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GLOSARIO

BIOMARCADOR: marcador biolégico que identifica alteraciones celulares,
bioquimicas o moleculares, que puede ser detectado en tejidos células o fluidos
humanos (1).

EPIGENETICA: se refiere a los cambios que se producen en la cromatina que,
aungque no modifican la secuencia de los nucleétidos del ADN, si que dirigen la
expresion de los genes (2).

NEUREXINAS: son moléculas de adhesion neuronales que se localizan
presinapticamente e interactian con las neuroliguinas postsinapticas para formar
un complejo transindptico, necesario para una neurotransmision eficiente (3).

TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA: son desérdenes complejos y

heterogéneos, causados por la interaccion entre la vulnerabilidad genética y los
factores medioambientales (4).
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RESUMEN

Pérez Acevedo, Laura Viviana

Biomarcarores del espectro autista / Laura Viviana Pérez Acevedo. - - Tunja :
Universidad de Boyac4, Facultad de Ciencias de la Salud, 2021.

75h. il 1+ CD ROM.- - (Monografias de Gado UB, Facultad de Ciencias de la
Salud ; n°. )

Monografia de Grado (Bacteridloga y Laboratorista Clinico).- - Universidad de
Boyaca, 2021.

La investigacion describe los principales biomarcadores genéticos, metabdlicos,
estrés oxidativo y de difusion mitocondrial que tienen relevancia para el diagnéstico
de los trastornos del espectro autista (TEA), adicionalmente determina los métodos
utilizados en el laboratorio para la determinacion de dichos biomarcadores teniendo
como referencia los estudios publicados en los ultimos 10 afios (2011-2020).

Se realizé una busqueda en diferentes bases de datos teniendo en cuenta palabras
clave validadas, se establecieron combinaciones con el uso de conectores boleanos
y se compild la informacién necesaria descrita en las publicaciones seleccinadas de
acuerdo con los criterios establecidos y la calidad y relevania de la informacion
relacionada con los biomarcadores, su apliccion diagnsotica y la importancia
respecto al TEA.

Se seleccionaron 67 fuentes que contaban con informacion util para determinar los
principales biomarcadores de los TEA al igual que los métodos empleados en el
laboratorio para su determinacion y cuantificacion.

Se describen biomarcadoes bioquimicos y moleculares, que pueden ser detectados
en tejidos, células o fluidos humanos, estos se clasifican de acuerdo con su
naturaleza en biomarcadores genéticos, metabdlicos, de estrés oxidativo y
mitocondriales, en el estudio del TEA, se interpretan de acuerdo con las
caondiciones de heterogenicidad de la enfermedad. Es necesario la investigacion
respecto a las herramentas de deteccion de dichos biomarcadores y el avance del
diagndéstico molecular y de los métodos de exploracion genética, toda vez que en la
actualidad esta tecnologia presenta limitaciones en relacion con costos de
implementacion, lo que limita el uso del laboratorio en este tipo de enfermedades.
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INTRODUCCION

“Garantizar una vida sana y promover el bienestar para todas las edades” es el
principal propésito de la Organizacion Mundial de la salud, teniendo en cuenta que
cuando se habla de vida sana se involucra a la salud mental y que es importante
buscar herramientas que conlleven al mejoramiento de vida de personas en casos
en donde se vea vulnerado su bienestar por enfermedades que no cuentan con
biomarcadores para un diagndstico oportuno y por ende un tratamiento eficaz para
garantizar la salud fisica y mental, siendo el caso de los Trastornos del Espectro
Autista (TEA) (5).

Los TEA son deficiencias del neurodesarrollo, representadas por un déficit en la
interaccién social y la comunicacién y asociadas a intereses restringidos vy
conductas estereotipadas (5), su diagnostico se ha basado principalmente en la
observacion de rasgos comportamentales y por las caracteristicas dadas por la
Asociacion Americana de Psiquiatria de los Trastornos mentales, DSM-5 (6); si se
tiene en cuenta la forma en la que se realiza el diagndstico este se da de forma
tardia pues la edad promedio en la que son visibles las caracteristicas de los nifios
gue presentan este tipo de trastornos son en promedio los doce a catorce meses
(7), convirtiéendose esto en la mayor probleméatica para un correcto tratamiento, de
ahi la necesidad de buscar nuevas tecnologias y herramientas como biomarcadores
que permitan un diagnostico oportuno y eficaz para los TEA y mejoren la calidad de
vida de los pacientes que lo padecen y de sus familias.

Un biomarcador es una molécula biolégica que se puede encontrar en la sangre,
fluidos corporles o secreciones y diferentes tejidos del cuerpo, esto permite que
pueda ser medida con facilidad en procesos fisiolégicos y patoldgicos (8), pues tiene
la capacidad de proveer informacion acerca del estado de salud de un individuo o
poblacidn, respecto a enfermedades desde diferentes topicos: como la prevencion,
tratamiento, diagndstico y e seguimiento de la progresion de las enfermedades (9).

Para el caso de los TEA se encuentran en la literatura varios biomarcadores que
tienen relevancia en el diagnéstico y que pueden ser de caracter genético,
metabdlico, de estrés oxidativo y de disfuncion mitocondrial (2). Sin suda unos de
los mas estudiados son los genéticos por tener los TEA un componente hereditario,
lo que ha permitido encontrar relaciébn con varios genes y la determinacion de
duplicaciones y deleciones (10). De igual manera para tener un diagndstico
oportuno y eficaz se han estudiado otro tipo de biomarcadores que se ven alterados
por el dafio neurolégico como es el caso de la fenilcetonuria, biomarcador
metabdlico importante por las consecuencias que conlleva al no ser identificado de
forma oportuna (11)(12).
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De otra parte, los métodos de cuantificacion de biomarcadores empleados en el
laboratorio son diversos, se aplican para cada tipo de biomarcador segun su
naturaleza, que incluyen microarreglos cromosomicos, cariotipo de alta resolucion,
métodos quimicos y bioquimicos, métodos colorimétricos, ELISA, que permiten
medir la capacidad de las enzimas antioxidantes como de los antioxidantes no
enziméaticos (13).

Se necesitan investigaciones futuras que permitan determinar otros biomarcadores
que permitan tener un diagnostico oportuno para los TEA y que a su vez sean
técnicas de laboratorio asequibles que brinden una oportunidad de tratamiento y
mejora en la calidad de vida de las personas que padecen estos tipos de trastornos,
asi como la de sus familias.

Para la construccion de la presente monografia se realiz6 la revision planteada en
el anteproyecto, con la utilizacion de las combinaciones de palabras claves
propuestas se obtuvo un total de publicaciones de N=803, una vez se aplicaron los
criterios de tiempo, idioma, texto completo, acceso libre se obtuvo un n= 278,
posteriormente seleccionando por contenido completo y aporte a cada uno de los
capitulos se utilizaron 67 referentes.
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1. BIOMARCADORES GENETICOS, METABOLICOS, HORMONALES, DEL
SISTEMA INMUNE, ESTRES OXIDATIVO Y OTROS RELACIONADOS EN LA
LITERATURA PARA EL TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA

El autismo se ha definido como un trastorno del neurodesarrollo caracterizado
principalmente por su compromiso en la interaccion social y la comunicacién, con
conductas restringidas (5), a la vez los Trastornos de Espectro Autista (TEA) son
complejos y heterogéneos causados por la interaccion entre la vulnerabilidad
genética y los factores medioambientales (2); EI manual Diagnéstico y estadistico
para los trastornos mentales en su edicion nimero 5 (DSM-5) involucré afecciones
que antes se consideraban independientes como el autismo, el sindrome de
Asperger, el trastorno desintegrativo infantil y una forma no especificada de
trastorno generalizado del desarrollo por lo cual todos los anteriormente
mencionados se consideran como TEA (14). Entre las dificultades que se tiene para
la determinacion de los TEA est4 la ausencia de biomarcadores que permitan definir
el diagnéstico y el pronéstico de forma clara (2), por lo que en estudios realizados
en el ambito mundial se han documentado biomarcadores que permiten la
identificacion de los TEA que se describiran a continuacion de acuerdo a su
naturaleza.

1.1 BIOMARCADORES GENETICOS

Apoyados en la literatura se tiene en cuenta que el componente hereditario posee
una gran susceptibilidad en los TEA, la mayoria de trastornos son identificados de
forma genética, en el caso del autismo con estos marcadores genéticos se hace
una estimacioén del riesgo y se presenta una tasa del 92% de concordancia en los
gemelos monocigédticos frente a los gemelos dicigéticos (15). Se ha podido
establecer una gran variedad de genes con predisposicibn de mutaciones y
polimorfismos asociados con los TEA de uso para el diagndstico oportuno del mismo
(16), teniendo en cuenta la susceptibilidad que tiene el autismo frente a las
alteraciones genéticas que suelen ser de tipo heterogéneas se debe tener en cuenta
que otros factores como los medioambientales tales como la exposicién a metales
pesados, el mercurio, pesticidas, compuestos quimicos, estar sometido a
radiaciones y el consumo de antidepresivos durante el periodo embrionario,
contribuyen a aumentar el riesgo de presentar TEA (17)(18). En diferentes estudios
se encuentran un sin nimero de genes asociados a los TEA, los mas estudiados y
aquellos que presentan mayor relevancia son:

1.1.1 Gen FMRL1. El sindrome de X fragil se considera la directa y principal causa
monogeneética de los TEA, siendo la principal base genética de los TEA la mutacion
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completa del gen FMR1 (19). Este gen FMR1 esta ubicado en el brazo largo del
cromosoma X en la posicién Xq27.3 (20). En el 99% de los casos el defecto
molecular consiste en la expansion del trinucleétido CGG en la regidon 5" no
traducida del gen (21). FMR1 influye en la traduccion del ARNm al ser un polisoma
asociado con el sistema nervioso y el ovario, ambos tejidos controlan
traslacionalmente los ARNm almacenados asociado con ribonucleoproteina que
contiene FMR1 (22).

La relevancia de este gen radica en sus funciones que involucran la regulacion de
la traduccion de considerables proteinas que tienen que ver con la plasticidad
sinptica como las neuroliginas, neurexinas, proteina SHANK, PTEN, CYFIP,
PSD95 (21), siendo la principal causa del TEA afectando aproximadamente a 1 de
cada 5.000 varones y 1 de 6.000 mujeres (19), la deficiencia en el gen FMR1 en el
sindrome X fragil provoca un aumento en la excitabilidad neuronal (20).

1.1.2 Duplicacion 79q11.23 y 15g11-13. El sindrome de duplicacién 7q11.23
Williams-Beuren (OMIM 609 757) es una patologia causada por la duplicacion de
una region del cromosoma 7 que comprende 26 genes (23). El Sindrome de Prader-
Willi (SPW) es consecuencia de una delecién del cromosoma 15, region q11-g13,
ya sea por mutacion del gen paterno o por la disomia uniparental de origen materno
(17), se estima que este sindrome se encuentra entre 1-4% de los casos del autismo
(17). Laregion 15g11-13 con el locus AUTS4 contiene a los genes UBE3A, ATP10A,
GABRB3, GABRA5, GABRG3; que estd ampliamente relacionada con las
afectaciones en su patrén de metilacién (impronta genémica) que conllevan a una
disfuncion lingtistica (17).

La duplicacion de estos genes hace que las personas que la presentan tengan
sintomas como hipotonia, discapacidad intelectual, obesidad, avidez por la comida,
trastorno obsesivo compulsivo, baja sociabilidad y por lo general son personas que
hablan demasiado y tienen altos niveles de oxitocina (17)(24).

1.1.3 Delecion gen NRXN1 (Neurexin-1). La delecién en el gen NRXN1 afecta el
funcionamiento de la sinapsis (15), la neurexina (Nrxns) es una proteina
transmembrana involucrada en el establecimiento, maduracion y funcion de la
sinapsis (25); el NRXN1 se encuentra localizado en el cromosoma 2p16.3, es el gen
con mayor evidencia de susceptibilidad compartida para el autismo y la
esquizofrenia (26).

Se ha identificado en varios estudios que las deleciones intragénicas NRXN1 que
afectan a exones a encargadas para codificar el extremo aminoterminal extracelular,
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responsables de la unidn a otras moléculas dan lugar a un fenotipo inespecifico, con
retraso mental leve-moderado, compatibles con rasgos autistas (4). La estructura
de estas isoformas es analoga, la cual cuenta con un extremo C-terminal
citoplasmatico y un dominio transmembrana, variando el tamafio del extremo N-
terminal extracelular responsable de la unidn a otras moléculas (gréfica 1) (4).

Figura 1. Esquema de la estructura molecular de las neurexinas

Exones a Exones B
(1 —17) (17 — 23)
, |
“ {
N — ——C
EXTRACELULAR INTRACELULAR

Fuente: adaptado de: Galan Sanchez F, Esteban Cant6 V, Blaya Fernandez P,
Jadraque Rodriguez R, Manchén Trives |, Alcaraz Mas L. Deleciones intragénicas
NRXN1: aportacién de tres nuevos casos y revision del fenotipo. Rev Neurol.
2015;60(05):215-220.

En el autismo también tiene un papel relevante la epigenética entendiéndose esta
como la ciencia encargada de estudiar las alteraciones en la expresion de genes
que surgen durante el desarrollo y la proliferacion celular, teniendo en cuenta que
por medio de procesos realizan modificaciones especificas relacionadas con la
remodelacion de la cromatina, mediada por modificaciones quimicas de las histonas
y del ADN (2). En estudios se ha encontrado evidencia de que estos procesos
epigenéticos pueden ser modificados por factores fisicos, quimicos, nutricionales,
incluso psicosociales, por tal razén el medio en el que vivimos y los habitos de vida
pueden ser capaces de modificar nuestra expresion génica a través de los
mecanismos epigenéticos (27).

1.2 BIOMARCADORES METABOLICOS

En la actualidad se realizan diferentes investigaciones con el fin de identificar
biomarcadores de tipo metabdlico que ayuden al diagnostico del TEA (2), se ha
determinado que las alteraciones que comprenden la disfuncién mitocondrial asi
como las anomalias que se presentan en metabolismo del folato cerebral afectan a
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un gran namero de nifios con TEA, otras alteraciones como el metabolismo de los
aminoacidos (aminoacidiopatias) que involucran la fenilcetonuria y la accion de la
serotonina y la dopamina como neurotransmisores son las lineas metabolicas que
se encuentran mas ampliamente asociadas con el autismo y a su vez con epilepsia
(28). Con base a los estudios se han podido establecer causas fisiologicas
asociadas a los TEA, identificando cuatro mecanismos implicados en la génesis de
este desorden: inmunolégicos / inflamatorios, estrés oxidativo, téxicos
medioambientales, alteraciones mitocondriales (29).

Los mecanismos anteriormente mencionados tienen una amplia relacion entre si,
que se evidencia en la disfuncion mitocondrial, los factores de riesgo
medioambientales, los desbalances metabdlicos y la susceptibilidad genética que
conllevan al estrés oxidativo, el que a su vez desencadena mecanismos
inflamatorios de dafio a las membranas celulares, fendmenos de autoinmunidad,
dafios en la metilacion, muerte celular y déficit neuroldgico (30)(2).

1.2.1 Fenilcetonuria. La fenilcetonuria es la forma clinica mas grave de la
hiperfenilalaninemia causada por un error inherente del metabolismo de la
fenilalanina el cual es heredado de forma autosémica recesiva y se origina por una
deficiencia de la enzima fenilalanina hidroxilasa (31), que impide e impide la
transformacion de fenilalanina en tirosina y provoca un aumento en su
concentracion (10). El cuadro clinico varia de acuerdo a la severidad de la
deficiencia enzimatica en donde se encuentran tres estadios principales:
hiperfenilalaninemia benigna, moderada y la fenilcetonuria clasica (31).

La importancia de la fenilcetonuria radica en que cuando esta no es tratada a tiempo
o antes del primer mes de vida causa graves deficiencias motoras e intelectuales
por la encefalopatia que produce en los nifios que la producen, conllevando con si
episodios de epilepsia y trastornos como autismo (31).

1.2.2 Déficit de folato cerebral. La vitamina hidrosoluble B comprende al acido
félico y a los folatos su estructura quimica es una molécula de &cido
paraaminobenzoico unida a pteridina y a residuos de glutamato, unidos por enlaces
y-peptidicos (32). El folato es considerado como un nutriente esencial para la dieta
del ser humano y durante el periodo de gestacion, una deficiencia de dicho
compuesto va a conllevar a una disminucién en su concentracion sérica provocando
dafos neuronales para el feto (33).

El principal dafio neuronal por la deficiencia de folato es el defecto del cierre del
tubo neuronal, alteracion neurolégica mas frecuente en muchos paises que
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presenta una incidencia entre 2 y 6 por cada 1000 nacidos vivos (34). Los niveles
elevados de 19omocisteina, derivados de déficit de folatos estdn asociados
generalmente con trastornos neuropsiquiatricos como los desordenes del espectro
autista (35). Valores mayores a 20 ng/ml indican una elevada concentracion de
folato en suero o plasma y menor a 3ng/ml se habla de una carencia de folato (36).

1.2.3 Accion de la serotonina y la dopamina como neurotransmisores y la
relacion con el TEA. Sustancias como la serotonina y la dopamina estan
fuertemente relacionadas con los TEA que desencadenan una serie alteraciones
(37), estos dos neurotransmisores son los mas investigados en el autismo, desde
1961 por Shaim y Freedman quienes evidenciaron una alteracion en sus niveles
periféricos. Estos biomarcadores toman relevancia en el diagnéstico de los TEA si
se tiene en cuenta que la serotonina es un regulador del humor, el suefio, la
temperatura, el apetito y la secrecién de hormonas y se encuentra periféricamente
en la sangre, el intestino y las plaquetas (38).

A su vez la alteracion de la serotonina y sus metabolitos esta relacionada con los
desdrdenes del sistema nervioso central pueden ser detectados de forma periférica
en los diferentes fluidos por los niveles bajos de acido gamma-aminobutirico (GABA)
en plaquetas (39)(2); los pacientes con TEA pueden tener mas probabilidades de
tener cambios que involucran sub-unidades del receptor GABA como las
microduplicaciones recurrentes en el cromosoma 15q11-q13 (39). Otros patrones
gue se ven alterados en comparacién con los desordenes de interaccion social y
déficit comunicativos propios de los TEA son niveles bajos de oxitocina y de
vitamina D (2).

La vitamina D cumple con varias funciones como la regulacion de la sintesis de
serotonina, disminuir los anticuerpos maternos que atacan el cerebro fetal, regular
la sintesis de oxitocina, interviene en la reparaciéon del ADN, tiene accién
antiinflamatoria, actividad autoinmune, regula el incremento de células T, es un
protector mitocondrial que estimula la actividad antioxidante (2)(15).

1.3 BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Se denomina estrés oxidativo al desequilibrio que ocurre entre las sustancias pro-
oxidantes y las antioxidantes generando una reactividad del oxigeno convirtiéndose
en un elemento toxico por la formacion de radicales libres que a su vez provocan
dafo celular (40).
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El estrés oxidativo juega un papel importante en la fisiopatologia del autismo (41),
sus alteraciones pueden ser medidas por el estudio del estado antioxidante,
enzimas antioxidantes, peroxidacion lipidica y oxidacién del ADN / Proteinas (2). En
el caso de los pacientes con TEA la medicion de glutation tanto reducido como
oxidado y la relacién entre los dos es un buen medidor para valorar el estado
antioxidante de la persona ya que este es el antioxidante primario en la proteccion
del estrés oxidativo, el dafio mitocondrial y la neuroinflamacion (42). En la mayoria
de pacientes con TEA la relacién glutation reducido/ glutation oxidado esta
disminuida revelando un pobre estado oxidativo (2)(42).

1.3.1 Accion del glutation. El glutation es el principal antioxidante encargado de
mantener el microambiente intracelular reductor esencial para la funcion y la
viabilidad celular normal. Glutation reducido (GSH) / Glutation Oxidado (GSSG) es
un indicador seguro para determinar la capacidad antioxidante que conlleva a un
dafo oxidativo y por ende consecuencias funcionales (43).

En el autismo la capacidad de metilacion, el nivel de sulfatos y el nivel de glutation
disminuyen de manera significativa, se ve alterada la actividad del glutation
peroxidasa como parte del sistema de estrés antioxidante. El glutation participa en
la neuroproteccion contra el estrés oxidativo y la neuroinflamacion en el TEA al
mejorar el sistema de estrés antioxidante (44), en estudios se ha evidenciado que
los niveles de glutatién en los globulos rojos de los nifios con diagndstico de autismo
determinado por espectrometria de masas comparado con los resultados de los
nifios control, la proporcion de glébulos rojos reducida a glutation oxidado es
significativamente mas baja en TEA (45).

La disminucion de la capacidad redox/ antioxidante de GSH/ GSSG y el aumento
del estrés oxidativo en el cerebro de los pacientes con autismo llega a provocar
consecuencias funcionales en cuanto a una respuesta inflamatoria cronica,
aumento de la produccién de superéxido mitocondrial y dafio oxidativo de proteinas
y ADN (43).

1.3.2 Metionina y cisteina. En el autismo se presenta una disminucion de la
metionina, aminoacido esencial que participa en la sintesis de proteinas y a la vez
es un potente antioxidante (metionina- D) y precursor de la cisteina. En diferentes
investigaciones se demostrado que existe una conexion entre las anomalias
metabdlicas principalmente en el ciclo de la metionina y la via de transulfuracion de
los metabolitos afectada en los pacientes con TEA (48).
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Los niveles de cisteina se ven alterados al haber una disminucion de metionina ya
que es su precursor directo pues al ser considerado como un aminoacido no
esencial puede ser sintetizado en el organismo; se convierte en esencial en casos
de desdrdenes metabdlicos como en TEA. La cisteina esta involucrada en un
conjunto de transformaciones bioldgicas incluida la catalisis nucleofilica y redox
(49).

1.3.3 Peroxidacion Lipidica. Los lipidos como componentes principales de las
membranas celulares tienen un papel indispensable en el mantenimiento de la
integridad estructural de las células, la oxidacion excesiva de lipidos va a alterar las
propiedades fisicas de las membranas llegando a provocar una modificacion
covalente de proteinas y acidos nucleotidos (47). La peroxidacion lipidica es
importante en la degeneracion cerebral y del sistema nervioso central, ademéas al
estar aumentada la peroxidacion causa modificacion en los acidos nucleicos y a su
vez aumento en el estrés oxidativo (47).

1.3.4 Transferrina y ceruplasmina. Las proteinas antioxidantes como las
transferrina (proteina de unién al hierro) y ceruplasmina (proteina de unién al cobre)
se encuentran en niveles reducidos en nifios con TEA, basandose en la
comparacién de los resultados obtenidos de nifios que no lo presentan; los niveles
de estas proteinas estan relacionadas con la pérdida de habilidades linguisticas
adquiridas, al mismo tiempo que pueden provocar un metabolismo anormal de
hierro y cobre (50).

1.3.5 3 - clorotirosina plasmaética (3-CT). La 3- CT es un marcador estable de
inflamacion, es generado a partir del acido hipocloroso, potente oxidante derivado
de la mieloperoxidasa en las células inmunitarias activadas durante una respuesta
inflamatoria, los niveles de 3-CT en TEA se van a encontrar aumentados lo que
correlaciona la inflamacion crénica que presentan estos nifios (43).

1.3.6 Isoprostano plasmatico (F2t). Una de los marcadores considerados como
Gold estandar por su sensibilidad en los trastornos Redox que permite evaluar el
estado de estrés oxidativo en los pacientes con TEA es el isoprostano plasmatico
F2t (F2-1soPs) (2), este indicador aumenta en pacientes con TEA y presenta valores
mayores cuando estd acompafiado de trastornos gastrointestinales (15). Este
biomarcador puede ser determinado en sangre o en orina, a la vez se ha encontrado
gue es un buen indicativo para evidenciar la funcidn cognitiva deteriorada, el
desarrollo y el comportamiento alterado para los nifios con TEA (46).
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Cuadro 1. Principales biomarcadores de estrés oxidativo

Parametro Tipo de alteracion Caracteristica
Glutation reducido (GSH) Disminuido Accién del Glutation
Glutatién peroxidasa Disminuido
Metionina Disminuido
Cisteina Disminuido
Glutation oxidado Aumentado
(GSSG)

Enzima glutation Disminuida Utilizada como marcador

peroxidasa

Peroxidacion lipidica Aumentado degradacion oxidativa a nivel
de las membranas celulares.

Transferrina y Disminuida Proteinas séricas

ceruplasmina relacionadas con la regresion
del lenguaje.

La 3 - clorotirosina Aumentada Alteradas en pacientes TEA

plasmatica (3CT) asociados a dafios
mitocondriales y mide Ia
actividad inmune crénica

Isoprostano  plasmatico Aumentado Indicador para evidenciar la

(F2t) funcién cognitiva deteriorada,
el desarrollo y el
comportamiento alterado
para los nifios con TEA.

Fuente: Recopilacion de articulos autora

1.4 BIOMARCADORES DE DISFUNCION MITOCONDRIAL

La disfuncién mitocondrial esta dada por alteracion en la produccion de energia y
se considera que el trastorno mitocondrial es un suceso temprano en la
neurodegeneracion (2). Factores como la disreactividad inmunitaria, alteraciones en
la sefializacion del calcio (Ca2+), el incremento del 6xido nitrico y el peroxinitrito, la
malnutricidn, la deficiencia de hierro y vitamina B6, elevacion del acido nitrico, estrés
oxidativo, la exposicion a toxicos ambientales tales como metales pesados,
policlorobifenilos (PCBSs), pesticidas, contaminantes organicos persistentes (POPS)
y radiacion de radiofrecuencias son algunos relacionados con la disfuncion
mitocondrial (29). Se estima que entre el 5% y el 80% de los nifios con TEA
muestran evidencias de este tipo de disfuncion (51).
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Entre los principales aspectos clinicos de la disfuncion mitocondrial en el TEA estan
dados por una regresion inusual del neurodesarrollo especialmente si es
consecuencia de un proceso inflamatorio, sintomas gastrointestinales,
convulsiones, retrasos motores, fatiga y letargo. De igual manera anomalias
genéticas han sido asociadas con las disfuncion mitocondrial en las cuales estan
incluidas anomalias cromosémicas, mutacion del ADN mitocondrial, entre otras
(51).

La prevalencia de los marcadores mitocondriales bioquimicos directos como lactato,
piruvato, carnitina fue alta en los nifios con TEA, asi como en la relacion lactato/
piruvato y en los marcadores indirectos (carnitina, amoniaco, CK) comparados en
base a los controles; se considera que la disfuncion mitocondrial no esta mediada
por un componente genético sino que se atribuye a la deficiencia de folato cerebral
clasificAndose en una disfuncion mitocondrial secundaria (29).

En estudios realizados se ha encontrado una relacion directa del biomarcador
lactato como indicador de dafio mitocondrial en pacientes con TEA teniendo en
cuenta que los valores de estos han sido comparados con niflos que no lo
presentan, teniendo un aumento significativo de los valores en TEA (52). Por otra
parte la prevalencia de anomalias mitocondriales se estima que es alta en
comparacion a personas con un desarrollo normal y que a su vez estas tienen
implicacion en consecuencias subyacentes como en el caso de la epilepsia (28).

Otro de los biomarcadores de disfunciobn mitocondrial es la creatinina, esta es
sintetizada en el higado y el rifidn, se transporta a través de la sangre a los tejidos
de alta demanda de energia como el cerebro y musculo esquelético, sin creatinina
no se puede producir fosfocreatina conllevando a que las células se agoten mas
rapido y se agote la energia. En los nifios con TEA tanto los niveles de creatinina
se encuentran disminuidos implicando que presenten un retraso del desarrollo,
retraso mental, trastornos del lenguaje tanto receptivo como expresivo Yy
convulsiones (28).

A continuacion, se presenta una tabla que resume los principales biomarcadores
alterados en el TEA de acuerdo a su naturaleza (genéticos, metabdlicos, estrés
oxidativo, disfuncion mitocondrial y metilacion) todos ellos estan relacionados e
inciden en los nifios que presentan TEA lo cual permite que se haga una asociaciéon
entre cada uno y se conviertan en herramientas para el diagnostico precoz del
autismo
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Cuadro 2. Principales biomarcadores de los TEA de acuerdo a su naturaleza

Delecién gen
NRXN1
Delecion gen
CNTN4

Gen
SHANK3
Gen
SHANK2
Gen SCN2A
Gen CHD8
Gen CDH9

3CT plasmatica (1 si disfuncion
mitocondrial)
3NT plasmatica (1)

Genéticos Metabdlicos Estrés oxidativo Disfuncién mitocondrial Metilacion
Cromosomicos GABA en | e« Relacion Glutation | ¢ Lactato (1) Relacion SAM /
¢ Duplicacion plaquetas (|) reducido / oxidado (|) Piruvato (1) SAH (|)
7011.23 Anticuerpo e Metionina (|) e Relaciébn lactato / Homocisteina (1)
¢ Duplicacién Factor e Cisteina (|) piruvato (1) Cisteina (])
15911-13 neurotréfico e Estudios de  é&cidos |e Carnitina (libre y total)
e Duplicaciony derivado  del organicos: (1)
delecion cerebro e Alfa-droxibutirato (|) e Alanina (1)
16p11.2 (BDNF) (1) e Piroglutamato (|) e Ubiquinona (|)
2q221 OXitOCina (l) ° Sulfato (l) ° Amonio (T)
3p26.3 Serotonina (1) | e |soprostano F2t plasmatico | e  AST (1)
apla (1) « ALT(D)
5pl4.1 e Transferrina (|) o CKsérica (1)
14923 e Ceruloplasmina (])
Moleculares

[ ]
Fuente: adaptado de, Quintana Hernandez DI. Biomarcadores genéticos y metabdlicos en los trastornos del espectro
autista. Genetic and metabolic biomarkers in autism spectrum disorders. Rev Cuba Genet Comunit. 2015;9(3):14-22.
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2. METODOS DE LABORATORIO EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION
DE LOS BIOMARCADORES DEL TEA

Para la determinacién de los diferentes biomarcadores que permiten el estudio de
TEA se encuentran varias técnicas y pruebas que se pueden clasificar de acuerdo
a la naturaleza de los principales factores que se estudian en esta poblacién como
son genéticos, metabdlicos, de estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial.

2.1 METODOS GENETICOS

Los estudios genéticos comprenden el conjunto de procedimientos y diagndsticos
encaminados a acumular informacion sobre cualquier defecto congénito ya sea en
fase prenatal o post natal (53); los estudios mas utilizados segun la literatura y que
han tomado relevancia en las Gltimas décadas son los bandeos cromosomicos,
FISH (hibridacion in situ fluorescente) y el microarreglos cromosémico (CMA) (2).

2.1.1 Bandeo cromosomico. El bandeo cromosémico consiste en someter a los
cromosomas a desnaturalizaciones o a digestion enzimética seguida de una tincion
con colorantes especificos para ADN para permitir la visualizacién de una serie de
bandas claras y oscuras, permitiendo realizar un adecuado analisis de cada uno de
los cromosomas y asi detectar cambios estructurales en los cromosomas o cambios
numericos (56); se clasifica en dos, los bandeos morfolégicos y los bandeos
dinamicos, los primeros se obtienen basandose en técnica inherentes a la
heterogeneidad de la cromatina, mientras que los dinamicos implican la
incorporacion de una base analoga (bromodesoxiuridina) (56).

En el bandeo Q se utiliza la mostaza de quinacrina para tefiir los cromosomas, este
detecta regiones fluorescentes con alto predomino de Adenina -Timina y regiones
opacas con predomino de Guanina- citosina (57). El bandeo G es denominado asi
por el colorante empleado, Giemsa, este se da por una respuesta diferencial de los
cromosomas al ser pretratados con Tripsina antes de ser coloreados, las bandas
van a corresponder a genes de replicacion tardia y aquellas regiones ricas en
adenina- timina van a presentar una banda oscura en contraste los genes de
replicacion temprana y ricos en Guanina- Citocina tienen bandas claras (58).
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2.1.2 Hibridacién in situ fluorescente FISH. La hibridacion in situ fluorescente es
una técnica que permite detectar secuencias de ADN en cromosomas metafasicos
0 ndcleos interfasicos en muestras citogenéticas y fijadas (57). En esta técnica se
utiliza una sonda de ADN la cual hibrida los cromosomas completos o las
secuencias unicas simples, después de la fijacion el ADN diana es tratado con calor
para desnaturalizar el ADN bicatenario para que resulte AND monocatenario
marcado con fluorescencia el cual tiene una secuencia complementaria. La
visualizacion se hace con la ayuda de un microscopio de fluorescencia que permite
ver la sonda hibridada. Estatécnica es una herramienta esencial para el diagnéstico
de patologias en la fase prenatal o post-natal (59).

2.1.3 Microarreglos Cromosomicos. Los microarreglos o Micorrays cromosomicos
es una técnica que actualmente se utiliza en Colombia para diferentes estudios
gendmicos, a su vez esta se ha convertido en el método de laboratorio preferido
para identificar anomalias cromosémicas. Su principio se basa en usar el ADN
complementario (cDNA) a estudiar para hibridarlo sobre un cristal que contiene unas
sondas de DNA las cuales representan los exones de la mayoria de los genes que
estan presentes en el genoma humano (54), de otro modo, los RNA mensajeros
(mRNAS) se retrotranscriben para producir las secuencias de cDNA a hibridar por
competencia y rastreados por fluorocromos CY3, estos son un componente de una
molécula que hace que esta sea fluorescente emitiendo un color verde y para el
fluorocromo CY5 que va a emitir una fluorescencia roja (55).

Para el empleo de microarreglos se hace necesario la utilizacién de micromatrices,
estas pueden ser construidas al menos de dos formas, con el uso de partes grandes
de ADN clonado, como cromosomas artificiales bacterianos (BACS), o con
pequefias secuencias sintéticas de ADN, denominadas oligonucleétidos que
pueden disefiarse para detectar el nUmero de copias o para detectar polimorfismo
de un solo nucledtido (SNPS) (56). Otro de los métodos empleados es la Hibridacién
in situ fluorescente (FISH), es utilizado para la deteccion de alteraciones
cromosomicas especificas utilizando sondas de ADN marcadas con fluorocromos,
es una técnica mas asequible por ser mas econémica si se compara con los
microarreglos (53).
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2.2 METODOS PARA DETERMINACION DE BIOMARCADORES METABOLICOS

Para la deteccion de biomarcadores metabdlicos se utilizan pruebas o analisis
fotométricos o de espectrometria de masas en tandem, la ventaja principal de esta
técnica es el analisis simultdneo, plenamente automatizado de diferentes analitos,
como el caso de aminoacidos incluyendo la fenilalanina y especies de acilcarnitina
(60). Uno de los principales objetivos es identificar cambios sutiles en los perfiles
metabodlicos entre sistemas biologicos en diferentes estados fisiologicos o
patologicos. Los espectrémetros de masas se pueden describir como "instrumentos
gue pesan moléculas” (61).

La espectrometria de masas se basa principalmente en la obtencion de iones a
partir de moléculas organicas en fase gaseosa, una vez se obtienen dichos iones
estos son separados de acuerdo a su masa y a su carga para finalmente ser
detectados (62), la principal ventaja de esta técnica es la capacidad que tiene de
realizar un analisis simultaneo el cual es plenamente automatizado y de diferentes
analitos, como los aminoacidos; este presenta una buena sensibilidad comparada
con otras técnicas (60).

Otros de los métodos utilizados son las técnicas acopladas, un ejemplo de ello es
la cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a la espectrometria de masas
(LC-MS), esta es una técnica analitica que combina el poder de separacion del
HPLC con la gran selectividad, sensibilidad y precision en la determinacion de la
masa molecular de la técnica de espectrometria de masas, proporcionando
informacion cualitativa y cuantitativa. Los componentes de la muestra que han sido
separados en el HPLC pasan al espectrometro de masas a través de una interfaz
(ionizacion a presion atmosférica (API) o ionizacion quimica a presion atmosférica
(APCI)) donde son ionizados y posteriormente detectados por la sefial eléctrica
emitida de cada componente (63). La aplicacién de técnicas analiticas modernas
acopladas ha mejorado de forma significativa la caracterizacion y medicion de
muchos analitos (64), principalmente en las aminoacidopatias.

2.3 METODOS PARA DETERMINACION DE BIOMARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO Y METABOLICOS

Para la deteccion de biomarcadores de estrés oxidativo se utilizan enzimas con
actividad antioxidante que son detectadas con técnicas como ELISA y métodos
colorimétricos (65).
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La prueba ELISA se basa principalmente en una inhibicidbn o activacion de la
reaccion enzimatica por el complejo antigeno-anticuerpo para la deteccion de un
analito en particular a estudiar; en la actualidad existen varios tipos de ensayos
inmunoenzimaticos teniendo en cuenta que estos pueden ser inmunoensayos
homogéneos o heterogéneos, los primeros a su vez se dividen en competitivos
(conjugado antigeno-enzima) o no competitivos (epitopos del antigeno) (66).

El inmunoensayo enzimatico heterogéneo mas conocido es la ELISA, esta se basa
en la separacion entre el inmunocomplejo formado sobre la fase soélida y las
biomoléculas no fijadas, realizada por aspiracion o lavado, a su vez las ELISAS se
pueden clasificar en ensayos competitivos y no competitivos y de tipo sdndwich (66).

Otro de los métodos empleados para la determinacion de analitos es la
espectrometria de masas, es una técnica de analisis cualitativo y es utilizada
principalmente para la determinacion de estructuras organicas, de igual modo esta
se puede combinar con otras técnicas de espectrofotometria. Este método se basa
en la obtencion de iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa, una vez
obtenidos dichos iones se separan de acuerdo con su masa y su carga para
finalmente ser detectados con un dispositivo adecuado (67).

La espectrometria de masas permite la separacion, identificacion y cuantificacion
de moléculas, basada en su relacibn masa/carga (m/z), en diferentes matrices
(liquidas, solidas), después de su ionizacién (61). El espectrometro de masas esta
constituido por cinco modulos principales que son: sistema de introduccion de
muestra, fuente de ionizacion, analizador de masas, detector y procesador de datos
(61).
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3. CONCLUSIONES

Los TEA son complejos y heterogéneos causados por la interaccion entre la
vulnerabilidad genética y factores medioambientales, es necesario contar con
herramientas que permitan hacer un diagnostico oportuno basado en
biomarcadores; existen muchos de ellos que permiten identificar alteraciones
celulares, bioquimicas o moleculares y que pueden ser detectados en tejidos,
células o fluidos humanos. Segun su naturaleza se clasifican en biomarcadores
genéticos, metabdlicos, de estrés oxidativo y mitocondriales.

La tecnologia y avances en innovacion han permitido implementar nuevas técnicas
de laboratorio que permiten tener una mayor sensibilidad y especificidad para la
determinacién de biomarcadores; dentro de los métodos genéticos empleados en la
actualidad se resaltan los microarreglos cromosémicos, una técnica eficaz pero que
quizas por su alto valor econémico y la disponibilidad de laboratorios limita su uso
acudiendo a técnicas mas asequibles como el bandeo cromosémico o las técnicas
acopladas, que contribuyen a mejorar el diagnostico oportuno de trastornos como
el TEA y asi mejorar la calidad de vida de los pacientes.

En el TEA se observa que para establecer diagnostico la mayoria de los criterios
estan basados en la observacion de los sintomas realizada por lo médicos y
cuidadores sin ser interpretados en su totalidad junto con un panel de
biomarcadores, a la vez que pueden no proporcionar la informacién del procesos
neurobioldgico especificos para cada paciente, por lo que se presenta la necediad
de buscar pruebas con mayor objetividad de manera que se logre monitorear el
desarroolo neurolégico y la progresion de la enfermedad.
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4. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar el estudio de enfermedades mentales que sean de
diagnostico clinico de manera que desde el laboratorio clinico se aporte al
diagnéstico precoz de este tipo de trastornos.

Si bien el TEA carece de biomarcadores definidos, se recomienda continuar con la
revision e investigacion aplicada de todos los relacionados en esta revision
documental para identificar aquellos especificos que puedan aportar en el
diagnéstico por laboratorio.
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