraciones de Perdxidos (FOX) 1,15 [1-2,81] umol/L

Valores de Referencia

Marcadores de Defensa Antioxidante Promedio (IC 95%)

- Actividad Enzimatica SOD1 169,59 [161,83 - 177,35] U/ml
- Actividad Enzimatica CAT 72,88 [67,61 - 78,14] U/mi
- Relacion SOD1/CAT 2,44 [2,23 - 2,64]

- Actividad Enzimatica Glutation

) 41360,45 [29913,46 - 52807,44] mU/ml
Peroxidasa

- Concentraciones de Grupos Tioles (GSH) 28,75 [20,06 - 37,44] umol/L

- Capacidad Antioxidante Total 0,16 [0,14 - 0,18] umol Fe?*/L

Fuente: PNO-EO.001 (Metodologia para la recopilacion de datos de las muestras
recibidas, distribucion del trabajo y preparacion de los informes de anélisis en el
laboratorio de estrés oxidativo. CNGM)



Anexo 19. Técnicas utilizadas en el procesamiento de muestras de sangre en el
laboratorio de estrés oxidativo. Centro Nacional de Genética Médica

Una vez las muestras de sangre llegan al laboratorio, se obtiene el plasma por
centrifugacion (2500 rpm durante 5 minutos a 4 °C) y el lisado de eritrocitos por lavado
con solucion de NaCl 0,9 % fria y lisis con agua destilada fria. Se determina la
concentracion de hemoglobina en el lisado y las muestras se almacenan a 20 °C hasta la
realizacion de las determinaciones de estrés oxidativo.

Determinaciones de estrés oxidativo.

1- Dafio oxidativo a los lipidos:

1.1 Determinacion de las concentraciones plasméticas de
Malonildialdehido (MDA).

La concentracién plasmatica de MDA se determind a partir del método
descrito en el PNO-EO.010. Este método se basa en la reaccion del
reactivo cromogeno N-metil-2-fenil-indol con el MDA a 45 °C en medio
acido. La concentracién de MDA se estimo por la absorbancia a 532 nm
a partir de una curva de calibracion.

2- Dafio oxidativo a las proteinas:

2.1 Determinacion de las concentraciones plasmaticas de los
productos avanzados de la oxidacién de proteinas (PAOP).

La determinacion en plasma de los productos avanzados de la oxidacion
de proteinas (PAOP) se realiz6 mediante la técnica espectrofotométrica
descrita en el PNO-EO.011. Este método se basa en el hecho de que los
PAOP reaccionan de la misma manera que la cloramina T (patrén) con
el yoduro de potasio en medio &cido. Esta reaccion rinde un compuesto
coloreado que absorbe a 340 nm.

3- Determinacion de peroxidos totales (Ensayo FOX):

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de peroxidos
totales se realiz6 mediante la técnica descrita en el PNO-EO.012. El
ensayo se basa en la oxidacion de iones ferrosos (Fe?*) a iones férricos
(Fe**) mediado por el H20, en condiciones acidicas. El ion férrico
formado reacciona con el indicador xilenol naranja para formar un
complejo coloreado que se mide a 560 nm.



4- Determinacion de la capacidad de respuesta antioxidante:

4.1 Determinacion de la actividad enzimatica de Cu/Zn Superoxido
Dismutasa (Cu/Zn SOD) intraeritrocitaria.

La actividad intraeritrocitaria de la enzima Cu/Zn Superoxido
Dismutasa (Cu/Zn SOD) se determind mediante la técnica
espectrofotométrica descrita en el PNO-EO.015. Este es un método
cinético indirecto, que se basa en la capacidad de esta enzima para
inhibir la reaccion de reduccién del Citocromo C.

4.2 Determinacion de la actividad enzimatica de la Catalasa
intraeritrocitaria.

La actividad intraeritrocitaria de la enzima Catalasa se determind
mediante la técnica espectrofotométrica descrita en el PNO-EO.017.
Este es un método cinético directo, que se basa en la capacidad de esta
enzima transformar a su sustrato a 240 nm.

4.3 Determinacién de la actividad enziméatica de la Glutation
Peroxidasa intraeritrocitaria.

La actividad intraeritrocitaria de la enzima Glutation peroxidasa se
determiné mediante la técnica espectrofotométrica descrita en el PNO-
EO.019. Este es un método cinético indirecto, que se basa en que el
GSSG producido por la reaccion de GPx es reciclado al estado reducido
por la GR. La oxidacion del NADPH a NADP + esta acompafiada por
la disminucion de la absorbancia a 340 nm.

4.4 Determinacién de los niveles de tioles proteicos libres
plasméticos (GSH).

Los niveles de tioles proteicos libres plasmaticos (GSH) se determind
mediante la técnica espectrofotométrica descrita en el PNO-EO.014. El
GSH presente en la muestra desproteinizada reacciona con el reactivo
de Ellman (DTNB) para rendir un compuesto coloreado que absorbe la
luz a 412 nm. La concentracion de GSH se cuantifica utilizando una
curva patrén de GSH.

4.5 Determinacion de la Capacidad Antioxidante Total plasmatica.

La Capacidad Antioxidante Total plasmatica se determin6 mediante la
técnica espectrofotomeétrica descrita en el PNO-EO.013. Este ensayo
permite determinar la habilidad del plasma de reducir a los iones
férricos a ferrosos, representando el poder antioxidante. La reduccion
del i6n férrico a ferroso a un pH bajo, da lugar a la formacion del
complejo Fe'-Tripiridiltriazina, cromdgeno azul, que se mide a 593 nm.



Anexo 20. Caracteristicas del patron alimentario recomendado a pacientes autistas

con desbalance redox

— Completo y variado:

Que tuviera todos los nutrimentos (incluido en cada comida
alimentos de los tres grupos (verduras y frutas, cereales y

tubérculos, leguminosas y alimentos de origen animal).

- Equilibrado:

Que los nutrimentos guardaran las proporciones apropiadas
entre si, haciéndose un estimado de proporciones de 10 -
15 % de proteinas, de 25 - 30 % de grasas y de 60 - 70 %

de carbohidratos.

- Inocuo:

Que su consumo habitual no implicara riesgos para la salud,

que estuviera exenta de microorganismos patdgenos,

toxinas y contaminantes.

- Suficiente y adecuado:

Que cubriera las necesidades de todos los nutrimentos y sus
gustos, de tal manera que la limitacién en el consumo de
determinados alimentos no interfiriera en el correcto

crecimiento y desarrollo de los casos.

Fuente: referencia bibliografica 250



Anexo 21. Alimentos permitidos y prohibidos en dieta antioxidante libre de gluten

y caseina

Grupo

Permitidos

No permitidos*

1) Leche y derivados

Yogurt de soya 0
probidtico, leche de

camello o almendra

Todos excepto los

permitidos

2) Carnes, pescados y

huevos

Carnes frescas magras,
huevos, pescados y

mariscos al natural

Embutidos

La piel del polloy otras

aves

3) Patatas, legumbres,

frutos secos

Todos

4) Verduras y Hortalizas

Todos

5) Frutas

Todos (pueden ser jugos

naturales)

6) Cereales y derivados,

azucar y dulces

Mieles. Reducir el
consumo de azucares.
Cereales: arroz y maiz.

Chocolate negro

Refrescos gaseosos y con
colorantes. Trigo: en pan,
sopas, pizzas, spaghetti,
pasteles, entre otras
preparaciones. Centeno,
cebada y avena. Chocolates

que contengan leche

7) Grasas, aceite y

mantequilla

Aceites vegetales de oliva,
girasol, soya, ajonjoli,

maiz y palma

Mantequilla, margarina,
grasas de origen animal,

evitar comidas fritas




* . . .-
No se recomienda el uso de consomé en polvo (glutamato monosodico), salsa de soya,

inglesa, ketchup, vinagre, colorantes y sabores artificiales, aditivos como: hidroxianisol
butilado (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), nitratos, nitritos, cafeina, aspartame,

polisorbato 60 y 80, sacarina, quinina

- Las proteinas de la leche de vaca (caseinas) pueden aparecer bajo diversas
denominaciones: leche como tal, caseinato de sodio, caseinato de calcio, caseinato
potésico, caseinato magnésico, hidrolizado proteico, caseina, suero lactico, H4511,

H4512, lactdlbumina, lactoglobulina, &cido lactico, lactosa de origen animal.

- La aparicion de los siguientes ingredientes en la etiqueta de algin alimento, puede
indicarnos la posible presencia del gluten, y por tanto hay que desechar su consumo:
harinas, féculas, malta, sémola, almiddn, aditivo cereal, cereal, emulsionante, esencia
estabilizante, estabilizador, proteina vegetal hidrolizada, saborizante, fibra vegetal,

jarabe de arroz tostado, monoglicéridos, diglicéridos.

Fuente: referencia bibliografica 251



Anexo 22. Prueba de Kolmogorov - Smirnov para una muestra

Parametros normales®? Maximas diferencias extremas _
Marcador n _ Desviacién N _ Estadistico b

Media estandar Absoluta Positivo Negativo | de prueba
1 1,300 0,535 0,174 0,174 0,110 0,174 0,004°¢
- MDA 2 1,132 0,531 0,226 0,226 0,141 0,226 0,000°¢
1 85,407 34,461 0,129 0,129 0,124 0,129 0,093¢
- PAOPL 2 50,263 25,982 0,325 0,325 0,185 0,325 0,000°¢
1 169,428 18,097 0,108 0,076 0,108 0,108 0,200°¢
- Sopt 2 166,767 18,096 0,146 0,146 0,098 0,146 0,032°
1 61,572 19,085 0,172 0,106 0,172 0,172 0,004°
- CAT 2 64,769 14,521 0,170 0,099 0,170 0,170 0,005°
1 3,220 1,745 0,275 0,275 0,199 0,275 0,000°
- SODICAT 2 2,744 0,934 0,197 0,195 0,197 0,197 0,000°
1 41517,034 14191,537 0,170 0,170 0,095 0,170 0,005°
- GPX 2 45951,374 16716,992 0,135 0,115 0,135 0,135 0,063°
1 26,149 11,905 0,251 0,251 0,185 0,251 0,000°¢
- GSH 2 26,529 10,274 0,210 0,210 0,120 0,210 0,000°¢
— Capacidad 1 0,246 0,170 0,230 0,224 0,230 0,230 0,000°¢
antioxidante total 2 0,200 0,047 0,143 0,143 0,114 0,143 0,038°

Leyenda: a. La distribucion de prueba es normal; b. Se calcula a partir de datos; c. Correccion de significacion de Lilliefors; d. Esto es un
limite inferior de la significacion verdadera; y. momento del estudio



Anexo 23. Representacion grafica de estadigrafos descriptivos para
determinacion plasmética de MDA en dos tiempos muestrales
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Leyenda: a- Prueba de los rangos con signos de Wilcoxon



Anexo 24. Representacion grafica de estadigrafos descriptivos para la
determinacion plasmética de PAOP en dos tiempos muestrales
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Anexo 25. Representacion gréafica de estadigrafos descriptivos para
determinacion enzimatica en plasma de SOD1, en dos tiempos muestrales
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Anexo 26. Representacion grafica de estadigrafos descriptivos para
determinacion enzimatica en plasma de CAT, en dos tiempos muestrales
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Anexo 27. Representacion gréfica de los estadigrafos descriptivos de la
relaciéon SOD1/ CAT en dos tiempos muestrales.
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Anexo 28. Representacion grafica de estadigrafos descriptivos para la
determinacion enzimética en plasma de GPx, en dos tiempos muestrales.
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Anexo 29. Representacion gréafica de los estadigrafos descriptivos de la
determinacion plasmatica de GSH en dos tiempos muestrales.
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Anexo 30. Representacion grafica de estadigrafos descriptivos para la
determinacion enzimatica en plasma de la capacidad antioxidante total, en
dos tiempos muestrales.
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Anexo 31. Algoritmo de trabajo para el genetista clinico en la consulta
multidisciplinaria de diagnostico de autismo

1 Establecer diagnostico de Trastorno del Espectro Autista

(Comision Multidisciplinaria de Neurodesarrollo)

O

GENETICA
CLINICA
2. HISTORIA
GENETICA CLINICA
- Antecedentes personales (prenatales, perinatales,
postnatales, desarrollo psicomotor)
- Antecedentes familiares (genéticos, enfermedades
neuropsiquiatricas)
- Arbol genealdgico
v - Examen fisico dismorfoldgico y mensuaraciones
3 ESTUDIOS
COMPLEMENTARIOS
- Potenciales Evocados Auditivos de Tallo Cerebral
(PEATC)
- Cuantificacion de histidina
- Segln antecedentes y examen dismorfolégico, evaluar
cariotipo
- Si puntuacién clinica de Vries >6 puntos, indicar estudio
molecular de fragil X
- Otros estudios a considerar: electroencefalograma, pruebas
v funcionales de tiroides, fondoscopia, neuroimagenes v
4. DESCARTAR POR CLINICA Y ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS D
AUTISMO SINDROMICO (ANEXO 15)
5. AUTISMO PRIMARIO

- Evaluar Estrés Oxidativo: si alterado considerar indicacion de dieta
antioxidante (anexo 21) y vitamina C, E y &cido folico
- Asesoramiento genético
o Estimar riesgo de recurrencia (anexo 32)
o Estimulacién del neurodesarrollo (anexo 33)




Anexo 32. Estimacion del riesgo en el autismo primario

1. Si se clasifica como autismo sindromico la estimacion del riesgo se realizard
atendiendo a la causa (enfermedad mendeliana, cromosomica, error innato del
metabolismo).

2. Si se clasifica como autismo primario se estima el riesgo a través de observaciones
empiricas, donde:

- Los hermanos de un caso indice tienen de un 5- 10 % de riesgo de manifestar clinica
de autismo, y entre un 10 - 15% pueden desarrollar sintomas leves tales como
trastornos del lenguaje, interaccion social y psiquiatricos.

- Para los hermanos masculinos de una hembra afectada con autismo primario, tienen
un riesgo de recurrencia del 7 %. Si el afectado es varon el riesgo de recurrencia es
de un 4 %.

- Para las familias con dos o mas hijos afectados, el riesgo de recurrencia oscila entre
33-50 %.

- Para la descendencia de un individuo afectado no se dispone de datos para establecer
el riesgo de recurrencia del autismo.

Fuente: referencia bibliogréafica 66, 171



Anexo 33. Orientaciones generales para padres y familiares

Objetivo: estimular el neurodesarrollo en nifios con autismo primario

ESTIMULAR CONDUCTAS POSITIVAS

- Establece rutinas funcionales: cepillarse los dientes después de cada comida, guardar
los juguetes cuando termine de jugar, lavarse las manos después de hacer caca.

- Estimula las conductas positivas y establece limites para las conductas negativas,
pero siempre manteniendo la misma respuesta ante determinada conducta.

- Utiliza diferentes reforzadores: pueden ser aplausos jmuy bien!, abrazos y cosas de
su preferencia.

- Utiliza el reforzador inmediatamente despues de las conductas positivas.

- Anticipale lo que va a suceder: enséfiale objetos que tengan relacion con la accion
que va a realizar. Enséfale fotos, laminas o de forma concreta dile lo que va a hacer.

- Realiza actividades funcionales a partir de sus propias conductas, cuando se balancea
siéntalo en un sillon.

- Realiza juegos donde tenga que trasladar objetos de un lugar a otro: cubos, pelotas,
bolos.

- Evita que se autolesione: si se muerde retirale la mano, si se golpea contra algo
apartalo de ese lugar.

- Anota en una libreta que piensas que influy6 en su conducta, con quién estaba, como
estaba vestido, etc. Mira si hay coincidencias para determinar que le incomoda.

- Enséfalo a comer sentado a la mesa. Debes ser constante y sistematico.

- No debes abusar de los dulces, golosinas, alimentos en conserva o artificiales.

- Sirvele los alimentos por separado y ofrécele diferentes sabores y texturas. El
alimento que le guste empléalo como reforzador. Puedes usar una bandeja.

ESTIMULAR LA COMUNICACION

- Utiliza un lenguaje concreto y de pocas palabras. Dile exactamente lo que debe hacer.

- Establece rutinas en el lenguaje: decirle hasta mafiana todos los dias cuando termine
las actividades y vaya a casa.

- Acompafia el mensaje de gestos siempre que le hables.

- Si el nifio tiene ecolalia puedes ensefiarle su nombre, edad, nombre de la mamé, etc.

- Hablale claro y sin diminutivos.

- Nombra los objetos siempre de la misma forma.

- No siempre tiene que decir lo que esta haciendo, no lo agobie para que hable.

- Hablale siempre de frente, nunca de espalda.

- Enséfalo a sefialar.




ESTIMULAR RELACIONES SOCIALES

- Repite con insistencia y en situaciones naturales los besos, las caricias, los abrazos,
saludos, etc.

- Propicia el intercambio con otros nifios y nifias de la familia, que vayan a la casa o
Vecinos.

- Utiliza mufiecos, titeres que demuestren los diferentes estados de animo e interactla
con el nifio o nifia.

- Realiza juegos en los que puedas interactuar poco a poco sin que lo rechace (tope-
tope, la carniceria, etc).

- Realiza las actividades con ayuda de otro adulto para que le ensefie a estirar los brazos
cuando le tiras la pelota.

- Haz que ruede un carrito con un cordel.

- Organiza juegos donde tenga que esperar su turno: echar la pelota en el cesto, él debe
ser el segundo en tirar.

- Enséfalo a recoger los juguetes.

- Realiza juegos de rondas con nifios, nifias y adultos.

- Llévalo al parque y poco a poco incorpéralo a actividades con otros nifios y nifas,
pero td lo guias.

- Planifica excursiones al Zooldgico, al Acuario. Es una ocasion ideal para ensefiarles
a sefalar.

DESARROLLAR ACTIVIDAD INTELECTUAL

- Asegura su atencidn para darle las instrucciones.

- Planifica las tareas en pequefios pasos. Primero tu la realizaras para que puedas
dividirla lo mejor posible,

- Antes de realizar las actividades muéstrale a través de fotos, laminas o dibujos la
accion que va a realizar.

- Dale la posibilidad de solucionar pequefios problemas: tapar y destapar un pomo,
ofrecerle un bate para darle a la pelota, abrir su mochila, subirse a una silla para coger
un objeto.

- Dale pequefias encomiendas para que las cumpla: dale el peine a José (hermano),
guarda los zapatos en la caja, etc.

- Invitalo a realizar actividades funcionales: Ensartar cuentas para armar un collar, unir
bloques para hacer un tren, etc.

- Enséfalo a asociar objetos buscando su pareja. Cada pareja debe ser de diferente
tamano, forma y color: dos flores rojas, dos carros azules, dos pelotas de varios
colores.




DESARROLLO DE INDEPENDENCIA

- Mantenlo limpio, bien vestido, con olor agradable.

- Brindale afecto y comprension.

- Sé sistematico, trabaja todos los dias.

- Ten en cuenta sus gustos, preferencias, potencialidades. Importante: si el nifio no
aprende como Yyo lo ensefio, entonces le ensefio como él aprende.

- Enséfale las cosas que verdaderamente tienen sentido y que le son (tiles. Trabaja
todo con caracter funcional.

- Enséfialo a controlar los esfinteres en el orinal o en el bafio.

- Que aprenda a ponerse el blumer o calzoncillo, los zapatos, las medias o algo mas
sencillo.

- Némbrale cada objeto que esté utilizando, hablale de cada cosa que esté haciendo,
tenga o no lenguaje expresivo.

- Cada vez que interactles debes lograr que te mire, aungque sea por poco tiempo.
Puedes cogerle la cara para lograrlo.

- Utiliza un lenguaje concreto y de pocas palabras, demasiadas instrucciones y
explicaciones crean frustracion y confusion.

- Utiliza apoyos visuales.

- Divide las actividades por pasos.

- Usa reforzadores.

Fuente: Rodriguez Méndez O. Estimulacién del nifio autista. Conferencia: enfoques
de tratamientos del autismo. Curso Precongreso. IV Congreso Panamericano de Salud
Mental Infanto — Juvenil. 2010. La Habana, Cuba.
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