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RESUMEN

Palabras clave

Se conoce de la importancia del suefio y los mecanismos inflamatorios en la plastici-
biomarcadores,- prediccion; - comorbilidades; dad cerebral y la construccion de las conexiones funcionales normales, asi como del
autismo impacto de las comorbilidades en la progresion de los trastornos del espectro autista.
La epilepsiay los trastornos del suefio son comorbilidades frecuentes en el autismo; sin
embargo, no existen biomarcadores de utilidad para la evaluacion temprana del riesgo
de presentar estas comorbilidades, lo que dificulta una intervenciéon temprana mas efi-
caz en el autismo. El estudio realizado identificé patrones de neuroinflamacién con do-
minancia diferencial para citoquinas asociados a la epileptogenicidad, los patrones de
conectividad funcional detectadas por EEG durante el suefio NREM y de conectividad
local y global de la red durante el suefio no REM para autismo primario y secundario.
De igual manera se describe la eficiencia de la red de conectividad funcional en estos
pacientes. Se aportan herramientas que permiten estratificar los fenotipos clinicos en
el autismo y la estimacion prodrémica de la progresion de la enfermedad, basado en
el andlisis de la epileptogenicidad, los trastornos del suefio y parametros moleculares
basados en la evaluacién del perfil de citoquinas en el autismo. Estos resultados fueron
publicados en revistas internacionales de alto impacto: 3 articulos originales y 4 capitu-
los de un libro publicado por la Editorial Springer, para un total de 7 citas en los ultimos
4 afios. Se defendieron dos tesis de especialistas en Inmunologia y Neurofisiologia Cli-
nica (2016), se obtuvieron dos Resultados Cientificos Relevantes (CIREN 2015y 2016),
dos Premios del concurso Premio Anual de Salud (2017 y 2018), un Premio Anual de
la Sociedad Cubana de Inmunologia (2017) y un Premio Internacional de Neurologia
“Rafael Estrada 2017", asi como dos Certificaciones de Aportes Cientificos de los Re-
sultados (2076 y 2018).




Los trastornos del espectro del autismo (TEA) son tras-
tornos del neurodesarrollo caracterizados por alteraciones
en la interaccion social y la comunicacion verbal y no verbal,
asociados a patrones estrechos de intereses. Los sintomas
aparecen tempranamente, y siguen gradualmente un curso
sin remision, para establecerse de manera general después
de los 3 afos de edad y continuar hasta la adultez, cuando se
manifiesta de forma mas atenuada.

Una limitante en la eficacia de la intervencion en el autis-
mo es la carencia de biomarcadores que permitan estratificar
los fenotipos clinicos principales que subyacen a la plastici-
dad neural maladaptativa en esta entidad o predecir tempra-
namente la progresién de la enfermedad. De ahi, la necesidad
de caracterizar parametros neurobiolégicos objetivos que
permitan la estimacion temprana de comorbilidades frecuen-
tes como la epileptogenicidad, los trastornos del suefio y sus
principales determinantes en el autismo.

Caracterizacion de patrones inflamatorios
y neurofisiologicos predictores de
epileptogenicidad en el autismo

Datos recientes manifiestan el impacto de los eventos
moleculares en la plasticidad neural aberrante que tiene lu-
gar en el autismo [1-3]. Cambios en los niveles de citoquinas
IL-T, IL-10, IL-6, IL-17 e IL-12 con un impacto diferencial sobre
la severidad de la enfermedad y el deterioro en la conducta
han sido referidos por varios autores [2-4], mientras que otros
estudios evidencian un predominio de epilepsia subclinica
identificada por anormalidades en el electroencefalograma
(EEG) de estos nifios [5-7], sin que se conozca el papel de la
inflamacion en su ocurrencia.

Diferentes grupos han marcado el papel de las citoqui-
nas proinflamatorias, como IL-1, IL-6 y TNF, en la generacion
de conductas anormales asociadas a trastornos del neuro-
desarrollo [4,8]. El presente trabajo explora los cambios en la
respuesta inflamatoria en pacientes autistas, con apoyo en el
analisis del perfil de citoquinas y su relevancia para predecir el
riesgo de ocurrencia de comorbilidades de conjunto con estu-
dios neurofisiolégicos basados en el registro del EEG, con el
valor agregado de la evaluacién de estos marcadores infla-
matorios desde la periferia.

La investigacion incluyd 17 pacientes con el diagnostico
de autismo primarioy a 15 controles del mismo rango de edad
y distribucion de sexo. El diagndstico siguio los criterios del
DSM-IV-TR 2000 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders) [9-11]. Se requirié el consentimiento informado de
pacientes o cuidadores para la inclusion en la investigacion,
como parte de un proyecto aprobado por el Comité de Etica
del CIREN, dirigido a caracterizar biomarcadores moleculares

y neurofisiolégicos de valor potencial para predecir comorbi-
lidades referidas a la epileptogenicidad y los trastornos del
suefo en el autismo.

Evaluacion del perfil de citoquinas

Se evaluaron citoquinas proinflamatorias y antiinflamato-
rias en el plasma de pacientes y controles utilizando un kit
de ELISA multiple, tipo sandwich (Quantibody® Human In-
flammationArrays; QAH-INF-3, RayBiotech, Inc., Norcross, GA,
USA), que permitié la cuantificacion simultdnea de mediado-
res solubles. Diferencias significativas se observaron para las
citoquinas IL-13, IL-6, IL-17, IL-12p40 y IL-12p70 en los pacien-
tes con autismo en comparacion con los controles (p <0,05)
[16] (figura 1) [12].
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Fig. 1. Niveles plasmaticos de citoquinas en pacientes con TEA y con-
troles. Los datos se expresan como el valor de la mediana +EEM. Nive-
les significativos: *p < 0,05, **p <0,01, y ***p <0,001, prueba t Student.

Perfil inflamatorio y epileptogenicidad desde el
electroencefalograma en el autismo

Los registros del EEG se realizaron con el equipo MEDI-
CID V AmplifierSystem (Neuronic, Cuba), segun el sistema
internacional 10/20. La impedancia se mantuvo por debajo
de 5 kQ. La clasificacion de las fases del suefio se realizé de
forma manual. Los registros incluyeron EEG completo, elec-
tromiografia mentoniana, movimientos oculares y electrocar-
diograma. El registro EEG fue anormal en 14 de los 17 pacien-
tes con autismo primario evaluados, para un 82 % del total
[13]. Por otro lado, el 37,5 % refirié antecedentes de crisis de
epilepsia. A partir de ahi, los pacientes fueron clasificados de
acuerdo con la identificacion de antecedentes de epilepsias,
como con antecedentes de epilepsia y sin ellos. El registro
EEG mostro que 6 de los primeros (35 %) mostré actividad
epileptiforme interictal (AEl) focalizadas hacia la region fron-
totemporal, mientras que en 4 de los segundos (23 %), la AEl
estuvo focalizada hacia la regién frontoparietaltemporal [13].
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La evaluacion del perfil de citoquinas mostré un patrén
proinflamatorio con predominio de IL-18 e IL-17 que difirid
en estos subgrupos para niveles significativamente eleva-
dos de IL-12 p40 en los pacientes con historia de epilepsia
(z =223, p=0,025),y de IL-6 en aquellos sin historia de epi-
lepsia (z = 2,30, p = 0,021) [12]. Estos resultados, de conjunto
con los hallazgos neurofisiolégicos revelan la potencialidad
de biomarcadores inflamatorios para predecir riesgo de co-
morbilidad vinculada a la epileptogenicidad en el autismo, una
novedad de este trabajo [12,13].

Pacientes con autismo primario con historia de epilepto-
genicidad mostraron un patrén de AEl focalizada a la region
frontotemporal en ambos hemisferios con un patrén mole-
cular proinflamatorio en periferia relevante para IL-1B e IL-17
e IL-12 p40, diferente de aquellos sin historia de epilepsia,
donde la AEI mostré una focalizacién centroparietotemporal
asociada a un patrén proinflamatorio en periferia relevante
para IL-1B e IL-17 e IL-6. La coincidencia de los patrones mo-
leculares y neurofisioldgicos asociados a esta comorbilidad
refuerzan el aporte de estos patrones neurobioldgicos en la
identificacion de riesgo de progresion por la influencia de co-
morbilidades clinicas en el autismo.

La IL-1 liberada por los macrofagos y células dendriticas
tiene acciones estimuladoras e inhibitorias sobre diversos ti-
pos celulares y promueve la apoptosis. La IL-1[3, por su parte,
activa proteinas de sefializacién y factores de transcripcion
como el NFk, que controla la expresion de genes catabolicos
e inflamatorios y regula la expresion de genes proapoptoti-
cos y el balance entre las sefiales pro- y antiapoptoticas. De
la misma manera, la IL-17 es una citoquina proinflamatoria
capaz de inducir la produccion microglial de IL-13, contribu-
yendo a la enfermedad neuroinmunitaria. Se conoce que ma-
créfagos que infiltran el cerebro producen IL-12, y promueven
la produccion de IL-17 por linfocitos Ty, los cuales acttuan
directamente sobre macrofagos y células del cerebro para
promover la expresion de mediadores inflamatorios como
IL-18, TNFa y MPP3y9, entre otros que inducen la muerte ce-
lular por apoptosis con impacto negativo a este nivel [14].

Desde este andlisis es posible considerar que el incre-
mento de IL-12p40 en pacientes autistas con antecedentes
de epilepsia pudiera ser expresion de un proceso inflamatorio
cronico relevante para promover la epileptogenicidad en el
autismo. La IL-6, por su parte, es una citoquina pleiotrépica
que sinergiza con el TNFay la IL-1. Su efecto en células neu-
rales es sugerido por su influencia en la angiogénesis y los
mecanismos de reparacion tisular [15,16], que pudieran expli-
car lo observado en los pacientes autistas sin antecedentes
de epilepsia.
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Caracterizacion de la conectividad funcional
y patrones de electroencefalograma como
biomarcador predictivo de epileptogenicidad
y de trastornos del suefo en el autismo

Analisis topoldgico de la red

Al estudio electroencefalografico realizado siguio el ana-
lisis de la conectividad funcional basado en el calculo de la
matriz de sincronizacién espacial en las cuatro bandas de
frecuencia alfa, beta, theta y delta, siguiendo lo publicado in-
ternacionalmente para este analisis y utilizando un programa
desarrollado en el Centro de Neurociencias de Cuba [17]. Los
pacientes con TEA secundario (TES-S) mostraron una dismi-
nucion de la sincronizacion para la frecuencia alfa y un incre-
mento para la frecuencia theta y delta, predominando la region
frontocentral en comparacién con los TEA primarios (TEA-P),
en los que el hallazgo fue mas manifiesto hacia la regién cen-
trotemporal (figura 2) (prueba de permutaciones p <0,05). Los
analisis molecular, electrofisioldgico y de conectividad funcio-
nal realizado en los TEA-P sin historia de epilepsia parecen su-
gerir un patréon inmunoldégico proinflamatorio con predominio
proinflamatorio [12 y 13], en presencia de una AEI focalizada
hacia la region frontal, y un patrén de conectividad funcional
de incremento de las frecuencias theta y delta, predominante
hacia la region centrotemporal en los TEA-P [13], una defini-
cion neurobioldgica surgida de esta investigacion.

Caracterizacion de los patrones de actividad
epileptiforme interictal por las propiedades
topologicas de la red en pacientes autistas

El andlisis tedrico de grafos se realizo a partir de la matriz
de sincronizacion de todas las posibles combinaciones entre
los electrodos, por una programacion implementada en Matlab
R2008b. Los parametros que se evaluaron fueron el coeficien-
te de clusterizacion, la longitud del camino medio, la eficiencia
local, la eficiencia global y la conectividad global [13,17]. Las
propiedades topoldgicas de la red para todas las bandas de
frecuencia en funcién de la presencia o ausencia de AEl para
ambos grupos de autismo mostrd una mayor eficiencia local
alfa en los pacientes con AEl en comparacién con aquellos en
los que no fue detectable este hallazgo (p = 0,03, prueba t Stu-
dent para muestras independientes) [13].

El andlisis de correlacion entre la frecuencia de descarga
de la AEI (FD-AEI) y las propiedades topoldgicas de la red de
clusterizacion, la conectividad global y la eficiencia local alfa,
asi como la conectividad global beta en los pacientes con
TEA-S mostré una significacion estadistica positiva y nega-
tiva para la eficiencia global y longitud del camino alfa y beta
(prueba de correlacion de Spearman p = 0,05) [13,18,19].
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Fig. 2. Conexiones significativas en TEA-P y secundario TEA-S en las
frecuencias alfa, theta y delta (prueba de permutaciones, p <0,05). Au-
mento de las conexiones entre los pares de electrodos para los grupos
de TEA-S y TEA-P con disminucién de la sincronizacion para la fre-
cuencia alfa en TEA-S e incremento para las frecuencias theta y delta
con predominancia en region frontocentral comparado con los TEA-P,
donde predomind la region centrotemporal.

Consideraciones finales

Se caracterizaron biomarcadores para la identificacién
prodromica de la epileptogenicidad y los trastornos del suefio
en el autismo, dados por patrones moleculares y electroen-
cefalograficos con acercamiento topoldgico a las redes de
conectividad funcional y focalizacién de la AEl y sus determi-
nantes asociados. Se describen por primera vez herramientas
que brindan informacion neurobiolégica para la identificacion
temprana de riesgo de progresion en el autismo [12, 13, 18,
19] y se definen ademaés patrones relacionados con la integri-

dad y la segregacion de las redes funcionales derivadas del
EEG durante el suefio no REM para los subtipos de autismo
primario y secundario. Se exponen ademas los patrones de
AEI relacionados con la conectividad local y global para las
bandas de frecuencia alfa y beta en estos pacientes, desde la
exploracion de las propiedades intrinsecas de la red.

Estos resultados fueron publicados en revistas internacio-
nales de alto impacto: 3 articulos originales y 4 capitulos de un
libro publicado por la Editorial Springer, para un total de 7 citas
en los ultimos 4 afios. Se defendieron dos tesis de especialis-
tas en Inmunologia y Neurofisiologia Clinica (2016), se obtu-
vieron dos Resultados Cientificos Relevantes (CIREN 2015 y
2016), dos Premios del concurso Premio Anual de Salud (2017
y 2018), un Premio Anual de la Sociedad Cubana de Inmuno-
logia (2017) y un Premio Internacional de Neurologia “Rafael
Estrada 2017", asi como dos Certificaciones de Aportes Cien-
tificos de los Resultados (2016 y 2018). Todos en conjunto re-
velan el impacto cientifico y social de esta propuesta.
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