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departamento de Ciencias Médicas Bésicas de la Facultad de Ciencias de la Salud,
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Parte de los resultados obtenidos en esta tesis se recogen en las siguientes publicaciones:

- Heterogeneity neurochemistry in cingulate cortex in adults with Autism Spectrum
Disorders: A proton MR spectroscopy study.
Jimenez-Espinoza, Carmen Dolores; Marcano, Francisco; Gonzalez-Mora, Jose Luis, .

Medical and Health Science Journal, Vol.17, Issue2,. (Aprobado para su publicacién)

- Imbalance Glutamatergic Compounds in Anterior Cingulate Cortex in Adults
Autism Spectrum Disorder - Demonstrated By 'H- MRS.
Jiménez-Espinoza C., F. Marcano, J. L. Gonzélez-Mora
J Physiol Biochem (2016) 72 (Suppl 1):1. doi: 10.1007/513105-016-0508-2

- Neurometabolic Difference between Anterior and Posterior Cingulated Cortices in
Autism Spectrum Disorders: Target on Etiology?
Jiménez-Espinoza C., F. Marcano, J. L. Gonzalez-Mora
J Physiol Biochem (2016) 72 (Suppl 1):1. doi: 10.1007/s13105-016-0508-2
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Therapeutic Target?. XVII Congreso AETAPI. Poster. Barcelona, Spain.
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Lake City, Utah, USA
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6. Jiménez-Espinoza C, Marcano F, Padilla N, Aden U, Gonzalez-Mora J.L. (2016). Altered
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prevention and early diagnosis. (2016) London, UK.
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prevention and early diagnosis. London, UK.

8. Jiménez-Espinoza C, Padilla N, Kvanta H, Adén U (2017). Long-term effects of neonatal
complications on brain growth at 10 years of age in children born extremely preterm.
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ABSTRACT

All definitions of autism relate to an implicit or explicit form the triad of social,
communicative and imaginative or behavioral constraint described by (Wing & Gould,
1979). However evidence now that autism shows great phenotypic variation due to
genetic and environmental factors that give the identity of multifactorial disease arises.
Even so the latest revision of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
DSM-V/(Association, 2013) has proposed to change the name of Pervasive
Developmental Disorder by Disorder Autism Spectrum as a single category, which
would further increase the number of cases considered with this disorder.

In recent years there has been a considerable increase in cases detected and diagnosed,
from 5 years of age, within the Autism Spectrum Disorders (ASD). Although, it is
possible that this increase to greater accuracy of procedures and instruments diagnostics,
or simply to improve the knowledge and training of professionals, or even, a real
increase in the incidence of this disorder is due within the global population, so the
development of new diagnostic methods to quantify and study the evolution of the
spectrum of autism, more reliably disorder, could help us better understand the
neurometabolic processes involved, considering that all the mechanisms and pathways
that accompany synapses in central nervous system (CNS) occurs in a very short time

scale, milliseconds.

The Spectroscopy Proton Magnetic Resonance (*H-MRS) is a technique recently
available in radiological practice that provides a biochemical, metabolic and functional
assessment of tissues and complemented in a suitable manner studies conventional
imaging, so it’s use implemented every day in the clinic and especially by
neuroradiologists. It has been used in the evaluation of brain tumors and now has spread
to the valuation of other diseases such as metabolic disorders, studies of dementia,
vascular disorders, and assessment of some psychiatric disorders and more recently in

the assessment of heart disease, liver, breast and prostate.

This study is oriented towards the application of spectroscopy proton magnetic
resonance to improve the diagnosis of autism spectrum disorder with the prospect of

future implement this technique as the most effective diagnostic method in ASD.
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Abreviaturas, Acrénimos y Simbolos Empleados

En esta memoria se han empleado acrénimos y abreviaturas recomendados en Magnetic

Resonance in Chemistry, asi como otros de uso frecuente y en terminologia médica.

%SD: Desviacion estandar (en porcentaje)
°C: Grados Centigrados

BC: Is6topo estable de carbono (carbono-
13)

'H-ERM: Espectroscopia por resonancia
magnética del proton

ZNa: Isétopo estable de sodio (sodio-23)

2D- CSl: Imagen de Desplazamiento
Quimico en dos dimensiones

3p: Is6topo estable de fosforo (fosforo-31)

3D- CSI: Imagen de Desplazamiento
Quimico en tres dimensiones

AAF: Autismo de Alto Funcionamiento
ACC: Corteza anterior del cingulado
AE: Enfermedad de Alzheimer

AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4- isoxazolpropionico

ANOVA: Andlisis de la Varianza

APA: Asociacion Americana de Psicologia
AQ: Cociente de autismo

ATP: Adenosintrifosfato

Ca’": CalciocAMP:

CC: Cuerpo calloso

CHESS: Secuencia de pulso basada en
desplazamiento quimico selectivo

Cho: Colina
cm?®: Centimetros clbicos
CO,: Diobxido de carbono

Cr: Creatina

CSI: Imagen por Desplazamiento Quimico

DAATEA: Desarrollo Atipico Asociado a
TEA

DFT: Transformada Discreta de Fourier
DMN: Red de modo automatico

DSM: Manual Diagnostico y Estadistico
de Trastornos Mentales

DT: Desarrollo Tipico
DTI o IDT: Imagen de tensor de difusion

ECC: Correccion de Corrientes de
Foucault

EOG: Electro Oculo Grafia
EP: Enfermedad de Parkinson

ERM: Espectroscopia por Resonancia
Magnética

ERN: Especies reactivas de nitrégeno
ERO: Especies reactivas de oxigeno

FAA: Fenotipo Ampliado de Autismo
FFT: Transformada Réapida de Fourier

fMRI: Imagen Funcional por Resonancia
Magnética

FOG: Foto Oculo Grafia

FCE: Fluido/Liquido cerebroespinal
LCR: Liquido cefaloraquideo

GABA: Acido gamma-aminobutirico
GIn: Glutamina

Glu: Glutamato

GIx: Glutamato+Glutamina

GSH: Glutatién
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H,O: Agua

HD: Alta definicion

IFOF: Fasciculo frontal occipital inferior
ILF: Fasciculo longitudinal inferior

IMETISA: Instituto Médico Tinerfeno
S.A.

Kg: Kilogramo

m: Media

ml: Mioinositol

mL: Mililitros

mM: Milimolar

MPFC: Corteza prefrontalmedial

MR: Resonancia Magnética

MRI: Imagen por resonancia magnética
NAA: N-Acetil aspartato

NAAG: N-Acetil aspartilglutamato

NIRS: Espectroscopia de infrarrojo
cercano

NMDA: N-metil-d-aspartato

NT: Neurotransmisor

0O,. Oxigeno

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
P: P valor

PCC: Corteza posterior del cingulado

PCCd: Corteza dorsal del cingulado
posterior

PCCR: Técnica Reflexién Cornea Centro-
Pupila (eye tracking)

PCCy : Corteza ventral del cingulado
posterior

pH: Potencial de hidrogeniones

PRESCAN: Pasos de calibracion previos a
exploracién en MR

R1: Ganancia Analdgica

R2: Ganancia Digital

RMN: Resonancia Magnética Nuclear
RN: Recien Nacido

SAN: Red de saliencia

SD: Desviacion Estandar

SE: Secuencia Espin-Eco

SEGAI: Servicio General de Apoyo a la
Investigacion

SLF: Fasciculo longitudinal superior
STEAM: Adquisicion de Eco- Estimulado
t: tde Student

T: Teslas

TE: Tiempo eco

TEA: Trastornos del Espectro de Autismo
TG: Ganancia de Transmision

TGD: Trastornos generalizados del
desarrollo

TR: Tiempo de Repeticion

UF: Fasciculo unciforme

UK: Reino Unido

USA: Estados Unidos de América
VMPFC: Corteza prefrontal ventromedial
VOG: Video Oculo Grafia

VOI: Volumen de interés

p: Densidad relativa

WISC: Escala de Inteligencia Wechsler
para nifios

MSCA: Escala McCarthy de aptitudes y
psicomotricidad para nifios.

CPM: Test de Raven (Matriz progresiva
del color)

PRESS: Secuencia de Espectroscopia de
Punto Resuelto
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Notas sobre la puntuacion

Con el fin de simplificar la publicacion de resultados en revistas internacionales que requieren la
utilizacion del sistema cientifico de puntuacion, se ha adoptado este sistema a lo largo de esta
Tesis Doctoral. Asi, las cifras decimales se indican con puntos en lugar de comas, lo que ha sido
aceptado por la Real Academia Espafiola de la Lengua en el Diccionario Panhispanico de Dudas
desde su primera edicién en octubre de 2005.

Notas sobre los Apéndices

Con la finalidad de no hacer extensiva la informacion sobre las herramientas de medicion de
'H-ERM, AQ-test, y Eye tracking, utilizadas para realizar los estudios especificos que se
muestran en el desarrollo de esta memoria hemos incluido sus respectivas bases teéricas en los
apartados APENDICE I, II, 111 al final de ésta.

En el APENDICE IV se encuentran las Comunicaciones a Congresos y Publicaciones
Cientificas.

En el APENDICE V se encuentra el permiso del Comité de ética CEIBA-ULL
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INTRODUCCION

1.1 Trastorno del Espectro de Autismo

El Trastorno del Espectro de Autismo “TEA”, es una condicién conformada por un conjunto de
componentes que acompafian el neurodesarrollo del nifio al nacer. Estos componentes
biologicos, de aprendizaje, y cognitivos estan intrinsecamente vinculados entre si y con el
entorno durante el desarrollo del nifio, generando ciertos comportamientos y retrasos en el

neurodesarrollo que los diferencian de sus congéneres y se hacen visibles antes de 2 los afios.

1.1.1 Historia

El autismo fue definido por Leo Kanner, al examinar un conjunto de caracteristicas visibles en
el comportamiento de algunos nifios, que permanecian ensimismados y rechazaban toda
comunicacion con otras personas (Kanner, 1943). La principal conducta observada en los nifios
recién nacidos es la falta de contacto visual con la madre y, durante el primer afio de vida se
manifiesta la ausencia del lenguaje, las conductas repetitivas, una curiosidad exagerada por los

detalles y un potencial cognoscitivo muy alto.

Los nifios con sospecha de estar desarrollando autismo, muestran un amplio abanico de
comportamientos con diferentes caracteristicas que varian en intensidades y en cada sujeto, por
lo que se hace tan dificil realizar un diagnéstico precoz fiable. En consecuencia, el Manual
Diagndstico y Estadistico de los trastornos mentales® (en inglés Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, DSM) de la Asociacion Americana de Psiquiatria, que se ha
venido utilizando como instrumento para realizar el cribado en las consultas, ha cambiado la
definicion de autismo unas seis veces, desde el afio 1952 hasta 2013, como se puede leer en el
resumen a continuacion:

e DSM-I y DSM-II (1952-1968), el autismo era considerado un sintoma de la

esquizofrenia.

e DSM-III (1980) , se comenzd a hablar de autismo infantil.

! “El Manual Diagnéstico y Estadistico de los trastornos mentales en su quinta revisién (DSM-V) es una
obra que integra para cada trastorno los ultimos hallazgos en neuroimagen y genética , junto con
consideraciones de género y cultura”. Association, A. P. (2014). Guia de consulta de los criterios
diagndsticos del DSM-5®: Spanish Edition of the Desk Reference to the Diagnostic Criteria From DSM-5¢:
American Psychiatric Pub.
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e DSM-IIIR (1987), se incluyd el trastorno autista.

o DSM-IV-TR (2000) se definen cinco categorias diagnosticas dentro de los Trastornos
Generalizados del Desarrollo (TGD): Trastorno Autista, Trastorno de Rett, Trastorno
desintegrativo Infantil, Trastorno de Asperger y Trastorno Generalizado del Desarrollo
no Especificado.

e DSM-V (2013), se habla de una Unica categoria, EI Trastorno del Espectro de Autismo
(TEA)(Association, 1994, 2013, 2014).

Por otro lado, la identificacion precoz del TEA asociada al diagnostico no es usual, debido a la
multivariedad de factores involucrados dentro de la propia definicidn de los trastornos, asi como
la complejidad y heterogeneidad de los sintomas en nifios pequefios, ademéas del sesgo hacia los
varones en una proporcion de 4:1 (Sarachana, Xu, Wu, & Hu, 2011; Sato et al., 2012), lo que

trae como consecuencia un atraso de la edad diagnostica.

1.1.2 Diagnéstico

Realizar un diagnostico fiable de autismo o TEA, se ha convertido en nuestra principal
inquietud dentro del proyecto de investigacion que ha generado esta Tesis. Como se sabe,
actualmente el diagnéstico de autismo esta basado en criterios operativos del comportamiento
segin lo describe el manual DSM-V (Association, 2015), ocasionando una serie de
incertidumbres a la hora de realizar el diagndstico correcto desde la consulta médica. Las causas
se pueden atribuir a las continuas modificaciones en los criterios diagnésticos empleados como

se menciond anteriormente.

Proporcionar un método diagnéstico fiable en nifios menores de 2 afios de edad es una
necesidad que va en aumento, debido a la gran proporcion de nifios que al ser diagnosticados
con TEA, cambian su diagnostico durante el desarrollo. Asi mismo, en muchos casos los nifios
diagnosticados antes de los 7 afios de edad, que han desarrollado todos los sintomas clésicos
siguen presentandolos aln durante la edad escolar (7-12 afios) segun los trabajos realizados por
(Gillberg et al., 1990).

La mediana de edad del diagnéstico mas temprano de TEA esta entre 4.5 -5.5 afios, donde el
(51-91)% de los nifios con estos trastornos ya presentaban problemas en el desarrollo antes de
los 3 afios de edad (Baio, 2012). El reporte de los padres al notar ciertas conductas andmalas en
su hijo (1/3 de los padres de nifios con TEA), afiade valor y ayuda a la hora de conducir un
diagnéstico clinico fiable (De Giacomo & Fombonne, 1998). También la adolescencia es un
periodo de muchos cambios en los individuos que sufren autismo en el que se hace muy notoria
la presencia del trastorno, especialmente en el caso del sindrome de Asperger que esta incluido
dentro los TEA en el DSM-IV, con la diferencia de que en el sindrome de Asperger no se
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observa retraso en el desarrollo del lenguaje, donde el sujeto puede alcanzar la pubertad sin

acusar sintomas caracteristicos (Asperger, 1944).

Esta cantidad de variantes, nos sefialan una incertidumbre diagndstica cuando de TEA se habla.
Las evidencias de la problematica diagndstica en TEA son muchas y de diversa indole dando un

mayor peso a nuestra investigacion, basada en la busqueda de un marcador bioldgico.

1.1.3 Pronéstico

El pronéstico de TEA es tan variable como las caracteristicas propias de autismo en cada sujeto.
Estas van desde la muerte temprana en casos asociados a alteraciones metabdlicas severas, hasta
la incapacidad social severa o incluso funcional en algunos casos. En consecuencia, un creciente
cuerpo de investigacion en todo el mundo ha demostrado la frecuencia de multiples y diferentes
sintomas, con las posibles causas de la etiologia en TEA a lo largo de mas de 20 afios (ver
Figura 1.1).

Sap g

Figura 1.1 Mapamundi de la Intensidad de Publicaciones cientificas en TEA (fuente:
http://www.gopubmed.com/web/gopubmed/ )

1.2 Etiologia del Trastorno del Espectro de Autismo

“El autismo ha sido descrito como una entidad poligénica y multifactorial ” (Bacchelli &
Maestrini, 2006). Sin embargo, a pesar de las maltiples teorias e hipotesis explicativas de la
etiologia del TEA, seguimos en la bisqueda de un biomarcador diagndstico capaz de evidenciar
a los sujetos que estan desarrollando este trastorno dentro de la poblacion. Las teorias méas

influyentes para explicar la etiologia del TEA, son: “La Teoria de la Mente y el déficit meta
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representacional™ (Simon Baron-Cohen et al., 1994), basadas en un déficit cognitivo causado
por multiples alteraciones neurologicas que estan relacionadas con el comportamiento del nifio
con TEA. La Teoria de la Mente (ToM) sostiene que las personas poseemos un mecanismo
preparado para comprender la conducta social, que madura evolutivamente antes del acceso a

las meta representaciones el cual se ha visto alterado en TEA.

Otras de las teorias propuestas para determinar el conjunto de factores que estan relacionados
con la causalidad de TEA, las constituyen las cuatro teorias relacionadas con los fallos en la
intersubjetividad®.

a) Teoria de Hobson

Esta teoria se sustenta en la ausencia de una teoria de la mente como resultado de un déficit

emocional primario en la relacion interpersonal (Hobson, 1995).

b) Teoria de Trevarthen

Esta teoria sostiene que los nifios estan preparados desde su nacimiento para relacionarse con las
personas de su entorno, a través de medios de expresion emocional y de sensibilidad
interpersonal, imitando y haciendo expresiones de comunicacion similares a mensajes

(Trevarthen, 2004) pero se encuentra alterado en los nifios con autismo.

¢) Teoria de coherencia central

SegUn esta teoria, las personas con TEA tienen dificultad para elaborar interpretaciones
compresivas de las situaciones a través de la descodificacion de las intenciones de los
participantes, a partir de los movimientos de los 0jos y manos y por las pistas contextuales que
éstos aportan (Blair, Morris, Frith, Perrett, & Dolan, 1999).

d) Teoriade la funcion ejecutiva

Este término se usa para describir las conductas de pensamiento mediadas por los I6bulos
frontales (Duncan, 2005). La funcién ejecutiva incluye las conductas de planificar, controlar
impulsos, inhibir conductas inadecuadas, busqueda organizada y flexibilidad de pensamiento y
accion. A la luz de esta teoria parece claro que el autismo y los déficits de funcion ejecutiva por

lesién frontal, presentan algunas similitudes. Considerando que es en los I6bulos frontales

2 Metarrepresentacional: Operacidn cognitiva implicada en atribuir creencias o estados mentales a los
demas, diferentes de los propios. Permite concebir una clase de representaciones internas
(Metarrepresentaciones) que son necesarias para explicar y predecir la conducta de otra persona. Leslie,
A. M., & Frith, U. (1987). Metarepresentation and autism: How not to lose one's marbles. Cognition,
27(3), 291-294.

3 Intersubjetividad: Que sucede en la comunicacién intelectual o afectiva entre dos o mas sujetos.
Diccionario de la Real Academia Espafiola (RAE).
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donde se lleva a cabo la regulacion de la conducta social, las relaciones emocionales, y el

discurso social (conductas gravemente afectadas en autismo).

e) Otras teorias explicativas

Adicionalmente, existen otras muchas teorias que unen posibles etiologias de la disfuncion
sensorial con anormalidades conocidas en la estructura y funcion del cerebro, asociadas
principalmente a distintos genes (Aoki, Abe, et al., 2012); (Aoki, Kasai, & Yamasue, 2012);
(Baruth, Wall, Patterson, & Port, 2013); (Bejjani et al., 2012); (Brito et al., 2009); (Brown,
Singel, Hepburn, & Rojas, 2013); (Corrigan et al., 2013); (Friedman et al., 2006); (Gabis et al.,
2008); (Goh, Dong, Zhang, DiMauro, & Peterson, 2014); (Levitt et al., 2003); (Lynch et al.,
2013); (Page et al., 2006); (Polsek, Jagatic, Cepanec, Hof, & Simic, 2011; Rudie & Dapretto,
2013); (Shukla, Keehn, Smylie, & Mueller, 2011).

No obstante, describiremos brevemente una de las teorias considerada como la mas influyente

en términos neuropsicoldgicos dentro de la amplia gama de estudios en TEA.
Teoria del déficit de reconocimiento facial

La teoria del déficit de reconocimiento facial, también Ilamada “Teoria de la amigdala o de
afectacion de la mirada”, destaca los trastornos de la cognicién social como una de las bases
neuropsicologicas vinculadas a la etiologia del TEA. Precisa que, los sujetos con TEA actdan de
forma inapropiada con los estimulos que ven y no son capaces de beneficiarse del entorno de la
misma manera que los sujetos normotipicos. Ademas, “la atencion” estd integralmente
relacionada con los procesos de seleccion®, que permiten identificar y separar la informacion
relevante de la indtil al observar un estimulo dado del entorno (Klin, Jones, Schultz, &
Volkmar, 2003).

Las expresiones faciales nos permiten expresar las emociones en los demés por lo que, una
afectacion del “reconocimiento de caras” (parte importante del reconocimiento de las
emociones) trae consigo una percepcion defectuosa de las expresiones faciales y por ende, de la
percepcion de las emociones afectando también el desarrollo de la “teoria de la mente”, al no
poder inferir la persona las segundas intenciones, comprender las miradas, o los deseos de los
otros. Neurologicamente, se ha descrito que los circuitos neurales que envuelven la amigdala, la
corteza orbito frontal y el surco temporal superior constituyen la base probable para el

desarrollo del control de la mirada (Brothers, 2002), sefialando que, estas redes estan

“El concepto de selectividad se refiere a los procesos que modulan la respuesta a una gran cantidad de
estimulos especificos y dan prioridad a uno en especial Plude, D. J., Enns, J. T., & Brodeur, D. (1994). The
development of selective attention: A life-span overview. Acta psychologica, 86(2), 227-272.
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preferentemente activadas ante la observacion de las caras, y en especial, en la region de los
ojos (Calder et al., 2002).

Sin embargo, los estudios realizados por (Kawashima et al., 1999) sobre la importancia de la
amigdala en la percepcién de la mirada y su direccionalidad, vincula otras areas del sistema
limbico a saber, la insula izquierda y la corteza del cingulado posterior (ver Figura 1.2.1) que
estan activas en los estudios de resonancia magnética funcional durante el desarrollo de las
tareas de contacto visual. Lo que les hizo proponer que, el sistema limbico esta relacionado con

las fuertes respuestas emocionales evocadas durante las tareas de contacto visual.

Figura 1.2.1 Seccion coronal (A) y Sagital (B) de la media del espacio Normalizado espacialmente
(NMI) en un estudio por MRI, que muestra la activacion de la insula izquierda (A) y la corteza del
cingulado posterior (B) con los puntos en rojo.(fuente: (Kawashima et al., 1999).)

f) Nuevas hipotesis explicativas de TEA

Expansivo aumento del tamafio del cerebro en la infancia

Esta hipétesis sostiene, que el expansivo aumento del tamafio del cerebro en los nifios con TEA
se debe a un aumento en el tejido neuronal, (Courchesne, Carper, & Akshoomoff, 2003) que
puede ser compatible con el aumento en la concentracion de N-Acetil-aspartato (NAA)
detectado por 'H-ERM (Bjartmar, Battistuta, Terada, Dupree, & Trapp, 2002) durante la
infancia, pero regularizado en la edad adulta (Aoki, Kasali, et al., 2012). Por otro lado, aunque el
aumento del tejido no neuronal (células gliales) contribuye principalmente a la expansion inicial
del cerebro, la concentracion de NAA se mantiene en los niveles normales o incluso disminuye
en la infancia pero no en la edad adulta en la glia (Aoki, Kasai, et al., 2012). (ver Figura 1.2.3).
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Figura 1.2.3 Tres fases de la patologia del crecimiento del cerebro en el autismo. (A) Modelo de
sobrecrecimiento temprano del cerebro en el autismo que es seguido por la detencién. La linea roja
representa TEA, mientras que la azul representa individuos con desarrollo normal de la misma edad. En
algunas regiones e individuos, la detencion del crecimiento puede ser seguido por la degeneracion,
indicado por los guiones de color rojo que se inclinan ligeramente hacia abajo. (fuente:(Courchesne et
al., 2007).

La robustez del hallazgo de niveles bajos de NAA, en la corteza frontal durante la infancia,
parece coincidir con la importancia que tiene esta zona en la fisiopatologia de TEA, segun las
diferentes lineas de investigacion (Schumann & Nordahl, 2011), (C. D. Frith & Frith, 1999),
(Yamasue, Kuwabara, Kawakubo, & Kasai, 2009) que sefialan una disfuncién en la corteza
prefrontal durante la ejecucion de tareas psicologicas que requieren la “teoria de la mente”
(Castelli, Frith, Happé, & Frith, 2002), percepcion (Pelphrey, Morris, & McCarthy, 2005),

(Kaiser et al., 2010), la comunicacion social y las autorreferenciales (Lombardo et al., 2010).
Baja conectividad en la red cortical.

La hipotesis de una baja conectividad funcional es decir, el grado de sincronizacién o
correlacion entre la activacion de las areas temporales (area del giro frontal inferior izquierdo) y
las diversas areas corticales relacionadas entre si, ha sido una de las mas sustentadas (Just,
Cherkassky, Keller, & Minshew, 2004), por los estudios de neuroimagen (Vissers, Cohen, &
Geurts, 2012), y que esté relacionada con las caracteristicas del comportamiento disruptivo en
TEA.

Las evidencias acumuladas a partir de los estudios postmortem (Jou et al., 2011; Rodriguez &
Kern, 2011; Schaer et al., 2013; Vargas, Nascimbene, Krishnan, Zimmerman, & Pardo, 2005), y
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de resonancia magnética estructural y funcional (MRI, fMRI) (Baruth et al., 2013; Bernardi et
al., 2011; Carper & Courchesne, 2005; J. E. Lee et al., 2009; Nair, Treiber, Shukla, Shih, &
Muiller, 2013) respaldan que el cerebro de adolescentes y adultos con TEA, tiene un menor
grado de conectividad a través de las fibras de proyeccion que relacionan entre si diversas
regiones corticales a larga distancia debido a un crecimiento excesivo del cerebro en la infancia
(Carper & Courchesne, 2005; Nomi & Uddin, 2015). Sin embargo, no esté claro cual de las
siete extensiones o tractos de larga distancia, que componen la amplia red cortical en el cerebro
humano (ver Figura 1.2.2), esta afectada en las personas con TEA (Yeo et al., 2011) (Ecker et
al., 2012). Estos tractos, incluyen las principales fibras de conectividad (intra-hemisférica)
conocidas como redes de areas de asociacion.

Las redes de asociacion estimadas en estas siete redes, convergieron y se ampliaron en el estado

de reposo (resting-state), incluyendo a las redes de atencién dorsal (verde) y ventral (violeta), la
red del control fronto-parietal (naranja), la red visual (purpura), la red somatosensorial y motora
(azul), lared limbica (blanco) y la red por defecto (rojo).

Figura 1.2.2 Organizacion de la corteza cerebral humana, estimada por la conectividad intrinseca.
Descubrimiento y replicacion de 7 redes en la parcelacién cortical, en un estudio altamente consistente
(n=500) y replicacion (n=500) donde un total de 97.4% de los vértices fueron asignados a una misma
red (Yeo et al., 2011).
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El deterioro del funcionamiento de la red DMN.

Esta es una de las hipoGtesis mas recientes, y se refiere al deterioro del funcionamiento de la
DMN® que representa un hito importante en la descripcion de la conectividad cortical en TEA.
Esta hipétesis propone que la conectividad funcional alterada entre la corteza del cingulado
posterior (PCC) y la corteza prefrontal medial (MPFC), par central de la red de la DMN, es la
causa principal del deterioro cognitivo-social en adolescentes y adultos con TEA, ademas de
predecir el deterioro social a todas las edades (Assaf et al., 2010; Doyle-Thomas et al., 2015;
Jung et al., 2014; Kennedy & Courchesne, 2008; Lynch et al., 2013; Monk et al., 2009; Uddin,
Supekar, & Menon, 2013; Valk, Di Martino, Milham, & Bernhardt, 2015; Washington et al.,
2014) (ver Figura 1.2.3).

MFG (z=-14) PCC (z=18)

b ¥
&y 78y |

0.0

Figura 1.2.3 Mapas de “voxelwise” que muestran una mayor conectividad en dPCC (corteza posterior
derecha del cingulado) en TEA en comparacién con DT (Doyle-Thomas et al., 2015)

> DMN: Es el “estado de reposo” o “Modo de Red por defecto”, puesto de manifiesto en los estudios de
neuroimagen funcional como un conjunto de regiones del cerebro que muestra la actividad sincronizada
en reposo o en estado independiente de la tarea cognitiva (Mevel, K., Grassiot, B., Chételat, G., Defer,
G., Desgranges, B., & Eustache, F. 2010).
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Metabolismo glutamatérgico en la corteza del cingulado anterior en TEA

El metabolismo anormal del glutamato (hipoglutamatergia), ha sido propuesto como otra de las
hipétesis explicativas de la etiologia del TEA infantil (Carlsson, 1998). Sin embargo, estudios
mas recientes sugieren una hiperglutamatergia al final de la infancia y en la adolescencia de los
sujetos con TEA en la corteza anterior del cingulado (Bejjani et al., 2012). Este estado
hiperglutamatérgico, puede reflejar una desregulacion de la respuesta excitacion/inhibicion en el

cerebro como propuesta de los nuevos modelos del déficit del neurodesarrollo en TEA.

Sin embargo, aunque el glutamato contribuye al desarrollo del sistema nervioso y su plasticidad
sinaptica, una de las causas del fallo fisiolégico dentro del cerebro humano es la
excitotoxicidad, atribuida precisamente a una acumulacién de glutamato la cual contribuye a un
gran namero de trastornos como la isquemia, epilepsia, demencia asociada al sida (Mark et al.,
2001) y a la aparicion de patologias neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA)
(Hynd, Scott, & Dodd, 2004), de Huntington (Estrada-Sanchez, Montiel, Segovia, & Massieu,
2009), de Parkinson (Caudle & Zhang, 2009), entre otras (Young, Pifion, Bampton, & Nicotera,
2010) sefialando la importancia de un adecuado metabolismo glutamatérgico a nivel cerebral.
Notese que el glutamato es considerado el principal y mas importante neurotransmisor
excitatorio dentro del SNC, por lo que hemos dedicado un espacio para hablar méas

extensamente de sus cualidades y funciones (ver la seccion 5.2 en el Capitulo 5).
El dafio o estrés oxidativo y su relacién con TEA

Finalmente, esta hipotesis del estrés oxidativo en TEA relaciona una alta vulnerabilidad al estrés
oxidativo y la baja capacidad de la reaccién de metilacién con los sintomas clinicos en nifios
con TEA (James et al., 2004; James et al., 2006). Estudios mas recientes revelan que el estrés
oxidativo esta relacionado a una disminucion de la concentracion de glutation y de la proporcion
relativa GSH/GSSG asi como, con el aumento de la concentracion de GSSG (especie oxidada)
visto en células mononucleares en sangre periférica, plasma, lineas celulares linfoblasticas,
tejido cerebral y mitocondrias, en individuos con TEA (Rose et al., 2012) identificando al
glutation como un biomarcador del estrés oxidativo causado por una alteracion en su
metabolismo y que es clave en la etiologia de TEA (Frye et al., 2013; Rose et al., 2012;
Rossignol & Frye, 2012, 2014).

Para continuar con los antecedentes de nuestro estudio, es necesario que hablemos del sistema
nervioso central, su metabolismo y en especial de las cortezas del cingulado anterior y posterior

porque, es en esta area donde desarrollaremos nuestro estudio. Un punto muy importante para
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uno de nuestros objetivos es “la mirada” y su relacion con el “sistema atencional visual” en
TEA, que ya ha sido mencionado anteriormente y que esta afectado segun la teoria del déficit

del procesamiento de las caras.

1.3 El sistema nervioso y los Trastornos del Espectro de Autismo

El sistema nervioso (SN) es quien dirige todas las funciones conscientes e inconscientes del
organismo mediante el procesamiento de la informacién que recibe tanto del entorno como del
interior del cuerpo. En el desarrollo de esta investigacion, nos centramos en el estudio de una de
las areas que conforman el sistema Limbico, por estar relacionada ésta con la memoria, la
atencion, y la conducta en el ser humano, cualidades que estan afectadas en las personas con
TEA. A continuacion describiremos brevemente al sistema limbico y de manera mas especifica,

al giro del cingulado y sus cortezas las cuales constituyen las areas de interés en nuestro estudio.

1.3.1 El Sistema Limbico

El sistema limbico juega un papel fundamental en el comportamiento humano especialmente la
corteza del cingulado anterior que es el area responsable de la funcién de vigilancia (Rajmohan
& Mohandas, 2007). Aunque no hay un consenso universal del total de las estructuras que
conforman el sistema Limbico se ha aceptado que esta conformado por las regiones del cerebro

que definen una compleja red para el control de la emocién en humanos (ver Tablal.3.1.1).

Tanto el autismo como el sindrome de Asperger, ambos incluidos dentro de TEA, se
caracterizan por el deterioro desproporcionado en aspectos especificos de la cognicion social, y
asocia las estructuras limbicas involucradas que incluyen la circunvolucion del cingulo y la
amigdala como mediadores del procesamiento cognitivo y afectivo (Pugliese et al., 2009). Es el
giro del cingulado una de las areas que conforma la corteza del cingulado y como mencionamos
anteriormente es nuestra area de estudio. A continuacion haremos una breve descripcion de la

fisiologia y funciones de este complejo sistema cerebral.
1.3.2 Giro del Cingulo o Cingulado

El giro del cingulado fue descrito por primera vez por el cientifico Paul Pierre Broca en 1878,
como una circunvolucion localizada en el area media del cerebro con funciones determinantes
en la actividad cerebral del sistema limbico (color amarillo) que bordea el Cuerpo Calloso (ver
Figura 1.3.2.1).
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Tabla 1.3.1.1 Componentes del Sistema Limbico

Lébulo Limbico Circunvolucién del Cuerpo Calloso

Circunvolucién subcallosa

Corteza Limbica Giro del Cingulo

Giro Parahipocampal

Formacion Hipocampal Hipocampo dorsal (indusium griseum)

Hipocampo ventral
Asta de Amén
Cuerpo franjeado
Giro dentado

Subiculo

Complejo amigdalino Corteza periamigdalina

Nucleo amigdalino

Estria terminal

Area Septal

Bulbo

Pedulnculo olfatorio

Formaciones olfatorias

Estria olfatoria

Lébulo Periforme

Nucleo dorso mediano

Ncleo anterior del talamo dptico

Corteza orbitofrontal

Nucleo accumbens

La informacion detallada sobre el paquete de fibras del cingulo en primates, llegé con los
primeros estudios de seguimiento axonal hechos en monos (LuH, Butter, & Buchtel, 1986) los
cuales confirmaron que el cingulo contiene muchas fibras aferentes y eferentes asociadas con la
corteza rostral, media y cingulada caudal que incluyen conexiones con sitios como los nlcleos
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anteriores del tadlamo, ndcleo dorsolateral del tdlamo, la corteza prefrontal dorsolateral y la
insula (Domesick, 1970),(Goldman-Rakic, 1984), (Petrides & Pandya, 2006).

Anatomia del sistema limbico

SISTEMA LiMBICO regula las emociones, la conducta y los aprendizajes

eg neuropediatra.org

corteza

frontal
controla el movimiento,
la atencién, planificacion,
secuenciacion y
reorientacion de
nuestros actos

corteza
temporal amigdala
procesa y memoriza may
informacién auditiva

Figura 1.3.1.1 Anatomia del Sistema Limbico. (fuente: https://neuropediatra.org/2017/04/07/depresion-
infantil/

Giro del Cingulado

Figura 1.3.2.1 Giro del cingulo (color amarillo) en corte sagital del cerebro humano. (fuente:
https://www.studyblue.com/).
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Sin embargo es necesario destacar que otras fibras del giro del cingulado estan conectadas al
l6bulo temporal, incluyendo las cortezas del hipocampo, las cortezas subicular y la amigdala
(Blair et al., 1999; Goldman-Rakic, 1984; Mufson & Pandya, 1984) conformando un complejo
tracto compuesto de muchas conexiones con trayectorias y longitudes diferentes (Petrides &
Pandya, 2006; Schmahmann & Pandya, 2009), en las que sus muchas fibras cortas, distribuidas
en diferentes partes del cingulo pueden estar compuestas por distintas poblaciones de materia
blanca que estarian relacionadas con las diferentes funciones subyacentes, como lo demostré
(Jones, Christiansen, Chapman, & Aggleton, 2013), tras examinar tres subdivisiones

potencialmente diferentes dentro del giro del cingulado (ver Figura 1.3.2.2).

Estructuralmente el giro del cingulado estd dividido en tres subdivisiones Ilamadas
“Parahipocampal”, “Subgenual” y “Retrosplenial”, y fueron seleccionadas basandose en la
evidencia de los estudios de transporte axonal en monos como se mencion6 antes, que indican
que cada una contiene una poblacion cambiante de la sustancia blanca (Mufson & Pandya,
1984).

Figura 1.3.2.2 Topologia de las subdivisiones individuales, junto con las coordenadas MNI destacando
la organizacion topogréfica de las subregiones. La figura muestra reconstrucciones de poblacién para el
cingulo subgenual [(a)], cingulo retroesplenial [(b)] y cingulo parahipocampal sin restricciones [(c)].
(Jones et al., 2013).
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Los resultados de este estudio revelaron que estas tres subdivisiones principales estan bien
delimitadas incluso cuando se superponen. Es decir que el tracto estd dispuesto
topograficamente de tal manera que la materia blanca de estas subdivisiones esta parcialmente

aislada y bien diferenciada (ver Figura 1.3.2.3).

El giro del cingulado, tiene como funcién primordial procesar y modular la expresion de las
emociones, asi como del aprendizaje y la vocalizacion emocional. El area supramodal integra
los estimulos motores, tactiles, autonémicos y emocionales y es la responsable de que podamos
experimentar tanto el dolor psicol6gico como el fisico. Asi mismo, la estimulacion eléctrica en
esta area produce ansiedad, placer, miedo, erecciones peneanas y agresion, y también es capaz
de emitir “sonidos emocionales” que no reflejan nuestro estado de animo real, es decir, es el
drea que nos permite sentir lo que sentimos o pretender sentir otra cosa, por lo tanto, esta
asociada a la libre voluntad y al control voluntario y fingido del comportamiento.

Figura 1.3.2.3 Segmentacion de las tres subdivisiones del cingulo en un solo participante, utilizando las
regiones de interés dibujadas en el espacio nativo del sujeto (columna de la izquierda) y las regiones de
interés deformadas No-lineal, desde el espacio MNI al espacio nativo del participante (columna de la
derecha). (a y b)=porcién subgenual; (c y d) parte retrosplenial; (e y f) parte del hipocampo
“restringida” (Jones et al., 2013).
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Un hallazgo importante hecho en estudios postmortem en el cerebro de las personas con TEA
revelaron que el giro del cingulado luce una textura gruesa y aspera, y pobremente laminada
marcando una diferenciacion a nivel histol6gico que estaria, probablemente, relacionada con la

funcién metabdlica aberrante en TEA (Bailey et al., 1998).

La corteza del giro cingulado, fue llamada la estructura limbica mas grande que forma la capa
superior del cerebro emocional por el cientifico James Papez, quien ademéas desde el punto de
vista evolutivo dividié en dos partes la corteza cerebral, a) La parte lateral: Es la mas moderna,
y se relaciona con funciones sensoriales y motoras, responsable de procesamientos superiores
como el lenguaje y el pensamiento y b) La parte medial: La mas antigua a la que se le atribuyd
funciones mas primitivas, como la conducta emocional (Bauman & Kemper, 2005; Papez,
1937).

Para Papez, “el cingulo es el lugar en donde los sucesos del entorno adquieren respuesta

emocional” (ver Figura 1.3.2.4).

Teoria del circuito de Papez 1937

SENTIMIENTOS

ESTIMULO
EMOCIONAL RESPUESTA
CORPORAL

Figura 1.3.2.4 Circuito emocional de Papez que muestra su teoria del procesamiento emocional.

(Papez, 1937).

Es importante mencionar que en la corteza del giro del cingulado se pueden distinguir dos
regiones llamadas “corteza del cingulado anterior” y “corteza del cingulado posterior” (ver
Figura 1.3.2.5) y es en estas dos regiones donde localizamos toda nuestra atencion al realizar los

estudios de espectroscopia que estan descritos en el Capitulo 3 de esta memoria.
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Cingulate
\ Posterior

cortex

Anterior

Corteza Cingulada

Figura 1.3.2.5 Partes del giro cingulado

La corteza del cingulado anterior (ACC),

Es la region que recibe proyecciones fundamentalmente desde la amigdala y junto con la corteza
prefrontal dorsolateral, interviene en la regulacion de la conducta y desempefia un papel
importante al cambiar la atencién durante la operacién de la memoria de trabajo. En
consecuencia las lesiones en el cingulado anterior interfieren con la atencion selectiva,
monitorizacion de respuestas competitivas y, autoinicio de la conducta.

Los estudios realizados por William Seeley vy sus colaboradores, destacan al cingulado anterior
junto a la insula anterior, como el eje central de la llamada “red de saliencia”, siendo ésta una
de las tres principales redes de conectividad intrinsecas, que ha sido identificada mediante un
estudio de conectividad funcional (Seeley et al., 2007). Otros estudios, demostraron que la
activacion insular, en respuesta a estimulos externos, provoca la activacion de multiples nodos
en la “red ejecutiva central” (Sridharan, Levitin, & Menon, 2008) (ver Figura 1.3.2.6), junto

con la desactivacion a través de los nodos de la DMN (M. E. Raichle et al., 2001).
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i Salience Intrinsic connectivity Executive |
processing networks control

Figura 1.3.2.6 Las tres redes de conectividad intrinseca separadas mediante el analisis de componentes
independientes (Seeley et al., 2007)

La corteza del cingulado posterior (PCC)

En contraposicion con el ACC, la corteza del cingulado posterior recibe la mayoria de las
proyecciones desde el hipocampo, formando el componente emocional-social del sistema de
memoria (Crossman & Neary, 2002). Esta region se divide en un componente dorsal PCCd y
otro ventral PCCv, y junto con la corteza retrosplenial adyacente conforma el area posterior del
cingulado. Tanto el PCC como la corteza retrosplenial, tienen conexiones con el surco temporal
superior, y posiblemente desempefien un papel importante en la localizacién de los sonidos que
se ha visto afectado en las personas con TEA. Sustancialmente, los procesos cognitivos y
sociales autorreferenciales han sido vinculados al par formado por la corteza prefrontal
ventromedial (vmPFC) y la corteza posterior del cingulado (PCC), que sirven como ejes
centrales de la DMN (Lynch et al., 2013). Ambas cortezas del cingulado, anterior y posterior,
juegan un papel central tanto en la “red de saliencia” como en la “red por defecto”
respectivamente, segin lo demuestran los estudios de resonancia magnética funcional

referenciados arriba.

Al recorrer de anterior a posterior las regiones dentro de la DMN en el cerebro encontramos que

esta red estd conformada por cuatro nodos o puntos de conexion llamados corteza prefrontal
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medial (MPFC), lébulo parietal inferior derecho e izquierdo (ilPL and rIPL), y corteza del
cingulado posterior (PCC) (ver Figura 1.3.2.7). Asi mismo, los resultados relacionados con los
estudios de esta red, han sugerido que el PCC puede ser utilizado como area de interés con éxito
tanto en nifios como en adultos con TEA, debido a que esta area muestra una activacion robusta
en el estado de descanso (resting-state) sin embargo, neurometabdlicamente poco se sabe de la
composicion de este nodo (Assaf et al., 2010; Lynch et al., 2013; Monk et al., 2009).

Figura 1.3.2.7 Regiones dentro de la DMN en el cerebro. Fuente: Tsvetanov, Kamen A., et al. Journal of
Neuroscience 36.11 (2016): 3115-3126.

Otros estudios han revelado que los nodos ACC y PCC muestran un claro aumento de la
conectividad cerebral en los individuos con TEA entre la infancia y la edad adulta (Assaf et al.,
2010; Buckner, Andrews-Hanna, & Schacter, 2008; Jung et al., 2014; M. E. Raichle et al., 2001;
Valk et al., 2015) y sugieren una relacion entre la sintomatologia base y la conectividad dentro
de la “red de saliencia” en TEA (Abbott et al., 2015).

Ante las evidencias, conocer el sustrato neuroquimico de estos nodos, especificamente en el
PCC que tiene un flujo sanguineo cerebral y un ritmo metabélico de aproximadamente 40% por
encima de la media de todo el cerebro (Leech, Braga, & Sharp, 2012), lo sitGa en el blanco de
nuestra investigacion, para entender su actividad en la red por defecto, asi como la actividad de
ACC en la red de saliencia y, a su vez, la relacion de la actividad que existe entre ambos nodos.
De esta manera presentamos estas dos regiones del cerebro, como sustancialmente importantes

dentro de la investigacion de la etiologia del TEA.
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1.4 El metabolismo cerebral

Desde el punto de vista fisiologico el metabolismo del cerebro, est conformado por una amplia
variedad de moléculas donde destacan los péptidos, neurotransmisores, enzimas, etc.,
interaccionando con agua. Todas estas moléculas debido a sus funciones y actividad son capaces
de mantener el equilibrio fisioldgico necesario para el sano funcionamiento del cerebro. Esta
enorme cantidad de moléculas se hallan en equilibrio dentro del cerebro humano, el cual supone
un 80% de la masa del encéfalo y un (2-3) % del peso corporal que recibe el 15% del flujo
sanguineo en estado de reposo (Hall, 2011; Sokoloff & Kety, 1960), ademéas es uno de los
6rganos con mayor demanda energética, que consume el 20% del oxigeno y el 25% de la
glucosa ingerida por el organismo (Clarke & Sokoloff, 1999; Siesjo, 1978). Todo este
intercambio neurometabélico debe ser rapido y eficaz, debido precisamente a que el cerebro
posee pocas reservas energéticas y solo las recibe a través del sistema vascular cerebral, lo que
implica que un correcto suministro de la circulacién cerebral a través del poligono de Willis.

Es importante destacar que gran parte del volumen cerebral estd ocupado por la neuroglia,
constituida por los astrocitos o astroglia. Estratégicamente, la astroglia se encuentra localizada
entre los vasos sanguineos y las neuronas (ver Figura 1.4.1) en la que la expresion de receptores
y transportadores especificos frente a ciertos neurotransmisores, ha llevado a postular su
participacion en la funcion metabdlica y sinéptica de las neuronas (Lopez-Bayghen & Ortega,
2010; Lopez-Bayghen, Rosas, Castelan, & Ortega, 2007). La sefial BOLD que observa la fMRI
esta relacionada directamente con la actividad de los astrocitos al estar ligados a la regulacion

del flujo sanguineo, tal como se muestra en (Ozdemir et al., 2012).

Astrocitos
Piamadre

Células

: ependimarias o
Astrocito ponct e Microglia Mielina

Neurona| Oligodendrocito

Figura 1.4.1 Neuroglia. La posicién intermedia de los astrocitos entre los vasos sanguineos y las
neuronas, evidencia su importancia en la regulacion neurometabélica. (fuente: http://www.efn.uncor.edu/
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Hemos considerado necesario mencionar el grupo de biomoléculas que son detectadas con la
'H-ERM. En el Capitulo 3, nos referimos a los neurotransmisores, sus caracteristicas y
funciones dentro del metabolismo cerebral (ver Tabla 1.6.1.1).

1.4.1 Neurotransmisores

Un neurotransmisor (NT) estéa definido como una sustancia endégena que actlia como mensajero
quimico transmitiendo sefiales, y es liberada normalmente por las neuronas al espacio sinaptico,
donde ejerce su funcién sobre otras neuronas u otras células diana a través de una sinapsis.
Ademas, los neurotransmisores son elementos clave en la transmision de los estimulos
nerviosos. La principal caracteristica de los neurotransmisores radica en que son moléculas
liberadas desde las neuronas presinapticas que contienen gran cantidad de neurotransmisor en
vesiculas sinapticas (ver Figura 1.4.1.1) y que una vez liberado al espacio sindptico el
neurotransmisor difunde y llega a la membrana postsindptica donde ejerce su funcion
(transmitir una sefial desde la célula presinapticas hasta la célula postsinaptica) al unirse a su
receptor. Asi mismo, los neurotransmisores, estan clasificados generalmente en dos categorias

principales relacionados con su actividad global, excitadora o inhibidora.

Vesfculas sindpticas

Canales idnicos

Receptores

Neurotransmisores Canales ibnicos

Figura 1.4.1.1 Esquema de la sinapsis quimica, vista del botdn presinaptico y la membrana
postsinaptica. (fuente: https://www.portaleducativo.net/tercero-medio/33/Sinapsis)
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Sin embargo, algunos neurotransmisores pueden ejercer ambos efectos excitatorio e inhibitorio,
dependiendo de los tipos de receptores que estén presentes. Estas biomoléculas pueden ser
ampliamente clasificadas en dos grupos atendiendo a su tamafio: a) neurotransmisores de
moléculas pequefias y b) neuropéptidos. Funcionalmente, se pueden clasificar en
metabotropicos o inotropicos segun la actividad del receptor activado durante la union

“neurotransmisor-receptor”.

Existen otras moléculas que pueden ser liberadas desde las mismas terminales axénicas que los
neurotransmisores, y se conocen como neuromoduladores (Curtis & Schnek, 2006) que tienen la
capacidad de aumentar, prolongar, inhibir o limitar el efecto del neurotransmisor principal sobre
la membrana postsinaptica; actuando a través de un sistema de segundos mensajeros (Snell,
2007). Dentro de los neuromoduladores enddgenos del sistema nervioso central, conocidos
también como neuropéptidos, se encuentra la oxitocina que actia modulando los
comportamientos sociales y se ha relacionado recientemente con la aparicion del autismo
(Owen et al., 2013). Estudios mas recientes sefialan que los defectos en la sintesis, liberacion o
degradacién de algunos neurotransmisores estan involucrados en la patogenia de una gran
cantidad de enfermedades neurol6gicas, musculares y psiquiatricas (Torell6 Millet, 2010)

orientando nuestra investigacion hacia estas posibles dianas.

Actualmente se ha considerado que el péptido N-Acetil-aspartil-glutamato (NAAG) tiene
actividad de neurotransmisor, aun cuando ya habia sido estudiado ampliamente por (Cangro,
Namboodiri, Sklar, Corigliano-Murphy, & Neale, 1987; Passani, Vonsattel, & Coyle, 1997) y
esto ha captado nuestra atencién durante el desarrollo de nuestros estudios. Aunque, este
péptido neurotransmisor es el tercer mas abundante en el sistema nervioso de los mamiferos
(Curatolo, d'Arcangelo, Lino, & Brancati, 1965), no se considero su actividad neurotransmisora
hasta afios més tarde. También, Passani y colaboradores reportaron como resultado de sus
investigaciones que el NAAG es alrededor del 10% de la concentracién total de NAA en el
cerebro en humanos, y que se encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso central

y periférico en concentraciones milimolares (Passani et al., 1997).

Un hito importante sobre este péptido es su capacidad como neuromodulador descrito en los
trabajos de Baslow y sus colaboradores (Baslow, 2000, 2002, 2010) quienes demostraron que, el
NAAG es sintetizado (anabolismo®) a partir del N-acetil aspartato (NAA) y el glutamato (Glu)

por la NAAG-sintetasa formando un reservorio de glutamato que no puede ser metabolizado y a

6 Anabolismo: Conjunto de procesos metabdlicos en que se sintetizan sustancias complejas a partir de otras mas sencillas,
consumiendo energia (ATP) en el proceso. (fuente: http://www.wordreference.com)
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lavez, el NAAG es hidrolizado (catabolismo”) por la NAAG-peptidasa liberandose el glutamato
que activa el receptor mGIuR3 (ver Figura 1.4.1.2) requiriendo de la participacion de neuronas,

oligodendrocitos y astrocitos donde transcurre su actividad metabélica (Baslow, 2000).

Es importante destacar que una de las principales funciones del NAAG es precisamente la
activacion de los receptores mGIluRs donde actlla como agonista selectivo de los receptores
metabotropicos del grupo 1l (mGIuR, mGIuR3). Este neuropéptido se encuentra co-distribuido
con diferentes neurotransmisores, incluyendo el glutamato y el GABA, (Neale, Bzdega, &
Wroblewska, 2000; Wroblewska, Santi, & Neale, 1998; Wroblewska et al., 1997).

Y NEURON
TCA cycle \
fatty acid/

(C8
F\ \ steroid synthesls/
%’ | b\
»\V / ol
Figura

1.4.1.2 Tréafico metabdlico de NAAG entre neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. (Fuente: (Moffett,
Arun, Ariyannur, & Namboodiri, 2013).

Otro grupo de biomoléculas involucradas en el metabolismo cerebral son las proteinas que

constituyen el grupo de “receptores” y “transportadores” las cuales describiremos brevemente.

7 Catabolismo: Conjunto de procesos metabdlicos que transforman las grandes moléculas organicas en moléculas pequefias,
liberandose energia. (fuente: http://www.wordreference.com/)
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1.4.2 Receptores

Los receptores son proteinas que permiten a determinadas sustancias interactuar con los
procesos metabolicos en la célula, o en la terminacion nerviosa que capta un estimulo y lo
transmite para que se produzca una respuesta. Funcionalmente se dividen en receptores de
canales iénicos abiertos por ligando (inotrépicos), o receptores acoplados a proteinas G
(metabotropicos). Su efecto puede ser excitatorio si tiende a despolarizar la membrana o
inhibitorio si la repolariza, donde después de actuar es degradado o recapturado por la célula

presinaptica rapidamente (Darnell, Lodish, & Baltimore, 1990).

1.4.3 Transportadores

Los transportadores de los neurotransmisores estan clasificados en dos grupos: a) transportador
de recaptacion, localizado en las neuronas presinapticas, y que bombean los NT desde el espacio
extracelular hacia el interior de la célula y, b) el transportador que se encuentra localizado en las
membranas de las vesiculas y concentra el NT en las mismas para su posterior exocitosis.
Adicionalmente, se conoce otro grupo de transportadores llamados axolemales, que han sido en
su mayoria clonados y se agrupan en dos grandes familias en funcion de sus caracteristicas
moleculares y propiedades electrogénicas. Los dependientes de Na'/Cl, que incluyen los
transportadores para GABA, noradrenalina, dopamina, serotonina, colina, prolina, betaina,
glicina y taurina, y los dependientes de Na*/K", que incluyen los transportadores de glutamato

asf como alanina, serina y cisteina (Garcia-L6pez, 1999).

1.5 Las redes neuronales del cerebro en los Trastornos del Espectro de
Autismo

Para el desarrollo de nuestros estudios fue necesario adentrarnos en el conocimiento las de
redes, donde las capacidades cognitivas en el ser humano estan asociadas a una o varias redes
neuronales especificas capaces de trabajar juntas en una perfecta sincronizacion con toda la

informacion que comparten libremente entre las diferentes areas del cerebro. EI ingeniero
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eléctrico Simon Haykin fue el primero en definir la red neuronal de la manera siguiente en sus

propias palabras.

“Una red neuronal es un sistema compuesto de muchos elementos procesadores simples operando en
paralelo, cuya funcién es determinada por la estructura de la red, fuerza en las conexiones y el

procesamiento realizado por los elementos computacionales en los nodos” (Haykin, 1994).

Las neuronas son un componente relativamente simple del cerebro pero, cuando millares de
ellas se conectan en forma conjunta producen, como resultado de los millares de eventos
electroquimicos, una gran conectividad que resulta de la cognicion dindmica distribuida en las
interacciones de las areas cerebrales que operan en redes a gran escala segun las evidencias de la
neurociencia de los ultimos afios. Las redes neuronales se diferencian por la tarea que ejecutan
cuando trabajan como un equipo para lograr su objetivo utilizando estructuras o areas del

cerebro de ambos hemisferios (Bock et al., 2011).

Recientemente se ha considerado a la red ejecutiva central (CEN), la red de saliencia (SAN) y la
red por defecto (DMN) como las principales redes fundamentales (ver Figura 1.5.1) para
comprender la neurociencia de la cognicion humana (Uddin, Supekar, & Menon, 2013). A
continuacion describiremos ligeramente las caracteristicas intrinsecas a cada una de ellas,
comenzando por la red ejecutiva y continuando con la red por defecto para finalmente hablar de
la red de saliencia.

Salience network

DLPFC

»

-
VMPFC
A l T )
Dynamic switching
Internally directed Externally directed
action action

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 1.5.1 Coordinacion de la red de saliencia entre la red por defecto y la red ejecutiva central.
Fuente: (Uddin, Supekar, & Menon, 2013)

Es importante para nuestro estudio destacar un nuevo modelo de redes de conectividad en TEA,
que presenta la actividad neuronal de 9 circuitos diferentes, entre ellos la DMN y la SN
(Watanabe & Rees, 2016), (ver Figura 1.5.2'y 1.5.3).
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Figura 1.5.3 Correlacion de las areas involucradas en la red de atencion ejecutiva (a, b, ¢) y
la severidad en TEA (Watanabe & Rees, 2016).
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1.5.1 La Red Ejecutiva

El término de la funcion ejecutiva, tal y como se conoce hoy dia, fue acufiado por M. Lezak en
1982, cuando afirmé que “las funciones ejecutivas comprenden las capacidades mentales necesarias
para formular metas, planificar la manera de lograrla, y llevar adelante ese plan de manera eficaz y asi,
permitir el funcionamiento independiente, con propésito, creatividad, de manera que este sea socialmente
aceptable” (Lezak, 1982).

Esta red se activa cuando se requiere de un gran enfoque para realizar actividades que estan
relacionadas con la memoria de trabajo al resolver problemas complejos. Ademas, es la
responsable de la conducta manifiesta, como de la regulacion de los pensamientos, recuerdos y
afectos que promueven un funcionamiento adaptativo. Esta estrechamente vinculada a “la
atencion” que se manifiesta como un esfuerzo neurocognitivo que precede a la percepcion, a la

intencién y a la accion.

La red de atencion ejecutiva asociada a la severidad en TEA, ha sido estudiada por (Watanabe
& Rees, 2016) revelando una correlacion positiva con la red visual en la region occipital.
Estructuralmente la red ejecutiva estd conformada, por varias areas cerebrales organizadas
verticalmente a nivel de la corteza, los nicleos subcorticales, y el tronco cerebral. También se
han identificado como estructuras cerebrales constitutivas de esta red las cortezas del cingulado
(CC) y la corteza frontal (CF), siendo la corteza del cingulado anterior (ACC) una de las

estructuras clave dentro de la red ejecutiva.

1.5.2 La red en modo por defecto (Default Mode Network - DMN)

Histéricamente, se tenia la idea de que la mayoria de las regiones del cerebro permanecian en
reposo hasta que se les requeria para iniciar alguna tarea especifica pero, las investigaciones
recientes en neuroquimica han puesto de manifiesto que el desarrollo de una tarea concreta
implica un aumento del consumo energético del cerebro que supone menos del 5% de la
actividad basal subyacente; y que por el contrario, la mayor parte de la actividad global (entre
60 y el 80% de toda la energia que utiliza el cerebro) se despliega en circuitos que no tienen
relacion alguna con acontecimientos externos. Tras conocerse la existencia de una actividad
independiente y autonoma dentro del cerebro, a mediados de los noventa se descubrid que
cuando los sujetos realizan alguna tarea, ciertas regiones del cerebro experimentan una
disminucion de su nivel de actividad, si se compara con el estado basal de reposo (Broyd et al.,
2009).
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Marcus Raichle y sus colaboradores en 2001, descubrieron que ciertas areas del cerebro, tendian
a disminuir su actividad o desactivarse ante tareas cognitivas que implicaban una atencion
sostenida y, aumentaban su actividad en estados de reposo o de actividad cognitiva minima. A
este conjunto de regiones del cerebro se les llamoé la red por defecto (Default Mode Network,
DMN). Esta red es un &rea cortical discreta, ubicada bilateral y simétricamente formada por las
cortezas parietales medial-laterales, prefrontal medial-lateral, y lateral temporal en el cerebro de

humanos, primates no-humanos, gatos y roedores (Marcus E Raichle, 2010).

Su funcidn est4 condicionada en base a la respuesta que emite cuando la persona se dedica a
tareas de enfoque interno, incluyendo la recuperacion de la memoria autobiogréafica, imaginar, y
la concepcion de las perspectivas de los demas, todas ellas deficientes en los sujetos con TEA.
La anatomia funcional de la DMN se hace mas comprensible si se entiende como multiples
subsistemas (o coherencia de nodos) constituidos por la corteza prefrontal ventral, la corteza
prefrontal dorsal medial, la corteza del cingulado posterior y el area adyacente de la corteza
lateral parietal (aproximadamente Brodmann 39) relacionados entre si es decir, son areas
cerebrales cuya actividad en estado de reposo se encuentra sincronizada en frecuencias bajas sin
que necesariamente se definan las conexiones que las unen anatémicamente (Greicius,
Krasnow, Reiss, & Menon, 2003).

1.5.3 Red de Saliencia (SAN)

Finalmente, esta red emerge en los tiempos actuales como una de las més vinculadas a la red por
defecto, en los déficits de los sujetos con TEA. La red de saliencia (SAN) responde a las
caracteristicas del comportamiento humano (Seeley et al., 2007) y se considera importante para
la iniciacion del control cognitivo (Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013), el mantenimiento y la
implementacion de conjunto de tareas (Dosenbach, Fair, Cohen, Schlaggar, & Petersen, 2008;
Dosenbach et al., 2006) y la coordinacion de las respuestas conductuales(Medford & Critchley,

2010) revelados por los diferentes estudios realizados.

La red SAN esta constituida por tres areas corticales, la corteza del cingulado anterior dorsal
(dACC), que se ha considerado la responsable de la primera sefial cortical saliente de los
acontecimientos del comportamiento, tales como los errores (Falkenstein, Hohnsbein,
Hoormann, & Blanke, 1991), la insula anterior izquierda y derecha (aRl), responsable del
control adaptativo junto el giro frontal inferior adyacente (Seeley et al., 2007). Ademas, se ha
observado que el control estricto del balance de actividad SAN-DMN parece ser necesario para
una funcion cognitiva eficiente donde la desactivacion rapida de la DMN es necesaria para el
enfoque de la atencién (Weissman, Roberts, Visscher, & Woldorff, 2006).
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Un hallazgo importante en nifios con TEA revela que la hipoconectividad entre la SAN-DMN, y
las redes frontotemporal, visual y motora, podrian ser una caracteristica distintiva de estos
trastornos (Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013).

1.6 Instrumentos de medicion aplicados a mejorar la eficacia del
diagnostico clinico y la evaluacion en TEA

El disefio y desarrollo de los instrumentos de medicion aplicados a mejorar la eficacia del
diagndstico y la evaluacion de las patologias clinicas son la base de la industria de los equipos
médicos utilizados en hospitales y consultas privadas, donde la ingenieria y sus diversas areas
muestran sus productos. Este proyecto de investigacion ha sido realizado utilizando una de las
herramientas méas valoradas en clinica por la significacion de sus resultados, nos referimos a la
espectroscopia de resonancia magnética del protén (*H-ERM) la cual es considerada una de las
técnicas de neuroimagen que ha crecido en la Gltima década. A continuacion describiremos sus

principales caracteristicas asi como algunas de sus ventajas y desventajas.

1.6.1 Espectroscopia de resonancia magnética del protén (*H-ERM)

Con el descubrimiento del fendmeno de la resonancia magnética (RM) se inici6 también la
utilizacion de la espectroscopia por resonancia magnética (ERM) en el campo de la quimica
donde demostrd ser una técnica poderosa para suministrar informacién sobre la estructura
quimica de las moléculas. En el cerebro existen grandes cantidades de grasa y agua en
comparacion con las muchas moléculas de interés bioldgico que se encuentran en
concentraciones muy pequefias para ser determinadas “in vivo” por espectroscopia de
resonancia magnética. De manera que, la deteccion de sefiales producidas por estas moléculas

en areas localizadas del cerebro es muy limitada.

Generalmente en la ERM “in vivo” la concentracion, composicion, relajacion y otras
propiedades del tejido a analizar pueden variar a lo largo de la trayectoria de las medidas
obtenidas de manera considerable al estudiar los tejidos sanos y compararlos con los
patolégicos. Sin embargo, la ERM “in vivo " se combina a menudo con técnicas que permiten la
deteccion de volimenes localizados espacialmente donde las variaciones de la composicion de
la muestra y la relajacion de los electrones son minimos (Hennig, Pfister, Ernst, & Ott, 1992;
Urenjak, Williams, Gadian, & Noble, 1993; Vasconcelos et al., 2008).
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La espectroscopia de resonancia magnética del protén (*H-ERM) es una técnica “no invasiva”,
utilizada para la deteccion de las interacciones moleculares y la cuantificacion “in vivo” de
metabolitos presentes en los tejidos biolégicos usando el protén (*H) para la elucidacién de las
estructuras moleculares presentes (De Graaf, 2013). El hidrogeno es el elemento mas utilizado
en la resonancia magnética, tanto en clinica, como en los estudios de investigacion en
neurociencias, debido a su gran abundancia en los tejidos biol6gicos. En consecuencia, en los
Gltimos afios esta técnica ha ganado una gran aceptacion como método diagnostico en diversas

enfermedades neurolégicas debido a sus magnificas ventajas entre las cuales estan:

1. La abundancia de los protones en forma 100% natural, que evita la necesidad de utilizar
sustancias radiactivas para su realizacion.

2. Es altamente sensible debido a la razén giromagnética de los protones naturales.

3. Util en la mayoria de las maquinas de resonancia magnética empleadas para la evaluacion
clinica de pacientes.

4. A pesar del nimero limitado de nucleos atémicos relevantes, cada nucleo ofrece una gran
cantidad de informacion y son muchos los metabolitos que se pueden detectar de forma
simultanea. La informacion que se obtiene de cada uno de ellos es diferente y caracteristica en
cada molécula.

5. La *H-ERM permite la deteccién de un variado nimero de moléculas indispensables para el
buen funcionamiento del cerebro desde neurotransmisores como el glutamato, GABA,
aspartato, N-acetil-aspartil-glutamato, y los compuestos relacionados como la glutamina, y el
lactato (producto final de la glicélisis) hasta los metabolitos relacionados con el metabolismo
energético como la creatina, mioinositol, y la colina (De Graaf, 2013).

Sin embargo, la aplicacion de la *H-ERM en tejidos intactos “in vivo”, es complicada por las

siguientes razones:

1. La resonancia de las moléculas de agua es mayor que la de los metabolitos de baja
concentracion en varios 6rdenes de magnitud puesto que su concentracion mili Molar en el
tejido cerebral es mucho mayor que la de los metabolitos de interés (10.000 a 100.000 veces
mayor que estos) (Kwock, 1998). Por consiguiente, la supresion del agua y la correcta
localizacion espacial son requisitos previos para los estudios de *H-ERM con significacion. (De
Graaf, 2013).

2. Las sefiales de gran tamafio debidas a los lipidos extracraneales pueden enmascarar otras
seflales de metabolitos mas pequefias. Una limitacion inherente a la espectroscopia es el
estrecho rango (5ppm) en el desplazamiento quimico de los protones no intercambiables, donde
la resonancia de un gran nimero de metabolitos se superpone. En el APENDICE | se describe

mas extensamente las bases biofisicas de esta técnica de neuroimagen.
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3. La distribucion del campo magnético significativamente heterogéneo tiende a disminuir la
resolucion espectral, es decir la razdn sefial/ruido.

Para hacer un estudio 'H-ERM es necesario considerar todos los pardmetros que estan
involucrados en el proceso de captura de los espectros. Uno de los parametros que mas
influencia tiene en la *H-ERM es el Tiempo de Eco (TE) definido como el tiempo transcurrido
entre el pulso de excitacion y la formacion del eco. Se ha visto que en las espectroscopias
realizadas a un TE corto (15-30) ms, se pueden detectar metabolitos que serian indetectables a
TE largo, tal es el caso del mioinositol donde la relacién sefial/ruido es alta mientras que,
cuando se usa un TE largo (TE > 135ms), que aunque anula ventajosamente la sefial de los

lipidos y macromoléculas con su posible interferencia, la relacion sefial/ruido es més baja.

Otro pardmetro muy importante en la realizacion de la espectroscopia lo constituyen las
diferentes emisiones aisladas de ondas de radiofrecuencia 6 pulsos de radiofrecuencia que se
utilizan como un conjunto de pulsos de radiofrecuencia (una sucesién de pulsos de
radiofrecuencia) en un equipo de resonancia magnética. Esta secuencia de pulsos esta definida
por la amplitud y ancho de cada pulso asi como el tiempo que transcurre entre un pulso y el otro
llamado Tiempo de Repeticion (TR). Los pulsos utilizados pueden ser de 90° y 180° (ver Figura
1.6.1.1) y los intervalos de tiempo entre los pulsos sucesivos pueden ser diferentes, lo que nos
permite utilizar muchas secuencias de pulso diferentes con la limitacion de que la eleccion de
una secuencia de pulso determinara la clase de sefial que obtendremos de un tejido. Es necesario
elegir cuidadosamente y describir la secuencia de pulso para cada estudio especifico asi como,

el tiempo de repeticion del pulso en la secuencia elegida.

TR

180° 180°
90° I Sinal = Eco 90° I
L o i

VW
< > >
t t
TE

Figura 1.6.1.1 Secuencia de pulsos spin-eco. (Fuente: http://rle.dainf.ct.utfpr.edu.br)
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Las secuencias mas empleadas en *H-ERM son la secuencia Espin-Eco (SE) y la secuencia Eco-
Estimulado (STEAM) y se diferencian porque la SE produce una relacion sefial/ruido que es dos
veces la sefial/ruido STEAM no obstante, en la secuencia STEAM se trabaja con TE mas cortos
que en la secuencia SE lo que nos permite visualizar un mayor nimero de metabolitos

necesarios para nuestro estudio (Verma et al., 2008).

Otro parametro que debe ser controlado en esta técnica lo constituye las bobinas de
compensacion o “shimming ”, que estan incluidas dentro del equipo de resonancia magnética y
crean pequefios campos magnéticos que se suman o restan al campo magnético principal, con el
propésito de lograr un campo magnético homogéneo. La técnica de *H-ERM se puede realizar
en un véxel tnico (SV-single voxel de 2 - 8 cm®) o un multivoxel (ver Figura 1.6.1.2) llamado
“chemical shift imaging” (CSI), ambos usan esquemas de seleccion de volumen que estan
basados en la técnica eco de espin (SE) o modo de adquisicién con eco estimulado (STEAM)
con la diferencia de que la técnica CSI utiliza gradientes de codificacion de fase en una (1D
CSl), dos (2D) o tres (3D) dimensiones (Castillo & Kwock, 1999; Castillo, Kwock, & Mukherji,
1996; Castillo, Smith, & Kwock, 2001; Zoccatelli, Alessandrini, Beltramello, & Talacchi,
2013).

Single voxel Multivoxels

Figura 1.6.1.2 Representacion del single voxel y multivoxel.
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El chemical Shift es el desplazamiento quimico de las componentes de frecuencia que se
representan en el espectro obtenido, relativas a la frecuencia central de resonancia del protén en
el campo magnético BO de la resonancia (127.73 MHz en 3T) y consisten en diferentes picos
alineados en el eje X. La posicién que ocupa cada pico en dicho eje refleja el desplazamiento
quimico de molécula detectada expresado en partes por millon. La concentracion de cada
metabolito es directamente proporcional al area del pico correspondiente y la proporcion
relativa de la concentracion del metabolito se obtiene de la relacion entre el area del pico de
interés y el area del pico de creatina, considerada como referencia por ser el metabolito méas
estable en el cerebro (ver Figura 1.6.1.3).

Metabolismo energético: Neurotransmisores: Mielinizacion y metabolismo de membrana:
1. Glc 6.Glu 12.PCh
2. Llac 7.GIn 13.GPC
3. Ala 8. GABA 14. NAA
4. PCr 9. NAAG 14
5. Cr 10. Asp 4,5
11. Gly 6,716 12,13 7~

Antioxidantes y osmolitos:

15. GSH

16. Asc 1
17.Tau \
18. ml

19.sl

3]
o

Figura 1.6.1.3 Descripcion del espectro segun el desplazamiento quimico de los metabolitos detectables
en el cerebro humano sano (fuente: de Graaf, 2007)

En la actualidad con el aumento del campo magnético en los resonadores clinicos (3.0, 4.0 y
7.0) Teslas, la edicion de diferentes secuencias de pulsos permiten identificar sustancias
particulares, asi como mejorar la adquisicion y a el analisis de los espectros que permitirian
reconocer mas procesos metabolicos “in vivo” en el cerebro y verificar los datos obtenidos “in
vitro” (ver Figura 1.6.1.4) en poco tiempo. Aun cuando con la técnica multivoxel 2D se obtiene
multiples espectros de un volumen tisular grande en una Unica adquisicion (ver Figura 1.6.1.5)
tiene la desventaja de resolver unos espectros con una disminucién de la sefial respecto al ruido
(Rao, Stewart, Norquay, Griffiths, & Wild, 2016).
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4T

STEAM TE =4 ms

—

7T

STEAM TE =6 ms

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 1.6.1.4 'H-ERM adquiridos en el cerebro humano a 4Ty 7T. STEAM, VOI= 8 cm®. (Tkd¢, Oz,
Adriany, Ugurbil, & Gruetter, 2009)
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ST BTRTTIV PR TR TR VTN BRTO Spectral map
FTRTIRAT YT RTRATRATRNTRAT RN TN RIS

bl al ol ul, C

g7V VST VP VST TP VIO NIV R TR BT

PO TR TR O PO T T T AT ST RS

JPTR Y P P! NS TR TIFTINT VT IT RT

TR TR O P T TR TRT IR I Y

D Metabolite color map

Figura 1.6.1.5 Espectroscopia de Resonancia Magnética (ERM). (A) 2D CSI MRS voi (volumen de
interés, marco blanco) en pacientes con glioma oligodendro-(asterisco rojo) que implica la frontal
inferior y la region capsulae externa; (B) espectros de RM de un solo voxel dentro de la muestra voi con
elevacion de la colina, la reduccion de NAA y pico alto de lipidos, indicativo de malignidad; (C) un mapa
espectral completo, mostrando todo el patrén metabélico dentro de la lesién; mapa de color (D) Muestra
de distribucion de colina (Cho) dentro del tumor (fuente: (Rao et al., 2016).

La mayoria de los metabolitos que se encuentran en el sistema nervioso central (ver Tabla
1.6.1.1) pueden ser detectados por *H-ERM “in vivo”. EIl LCModel (Provencher, 1993) es una
aplicacion capaz de cuantificar la concentracion junto con el grado de fiabilidad de la medida de
aproximadamente entre (15- 20) metabolitos que se pueden extraer simultaneamente con ‘H-
ERM a un TE corto en el cerebro humano sano. Con la aplicacién de la técnica de *H-ERM
pretendemos alcanzar el principal objetivo de este proyecto mediante la cuantificacion de los
metabolitos cerebrales que a futuro nos permitiran desvelar los mecanismos bajo los cuales se

desarrollan las caracteristicas dentro del amplio espectro del autismo.
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Tabla 1.6.1.1 Principales metabolitos detectables en el cerebro humano, funciones y consecuencias de
sus alteraciones. (1)(Hetherington, Gadian, & Ng, 2002); (2)(Connelly et al., 1998); (3)(Baslow, 2000);
(4)(Pioro, Antel, Cashman, & Arnold, 1994); (5)(Courvoisie, Hooper, Fine, Kwock, & Castillo, 2004);
(6)(Kreis, Ernst, & Ross, 1993); (7)(Castillo & Kwock, 1999); (8)(Govindaraju, Young, & Maudsley,
2000); (9)(Frye et al., 2013; Martinez-Sdmano, Torres-Duran, & Judrez-Oropeza, 2011; Rossignol &
Frye, 2014); (12)(Pastore et al., 2001) .

Metabolito

Abreviatura

Funcidn

Disminucion

Aumento

Ubicacion

Célular

mitocondrial del dafio
oxidativo y peroxidacion.
Homeostasis celular.

mitocondrial,
debilidad muscular
y fatiga.

detoxificacion de
los xenobiéticos

Perdida de
neuronas o axones
neuronas.
Marcador neuronal. de neurol a3
L (Demencia,
Aminoécido precursor del epilepsia, placas
o NAAG junto con el P— Diferentes tipos
N-Acetil-aspartato NAA f tj to. S antiguas de Enfermedad de d P
(234 glutamato. su esclerosis multiple, Canavan. CIIIRIIER,
concentracion difiere en : . , Oligodendrocitos.
. - isquemia, sclerosis
los diferentes tipos de sl
)
neuronas. tumores.)Estados
de mania.
Péptido modulador de la
N-acetil- sinapsis. Es el Neuroproteccion Neuronas,
aspartilglutamato NAAG responsable junto con las Dafio en neuronas porque disminuye microglia,
P 8,4) células gliales, de la del sistema motor. el exceso toxico astrocito y
plasticidad sinaptica. de glutamato. Oligodendrocito.
. Extracelularmente,
Neurotransmisor o .
excit;léﬁg Z i;hié?torio {Edeimalolial Vesmlis
i [ et VTl intracellular, dafio presinapticas.
lial Cofn a'rte 7 Desregulacion en del tejido). Neuronas, gliay
Glutamato © Glu 9 Il.Jtamin'; un ciclo la actividad Aumenta el actividades no-
9 neurotransmisora. volimen sinapticas
Nitizigal il @i s intracelular del (metabolismo
neuronas y la glia. .
astrocito por celular)
arrastre de agua.
Marcador glial. Acttia
COmgigft‘;‘i’gg”:i’\‘,‘e'f"' Disminucién dey-  Toxicidad por
encefalico. Precursor del aminobutirato y de acumulacion de
Glutamina © Gln neurotransmisor inhibidor la enzima amonio. Astrocitos
_aminobutirato glutamina Meningiomas.
¥ irato’y sintetasa. Hiperactividad
Glutation
Homeostasis de la
bioenergética cellular Estados de Citosol de
ina 679 R i : B Estados de p
Creatina Cr (indicador de formacién hipermetabolismo. A 5 musculos y
hipometabolismo
del ATP) (Tumor cerebral) Neuronas
Precursor del
neurotransmisor Deficiente y
Acetilcolina. intercambio de las Destruccion de la
Control muscular y la membranas mielina, Membrana de
Colina ©¢7® Cho memoria. Sintesis y celulares. Estados proliferacion células nerviosas,
destruccion de la de ménia tumoral (gliomas, musculares.
membrana celular de resiény meningiomas)
(Turnover cellular) P !
Marcador glial.
Transduccion de sefiales TGS Gliosis y
- celulares. Util en la ; astrocitosis 9 .
Mioinositol ¢7® ml ; liales. Estados de - Glia, Astrocitos
evaluacion de la g TEnh reactiva.
maduracién cerebral. Alzheimer.
- AE, PE .
Marcador de toxicidad iy . Citoplasma
enfermedades Alto estrés P
o e oy oagaw S Sedley
- 9101112 : autoinmunes, deficiencia i
Glutation GSH Protector celular y cancer, disfuncion inmune, concentracion en

neuronas que en
glia). Espacio
extracelular
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1.6.2 Sistemas de procesamiento de la mirada (eye-tracker).

Otro instrumento de medicion utilizado en este proyecto de investigacion es el “eye-tracker”
(terminologia en inglés, dado que “seguidor de mirada” no es un término usado comtinmente)
por medio del cual realizamos el estudio de la mirada con el propésito de entender el
comportamiento del sistema visual y los mecanismos relacionados con la percepcion y
funcionamiento cerebral en TEA. Con el uso de la técnica de “eye-tracking” pretendemos
desarrollar nuestro segundo objetivo de investigacion por lo que, consideramos necesario
describir lo mas breve posible las caracteristicas y funcionalidades intrinsecas a este sistema tan
valioso por la extension de sus implicaciones neuropsicoldgicas. EI modelo de eye-tracker
utilizado en nuestros estudios es el Tobbi TX300 y, tanto su funcionamiento como sus
principales caracteristicas técnicas estan descritas en el APENDICE II.

De forma global, la conducta humana tiene una gran cantidad de comportamientos asociados a
los movimientos del ojo y la direccién de la mirada brindando a estos sistemas de “eye-tracker”
un sustancial potencial de aplicacion en distintas disciplinas y areas de estudio, que van desde
el marketing y publicidad hasta la investigacion médica o la psicolinglistica (Campo &
Landsberger, 1959; Delabarre, 1898; Gonzéalez & Velasquez, 2012; Huey, 1900; Jacob, 1991;
Javal, 1879; Tek, Jaffery, Fein, & Naigles, 2008). La trayectoria del disefio y desarrollo de estos
sistemas de “eye-tracker” tiene su origen en los primeros estudios sobre el movimiento de los
0jos, los cuales se realizaron mediante la observacion visual directa (Delabarre, 1898; Javal,
1879). Fue en el afio 1900 cuando se construyd un sistema de “eye- tracker” utilizando una
lente de contacto conectada a un puntero de aluminio que se movia en respuesta al movimiento
del ojo (Huey, 1900).

El sistema de “eye-tracker” tiene dos vertientes de aplicacion segin (Andrew, 2007), las
diagndsticas (pasivas, analisis y diagnostico) y las interactivas (como medio de interaccion con
el ordenador). En el primero de los casos, el sistema de “eye-tracker” proporciona la evidencia
objetiva y cuantitativa, de los procesos relacionados con la vision y la percepcion, midiendo el
“movimiento de los 0jos” y “la atencion” al realizar otra tarea independiente es decir, funciona
como herramienta de evaluacion, donde la informacién extraida no requiere de un analisis y
respuesta en tiempo real por el sistema, sino que, es registrada para su posterior analisis e
interpretacion. El uso del “eye-tracker” en neurociencia es eficiente en el tiempo, rentable y
discreto en comparacion con los otros métodos neuroldgicos como la resonancia magnética
funcional (fMRI) considerando que muchas de las funciones subjetivas, corticales y
subcorticales estan involucradas en el procesamiento visual y la coordinacién de los
movimientos oculares.
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Por otra parte, “La atencion” es un proceso dirigido por una interaccion entre las prominencias
de las caracteristicas visuales y los movimientos “arriba y abajo” de los ojos que se pueden
medir mediante el desarrollo de las tareas de eye tracking permitiendo a los investigadores
estudiar diversos aspectos en relacion a la funciéon de las diferentes areas del cerebro

involucradas en esta via viso-motora (Andrew, 2007; Elison et al., 2013; Jacob, 1991).

Los sistemas de “eye-tracker” se pueden dividir en dos categorias segin la metodologia que
utilizan:
1. Sistemas invasivos: Electro-oculografia (EOG) y Lentes de contacto/Bobinas de blsqueda.

2. Sistemas no invasivos: Foto-oculografia (FOG) y Video-oculografia (VOG)

y depende de las necesidades del usuario/investigador escoger una u otra metodologia para

realizar los estudios de Eye tracking.

Es necesario a la hora de interpretar los resultados medidos con un sistema “eye-tracker”
cuando se observa una escena cualquiera, conocer las principales caracteristicas de los ojos y su
funcionamiento dentro del sistema visual . Los 0jos de una persona se mueven entre puntos que
capturan su atencién logrando recrear una imagen cerebral de la escena (ver Figura 1.6.2.1)
debido a la habilidad del ojo de seguir los objetos y simultdneamente mover el cuerpo mientras
se mantiene la fijacion en el objeto. Destacando, los dos conceptos que sustentan el modelo

tipico en los sistemas “eye-tracker” de los movimientos oculares complejos a saber:

a) Fixation (o fijacion): Momento en el que los ojos permanecen fijos sobre un objeto, y es
posible apreciarlo en detalle.

b) Saccades (0 movimientos sacadicos): Corresponden a los rapidos movimientos oculares entre
dos fijaciones. (Franco, De Pablo, Gaviria, Sepulveda, & Vilella, 2014; Gonzélez & Velasquez,
2012).

Durante la busqueda visual, los ojos se mueven de fijacion en fijacion con un periodo de tiempo
de fijacion en un punto especifico que varia entre 200 y 600 mseg, mientras que el tiempo que
dura el movimiento del ojo al pasar de una fijacion a la otra (sacadas) oscila entre 20 y 100
mseg con una velocidad pico de 900 grados/seg. Aunque, en aquellos sistemas de “eye-tracker”
cuyo objetivo es determinar la linea o direccion de vision de un sujeto, es importante diferenciar
entre el eje optico y el eje visual. El eje optico es una linea que pasa por el centro del sistema
optico del ojo mientras que, el eje visual es una linea que une el punto de fijacién en el centro
del objeto observado, es decir, el punto nodal del sistema 6ptico, ubicado cerca de la superficie

posterior del cristalino y la fovea central.
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IMAGEN CORRECTA
el cerebro gira la imagen

La luz pasa

NERVIO OPTICO
IMAGEN INVERTIDA la imagen va al cerebro
OBJETO REAL en la retina

Figura 1.6.2.1 Funcionamiento del sistema visual humano (fuente:

http://nuestroblogadtmelchor.blogspot.se/2015/03/el-0jo-humano-y-sus-partes.html)

Es importante destacar que, mientras ocurre un movimiento sacadico no somos conscientes
(estamos ciegos) de lo que esta entre los dos objetos que capturaron nuestra atencion (ver Figura
1.6.2.2) sin embargo, nuestro cerebro es capaz de interpretar esta “secuencia de imagenes”
como un continuo haciendo que nuestra apreciacion parezca mas un video que una secuencia de
imagenes.

Figura 1.6.2.2 Registro del movimiento de la mirada (Gaze-plots) por Eye tracking (fuente:
http://revista.uxnights.com/category/investigacion/) http://revista.uxnights.com/category/investigacion/
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e El sistema visual humano

El ojo humano es el principal elemento de todo sistema de “eye-tracker”, ademas es un 6rgano
con una funcionalidad muy compleja. Sin embargo, intentaremos enumerar las principales
caracteristicas de este 6rgano que son necesarias para entender la relacion existente entre los
pardmetros medidos en los estudios de eye-tracking y las diferentes areas del cerebro
involucradas en el sistema visual.

El ojo se compone de un sistema sensible a los cambios de luz, capaz de transformar éstos
cambios en impulsos eléctricos. En su conjunto, es una estructura esférica de aproximadamente
2.5 cm de didmetro con un marcado abombamiento sobre su superficie delantera (ver Figura
1.6.2.3), la luz que penetra a través de la pupila, atraviesa el cristalino y se proyecta sobre la
retina formando una imagen invertida, donde se transforma mediante las células fotorreceptoras

en impulsos nerviosos que son trasladados a través del nervio dptico al cerebro.

Iris

Nervio = ~J Lente
optico (Cristalino)
Vasos

. Sry Esclerética
sanguineos retinianos

Figura 1.6.2.3 Corte del globo ocular. Muestra las diferentes capas del ojo humano y estructuras que
permiten la  vision  (fuente:  https://www.aao.org/salud-ocular/enfermedades/desgarramiento-
desprendimiento-retina

En el control de los movimientos oculares interviene la corteza cerebral, responsable de los
movimientos voluntarios; estructuras del cerebro medio especialmente el coliculo superior,
responsable de las sacadas y el tallo cerebral, responsable del sistema motor que controla los
musculos oculares. Significativamente, una de las regiones mas importantes en el control de los
movimientos oculares, es la corteza del cingulado anterior (ACC), que establece conexiones con

la corteza prefrontal y la corteza parietal, lo cual le confiere caracteristicas ideales para
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2

monitorizar informacion visual tipo “botton-up ”(involuntaria) e informacion “top-down

(voluntaria), en el control visual de la conducta (Munoz & Guitton, 1991).

Sin embargo, el ser humano no tiene su sistema visual plenamente maduro cuando nace sino
que ird desarrollandose a medida que la corteza cerebral occipital reciba estimulos apropiados y
mas o menos simétricos de ambos o0jos. Asi mismo, desde el parto y durante la etapa del
desarrollo peditrico se iran generando cambios cualitativos en casi todas las estructuras
oculares, més acusados en los primeros afios de la vida. Las curvas de percentiles que se utilizan
para hacer un seguimiento del desarrollo de la visidn, en nifios sanos desde los 33 meses a los 8
afios de edad son un instrumento valioso que permite alertar de alteraciones de la mirada del
nifio y que podrian estar relacionadas con su comportamiento (Sonksen, Wade, Proffitt,
Heavens, & Salt, 2008).

Estudios recientes de fMRI mostraron la secuencia del desarrollo de las 9 redes funcionales en
neonatos entre (0 — 12) meses, comenzando por las redes sensorimotora (SM) y auditiva (AN),
las redes visuales, las redes de atencién, la red DMN y finalmente la red de saliencia y la red del
control ejecutivo. Especificamente la red (SM) y la red (AN), junto con las 2 redes visuales
primarias V1 (medial occipital) y V2 (polo occipital) demuestran tener una topologia bilateral
simétrica al nacer muy similar a su tipologia adulta, apreciandose cambios topoldgicos minimos
durante el primer afio. Estas 4 redes parecen representar las primeras redes funcionales en
desarrollo (Gao et al., 2015).

Por el contrario, las otras 5 redes de orden superior (es decir DMN, SAN) demuestran una
conectividad local de globos difusos o conectividad simétrica bilateral primitiva (es decir V3,
FPNs bilaterales) en neonatos, que apenas se asemejan a sus respectivas topologias adultas. Sin
embargo, las redes lateral visual/parietal (VV3) y la DMN, aunque en neonatos no son parecidas a
los adultos, demuestran sustanciales aumentos dependientes de la edad en la conectividad con
areas funcionales espacialmente distribuidas (es decir, las regiones del I6bulo parietal superior
(SPL) para V3; la corteza frontal orbital (CFO), la corteza prefrontal mediana (MPFC), el
hipocampo bilateral/regiones parahipocampales (HP), la corteza temporal lateral (LTC) y el

l6bulo parietal inferior (IPL) durante el primer afio de vida.

En particular, se observd una solida sincronizacion de larga distancia entre los dos nodos
principales de la DMN (MPFC y PCC) mostrando una fuerte evidencia de que se establece
durante la segunda mitad del primer afio de vida mientras que, la red de saliencia (SAN) y las
dos redes frontoparietales bilaterales (FPNs) muestran un desarrollo topolégico limitado y muy
lejos al observado en adultos (Gao et al., 2009) por lo tanto, la SAN y la FPN representan las

Gltimas redes en desarrollo (ver Figura 1.6.2.4).
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Estos estudios nos aportaron conocimientos sobre el proceso temprano de maduracion funcional

del cerebro considerados para los estudios de Eye tracking que desarrollamos en esta tesis.
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Figura 1.6.2.4 Tendencias de desarrollo detalladas de las 9 redes funcionales durante el primer afio de vida. Las comparaciones entre 0 y 6 meses, 6 y 12

k
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meses, 0 y 12 meses se muestran de la primera a la tercera filas, respectivamente. Las estructuras de la red funcional para adultos se presenta en la fila

inferior para las comparaciones. (Fuente: (Gao et al., 2015))
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e Lamirada

Medir las caracteristicas basicas de la mirada, entre ellas el tiempo de fijacion, movimientos
sacadicos, etc., son un aporte valioso a los estudios que desarrollamos en esta tesis, por ser la
mirada un importante instrumento de la interaccion social. Esta nos permite percibir el primer
contacto social porque, es a través de la mirada como percibimos las emociones, el afecto, las
situaciones de peligro, el rechazo, el temor, la alegria, es decir todas las emociones que nos
permiten un adecuado ajuste social. La capacidad de mirar a las personas, en especial a los 0jos,
seguir su mirada, etc., son destrezas que se desarrollan durante la edad temprana de vida y nos
dan una adecuada apreciacion social del mundo que nos rodea (Allison, Puce, & McCarthy,
2000). Recordemos, que una de las caracteristicas mas sugestivas de la presencia de TEA en el

recién nacido es precisamente el rechazo a mirar los ojos de las otras personas.

En la mirada se distinguen dos componentes 1) egocéntrico® y 2) alocentrico®, ambos vinculados
al neurodesarrollo del nifio (Elgar, Campbell, & Skuse, 2002). La mirada egocéntrica, presente
desde el nacimiento tiene gran importancia, permite percibir la primera mirada de la madre y va
ganando precision con el tiempo (Batki, Baron-Cohen, Wheelwright, Connellan, & Ahluwalia,
2000), ademas permite percibir la mirada de los otros, y saber cuando se es mirado (K. Lee,
Eskritt, Symons, & Muir, 1998) permitiendo, con el aumento de su complejidad el
reconocimiento de la sonrisa, y conectarse con los actos faciales que dan cabida a la interaccion
(Aitken & Trevarthen, 1997). Paralelamente, la mirada alocéntrica se va desarrollando a lo largo
de los primeros afios de vida. Esta mirada se enriquece con la experiencia y es la que nos
permite reconocer el entorno, ubicarnos socialmente, comprender la mirada intencional del otro,
y el desarrollo de la atencion conjunta. Una afectacion de la mirada alocéntrica seria una de las
causas del inadecuado ajuste social en TEA (Leekam, Lépez, & Moore, 2000).

e Laatencion

Otro factor importante a la hora de realizar un estudio de Eye tracking es “la atencion ”. Esta se
desarrolla a través de una compleja red de areas cerebrales y consiste en focalizar
selectivamente nuestra conciencia, filtrando y desechando informacién no deseada como un
proceso emergente desde diversos mecanismos neuronales y trabajando para resolver la
competencia entre los estimulos para su procesamiento en paralelo, y temporizar las respuestas
apropiadas que controlan la conducta (Bench et al., 1993; Desimone & Duncan, 1995; Petersen

& El componente egocéntrico permite identificar visualmente un objeto.

2El componente alocentrico requiere representar al otro de manera independiente a uno mismo. Frith,
U., & De Vignemont, F. (2005). Egocentrism, allocentrism, and Asperger syndrome. Consciousness and
cognition, 14(4), 719-738.

62

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974565 Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5

Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA Fecha 2017/06/30 20:00:26
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 2017/07/18 14:28:28
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

62 /231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica

Entrada

N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

& Posner, 2012). Por otro lado, “atender”, exige un esfuerzo neurocognitivo que precede a la
percepcion, a la intencion y a la accion, tomando en cuenta que, sin atencion, nuestra

percepcion, memoria y aprendizaje o no tienen lugar o se empobrecen.

El llamado “sistema atencional”, de igual categoria que los dos sistemas cerebrales, el motor
(eferente) y el sensorial (aferente) revela la complejidad conceptual, neuroanatomica y
neurofuncional de la atencion (Petersen & Posner, 2012) definida neurofisiolégicamente como
una extensa red neuronal entrelazada de estructuras subcorticales y corticales. En el mismo
orden de ideas, el cortex prefrontal, lateral y medial (cingulado), desempefia un papel
fundamental en el control voluntario de la atencion, como etapa final filogenética y ontogenética
de corticalizacion de la atencion, permitiendo que la atencion involuntaria del infante se
transforme progresivamente en atencion voluntaria y controlada (Luria, 1979). Este detalle
anatomofisiologico de la atencion nos podria confirmar el dafio de la atencion en TEA, en
multitud de “locus™ diferentes. Para desarrollar el estudio del procesamiento visual en TEA
utilizando los sistemas de “eye-tracker” hemos tomado como referencia los estudios realizados
por (Rademacher, Galaburda, Kennedy, Filipek, & Caviness, 1992), en los que la corteza del
cingulado posterior resalta como una de las estructuras corticales implicadas en la atencion
visual (ver Tabla 1.6.2.1).

La “atencion de desplazamiento entre hemicampos visuales” es el prototipo de atencion
regulada por el “sistema atencional posterior” (ver Tabla 1.6.2.2 a,b,c), cuyo paradigma de
exploracion se conoce como paradigma con sefial de aviso espacial (“Posner’s” Spatial cuing
paradigm o “Posner’s” covert orienting paradigm), y que es necesaria para focalizar la
atencion sobre un area del campo visual, desenfocar o enfocar a otra area del mismo o distinto
campo visual. La ejecucion de las tareas en los estudios de Eye tracking es un ejemplo del uso

de la atencion de desplazamiento entre hemicampos visuales.

Otra habilidad del sistema atencional es el “cambio de atencion” , que presenta déficits en los
sujetos con TEA y ha sido definido como “Incapacidad para desconectar un foco de atencion y
pasar a otro, déficit en la habilidad de cambiar el propio foco personal a un espacio extra
personal o de interés del otro” (Courchesne et al., 1994). No obstante, trabajos posteriores a
estos demostraron que estos déficits en el “cambio de atencion” no estaban relacionados con
trastornos en las habilidades atencionales sino con deficiencias en la red de la funcién ejecutiva,

originadas en los I6bulos centrales (Pascualvaca, Fantie, Papageorgiou, & Mirsky, 1998).
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Tabla 1.6.2.1 Neuroanatomia de la atencién visual.

implicadas. Basado en (Petersen & Posner, 2012).

Principales estructuras corticales y subcorticales

Estructuras subcorticales

Estructuras Corticales

Coliculo superior

Cortex occipital

- Area V1 6 estriada o Area 17
- Area V2 (érea 18)+V3+V4
(giro fusiforme)+ P-O ¢ areas 18+19

Talamo

Coértex temporal

-Pulvinar

-Cértex temporal superior ¢ area 22
-Surco temporal superior
- Cértex temporal medio
-Cértex temporal inferior

-Ganglios basales

-Cortex parietal posterior
(posterosuperior)

-Neoestriado
Caudado

-Surco intraparietal
-Area intraparietal lateral o rama
del surco intraparietal

-Sustancia negra
Pars reticular

-Giro parietal inferior (area 39)
-Area 7
Cortex frontal
-Campos oculares frontales
-Area motora suplementaria
(drea 6 media)
-Cértex prefrontal dorsolateral
-Cortex Orbito frontal lateral
Cortex cingulado o frontal medial
-Anterior (dreas 33y 24)
-Posterior (dreas 23, 16, 29, 30, 31)

Un hito importante lo constituyen los trabajos de (Minshew, Luna, & Sweeney, 1999) quienes

detectaron que el déficit en el cambio de atencion se debe a debilidades sdlo en los movimientos

sacadicos y no en las habilidades atencionales reflexivas.

Tabla 1.6.2.2,a,b,c Sistemas y tipos de atencion basados en (Cooley & Morris, 1990; Corbetta, Miezin,
Dobmeyer, Shulman, & Petersen, 1990; Petersen & Posner, 2012; Posner & Dehaene, 1994). Sistema de
alerta o “Arousal” (a), Sistema atencional posterior o atencién posterior (b), Sistema atencional anterior

0 atencion anterior (c).

a. Sistema de alerta o “Arousal”
Funciones

preparacion de respuestas
Denominaciones sinénimas
- Consciencia
- Atencién matriz de mesulam
- Atencion ténica o primaria
- Tono de atencién

- Nivel base de consciencia, como estado generalizado de receptividad a la estimulacién y a la
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Localizacién neuroanatémica
- Sistema reticular activador
- Talamo
- Sistema Limbico
- Ganglios basales
- Cortex frontal
Paradigmas de exploracién clinica
-Neuroelectrofiol6gicos

b. Sistema atencional posterior o atencién posterior
Funciones

- Atencion de orientacion a estimulos visuales. Es decir, explorando (“scanning”:orientacion y
localizacién) el espacio visual

Denominaciones sinénimas
- Sistema de atencion selectiva posterior
- Sistema atencional visuoespacial
- Sistema de atencion perceptive

Localizacién neuroanatomica Funcién especifica

- Cortex parietal posterior - Controlar la “Shifting attention” (atencion de
desplazamiento o intercambio entre ambos
hemicampos visuales)

. parietal posterior derecho * control de ambos hemicampos visuales
. parietal posterior izquierdo * control del hemicampo visual derecho
- Pulvinar lateral - Filtrar informacion relevante de la no relevante.
- Coliculo superior -Facilitar el "shifting” de atencion visual y la orientacion

del organismo hacia los objetos de interés

Tipos de atencion posterior Paradigmas de exploracién clinica

-“Shifting attention’ -‘Posner’s spatial cuing paradigm’

- Atencion selectiva especial - Tareas de busqueda visual y de cancelacién
o de localizacion de estimulos

- Atencion serial - Tareas de cancelacion

c. Sistema atencional anterior

Funciones

- Atencion para la accion: recluta y controla las éreas cerebrales
para ejecutar last areas cognitivas complejas

Denominaciones sinénimas

- Sistema de atencion selectiva anterior

- Sistema atencional supervisor de Norman
y Shallice

- Sistema atencional frontal

- Atencion ejecutiva

- Atencion ligada a la accion

- Atencién motora

65

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.

Identificador del documento: 974565 Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5

Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Fecha 2017/06/30 20:00:26

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

2017/07/18 14:28:28

65/231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

Localizacién neuroanatomica Funcién especifica

- Cingulado anterior - Subsistema atencional medio

- Prefrontal dorsolateral

- Neoestriado (caudado)

- Orbitofrontal

- Sistema frontal superior - Subsistema para el control de los movimientos oculares y
- Cingulado anterior ligado intimamente al sistema atencional posterior
- Area motora supplementaria

Por otro lado, otros autores recomiendan desarrollar técnicas de evaluacién de la atencién con
un contexto social en el estimulo (Ruggieri, 2006). Todo este contexto en torno a “la atencion”,
nos llevan una vez més a la conveniencia de utilizar la técnica de Eye tracking, para realizar los
estudios atencionales con el paradigma adecuado que desvele el patron de procesamiento visual
mas acertada en TEA. Del mismo modo, los estudios realizados por (Gauthier, Curran, Curby,
& Collins, 2003) sugieren, por un lado, que las poblaciones neurales responsables del
procesamiento de la cara y de objetos no son funcionalmente independientes y por otro lado,
revelan que esta interferencia es de naturaleza perceptual, afectando las primeras etapas del
procesamiento selectivo de la cara en el cerebro humano adulto.

En cuanto al déficit en el procesamiento de la cara en sujetos con TEA pocos estudios de Eye
tracking han abordado directamente la especificidad del dominio en el procesamiento de las
caras (Farah, Wilson, Drain, & Tanaka, 1998) asi como, las partes selectivas de la cara en el
sistema visual (Kanwisher, McDermott, & Chun, 1997; McCarthy, Puce, Gore, & Allison,
1997) que pueden ser reclutadas por la experiencia con otros objetos en sujetos sanos (Gauthier
et al., 2003). Todos estos resultados son consistentes con la perspectiva de que algunos de los
procesos tempranos especializados para la percepcion de la cara también contribuyen a la
percepcion de objetos producto de la experiencia, y respalda la definicion de la mirada
alocéntrica, (lo opuesto de egocéntrico), la cual se va desarrollando a lo largo de los primeros
afios de vida con la experiencia de lo vivido y nos permite reconocer el entorno, asi como,
ubicarnos socialmente, comprender la mirada intencional del otro y desarrollar la tan necesaria
“atencion conjunta” todas ellas deficientes en TEA (Leekam et al., 2000).

1.6.3 El cociente de autismo (AQ-Test)

El test del Cociente de Autismo (AQ) es un instrumento de evaluacion, utilizado para valorar las
caracteristicas autistas presentes en el individuo. Mediante el uso de este psico-test nos

proponemos alcanzar otro de los objetivos planteados en este proyecto de investigacion
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determinando cuanto se alejan o se aproximan a la norma, ubicando dentro del baremo
propuesto, los resultados cuantificables obtenidos en los sujetos participantes de este estudio. El
Cociente de Autismo (AQ) es un test psicométrico desarrollado por el profesor de psicologia
Simén Baron Cohen de la Universidad de Cambridge (UK) en el afio 2001, como una
herramienta de valoracion relativamente sencilla, breve, facil de usar y sobre todo, facil de

valorar.

Fue publicado por primera vez en el Journal of Autism and Developmental Disorder (S. Baron-
Cohen, Wheelwright, Skinner, Martin, & Clubley, 2001), acompafiado de una encuesta
realizada dentro de la poblacién del Reino Unido. Esta primera version, sobre la que versa
nuestro trabajo, esta destinada a adultos mayores de 16 afios. Otra version del test se publico en
el afio 2006, para adolescentes entre 9-16 afios (Simon Baron-Cohen, Hoekstra, Knickmeyer, &
Wheelwright, 2006), y dos afios més tarde una version destinada a nifios (Auyeung, Baron-
Cohen, Wheelwright, & Allison, 2008). En el amplio espectro social, en el que se reflejan los
rasgos de autismo, y su distribucion en el conjunto de la poblacion, el cociente de autismo -AQ (
en inglés, Autism Spectrum Quotient)’® (Shattock, Barthélemy, Fuentes, Van der Gaag, &
Visconti, 2000)- viene a significar la posicién que un individuo ocupa en todo ese amplio
espectro o continuum social.

Asi mismo, el autor del AQ-Test, le atribuye a éste dos utilidades esenciales:

1) En la practica clinica como cribado, que permite al médico o psicélogo sefialar a los posibles
afectados de TEA para su posterior derivacion hacia un diagndstico mas preciso y,
2) En la investigacion, en estudios comparativos, para separar “afectados” de no “afectados” en

esa busqueda del punto que mejor podria separar las categorias.

La bases psicométricas que sustentan el AQ-Test lo definen como, un test psicométrico que se
caracteriza por ser un instrumento utilizado en psicologia para la medicién de los atributos
psicol6gicos, estandarizado, compuesto por items seleccionados y organizados, concebido para
producir en el individuo las reacciones registrables para las que fue disefiado. El cuestionario
del AQ-Test consta de 50 preguntas, divididas en cinco areas o subescalas y cada subescala,
consta de 10 items, cuidadosamente seleccionados entre las caracteristicas conductuales de la
“Triada” de Wing de sintomas de autismo (habilidades sociales, cambio de la atencion, atencién
al detalle, comunicacion e imaginacion) (Wing & Gould, 1979).

En el mismo orden de ideas, las preguntas que conforman el test se formulan como afirmaciones

CLITS CEITS

con cuatro alternativas “de acuerdo”, “parcialmente de acuerdo”, “desacuerdo”, “parcialmente

*° Como el propio autor advierte, aqui el término cociente no se usa en el sentido aritmético de la divisién de una cantidad por
otra, sino que deriva del término latino Quotients que significa cuanto.
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en desacuerdo” donde la persona encuestada debe manifestar el grado de adhesion que le inspira
cada una donde, en el conjunto de los items de cada subescala, la mitad esta redactado para que
produzca una respuesta “en acuerdo” y la mitad restante para una respuesta “en desacuerdo”.
Con esto, se intenta compensar el sesgo de respuesta en un determinado sentido.
Adicionalmente, los items se han repartido de forma aleatoria con relacion a las respuestas
esperadas y a cada una de las areas valoradas. Sobre la base anterior se realiza la puntuacién del
test, que sigue un sistema absolutamente simple: Se valoran con un punto aquellas respuestas
que coinciden con el sentido esperado, “acuerdo o desacuerdo”, y tanto si la conformidad

expresada es parcial o total.

El resultado del test es un nimero entre 0 y 50, siendo este dltimo valor el extremo de la escala
con la carga més elevada de caracteristicas autistas donde se sittian los grados de afectacion mas
adversos (ver Tabla 1.6.4.1) para los que se ha propuesto cuatro rangos.

Tabla 1.6.4.1 Tramos y puntos de corte de las caracteristicas autistas

Rango de AQ Distribucion en la poblacién

0-10 Por debajo de la media

11-21 Valores medios de la poblacién normal (la media femenina
es de 15y la masculina es de 17)

23-31

Por encima de la media

Muy alto indice de caracteristicas autistas. (El sindrome de
32-50 Asperger o autismo de alto funcionamiento presenta una
puntuacion media de 35)
Por tanto, en el cuarto rango se situarian los afectados por TEA, con un valor en torno a 32

(puntuacién minima) que corresponderia a Autismo de Alto Funcionamiento (AAF)™ y el
sindrome de Asperger (Association, 2013), mientras que los sujetos cercanos a 50 ( valor
maximo) se identificarian con el autismo mas severo. En el rango inmediatamente anterior, con
valores entre 23 y 31 estarian incluidos los que corresponden al denominado Fenotipo Ampliado
de Autismo (FAA)* (Association, 2015). En palabras de su autor, el AQ-Test no pretende dar
un diagndstico sin embargo consideramos de mucha utilidad comprobar la confiabilidad de éste
en otro idioma diferente para el que fue concebido, asi como la afectacion producida en las
preguntas que lo conforman debido a la traduccién del inglés al castellano. En un intento de
asumir el AQ-Test como herramienta de evaluacion de TEA dentro de nuestra poblacién de

habla hispana.

! El autismo de alto funcionamiento y el Sindrome de Asperger son dos diagndsticos muy préximos y se discute si son
intercambiables.

2 Afectacion que presenta una forma mas leve de autismo y que se manifiesta en ciertas caracteristicas de personalidad y de
habla, entre los que se han descrito muchos parientes de personas con TEA.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipétesis

Los estudios de la red por defecto (DMN) han sugerido al PCC como area de interés con éxito
tanto en nifios como en adultos con TEA, debido a que esta area muestra una activacion robusta
en el estado de reposo (Lynch et al., 2013). En contraste, otros estudios revelaron que una
hiperconectividad dentro de la red de saliencia (SN) con el ACC como &rea de interés, puede ser
una caracteristica distintiva en los nifios con TEA. Sugiriendo que la hipoconectividad entre el
par (SN-DMN) con las otras redes frontotemporal, visual y motora, podrian ser una
caracteristica distintiva de estos trastornos (Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013).

A la luz de los estudios previos, nos preguntamos si es posible detectar variaciones metabdlicas
en ACC y PCC capaces de diferenciar a los sujetos con y sin TEA utilizando la técnica de *H-
ERM, y que a su vez permitan emitir el diagndstico ante la sospecha de TEA, obtenidas con el
“AQ-Test” (herramienta subjetiva) y con el “Eye tracking” (herramienta subjetiva-objetiva).
Sefialando la cuantificacion de los metabolitos detectables en el cerebro como un paso hacia el
desarrollo de biomarcadores eficaces tanto para el diagnoéstico como el desarrollo de nuevos
tratamientos aplicables en TEA.

2.2 Objetivo General

El objetivo general de esta tesis es estudiar los posibles cambios metabélicos cerebrales que
ocurren en los sujetos con TEA en las cortezas del cingulado anterior y posterior como un é&rea
de interés eficaz en el diagndstico de TEA. En este punto, ha sido de nuestra consideracion los
Gltimos estudios realizados con *H-ERM por otros investigadores, en sujetos con TEA de todas
las edades en el ACC (ver Tabla 2.1.1), donde se evidencia una variabilidad metabélica durante
el crecimiento asi como, la significativa ausencia de resultados en PCC ademéas de una gran
dispersion de estos resultados en ACC en el global de los estudios, que llegan incluso a ser
contradictorios entre los distintos estudios. A pesar del elevado coste econémico que acomparia
a cada estudio de espectroscopia, ha sido de nuestra consideracion utilizar esta técnica que ha
ganado lugar dentro de las herramientas radiol6gicas para estudiar el cerebro humano, capaz de
revelar, en parte, el sustrato neuroquimico subyacente en cada area de este érgano, con tantas
incognitas por resolver ain. En el servicio de investigacion, disponemos del scanner de
resonancia magnética de 3.0 T, junto a otras técnicas como (MR, NIRS, Eye-tracking, etc.), que
nos permitieron desarrollar las investigaciones necesarias para este trabajo.
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2.3 Objetivos Especificos

Para desarrollar nuestro objetivo general nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

El primer objetivo especifico de esta tesis fue la puesta a punto de la técnica de espectroscopia
de resonancia magnética, en nuestro servicio de investigacion y verificar su utilidad en la

diferenciacion de los sujetos con y sin TEA.

El segundo objetivo especifico fue separar consistentemente a la poblacion de estudio
diferenciando los grupos con y sin TEA midiendo las caracteristicas autistas presentes en los
sujetos. Para este fin, utilizamos el cuestionario AQ-Test disefiado por Bardn Cohén para este
propdsito no obstante, en algunos sujetos este método subjetivo, fue susceptible de ser
respondido simulando la respuesta adecuada (especialmente por los sujetos con TEA de alto
funcionamiento) ocasionando un sesgo dentro del cribado de la poblacién.

Por otro lado, utilizamos la herramienta de eye-tracker (método menos subjetivo) en un intento
de minimizar este sesgo dentro la muestra, partiendo de los antecedentes del déficit del
“procesamiento de las caras” y los “cambios de atencion” descritos en los sujetos con TEA
(sistema atencional, (Petersen & Posner, 2012), estudiando las diferencias en la mirada.
Considerando a su vez, la técnica de eye tracking como una posibilidad para el diagndstico
precoz de TEA.

El tercer Objetivo especifico fue estudiar los cambios metabélicos en las cortezas del
cingulado anterior y posterior, en sujetos con y sin TEA, seleccionando la espectroscopia de
resonancia magnética del proton *H-ERM in-vivo, como herramienta de medicion, por razones
ya justificadas en la introduccion. Con la finalidad de identificar una diana que actie como
marcador biol6gico en el diagndstico eficaz de estos trastornos, y que a posteriori pueda
resolver uno de los desafios mas importantes hoy dia en el area de la neurociencia: El

Diagndstico precoz de los Trastornos del Espectro de Autismo.

A continuacién, enumeramos los objetivos especificos trazados en el proyecto de esta tesis de
acuerdo a los estudios realizados:

2.3.1 Poner a punto la técnica de espectroscopia de resonancia magnética para ser utilizada en
el diagnostico de TEA.

Obijetivos a alcanzar

a) Comprobar la capacidad de la técnica para detectar los metabolitos presentes en el area de

interés y diferenciar a los sujetos con y sin TEA.
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2.3.2 Validar el AQ-Test Score (cuestionario psicométrico del cociente autista) en una muestra
espafiola.

Objetivos a alcanzar

a) Comprobar la validez y fiabilidad del AQ- Test Score en una muestra espafiola adulta con la

finalidad de identificar a los sujetos afectados con TEA de los no afectados.

2.3.3 Estudiar las caracteristicas del patron visual en sujetos con y sin TEA como un posible
marcador diagnostico precoz de los trastornos del espectro de autismo.

Objetivos a alcanzar

a) Estudiar las caracteristicas de la mirada en sujetos con y sin TEA midiendo posicion y
duracién de la mirada, (fijaciones, tiempos de fijacion, posicion y duracién de sacadas y micro
sacadas) utilizando la técnica de Eye tracking.

b) Correlacionar los resultados de este estudio de Eye tracking con los resultados neuroquimicos

obtenidos en el estudio de espectroscopia "H-ERM y la clasificacion del AQ-Test.

2.3.4 Estudiar el sustrato quimico cerebral por *H-ERM en adultos con y sin Trastornos del
Espectro de Autismo.

Obijetivos a alcanzar

a) Estudiar el sustrato quimico neurometabdlico subyacente en las cortezas del cingulado
anterior y posterior, en adultos sanos (controles) y con TEA.

b) Correlacionar la neuroplasticidad presente en el ACC y el PCC con la intensidad de las
caracteristicas autistas medidas a partir del AQ-Test Score en los sujetos con y sin TEA.

c) Trazar el patron neurometabdlico caracteristico en los trastornos del espectro de Autismo

basado en los resultados de *H-ERM.
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MATERIALES Y METODOS

e Antecedentes

Los estudios realizados en esta tesis se llevaron a cabo en Tenerife durante el periodo 2012-
2016. A si mismo, las partes no comunes (como las relativas al andlisis de las imagenes de
resonancia), se especifican mas adelante dentro de los apartados de métodos correspondientes a
dichos estudios. Es importante destacar, que la técnica principal de trabajo, utilizada en esta

tesis es la espectroscopia de resonancia magnética del protén *H-ERM.

En este apartado, se incluyen algunos principios basicos de la *H-ERM como herramienta de
medicion necesarios para comprender los andlisis llevados a cabo posteriormente. Sin embargo,
sus fundamentos fisicoquimicos son mas extensos por lo que, en el APENDICE 1 se resumen de
forma complementaria al contenido de la introduccion. No obstante, para una informacion
mucho més detallada sobre la herramienta utilizada en los estudios de 'H-ERM, pueden
consultarse diversos libros y revisiones (Barfuss et al., 1990; Capdevila-Cirera, Baquero-
Munera, & Pujol Nuez, 2000; Castillo et al., 1996; De Graaf, 2013; del Pozo & Martinot-Luyo;
Guze, 1991; Hennig et al., 1992; Kwock, 1998; Miller, 1991; Passe, Charles, Rajagopalan, &
Krishnan, 1995; Soares & Law, 2009; Tkac et al., 2009).

3.1 Disefio de los Estudios y Participantes

La metodologia utilizada en el desarrollo de esta Tesis se ordené segln la importancia de los

estudios realizados, que nos condujeron a los resultados reportados en el CAPITULO 4.

3.1.0 Estudio 1: Comprobar la consistencia de la espectroscopia del proton (*H-ERM)
al detectar los metabolitos presentes en el cerebro.

Los inconvenientes en la aplicacion de la 'H-ERM en tejidos intactos “in vivo” han sido
relatados en la introduccién de esta Tesis. Por tanto, fue necesario realizar la puesta a punto de
la técnica antes de proceder al desarrollo del paradigma contenido en la metodologia utilizada

para cuantificar los metabolitos detectables. La puesta a punto se realizd en dos pasos:

1) Primero, se realiz6 la espectroscopia en cada voxel (es decir ACC y PCC) a dos sujetos

normotipicos de ambos sexos, mientras observaban diferentes estimulos externos
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descritos més abajo. Los estimulos utilizados en este punto fueron: a) Ojos cerrados, y

b) video/surf.

2) Segundo, a un tercer sujeto normotipico se realizaron las espectroscopias en cada voxel
mientras observaba un video compuesto por: a) Cruz, b) ojos cerrados, ¢) video/surf y
d) video/test; considerando que el estimulo de la cruz y el video/test son los utilizados
en los estudios de Eye tracking, con la finalidad de comprobar si estos estimulos

influian de manera significativa en el resultados de la espectroscopia.

Estimulo N°1:

Mirar una pantalla en negro con una cruz blanca en el centro mientras se aplicaba la
1
H-ERM

Estimulo N°2:

Mantener los ojos cerrados durante la progresion de la *H-ERM
Estimulo N°3:

Mirar una pelicula mientras se aplicaba la *H-ERM
Estimulo N°4:

Mirar el video-test usado para las pruebas de Eye tracking mientras se aplicaba la *H-
ERM

El paradigma presentado fue hecho con Presentation® para asi poder observar como un video
las fotos mostradas en Tobii TX300 en los estudios de Eye tracking. Se calcularon las
concentraciones de los metabolitos presentes en cada voxel, en los espectros resueltos en
tiempo, es decir 68 espectros por cada estimulo observado (es decir 272 espectros). La
presentacion de cada estimulo dur6 145.52 seg (582,08 seg en total); a un TR = 1070msg,
NEX=2. La cuantificacién se realiz6 con el programa LCModel, y se aplicé el test de

comparaciones multiples Tukey’s en el analisis estadistico.

De esta manera se establecio el paradigma que se utiliz6 durante toda la trayectoria de la

investigacion. Los resultados de este preliminar se muestran en el CAPITULO 4.

3.1.1  Estudio 2: Variabilidad neurometabdlica entre las cortezas del cingulado
anterior y posterior en sujetos con TEA. Espectroscopia del protén (*H-ERM).

El objetivo de este estudio fue estudiar la variabilidad en las concentraciones de los metabolitos

en las cortezas del cingulado anterior y posterior, en el grupo de sujetos con y sin TEA,
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utilizando la espectroscopia de resonancia magnética ("H-ERM), con el propésito de identificar,

un posible biomarcador y su diana farmacoldgica.

Los participantes objeto del presente estudio, fueron personas adultas diagnosticadas de autismo
(TEA) durante la nifiez (Autism Spectrum Disorders, en inglés ASD), por el servicio de
psiquiatria y Psicologia respectivo mediante la aplicacion de los test utilizados para evaluar y
medir el desarrollo infantil temprano (WISC, MSCA, IQ, Escala CPM y de cribaje del Autismo
CHAT13, ADOS14 y ADI-R15), sin variacion del diagndstico durante el crecimiento segun el

historial médico.

No se realizaron diagndsticos de forma independiente ADI-R o ADOS por nuestra parte
considerando que, los estudios realizados por (Mazefsky & Oswald, 2006) demostraron que
existe un alto grado de acuerdo entre el diagndstico clinico y de investigacion, con instrumentos
de investigacion que algunas veces conducen al diagnéstico excesivo. Sin embargo esta falta de

diagndstico puede verse como una limitacion en la metodologia.

El test de cociente autista (AQ-Test) fue de aplicacion a todos los sujetos con y sin TEA para
evaluar las caracteristicas del espectro de autismo y poder separar “afectados” de “no
afectados” con la intencion de diferenciar ambas categorias para nuestro estudio. Las imagenes
de resonancia se obtuvieron en el scanner de 3.0T modelo Signa Excite HD; manufacturado por

General Electric (Milwaukee, W1, USA) que se muestra en la (Figura 3.1.1.1).

3 CHAT: Es un cuestionario para determinar posibles casos de nifios con autismo en la exploracién
evolutiva rutinaria de los 18 meses hasta los 4 afios por parte de los médicos de atencion primaria.Baron-
Cohen, S., Allen, J., & Gillberg, C. (1992). Can autism be detected at 18 months? The needle, the
haystack, and the CHAT. The British Journal of Psychiatry, 161(6), 839-843.

14 ADOS: Escala de Observacion para el Diagnéstico del Autismo, es un instrumento de deteccion
especifica para autismo.Lord, C., Risi, S., Lambrecht, L., Cook, E. H., Leventhal, B. L., DiLavore, P. C.,
et al. (2000). The Autism Diagnostic Observation Schedule—Generic: A standard measure of social and
communication deficits associated with the spectrum of autism. Journal of autism and developmental
disorders, 30(3), 205-223.

5 ADI-R: Entrevista para el Diagndstico del Autismo-Revisada, es un instrumento de deteccion
especifica para autismo pero, requiere que el nifio tenga una edad equivalente de dos 0 mas afios y un
entrenamiento para su ejecucion.lbid, Lord, C., Rutter, M., & Couteur, A. (1994). Autism Diagnostic
Interview-Revised: a revised version of a diagnostic interview for caregivers of individuals with possible
pervasive developmental disorders. Journal of autism and developmental disorders, 24(5), 659-685.
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Figura 3.1.1.1 Scanner de resonancia magnética de 3.0T de la Universidad de la Laguna y/o Servicio
General de Apoyo a la Investigacién (SEGAL).

Todos los participantes que sirvieron como control fueron personas sin historial de
enfermedades neurolégicas o psiquiatricas, ni lesiones cerebrales o craneales, de acuerdo a su
autoinforme y con un desarrollo tipico. Asi mismo, consideramos las siguientes patologias
dentro de los criterios de exclusidon: Epilepsia, malformacion cerebral, trastorno
neurodegenerativo, antecedentes de meningitis o encefalitis, antecedentes de sufrimiento fetal o
perinatal, y/o de otros miembros con TEA en la familia.

Una vez fijados los parametros de nuestro paradigma, realizamos un estudio piloto (N = 12)
para obtener informacion acerca del tamafio del efecto esperado en nuestro estudio. Los datos
fueron recogidos a partir de una muestra formada por 30 participantes adultos jévenes, 14
sujetos con TEA (casos) y 16 sujetos con desarrollo tipico (DT) sin historial de enfermedades
clinicas o psiquiatricas (controles). De ellos, dos sujetos con TEA y cuatro DT fueron excluidos
segun los criterios seleccionados para este estudio. La muestra estudiada consistié en 12 sujetos
sanos (3 mujeres) de edades comprendidas entre 17 y 23 afios (media= 22.0 + 1.7) y 12 sujetos
con TEA (2 mujeres) de edades comprendidas entre 20 y 25 afios (media= 20.8 + 1.8). Todos

eran diestros conforme al Inventario de Lateralidad de Edimburgo (Salmaso & Longoni, 1985).
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e Adquisicion de imagenes de RM y de espectros.

Durante los experimentos habituales todos los participantes permanecieron en posicién decubito
supino en el interior del escaner de resonancia, con la cabeza inmovilizada mediante el soporte
que trae el escaner para este uso mientras miraban el video/surf escogido para estas pruebas. El
tiempo estimado de duracién de cada estudio fue aproximadamente 20 a 45 minutos durante los
cuales se adquirieron las imagenes estructurales 3D (axial, sagital y coronal) como referencia
anatomica, y los espectros en las regiones cerebrales de interés (corteza anterior y posterior del
cingulado). El estudio completo de resonancia consistié en una sola sesion dividida como sigue:

a) Localizador tres planos (sagital, axial, coronal). Duracién= 5 minutos.
b) 3D Anatémico axial. Duracién= 13 minutos

c) Espectroscopia RM, 2 localizaciones. Duracién = 6 minutos cada una

Los estudios se realizaron en el estricto orden: primero se realizo el anatémico axial, imagen 3D
estructural (alineada segln el eje definido por la comisura anterior y la comisura posterior
cubriendo todo el cerebro como referencia anatdmica para la localizacion y posicionamiento del
voxel que nos indica el volumen especifico, en el area del cerebro a estudiar), y luego se aplicd
el protocolo para obtener los espectros respectivos en ACC y PCC de cada sujeto. La
espectroscopia RM se realizd con el paquete MRS PROBE/SV que viene dentro de los
programas del escaner GE Signa Excite HD 3.0T. Una vez adquiridos los espectros, usamos el

LCModel para determinar los metabolitos cerebrales presentes en el area estudiada.

Previo a los estudios fue necesario realizar pruebas de adaptacién real en los sujetos con TEA,
mediante el uso de la técnica del Role-play con la finalidad de favorecer el cambio de conducta
frente a la problematica que enfrentan a través del hacer-creer o simular ser otro,
permitiéndoles conectarse con aquellos aspectos perturbadores de su vida, en nuestro caso el
entrar al scanner y permanecer alli un tiempo.

Este entrenamiento fue necesario debido a que este estudio se llevé a cabo sin sedacién. Esta
técnica del role-play se desarroll6, en el simulador de la resonancia magnética, donde es posible
reproducir el paradigma de estudio sin la adquisicion de las imagenes. La (Figura 3.1.1.2)

muestra el simulador de resonancia del que disponemos en nuestro laboratorio.
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Figura 3.1.1.2 Simulador de resonancia magnética, ubicado en el Laboratorio 2 de las dependencias de
investigacion de la ULL en el Instituto Médico Tinerfefio S.A. (IMETISA).

 Adquisicién de los datos de *H-ERM

Para optimizar la adquisicion del espectro fue necesario modificar varios parametros para
disminuir el ruido y artefactos de la sefial espectroscopica, siendo los pardmetros mas relevantes
el tiempo eco (TE) y el tiempo de repeticion (TR). Se realizaron los espectros variando tanto el
valor de TE como el de TR, lo que nos permiti6 definir cuales eran los tiempos mejores en los
que los espectros obtenidos mostraban el mayor nimero de metabolitos, en base a los
indicadores de fiabilidad o cota inferior de Cramér-Rao® (< 20%).

La homogeneidad del campo magnético local en el volumen de interés fue optimizado con un
sistema automatico de tres bobinas o “auto-shim” contenidas dentro del scanner en los tres
gradientes (X, y, z) mediante shimming lineal, antes de proceder a la adquisicion PRESS. La
supresion de la sefial del agua antes del procesamiento de los espectros fue necesaria debido a su
abundancia en el parénquima cerebral, ya que enmascaran al resto de las otras moléculas
organicas presentes que son el objeto de nuestro estudio. El método de supresién de agua
utilizado fue el “secuencia espin-eco” que aplica un pulso de saturacion a una frecuencia

selectiva que rota a cero la magnetizacion (1Z—) del agua.

'® |a cota inferior de Cramér-Rao establece una cota inferior tedrica en la varianza de un estimador insesgado. Cramer, H. (1946).
Mathematical methods of statistics Princeton University Press USA.
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Antes de activar la secuencia de pulso seleccionada se realizé el respectivo PRESCAN. Este
procedimiento permiti6 calcular la frecuencia central de precesion de los protones, asi como, las
ganancias analégicas (R1) y digital (R2) que se refieren a la capacidad de recepcion de la sefial
por la antena receptora, y la ganancia de transmisién (TG) que regula la frecuencia de emision
de pulsos de radiofrecuencia por la misma. En nuestro estudio, utilizamos un voxel con
volumen de 2x2x2 cm3 (8 ml) dada las caracteristicas y limitaciones de la zona de interés, para
obtener el promedio de sefiales que nos permitié elucidar un espectro con una éptima relacion
sefial/ruido. Asi mismo, el tiempo de adquisicion de los espectros (TE= 23; TR=1.070 ms) fue
seleccionado en funcién de los metabolitos detectables segun el interés de nuestro estudio. La
(Figura 3.1.1.3) muestra la localizacion del véxel estudiado en la corteza anterior y la corteza

posterior del cingulado.

El paradigma utilizado en todos los estudios de espectroscopia, fue el siguiente: TR = 1070 ms,
TE = 23 ms, angulo de rotacion de magnetizacion longitudinal (en inglés flip angle = 90°),
tamafio de la matriz= 256 x 256, NEX= 2, R1= 13%, R2= 30% y TG= 128 en un voxel de
2x2x2 cm® (8 ml). Los datos de todos los estudios realizados y sus resultados estan disponibles

en la base de datos de nuestro Laboratorio de Neuroquimica y Neuroimagen.

Corteza cingulado anterior Corteza cingulado posterior

Figura 3.1.1.3 Localizaciones del volumen estudiado en las cortezas del cingulado anterior y posterior.

Ejemplo de los espectros obtenidos en ACC y PCC de uno de los sujetos del grupo control.

e Post-procesado de los espectros

Los datos adquiridos por el escaner de resonancia magnética, fueron enviados a la estacion de

trabajo General Electric (Workstation GE) en nuestro laboratorio de procesado de iméagenes.
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Alli, se utiliz6 el programa LCModel (Provencher, 1993) que esté instalado en una estacion de
trabajo Linux dedicada a la cuantificacion automatica de los espectros obtenidos. También, se
utilizé la interface grafica LCMgui, disponible para el usuario, para ejecutar el programa
LCModel con mas comodidad. Asi, pues, los resultados del procesamiento con LCModel se
obtienen en un archivo para imprimir (postscript) de dos paginas, para cada voxel estudiado,
como se puede ver en el Capitulo 4 de resultados, donde se resumen la concentracién de cada
metabolito con su respectiva cota de Cramér-Rao. Ademas, antes de mirar las concentraciones
de los metabolitos es importante que miremos primero en la columna de entrada la desviacion
estandar (expresada en porcentaje, % SD), ya que éstas han sido estimadas segun los limites
inferiores de Cramér-Rao, de las concentraciones, y aunque son solamente los limites inferiores,
siguen siendo los indicadores de fiabilidad mas Utiles. El indicador de fiabilidad representado
por % SD esta descrito en la (Tabla 3.1.1.1).

Tabla 3.1.1.1 Indicador de fiabilidad aceptable en las concentraciones de los metabolitos. Cota inferior
Cramér-Rao.

Cota Cramér-Rao
Rango % SD

>50%

Indicador de fiabilidad

El metabolito es practicamente indetectable con esta
data.

S6lo un 40% de los cambios se puede considerar
fiables.

Es considerado subjetivamente, como un criterio muy
<20% aproximado para las estimaciones de fiabilidad
aceptable.

Se muestran en azul-negrita y se considera aceptable.

=20%

<15%

La correccion de las corrientes de Foucault (ECC) se realiza automaticamente al utilizar la
interfaz LCMgui del LCModel para procesar los espectros. Asi mismo, las concentraciones
absolutas (mmol por Kg de peso himedo de tejido) estan reflejadas en la primera columna de la
tabla de resultados (ver Figura 3.1.1.4) en unidades mM, aunque la forma correcta de expresar
estas unidades de concentracion es (ver Ecuacion 1) segun (Bottomley, Hardy, Cousins,
Armstrong, & Wagle, 1990; Michaelis, Merboldt, Bruhn, Hénicke, & Frahm, 1993; Tofts &
Wray, 1988).

mM = mmol por Kg peso himedo x pcerebro Ecuacion 1
donde,
Peerebro= Densidad relativa= relacion entre la densidad del tejido y la densidad del agua= 1.004 a

4°C (fuente https://www.uam.es).

En el postprocesado, se procedi6 a la identificacion de los principales picos de interés y sus
correspondientes metabolitos (ver Tabla 3.1.1.2 y Figura 3.1.1.4) procesados por el LCModel;
considerando s6lo los metabolitos con una cota de Cramér Rao menor al 20% (color azul).
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Contradictoriamente, la sefial del neuromodulador NAAG y la del aminoacido NAA se han

considerado dificil de separar en la espectroscopia (De Graaf, 2013) sin embargo, algunos

trabajos utilizando la construccién del espacio de fase'” de las particulas, han revelado que es

posible separarlas debido a que el NAAG posee cuatro regiones de atraccion visibles en el

espacio del diagrama de fase, considerando los protones resonadores de los grupos acetilo-CH3

(2.04ppm). Por tanto es facil deducir que la variabilidad a corto y largo plazo del proceso de
resonancia de NAAG es mayor que la del NAA (2.02ppm) y del Glu (2.10ppm) (de Lara, 2010).

El paradigma utilizado para obtener las espectroscopias en nuestros estudios, nos permitieron

detectar este neuromodulador con un %SD < 20%.

Conc. %SD |/Cr+PCr Metabolite
0.000 999% 0.000 Ala
4.166 15% 0.798+Asp
2.367 23% 0.454 Cr
2.852 20% 0.546 PCr
0.000 999% 0.000 GABA
0.000 999%% 0.000 Glc
1.820 32% 0.349 Gln
6.167 13% 1.182 Glu
1.846 4% 0.354 GPC
0.000 999% 0.000 PCh
2.284 15% 0.438 GSH
5.840 6% 1.119 Ins
0.654 75% 0.125 Lac
8.163 4% 1.564 NAA
1497 18% | 0.287 maac 1 €
0.000 999% 0.000 Scyllo
3.177 16% 0.609 Tau
1.152 30% 0.221 -CrCH2
1.846 4% 0.354 GPC+PCh
9.660 3% 1.851 NAA+NAAG
5.219 3% 1.000 Cr+PCr
7.987 13% 1.530 Glu+Gln

Figura 3.1.1.4 Postprocesado del espectro de un voxel Gnico de uno de los voluntarios sanos que
sirvieron de control, donde se aprecian todos los metabolitos detectados.

v Espacio de fase: La reconstruccion del espacio de fase puede definirse como el espacio que
proporciona un modelo matematico para un sistema dinamico desconocido (fuente: de Lara, A. C. M.
(2010). Is it Possible to Extract Metabolic Pathway Information from In Vivo H Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy Data? arXiv preprint arXiv:1008.2521.)
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Tabla 3.1.1.2 Principales metabolitos detectables en *H-ERM.

Metabolito ~ Abreviatura  Localizacion (ppm)  Multiplicidad |
Lactato Lac 1.35 Doblete
Alanina Ala 1.47 Doblete
Acetato Ac 1.92 Singulete

N-acetil aspartato NAA 2.02 Singulete

Glutamato Glu 2.10 Multiplete

Glutamina Gln 2.14 Multiplete

Glutamato Glu 2.35 Triplete

Succinato Succ 2.42 Singulete

Glutamina Gln 2.46 Triplete

N-acetil-aspartato NAA 2.50 Doblete de Dobletes
Creatina Cr 3.03 Singulete
Colina Cho 3.20 Singulete
Scyllo-inositol Sl 3.35 Singulete
Taurina Tau 3.43 Triplete
Colina Cho 3.52 Triplete

Myo-inositol ml 3.55 Doblete de Dobletes
Glicina Gly 3.56 Singulete

Glutamato Glu 3.77 Triplete

Glutamina Gln 3.78 Triplete
Alanina Ala 3.79 Cuadriplete
Creatina Cr 3.93 Singulete

Glutation GSH 3.78 Doblete

Las proporciones relativas de los diferentes metabolitos, se calcularon usando la creatina como
referencia NAA/Cr, Cho/Cr, ml/Cr, NAA/Cho y NAA/mI, en un primer intento de observar
variaciones metabdlicas en las cortezas del cingulado de las personas con TEA y se compararon
con los resultados obtenidos en sujetos sanos. El uso de la creatina como referencia esta
documentada por otros estudios (Director & Campayo; Lizardo, 2009), no asi el del mioinositol
o la colina, los cuales hemos considerado importantes referentes, debido a sus funciones a nivel
celular y que pueden ser utilizados como marcadores de la integridad de la membrana y la
energia celular en los tejidos estudiados (Castillo et al., 1996; Govindaraju et al., 2000; Kreis et
al., 1993).
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3.1.2 Estudio 3: El procesamiento visual en los Trastornos del Espectro de Autismo
como marcador diagndstico.

Para realizar este estudio de exploracion hemos considerado como punto de partida una de las
teorias explicativas de los trastornos del espectro de autismo, nos referimos a la teoria del déficit
en el “procesamiento de las caras” en las personas con TEA. Con la finalidad de estudiar la
posible existencia de un patrén visual caracteristico, capaz de diferenciar a los sujetos con y sin
TEA que pueda ser utilizado como marcador diagnéstico.

En la consecucion de los estudios utilizamos la técnica de Eye tracking, con la que obtuvimos
los registros de seguimiento ocular durante la ejecucion de las tareas desarrolladas por los
sujetos participantes con TEA (Grupo TEA) y sujetos con desarrollo tipico o control (Grupo
DT). Mediante un paradigma cuidadosamente seleccionado en funcion a la principal
caracteristica ausente en los sujetos con TEA y que pudimos observar en ambos grupos “La

InlB

mirada social”™™® con el finalidad de detectar a los sujetos que pertenecen al rango definido

dentro de los trastornos del espectro de autismo.

Considerando que, la hipétesis de la “falta de interés” en los sujetos con TEA es consistente con
la teoria de la “deficiente motivacién social” que sostiene que un amplio desinterés en la
socializacion subyace en las caracteristicas del autismo (Schultz, 2005). Ademas, algunos
informes anecd6ticos de personas con autismo sugieren que encuentran el contacto visual
desagradable (sienten como vergiienza). Por otro lado, otros estudios realizados anteriormente
utilizando la técnica de Eye tracking, que rastrean el movimiento de la mirada mientras las

personas ven fotografias de caras han apoyado ambas hipotesis (Gliga et al., 2012).

“De acuerdo con lo observado en diferentes estudios, todo parametro medible por seguimiento
ocular tiene importancia cuando se pretende realizar una deteccion fiable en sujetos”.

(Collins, 2016)

e Adquisicion de datos

Los datos de captura de la mirada detectados por el eye-tracker Tobii Pro TX300, se tomaron de
los sujetos que conformaban los diferentes grupos de estudio, en total 33 participantes (N=33),
13 sujetos (12/1) con TEA y 20 sujetos (10/10) con desarrollo tipico (DT), sin historial de
enfermedades clinicas o psiquiatricas (controles) donde a su vez, los grupos TEA y DT se

dividieron segun los rangos de edad (Grupo< 12 afios, y Grupo > 18 afios). Los sujetos del

18 . . . . . . . .

El lenguaje no verbal describe la mirada social como aquella mirada que baja por debajo de los ojos,
desarrollandose una atmdsfera social (especificamente entre el triangulo de los ojos y la boca) Pease, A.
(2006). Comunicacion no verbal (“El Lenguaje del Cuerpo”): Barcelona: Ed. Amat.
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Grupo (> 18 afios) participaron también en los cuestionarios de AQ-Test y la 'H-ERM (ver
Capitulo 4).

El criterio considerado al dividir los grupos por edades para desarrollar este estudio, tiene su
origen en las etapas del desarrollo cognitivo humano desarrolladas por (Piaget, 1987), donde se
considera que a la edad de 12 afios el nifio ha alcanzado la cuarta y dltima etapa de dicho
desarrollo, nos referimos a la “Etapa de las operaciones concretas” en la que desde el aspecto
social el nifio se convierte en un ser verdaderamente social, y que consideramos es el eje
principal del paradigma a utilizar para diferenciar a los sujetos con TEA en las tareas de Eye

tracking desarrolladas en este estudio. A este grupo de sujetos le llamamos “Grupo < 12 afios”.

El otro “Grupo >18 afios” esta conformado por los sujetos que han alcanzado la cuarta fase del
periodo de crecimiento postnatal, nos referimos a la “Fase de detencion final del Crecimiento”
(Cusminsky, Lejarraga, Mercer, Martell, & Fescina, 1993). Esta fase, es el fin de un proceso
complejo que se inicié en el momento de la concepcién y que finaliza aproximadamente en la
mitad de la segunda década de la vida. En esta fase el individuo se encuentra en condiciones
fisicas que sumadas a las experiencias del aprendizaje, posibilitaran su expresion en el medio
social.

En este tipo de estudio de exploracion para detectar el riesgo a desarrollar TEA utilizando la
técnica de “Eye tracking” fue necesario hacer la correcta eleccion del estimulo visual que se
presenta en el video para evitar un sesgo que disminuya el poder de clasificacion de la
herramienta, segn lo descrito en estudios previos por otros autores, los cuales demostraron que
los bebés con riesgo de TEA muestran una mayor predileccion por las formas geométricas por
tanto, la presentacion exclusiva de estimulos de esta clase dentro de una herramienta de
deteccion de TEA podria alterar la significacion de los resultados obtenidos (Pierce, Conant,
Hazin, Stoner, & Desmond, 2011).

Considerando que, los registros de la mirada capturados con el de eye-tracker fueron utilizados
posteriormente en el desarrollo de la herramienta “ClasificadorTEA”. Todos los estudios se
practicaron en las instalaciones de nuestro “laboratorio N°4” donde se aplicd el paradigma

segun el siguiente protocolo con cada sujeto:

a) Para realizar los estudios en cada sujeto, previamente fue necesario calibrar las
caracteristicas de la pupila del sujeto. Para ello utilizamos el patrén de calibracion de
cinco puntos incluido en el Tobii TX300, que describe el proceso por el que las
caracteristicas geométricas de los ojos del sujeto se estiman como la base para un
célculo del punto de la mirada totalmente personalizado y preciso (ver Figura 3.1.2.1).
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Figura 3.1.2.1 Registro de calibracion del eye-tracker con uno de los participantes.

b) Todos los sujetos observaron en la pantalla del Tobii Pro TX300, una serie de
fotografias (22 en total) que conformaban un video de 2 minutos de duracion, mientras
se realizaba el registro de los movimientos oculares.

¢) Se valoré la forma en la que el sujeto explora visualmente el espacio a través del que
interact(ia con su entorno, mediante la data obtenida en el software del eye-tracker Tobii
Pro TX300. Asi como, la mirada diferenciada ante la fotografia N°4 que muestra la
combinacién cara-objeto, cuyo paradigma de exploracion se conoce como paradigma
con sefial de aviso espacial (“Posner’s” Spatial cuingparadigm o “Posner’s” covert
orienting paradigm), y que es necesaria para focalizar la atencién sobre un area del
campo visual, desenfocar o enfocar a otra area del mismo o distinto campo visual.

d) Los grupos de estudio participantes fueron: Grupo 1 (<12 afios), formado por los nifios
con y sin TEA que tenian una edad que oscilaba entre 30 meses y 12 afios. Asi mismo,
el Grupo 2 (>18 afios), formado por adultos con y sin TEA con una edad comprendida
entre 18 y 30 afios, considerando las etapas del desarrollo del nifio después del

nacimiento, mencionados en la introduccion de esta tesis.

e) Los controles se realizaron con sujetos con desarrollo tipico, con edades similares a los
sujetos del Grupo 1, y Grupo 2, y ambos sexos.
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f) Ladistancia entre el sujeto y la pantalla del sistema de eye-tracker Tobii Pro TX300, fue
de unos 65 cm aproximadamente, y la duracién del video de unos 120 segundos donde
observaron un total de 22 fotografias con una duracién de 4 segundos cada una y una

duracién de 2 segundos entre una y otra (punto de refrescamiento) (ver Figura 3.1.2.2).

Grupo 1 <12 afios Grupo 2 >18 afios

Figura 3.1.2.2 Estacion de trabajo para Eye tracking en nuestro laboratorio de neuroquimica y neuroimagen, ULL.

g) Se valor6 la discriminacion espontanea de los ojos y la boca en la fotografia N°4 (ver
Figura 3.1.2.3) como un referente de la mirada social tanto en sujetos con TEA, como
con sujetos con desarrollo tipico considerando que la caracteristica mas notoria de las
personas con trastornos del espectro de autismo (TEA) es el déficit en las habilidades

sociales.

Figura 3.1.2.3 Fotografia N°4 usada en la ejecucion de la tarea para analizar los resultados. (a) Cara
(cuadro amarillo), (b) objeto (cuadro rojo).

e Capturay Procesamiento de Datos

La informacion capturada por el eye-tracker, fue registrada en forma de una grabacion continua
durante 2 minutos, tiempo establecido en nuestro protocolo de estudio, donde pudimos apreciar
la trama de la mirada llamada “Gaze Plots” durante la ejecucion de la tarea, mostrando la

ubicacion, el orden y el tiempo dedicado por el observador, a la observacion del estimulo
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presentado. La duracion de la fijacion de la mirada se mostré por el didmetro de los circulos de
fijacion, que nos indic6 que, cuanto mas grande el circulo, mayor es el tiempo de la mirada en
ese punto. Para el procesamiento de los datos se usé el programa Tobii Studio Enterprise
Edition, solucion que permite mapear facilmente lo que se muestra en el monitor, asi como el

punto exacto donde los usuarios observan.

Aunque, uno de los resultados estadisticos mas conocidos es el rango de duracion de las
fijaciones (en inglés, Fixation Duration), que estan entre 200 y 600 milisegundos (ms) (Andrew,
2007) sin embargo, el valor de la “Duracién Minima de la Fijacién™® (en inglés, Fixation
Duration Min) fue el pardmetro considerado en este estudio, para realizar el procesamiento de
los resultados porque; nos permitié comparar la duracion de cada fijacion individualmente de
modo que, cuando la duracion de la fijacion era méas corta que el parametro por defecto utilizado
por el eye-tracker de 60 ms, la fijacion se reclasificaba como un movimiento desconocido del
0jo, obteniendo de este modo unos registros de los puntos mas controlados en las fijaciones mas
cortas (Komogortsev, Gobert, Jayarathna, Koh, & Gowda, 2010; Salthouse & Ellis, 1980).

Los valores estimados de la “Duracién Min. de Fijacion” para este estudio, se fijaron en el rango
de 10 a 90 ms considerando que son muy variadas las influencias que pueden hacer aumentar o
disminuir esta duracién; considerando que el equipo de eye-tracker utilizado tiene una
capacidad de realizar las capturas de la mirada cada 8 ms, un tiempo que consideramos eficaz

para los registros.

Ademas, elaboramos el mapa de calor (Heat-map) correspondiente que nos permitié detectar el
foco de la atencion visual de manera efectiva con todos los participantes a la vez, considerando
para el procesamiento el punto de visualizacion de la “mirada social”, caracterizando
métricamente la densidad de fijacién y /o dindmica oculomotora donde, las construcciones
superordenadas asociadas a “la atencién” pudieron examinarse bajo las condiciones de nuestro

disefio especifico, una vez caracterizadas las construcciones anteriores.

Los analisis de la fijacion se llevaron a cabo dentro de las “areas de interés” predefinidas (AOI),
observando si los sujetos con y sin TEA difieren en el tiempo de “Duracién Min. de Fijacion”
sobre los AOIs especificos (como los 0jos y la boca en una cara) asi como, en los patrones de
sus “cambios de la mirada” entre AOIs, aplicando la métrica tiempo de “Duracién Min. de la

Fijacion” seleccionada en los analisis de nuestros estudios. El area de interés estudiada con la

*® Duracién Min. de Fijacion: Es el umbral de duracién de fijacién minimo que debe tener una fijacién
para considerarse como tal. (fuente: https://www.tobiipro.com/siteassets/tobii-pro/user-manuals/tobii-pro-

studio-user-manual.pdf)
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AOI estética seleccionada para nuestro proposito estd marcada con la figura geométrica del
poligono (color purpura) en la (Figura 3.1.2.7).

it &

v

Figura 3.1.2.7 AOI utilizado en el estudio.

3.1.3 Estudio 4: Validacién del AQ-Test Score (cuestionario psicométrico del Cociente
Autista) en poblacidn hispana.

El objetivo de este estudio fue valorar la confiabilidad del test AQ en una muestra espafiola,
mediante un estudio comparativo, para separar “afectados” de “no afectados” en esa busqueda,

del punto que mejor podria separar las categorias, con el propdsito de ser utilizado en esta tesis.

e Disefio del estudio Caso-Control

El disefio elegido es un estudio de caso-control, con una proporcién aproximadamente de 1:6.
Cabe destacar que este es un estudio prospectivo, ya que partimos de un grupo de casos de
adultos con diagnostico de TEA desde la infancia, y que permanece invariable al dia de hoy. En
funcion de este grupo, se eligio la muestra de controles pretendidamente con desarrollo tipico, y
edades similares. El cuestionario consta de 50 preguntas divididas en cinco areas o sub-escalas:
habilidades sociales, cambio de la atencidn, atencion al detalle, comunicacién e imaginacion,
todas relacionadas con la “friada” de sintomas autistas (Wing & Gould, 1979) (ver APENDICE
1.

e Adquisicion de los datos

Los cuestionarios fueron realizados directamente, en contacto personal e individual y los

cuestionarios fueron resueltos en presencia del encuestador. De formar de garantizar la
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espontaneidad y evitando la manipulacién de los resultados, asi como la influencia de terceros.
La intervencion del encuestador se ha limitado a las instrucciones sobre el modo de
cumplimentar los impresos, y a la clarificacion, en las escasas ocasiones en la que se solicit6 el
sentido exacto de algunos términos que resultaron dudosos en el test. En la entrega de los
cuestionarios se advirtio el caracter confidencial del test, solicitando como datos
imprescindibles: edad, sexo y lateralidad (zurdo o diestro). Opcionalmente se solicité el nivel y
tipo de estudios y los hobbies, por si en estudios ulteriores, se pudieran establecer relaciones
con esas variables. También, con caracter voluntario, se solicitaron datos personales de contacto
para los que estuvieran interesados en participar en los estudios de *H-ERM.

El cuestionario original del test se encuentra disponible en la pagina Web del Autism Research

Centre (ARC) https://www.autismresearchcentre.com/arc_tests , con acceso libre y autorizacion

de descarga para fines de investigacion académica. No obstante, por deferencia hacia el autor,
hemos informado del propédsito de este trabajo. Una copia del test utilizado en este estudio, se
encuentra en el APENDICE Ill. Aunque, también se ofrecen traducciones del test en varios
idiomas, en este estudio se utilizd la traduccién directamente del libro “The Essential
Difference: The Truth abour the Male and Female Brain” (Simon Baron-Cohen, 2005), de
todos los items del test al espafiol, realizado por: Betty Trabal, Editorial Amat S.L., Barcelona.
Espafia. EI modelo del test utilizado esté incluido en los anexos de esta tesis. La poblacion de

estudio fue caracterizada segUn los diferentes rangos del AQ.

3.2 Estadisticos aplicados en los diferentes estudios

El paquete estadistico utilizado para realizar las representaciones graficas y el analisis
estadistico en esta tesis fue el programa GraphPad Prisma v 5.0 (GraphPad Software, inc. La
Jolla, San Diego. EE.UU.).

e Estudio de espectroscopia de resonancia magnética

Los principales resultados de este estudio, medidos como concentraciones absolutas en las
cortezas anterior y posterior del cingulado en sujetos con TEA y sujetos sanos, son considerados
cuando el porcentaje de Cramér-Rao es < 20%. Tras el post-procesado de los espectros se
llevo a cabo el analisis estadistico, mediante la prueba de Mann-Whitney test (no paramétrica),
para evaluar la distribucién normal de las concentraciones absolutas y los cocientes de los
metabolitos.

También se compararon las diferencias inter-grupos, tanto en las concentraciones absolutas, asi

como, las proporciones relativas de interés, usando el andlisis de la varianza ANOVA para
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muestras independientes (one-way), en las dos zonas del cerebro en estudio. Para reducir la
probabilidad de encontrar alteraciones significativas debidas al azar en cada region,
aumentamos el tamafio de la muestra y usamos las correcciones de Bonferroni para las
comparaciones multiples, con el objeto de eliminar falsos positivos una vez que se han
efectuado los andlisis, aumentando asi el poder estadistico de los resultados. Diferencias de *P <

0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas.

Para las comparaciones bilaterales (corteza del cingulado anterior frente a corteza del cingulado
posterior) se emplea la prueba “t” de Student. Se utiliza también la prueba U de Mann-Whitney,
para verificar la diferencias en las proporciones relativas (metabolito x / metabolito y)

estudiadas a un TE= 23 ms debido a la distribucion no-normal (Motulsky, 2014).

e Estudio del procesamiento visual en TEA

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos con el eye-tracker (®Tobii Pro) se aplicd
el andlisis de varianza (One-way ANOVA) paramétrico, a los tiempos de “Duracién Min. de

Fijacion” de la mirada.

e Validacion del AQ-Test score

Para este analisis se valoré primero la normalidad de la distribucion de la poblacién. A través de
un examen de asimetria absoluta y curtosis para cada variable y luego se aplicé Kolmogorov-
Smirnov (no paramétrica), para una distribucion normal de la poblacion estudiada, asumiendo p
< 0.05 como significativo. Para medir la fiabilidad del test se aplicé el coeficiente alfa (o) 0
Alfa de Cronbach, como indicador de la consistencia interna para medir el grado de covarianza
de los items del test. Asi mismo, la curva ROC nos permitio detectar el punto de corte dentro de

la muestra espafiola estudiada.

3.3 Consideraciones Eticas

Esta investigacion fue aprobada por el comité de Etica de la Investigacién y de Bienestar
Animal (CEIBA) de la Universidad de La Laguna, bajo el Registro N°: CEIBA2013-0056 (ver
Apéndice 1V) vy, los estudios fueron llevados a cabo segin la Declaracion de Helsinki. Los
padres y/o tutores de las personas con TEA, firmaron el respectivo consentimiento informado
para hacer las pruebas. Todos los datos fueron recogidos en los laboratorios del Servicio de

Resonancia Magnética de la Universidad de La Laguna.
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CAPITULO 4
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.0 Estudio 1: Comprobar la reproducibilidad de las concentraciones de metabolitos
medidas utilizando la técnica de la espectroscopia del protén (*H-ERM).

En este punto se realizaron las espectroscopias, considerando los diferentes estimulos visuales

que se utilizaron mientras se realizaban, (detallados en la metodologia, Capitulo 3). Los

resultados obtenidos en la primera parte (ver Tabla 4.0.1) realizada con dos sujetos de diferentes

sexos no mostraron diferencias significativas en las concentraciones de los metabolitos

presentes en ACC y PCC, al tener ojos cerrados o estar mirando el video/surf durante la captura

de los espectros (ver Figura 4.0.1).

Tabla 4.0.1 Variacién de las concentraciones absolutas de los metabolitos incluyendo los elementos

distractores durante las capturas de los espectros.

Concentracion absoluta [MM] NAA(%SD)

Cr(%SD)

mi(%SD)

Cho(%SD)

Estadistica
t- Student

Sujeto 1(hombre)

ACC

Mirando pelicula 9.85(3%)
Ojos cerrados 9.06(6%)
PCC

Mirando pelicula 10.69(4%)
Ojos cerrados 10.70(4%)

Sujeto 2 (mujer)

AcCC

Mirando pelicula 9.87(5%)
Ojos cerrados 9.97(5%)
PCC

Mirando pelicula 11.04(4%)
Ojos cerrados 11.51(3%)

6.44(3%)

6.80(3%)

7.65(4%)

7.52(4%)

7.79(4%)

7.26(4%)

7.94(3%)

7.98(3%)

6.31(4%)

5.75(8%)

5.87(6%)

4.93(7%)

6.94(5%)

6.53(5%)

5.40(5%)

5.00(4%)

1.98(3%)

1.71(4%)

1.64(5%)

1.66(6%)

2.47(4%)

2.05(4%)

1.56(5%)

1.72(3%)

0.89 (n.s.)

0.93 (n.s.)

0.89 (n.s.)

0.98 (n.s.)

%SD, cota inferior Cramér Rao; n.s.,no significativo.
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Figura 4.0.1 Medias de las concentraciones de los principales marcadores neurometabolicos.

Las concentraciones de los metabolitos detectados no mostraron diferencias significativas ante
los estimulos visuales utilizados; video/surf-ojos cerrados (ver Tabla 4.0.1) ligada al sexo.
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Figura 4.0.2 Medias de las concentraciones de los principales marcadores neurometabélicos. ANOVA. Tukey'’s test de comparaciones multiples *p
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4.1 Estudio 2: Variabilidad neurometabdlica entre las cortezas del cingulado anterior y
posterior en sujetos con y sin TEA. Espectroscopia del protén (*H-ERM).

La distribucion demografica de la poblacién incluida en el estudio piloto con TEA (n=12) y
desarrollo tipico DT (n=12) en cuanto a género, edad y el AQ ( predominio de varones, y AQ >
23) se resume en la (Tabla 4.1.1) donde se observaron diferencias significativas en los valores
del AQ total (p = 0.0002) asi como, en cuatro de las cinco areas cognitivas valoradas en el
cuestionario a saber: habilidades sociales (p = 0.0005), cambio de la atencion (p = 0.0002),

comunicacion (p = 0.0001) e imaginacidn (0.0003) entre el grupo con TEA y el grupo control.

Tabla 4.1.1 Resumen demografico y psicométrico de los participantes

TEA (n=12) DT (n=12)
Caracteristicas M SD M SD p valor
Edad (afios) 20.8 1.8 22.0 1.7 126
Sexo
hombre 10 9 -
Mujer 2 3 -
AQ (puntuacioén) 324 6.02 7.8 3.6 .0002
Habilidades Sociales 7 2.8 1 1.2 .0005
Cambio de la atencion 7 1.5 1 1.0 .0002
Atencioén al detalle 6 1.9 3 2.8 .14
Comunicacién 8 13 1 0.8 .0001
Imaginacion 6 2.0 1 1.3 .0003

Nota: AQ, Cociente Autista; m, Media; SD, Desviacion estandar

El AQ-Test de los sujetos seleccionados con TEA para realizar el estudio piloto de
espectroscopia mostré una diferenciacion bien marcada en las caracteristicas que conforman al
Trastorno el Espectro de Autismo, las cuales han sido mencionadas en la introduccion de esta
Tesis. Las imagenes 3D de RM eran normales con respecto al parénquima cerebral en todos los
sujetos con y sin TEA incluidos en el estudio. Los estudios de espectroscopia realizados
mostraron el desplazamiento quimico de los principales metabolitos detectados en ACC y PCC
en ambos grupos TEA y DT (ver Figura 4.1.2). Los valores medios de las concentraciones
absolutas [mM] de los metabolitos no mostraron diferencias significativas entre los grupos TEA
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y DT(ver Tabla 4.1.2) sin embargo, las proporciones relativas calculadas respecto a la creatina
(ver Tabla 4.1.3) si mostraron diferencias significativas.

Tabla 4.1.2 Media de las concentraciones absolutas de los principales metabolitos de acuerdo al area
cerebral. (n=12) . t; t-students. Correccion de Bonferroni *p < 0.05.

Localizacién/voxel m p m p m p m p
TEA 9.18\, 0.15 5.851 0.31 2.07 0.60 6.12 0.34
DT 10.32 5.08 2.08 6.54

TEA 9.73 0.66 4.58] 0.17 141 0.14 5.08 0.21
DT 9.77 5.5 171 6.06

Tabla 4.1.3 Media de las proporciones relativas de los principales metabolitos de acuerdo al area
cerebral (n=12) Correccién de Bonferroni *p<0.05

Localizacién/voxel m p m p m p m p m p
TEA 1564, 0.02 1.044, 0.03 035 015 150 035 444 029
DT 2.03 128 0.4 1.58 4.9

TEA 2041 0.09 111 054 031 091 1921 052 6.657 0.05
DT 177 11 0.31 161 571

las proporciones relativas de NAA/Cr = 1.56 (*p=0.02) y ml/Cr= 1.04 (*p= 0.03) se mostraron
significativamente disminuidas en ACC en el grupo con TEA respecto del grupo DT mientras
que, en el PCC la proporcién relativa NAA/Cho= 6.65 (*p= 0.05) estaba significativamente

aumentada en el grupo con TEA (ver Figura 4.1.1).
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Figura 4.1.1 Media de las proporciones relativas de los metabolitos N-Acetil-aspartato/creatina
(NAA/Cr), mioinositol/creatina (ml/Cr), Colina/creatina (Cho/Cr), N-Acetil-aspartato/mioinositol
(NAA/mI) y N-Acetil-aspartato/colina (NAA/Cho) en el grupo (DT-color azul)(h=12) comparado con el
grupo (TEA-color verde (n=12)), en las regiones de las cortezas anterior y posterior del cingulado.
Correccion Bonferroni *P<0.05
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Focalizando nuestro estudio, en los cambios metabdlicos que se observaron entre ACC y PCC
dentro de cada grupo, observamos que las proporciones NAA/Cr, NAA/ml y NAA/Cho,
permanecen sin cambios significativos dentro del grupo TD (ver Tabla 4.1.3).

Tabla 4.1.4 Media de las proporciones relativas entre ACC y PCC en cada grupo TEA(n=12) y
DT(n=12). Correccion de Bonferroni. *P<0.05; **p<0.001.

Proporciones relativas NAA/Cr NAA/ml NAA/Cho
Localizacién/voxel m p m p m p

TEA
ACC 1.564, 0.002 150 n.s 444 0.001
PCC 2.04 1.92 6.65
DT
ACC 203 ns 1.58 n.s 4.96 n.s
PCC 1.77 1.61 571

Contrariamente, a las diferencias significativas de las proporciones relativas NAA/Cr (**p =
0.002) y NAA/ Cho (**p = 0.001) observadas en el grupo con TEA (ver Figura 4.1.2) entre
ambas cortezas (ACC y PCC), lo que nos hizo sugerir la presencia de una desregulacion
metabdlica entre ACC y PCC, que podria respaldar la hipétesis de la baja conectividad de la red
cortical en TEA. Estos resultados preliminares fueron presentados al Congreso Internacional
para la Investigacion del Autismo (IMFAR 2014).
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Figura 4.1.2 Media de las proporciones relativas de los metabolitos N-Acetil-aspartato/creatina (NAA/Cr),
N-Acetil-aspartato/mioinositol (NAA/ml) y N-Acetil-aspartato/colina (NAA/Cho) en cada grupo TEA

(n=12) y DT (n=12). Comparacién entre las regiones de las cortezas anterior y posterior del cingulado.
Correccidn Bonferroni *p<0.05 ; **p<0.001
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A continuacién un ejemplo de los desplazamientos quimicos caracteristicos obtenidos en los
estudios de espectroscopia en sujetos con TEA y sujetos DT donde se observan las diferencias
en el espectro obtenido en ACC y PCC entre los sujetos con y sin TEA (ver Figura 4.1.3).

a) Desplazamiento quimico en desarrollo tipico (DT)
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b) Desplazamiento quimico enTrastornos del Espectro de Autismo (TEA)
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Figura 4.1.3 Desplazamiento quimico de los metabolitos detectados por espectroscopia *H-ERM

(.a)DT;(b)TEA.

Ya hemos mencionado en la introduccién de esta Tesis, la relevancia de estas areas o nodos en

el correcto funcionamiento de las principales redes DMN y SN del cerebro humano por lo que,
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podemos inferir que un desequilibrio metabdlico entre ellas podrian desencadenar una serie de
fallos en su conectividad intrinseca lo que nos condujo a aumentar la muestra poblacional y
continuar ahondando en la investigacion; a 41 sujetos sin TEA (25 mujeres) con edades
comprendidas entre 18 y 35 afios (media= 23.19 £ 0.71) y 24 sujetos con TEA (3 mujeres) con
edades comprendidas entre 17 y 30 afios (media= 20.58 + 0.71) segin en el resumen
demografico.

También, hemos incluido las caracteristicas asociadas a la evaluacion realizada con el AQ-Test
después de valorar la fiabilidad del AQ-Test Score en la poblacion hispana debido a que el
cuestionario originalmente fue disefiado en lengua inglesa, utilizando la traduccién a la lengua
castellana que hemos referenciado en el Capitulo 3 de esta memoria. Los resultados de la
valoracion del AQ-Test se detallan ampliamente en la seccién 4.3 de este capitulo, resaltando
una diferencia significativa en la puntuacion del AQ-Total entre los grupos TEA y DT
seleccionados para nuestra investigacion. Ademas, se incluyeron en la tabla otras caracteristicas
obtenidas mediante la entrevista realizada a los sujetos del grupo DT, en el caso de los sujetos
con TEA esta entrevista se le realiz6 a sus padres (ver Tabla 4.1.5).

Tabla 4.1.5 Resumen demografico y psicométrico de los participantes. *P < 0.05; **p<0.001;

***p<0.0001

Caracteristicas TEA (n=24) DT (n=41) p valor
Sexo (HM) 16/3 16/25 p=.016
Edad (afios) 20.58 (0.71) 23.19(0.71) p=.049
Hipotirgidismo familiar 15 p<.0001
Epilepsia 5 p<.0015
Desordenes gastrointestinales 17 p<.0001
Hipotonia muscular 14 p<.0001
AQ total 33.84 (6.38) 11.67 (7.07) p<.0001
Habilidades sociales 5.92 (2.54) 1.22 (161) p=.038
Cambig de |a atencign 6.81(1.41) 3.49 (2.06) p=.114
Atencion al detalle 4.3(1.81) 5.03 (2.3) p=.317
Cormunicacion 7.5(1.79) 2.15 (1.83) p=.942
Imaginacion 5.9(1.82) 2.22(159) p=.542
Educacion especial/transicion a la vida adulta ] 0 P =.0008
Educacion Basica 13 41 P =.0002
Educacion secundaria 6 41 P =.0008
Educacion universitaria 3 41 P =.0083

Del grupo TEA se descartaron 5 sujetos por epilepsia, segin las causas de exclusion
consideradas para realizar las espectroscopias, reduciendo el nimero de sujetos con TEA de
(n=24) a (n=19). Ademas, aumentamos el nimero de metabolitos estudiados de cuatro (NAA,
Cr, ml, Cho) a ocho (NAA, Cr, ml, Cho, Glu, GIx, NAAG y GSH) como consecuencia de la
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puesta a punto de la técnica de espectroscopia, lo que nos permitié un desarrollo mas extensivo
del reporte neurometabdlico resultante. Se realizaron los estudios de espectroscopia a los sujetos
de los grupos TEA y DT calculando las medias de las concentraciones absolutas de los
metabolitos detectados. Los resultados mostraron cambios significativos en (NAA+NAAG) (*p
=0.02); NAAG (*p=0.02); Glu (*p = 0.02), y GSH (*p =0.05) entre ambos grupos en el ACC
(Tabla 4.1.6) que confirmaron nuestros resultados preliminares.

Tabla 4.1.6 Concentraciones absolutas de los principales metabolitos detectados en ACC y PCC, tanto
en el grupo con TEA como en el grupo con DT.

Region Cerebral

[mM]

Corteza cingulado anterior

NAA + NAAG 9.78(0.49) 10.44(0.29) *p=.02
NAA 9.37(1.36)  9.91(0.68) n.s.
NAAG 0.41(0.27) 0.55 (0.13) *p=.02
Glx 16.10 (6.87)  15.19 (9.02) n.s.
Glu 12.10(3.92) 10.54(5.64)  *p=.02
Cho 2.08 (0.14) 2.08 (0.13) n.s.
cr 6.98 (1.56)  7.40(1.87) n.s.
ml 5.40 (0.78) 5.25(0.27) n.s.
GSH 3.08(0.48)  3.75(1.21) *p =.05

Corteza cingulado posterior

NAA + NAAG 10.80(0.86) 11.02 (0.68) n.s.
NAA 10.47 (1.39)  10.68 (0.20) n.s.
NAAG 0.34 (0.53) 0.32(1.38) n.s.
Glx 13.87 (4.09) 14.08 (2.15) n.s.
Glu 10.22(3.19) 10.71(2.06) n.s.
Cho 1.55(0.44) 1.61(0.38) n.s.
Cr 6.72 (0.90) 6.99 (0.42) n.s.
ml 4.98 (0.68) 5.13 (1.94) n.s.
GSH 3.43(1.33) 3.23(0.80) n.s.

Nota: (mM), milimolar; NAA, N-acetilaspartato; Cho, Colina; NAAG, N-acetil-aspartil-glutamato; GlIx,
Glutamato/glutamina/GABA-CH2; (P)Cr, Creatina; ml,Mio-inositol; GSH, Glutation reducido; p,
Correccion Bonferroni
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Asi mismo, en el PCC no se observd ningin cambio significativo al comparar las
concentraciones absolutas de los metabolitos detectados en la espectroscopia, entre los dos
grupos estudiados TEA y DT (ver Figura 4.1.4).

—_ ACC
2
.g. mDT mTEA
1.4
1,2 *
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
Cr+PCr ml  NAA+NAAG NAAG GPC+Pch Glu+Gin  GSH
PCC
=
£ mDT mTEA
14
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
NAA  Cr+PCr ml  MAAtNAAG NAAG GPC+PCh GlutGin  GSH

Figura 4.1.4 Variabilidad metabdlica Normalizada de los diferentes metabolitos presentes en ACC y PCC
en el grupo con TEA (n=19) y el grupo con DT (n=41). Correcién Bonferroni *P < 0.05

Estos resultados nos hicieron sugerir que las diferencias metabdlicas existentes en el ACC entre
los grupos DT y TEA, podrian ser un marcador metabdlico de los trastornos asociado a la
coordinacion entre la redes de saliencia (SAN), la red por defecto (DMN), y la red ejecutiva
descrito por (Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013).
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Al comparar la proporciones relativas de NAA/Cr, NAA/mI, y NAA/Cho entre ambas regiones
ACC y PCC dentro de los grupos TEA y DT, los resultados se mostraron acordes a los
obtenidos en el estudio preliminar, en cuanto al aumento significativo (****p < 0.0001) de la
proporcion relativa de NAA/Cho en el PCC dentro del grupo TEA (ver Tabla 4.1.7).

Tabla 4.1.7 Media de las proporciones relativas entre ACC y PCC en cada grupo. TEA(n=19);
DT(n=41). Correccion Bonferroni *P<0.05; ***p<0.0001

Proporciones/relativas  NAA/Cr p NAA/mI p NAA/Cho p
TEA
ACC 1.34 n.s 1.73 n.s 4.50 0.0001
PCC 1.55 2.10 6.75
DT
ACC 1.34 n.s 1.89 n.s 4.76 <0.0001
PCC 1.52 2.08 6.63

Sin embargo, el hallazgo del aumento de la significacién de NAA/Cho en PCC observado en el
grupo DT nos lleva a sugerir que podria corresponder precisamente al hecho de que esta area del
cerebro posee una alta taza metabolica (una de las principales caracteristicas de la fisiologia del
PCC) en el cerebro humano sin patologias (ver Figura 4.1.6).

Al aumentar el nimero “N” de la muestra, se hizo mas robusto el resultado. Sugiriendo que la
espectroscopia es Gtil como herramienta de medicion, para el estudio del sustrato neuroquimico
en el cerebro ademas de ser una valiosa herramienta de investigacién como veremos mas
adelante.
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Figura 4.1.6 Media de las proporciones NAA/Cr, ml/Cr, Cho/Cr, NAA/ml y NAA/Cho enttre las cortezas
del cingulado en los grupos TEA(n=19) y DT(n=41). Correccién Bonferroni. *P < 0.05

4.1.1 Neuroplasticidad en ACC y PCC asociado a la intensidad de las caracteristicas
de autismo segun el AQ-Test Score y el correspondiente patrén neurometabdlico.

A continuacién agrupamos a los sujetos de estudio segun el rango del coeficiente de autismo
AQ-Test descrito por (S. Baron-Cohen et al., 2001) que como mencionamos anteriormente nos
proporciond una vision mas amplia de las variaciones dentro del espectro de autismo. La

muestra fue agrupada segun la puntuacién resultante al aplicar el test AQ en cuatro grupos o
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fenotipos AQ1=28.33% (n=17), AQ2=43.33% (n=26), AQ3=10.00% (n=6), y AQ4=18.33%
(n=11). Al contrastar los resultados de las espectroscopias reportados en el punto 4.1 (Tabla
4.1.6) donde los sujetos estaban agrupados segln sus informes neurosiquiatricos como TEA y
DT, con los resultados obtenidos al agruparlos segin el AQ-test score, se observaron
importantes diferencias significativas en las concentraciones absolutas de los neurometabélicos
en los grupos AQ sugiriendo un patrén de neuroplasticidad caracteristico de estos trastornos.
Estos resultados fueron presentados al Congreso Internacional para la Investigacion del Autismo
(IMFAR 2016).

En la Tabla 4.1.1.1 se muestran las diferencias en las medias de las concentraciones absolutas
(mM) de los metabolitos detectados en ACC de los grupos AQ2, AQ3 y AQ4 respecto al grupo
AQL1 (0-10, por debajo de la media), asi como también en el PCC, revelando un patrén de
secrecion neurometabdlico especifico presente en cada uno de los grupos AQ1, AQ2, AQ3y
AQ4. Asi mismo, estos resultados sugieren un mejor ajuste, al referirnos a todo el amplio
espectro de autismo que podria explicar la diversidad de caracteristicas del desarrollo en las

personas con este trastorno y su complicacion a la hora de emitir un diagndstico.

Un hito importante a destacar en los resultados obtenidos, fue la disminucién significativa de
NAAG (51.16%) en el grupo con AQ3 respecto al AQ1l (grupo control) en el ACC,
contrariamente al grupo AQ4 (88.37%) donde este neuropéptido aumento significativamente.
En contraste, en el PCC se observé un aumento significativo de NAAG (17.14%) en el grupo
con AQ3 mostrando el sustrato neuroquimico que soportaria las diferencias funcionales entre
estas dos dareas cerebrales en los sujetos con TEA; revelando que, el NAAG estaba
positivamente correlacionado con el AQ-Test en el ACC mientras que en el PCC la correlacion
fue negativa (Figura 4.1.1.1). Este hallazgo nos condujo a profundizar en el estudio de este
neuromodulador y su comportamiento neuroquimico en el ACC y el PCC de los sujetos con
TEA (ver seccion 4.1.3).
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Figura 4.1.1.1 Neuroplasticidad fenotipica en ACC y PCC dentro del espectro de autismo segln el AQ.
Concentraciones absolutas (mM) de los metabolitos detectados. En el eje de las X los AQ estan
representados numéricamente: AQ1=1; AQ2=2; AQ3=3; AQ4=4.

Llamé nuestra atencion, que aunque el grupo AQ2 esta conformado por los sujetos con un rango
de puntuacion en AQ-Test (11-22) que son los valores de la media de la poblacion normal segun
los trabajos realizados por Barén-Cohén sin embargo, neurometabélicamente se observaron
variabilidades en las concentraciones de los metabolitos que nos hacen sugerir una disfuncién
entre ACC y PCC en estos sujetos sin que lleguen a tener el diagndstico de TEA. No significa
esto, que no tengan algunas de las caracteristicas que los identificarian como TEA sino que a
nivel neurometabdlico y funcional podrian mostrar algunas deficiencias cognitivas dentro de las
subescalas del AQ-Test.
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También calculamos las proporciones relativas de NAA/Cr, NAA/ml, y NAA/Cho para cada
grupo AQ vy area cerebral (ver Tabla 4.1.1.2) considerando cada metabolito como marcador de
la actividad a nivel neuronal en: NAA/Cr (Neurona/Energia); NAA/mI (Neurona/actividad
astrocitica; y NAA/Cho (Neurona/intercambio de membrana) revelando un significativo

aumento de la actividad metabdlica en el PCC.

La proporcion relativo NAA/Cho se mostro significativamente aumentada en los cuatro grupos,
AQ1, AQ2, AQ3, y AQ4, lo cual nos hizo sugerir la presencia de una alta tasa metabdlica
cerebral caracteristica del PCC, donde el flujo sanguineo cerebral y el ritmo metabélico es
aproximadamente superior al 40% de la media total en el cerebro humano sano (Leech et al.,
2012).

Tabla 4.1.1.2 Proporciones relativas NAA/Cr, NAA/ml, y NAA/Cho, entre ACC y PCC en los grupos AQ1,
AQ2, AQ3y AQ4.

AQ NAA/Cr p NAA/MI  p NAA/Cho p ‘
AQ1L

ACC 1.41 1.9 493

PCC 155 0.0 208 025 6.90 1~  .0004
AQ2

ACC 1.33 1.86 477

PCC 152 1 .0002 2.18 1 .0003 647 <.0001
AQ3

ACC 1.40 1.64 6.20

PCC 148 029 199 069 7481 0.6
AQ4

ACC 1.43 233 068 4.49

PCC 1581 0.05 2.24 7.00 & <.0001

De las diferencias en las medias de proporcion relativa de NAA/Cho entre ACC y PCC, se

desprende la siguiente relacion que identifica de forma caracteristica los grupos,

AQ3 > AQ4 > AQL > AQ2
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donde, en PCC la proporcion de NAA/Cho se mostr6 més significativamente aumentada en
AQ2 y AQ4 respecto de AQ1(considerado como grupo de referencia-control), que en el grupo
AQ3. Una posible explicacién a esto seria su relacién con la distribucién de los sujetos de
estudio dentro del espectro que a su vez, responderia sugerentemente a las preguntas que nos
planteamos acerca de las diferencias en el funcionamiento de las redes, Ejecutiva central (CEN),

Saliencia (SN), y por defecto (DMN) en todo el amplio rango del espectro autista.

Al representar graficamente estas proporciones relativas NAA/Cr, NAA/mI y NAA/Cho (ver
Figura 4.1.1.3) se observaron las caracteristicas mas relevantes en cuanto a la variabilidad
metabdlica en los principales nodos de la red DMN (PCC) y la red SN (ACC). Alli se distingue
objetivamente una disminucion de la significacion de la proporcion NAA/Cho en el grupo AQ3
respecto al grupo AQ1, que podria estar relacionada con la hipoconectividad descrita en los
estudios referenciados en esta Tesis entre los nodos ACC y PCC en las personas con TEA.
Mientras que en los grupos AQ2 y AQ4, el aumento de NAA/Cho respecto de AQ1 es muy
significativo. Ademas, se hizo notorio que solo el grupo AQ2 mostré diferencias significativas
en las proporciones relativas de NAA/Cr y NAA/mI, que no se observaron en ninguno de los
otros grupos. Estos resultados nos llevan a considerar que el grupo AQ?2, seria el grupo con mas
alteraciones metabdlicas y describiria de forma neurofisiolégica las caracteristicas observables

en los sujetos que lo conforman.

Nuestros resultados sugieren la utilidad del AQ-Test al caracterizar a los sujetos dentro del
amplio espectro del autismo. Asi mismo, nos sugiere que en el PCC la taza metabdlica
significativamente aumentada normalmente en todos los sujetos dentro del rango AQ
representada por la proporcion NAA/Cho, estd muy aumentada en los sujetos del grupo AQ2 y
AQ4 y estaria relacionada a un hipermetabolismo mientras que, por el contrario en AQ3 ésta

proporcion estd muy disminuida sugiriendo la presencia de un hipometabolismo.

Tanto el hipometabolismo como el hipermetabolismo presente en el PCC de los grupos AQ3 y
AQ2, AQ4 respectivamente indican su posible relaciéon con los fallos en la conectividad

funcional de la DMN en los sujetos con TEA.

En el siguiente punto vamos a desarrollar la aplicacion clinica del mapa neurometabdlico
obtenido en nuestro estudio a 3 casos representativos.
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4.1.2 Uso en clinica de la investigacion con espectroscopia en TEA.

Con el patrén neurometabélico propuesto (ver Figura 4.1.1.2) realizamos diversas pruebas de su

aplicacion en clinica para determinar la pertenencia de un sujeto “X” a uno de los grupos que

conforman dicho patrén segln sus resultados de espectroscopia, como una herramienta Gtil para
identificar el TEA mediante la 'H-ERM.

A los casos estudiados se les aplicd el AQ-test, para tener la puntuacion que los identificaba con

un grupo especifico AQLl, AQ2, AQ3, y AQ4 y asi comprobar su concordancia con los

resultados obtenidos en la espectroscopia. Los casos més relevantes se detallan a continuacién:

CASOn°1

Sujeto: hombre
Edad: 23 afios, con diagnostico de autismo a los 5 afios.

AQ-Test: 38

Lenguaje: Verbal, ecolalia retardada funcional

Educacion: Adaptada
Neurologia: Epilepsia, desde los 6 hasta los 16 afios

NAA Cr Glu ml NAA+NAAG NAAG Cho Glx GSH
'H-ERM/[mM] |  (%SD) (%SD) (%SD) (%SD) (%SD) (%SD) | (%SD) (%SD) (%SD)
ACC 11.81(6) 6.34(7) 12.85(10) | 5.31(6) 11.91(6) 0.10(6) | 2.4(6) 15.44(10) | 3.34(7)
PCC 10.7(3) 7.45(11) 10.68(5) 5.26(5) 11.32(3) 0.62(3) | 1.58(4) 13.17(7) 1.89(8)
2,5
ACC
2
. AQ1
I AQ2
AQ3
AQ4
= = casol
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Figura 4.1.1.4 Mapa metabdlico del sujeto “caso 1”.
CASO n° 2 — Hermanos
Hermano 1: hombre
Edad:13 afios, sin diagndstico claro.
AQ-Test: 40
Lenguaje: Verbal (palabras), ecolalia no funcional
Educacion: Adaptada
Neurologia: Sin antecedentes reportados
NAA cr Glu ml | NAA+NAAG | NAAG | Cho Glx GSH
HERMIMMI | oion) | (D) | (9SD) | %SD) | (9SD) | (%SD) | (%SD) | (%SD) | (%SD)
ACC 9.78(4) | 569(5) | 8.84(8) | 3.41(9) | 9.73(4) | 0.05(4) | 1.88(5) | 13.04(6) | 3.97(10)
PCC 1056 (3) | 6.8L(11) | 11.39(4) | 4.34(5) | 11.19(3) | 0.63(3) | 1.703) | 17.52(3) | 3.73(7)
2,5
ACC
2
15 A1
I AQ2
— AQ3
| AQ4
= = Hermanol
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Figura 4.1.1.5 Mapa metabdlico del sujeto *“ hermano 1”’
Hermano 2: hombre
Edad: 10 afios
AQ-Test: 8
Lenguaje: Verbal tipico
Educacién: Bésica regular
Neurologia: Hiperactivo
NAA cr Glu ml | NAA+NAAG | NAAG | Cho Glx GSH
HERMIM] | oesp) | (96SD) | (%SD) | (SD) |  (%SD) | (%SD) | (%SD) | (%SD) | (%SD)
ACC 8.86(3) | 6.55(11) | 11.81(4) | 476(5) | 893@3) | 0.07(3) | 1.61(4) | 17.63(4) | 3.96(7)
pCC 11.44(3) | 7.12(12) | 13.27(4) | 4.89(4) | 11.45(3) | 0.01(3) | 155(4) | 17.63(3) | 4.09(6)
2
ACC
—— AQL
— AQ2
[ AQ3
i AQ4
-~ = = Hermano2
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Figura 4.1.1.5 Mapa metabdlico del sujeto “hermano 2”
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Figura 4.1.1.6 Mapa metabdlico de ambos hermanos 1y 2.
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CASOn°3

Sujeto: hombre

Edad: 23 afios,

AQ-Test: 10

Lenguaje: Verbal funcional tipico
Educacion: Universitaria
Neurologia: Sin antecedentes

NAA Cr Glu ml NAA+NAAG | NAAG Cho Glx GSH
*H-ERM/[mM] | (%SD) | (%SD) | (%SD) | (%SD) (%SD) (%SD) | (%SD) (%SD) (%SD)

ACC 9.74(6) | 5.31(5) | 6.72(14) | 6.43(7) | 10.52(5) | 0.78(7) | 1.14(8) | 10.46(15) | 2.14(8)

PCC 6.35(5) | 7.55(5) | 7.41(14) | 5.81(6) 6.37(5) 0.02(5) | 1.52(7) | 7.41(14) | 1.85(10)

18 ACC

B AQL
— AQ2
I AQ3

AQ4

- — — Caso3

PCC

B AQL

I AQ2

P AQ3
AQ4

-~ = = (aso3
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Figura 4.1.1.7 Mapa metabdlico de un sujeto sin TEA.

A la luz de los resultados obtenidos en los casos estudiados, se deducen las marcadas
diferencias que existen en el sustrato neuroquimico entre los dos nodos (ACC y PCC), tanto en
sujetos con TEA como en sujetos normotipicos. Por otro lado, el caso de los hermanos nos hace
pensar que la influencia del aumento de NAAG en PCC, como la causa que diferenciaria el
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neurodesarrollo entre los dos sujetos y nos lleva a sugerir la desregulacién del metabolismo de

este neuropéptido como el responsable del neurodesarrollo aberrante en TEA.

Los resultados obtenidos por *H-ERM y AQ-test medidos en cada caso clinico estan detallados
enlaTabla4.1.2.1.

Tabla 4.1.2.1 Casos clinicos con aplicacion del mapa metabélico y AQ-test.

L 38 (AQ4) AQ3en ACCy AQ3enPCC
Hermano 1 40 (AQ4) AQ3en ACCyAQ3enPCC
Hermano?2 8 (AQ1) AQ3 en ACCyAQ2en PCC
3 10 (AQ1) AQ2en ACCy AQ2en PCC

Tanto en el “Hermano 2” como en el “sujeto 3” la puntuacion obtenida en el AQ-Test los sitla
en el grupo AQ1 sin embargo, sus caracteristicas neurometabolicas indican lo contrario. Segun
la concentracion de NAAG el “Hermano 2” esta identificado como grupo AQ3 en el ACC y
como grupo AQ?2 en el PCC mientras que el “sujeto 3” esta identificado como grupo AQ2 tanto
en el ACC como en el PCC.

Por otro lado, tenemos que el “Hermano 1” y el “sujeto 1” con una puntuacién obtenida en el
AQ-Test que los sitdan en el grupo AQ4, contrariamente segin la concentracion de NAAG
estan en el grupo AQ3 en el ACC y el PCC. Nétese que la diferencia existente entre el
“Hermano 2” sin TEA y el “Hermano 1 diagnosticado con TEA estd en el PCC, donde el

“Hermano 1” tiene AQ3 y el “Hermano 2” tiene AQ2.

Los estudios realizados con hermanos de sujetos con TEA han revelado cierta carga genética
que les predispone a desarrollar los trastornos (Ozonoff et al., 2011). Es interesante observar
esta similitud metabolica entre ambos “Hermanos 1y 2” en el ACC considerando que este nodo
es central en la red de Saliencia al tiempo que se aprecia la similitud entre el “hermano 2"y el

“sujeto 3” en el PCC considerando que esta &rea es central en la red DMN.
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Otro punto destacable en estos resultados fue el hecho de que el cuestionario del AQ-Test de los
sujetos con TEA fue respondido por los padres mientras que en el caso del “Hermano 2” y el
“sujeto 3” respondieron ellos mismos al cuestionario. No obstante, ante la disponibilidad de
ambas herramientas para decidir si hay o no TEA en un sujeto, nosotros le damos mas peso a la
espectroscopia por las razones presentadas anteriormente. Recordemos que ya habiamos
comentado el hecho de que el grupo AQ2 resulté tener la mayor variabilidad neurometabélica y
estd nombrado como “grupo AQ2 = media poblacion normal”. La claridad con la que el mapa
metabdlico puede ubicar a un sujeto dentro del grupo AQ correspondiente segin sus
caracteristicas neurometabélicas en ACC y PCC es mayor si lo comparamos con el resultado

que se obtiene al responder directamente el cuestionario del AQ-Test.

Queremos aclarar que por ahora esta aplicacion es solo una herramienta de investigacion que
podria aplicarse en el desarrollo de nuevos tratamientos tanto farmacolégicos como sicolégicos

mas especificos para TEA.

4.1.3 La neurotoxicidad por glutamato en las cortezas del cingulado asociada al TEA

Otro punto de consideracion en nuestros estudios por espectroscopia fue la hip6tesis de la
desregulacion en el metabolismo glutamatérgico mencionado en la introduccion de esta Tesis
como una de las causas de la etiologia del TEA. Analizamos en ACC y PCC las concentraciones
absolutas de glutamato en los grupos TEA y DT y en los grupos AQL, AQ2, AQ3, y AQ4

considerando que este aminoacido es el principal responsable de la neurotoxicidad en el SNC.

En la Tabla 4.1.3.1 se resumen los resultados obtenidos, tanto de las concentraciones absolutas
(mM) como de las proporciones relativas, donde se observé un aumento significativo de
glutamato (12.10 + 3.92) mM, asi como un aumento significativo de la proporcién relativa de
NAA/NAAG (33.6 + 32.2), (aminoacido/neuromodulador) en el ACC en TEA lo que sugiere
una neurotoxicidad debida a la acumulacion de glutamato en este nodo y que funcionalmente
afectarfa a la red SN. Mientras que, en el PCC no se observaron diferencias significativas entre
los grupos TEA y DT. Estos resultados fueron presentados al Congreso Internacional “THE
LANCET Neurology Conference, 2016. UK.”

La proporcion relativa NAA/NAAG fue de nuestra consideracion debido a que ambos
metabolitos (aminoacido/neuromodulador) estan presentes en el metabolismo glutamatérgico en

el cerebro.
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Tabla 4.1.3.1 Diferencias de las concentraciones absolutas y las proporciones relativas entre los grupos

TEAyYDT.

ACC

NAA + NAAG 9.78 (0.49) 10.47 (0.29) *p = .02
NAA 9.37 (1.36) 9.93 (1.60) n.s.
NAAG 0.41 (0.27) 0.55 (0.13) n.s.
Glu 12.10 (3.92) 10.54 (5.64) *p = .02
Cho 2.08 (0.14) 2.08 (0.13) n.s.

Cr 6.98 (1.56) 7.40 (1.87) n.s.

ml 5.40 (0.78) 5.25 (0.27) n.s.
GSH 3.08 (0.48) 3.75 (1.21) *p = .05
GSH/Cr 0.45 (0.14) 0.52 (0.17) n.s.
GIx/(P)Cr 2.32 (0.71) 2.12 (0.26) n.s.
Glu/(P)Cr 1.74 (0.29) 1.46 (0.44) n.s.
NAAG/NAA 0.05 (0.13) 0.05 (0.05) n.s.
NAA/NAAG 33.6(32.2) 7.5(4.1) *p= .05
PCC

NAA + NAAG 10.80 (0.86) 11.05 (0.68) n.s.
NAA 10.47 (1.39) 10.75 (0.20) n.s.
NAAG 0.34 (0.53) 0.32 (1.38) n.s.

Glu 10.22 (3.19) 10.71 (2.06) n.s.
Cho 1.55 (0.44) 1.61 (0.38) n.s.

Cr 6.72 (0.90) 6.99 (0.42) n.s.

mi 4.98 (0.68) 5.13 (1.94) n.s.
GSH 3.43 (1.33) 3.23 (0.80) n.s.
GSH/Cr 0.50 (0.15) 0.48 (0.11) n.s.
GIx/(P)Cr 2.05 (0.35) 2.05 (0.29) n.s.
Glu/(P)Cr 1.51 (0.29) 1.54 (0.40) n.s.
ml/(P)Cr 0.75 (0.03) 0.74 (0.32) n.s.
NAAG/NAA 0.03 (0.06) 0.03 (0.03) n.s.
NAA/NAAG 18.6(15.5) 20.0(22.5) n.s.

Nota: (mM), milimolar; NAA, N-acetilaspartato; Cho, Colina; NAAG, N-acetil-aspartil-glutamato; Glx,

Glutamato/glutamina/GABA-CH2; (P)Cr, Creatina; ml,Mio-inositol; *p < 0.05, Correccién Bonferroni.

Para realizar el célculo de la proporcion relativa NAA/NAAG fue tomado en consideracion el
valor de la cota de Cramér Rao (< 20%) fijada para nuestros estudios aplicando que la
proporcion relativa de NAA respecto a NAAG es:

NAA(%SD) / NAAG(%SD) = X(%SD)
Donde al sustituir el valor de NAAG por (NAA+NAAG)-NAA nos queda la siguiente relacion,

NAA(%SD) / (NAA+NAAG)(%SD) - NAA(%SD) = X(%SD)
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El célculo de %SD (cota de Cramér Rao) para el valor calculado de la concentracion de NAAG

viene expresado por,

naa(%0SD) + [(naa+nanc)(%0SD) - naa(%SD)] = x(%SD)
A + (B - C = D

Donde,

Al sustituir cada variable por su valor numérico se observo que los valores de la cota de Cramér
Rao determinados no superaron el 20%SD prefijado como 6ptimo, lo que nos permitié realizar
los célculos de las proporciones relativas. Considerando, que una de las rutas metabdlicas del
glutamato es el metabolismo tri-celular (NAAG, NAA, Glu) donde estan involucradas las
neuronas, los astrocitos, y los oligodendrocitos del sistema nervioso central (mencionado en la
introduccion), procedimos a evaluar las concentraciones absolutas de los metabolitos cerebrales
(NAAG), (NAA) y (Glu), las cuales mostraron diferencias significativas en ACC entre TEA y
DT (ver Tabla 4.1.3.1), donde el glutamato estaba significativamente aumentado (12.10 + 3.92)
mM; (*p = 0.02) y el (NAAG) disminuido (0.41 + 0.27) mM; (*p = 0.02) (ver figura 4.1.3.1) en
el grupo con TEA, sugiriéndonos una desregulacion metabdlica del sistema NAAG en el ACC,

contrariamente al PCC donde no se observaron diferencias significativas.
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Figura 4.1.3.1 Diferencia de las medias de las concentraciones absolutas normalizadas en ACC y PCC
de NAA, NAAG, Glu, en las cortezas del cingulado de TEAy DT. *p < 0.05

En cuanto a las proporciones relativas se observé un aumento significativo de la proporcion
NAA/NAAG (*p= 0.05) solo en el ACC en el grupo TEA, lo que nos sugiere una aumentada
actividad neuronal en este nodo que es central en la red SAN.

4.1.4 Desregulacion del metabolismo del NAAG en TEA

Ante el hallazgo de una posible desregulacion del NAAG en el grupo con TEA, fue conducente
evaluar también el sistema NAAG en la poblacién agrupada por el coeficiente AQ (ver Tabla
4.1.1.1), donde se observé un aumento significativo de la concentracién de glutamato (13.87 +
2.13) mM asi como, una disminucién significativa en NAAG (0.21 + 0.46) mM, en el ACC del
grupo AQ3 (ver Figura 4.1.4.2a), lo que nos hizo sugerir la desregulacion del metabolismo del
NAAG desplazado hacia la ruta del catabolismo donde, la toxicidad celular producida por la
acumulacion de glutamato podria ser la causa de los déficits inherentes a la conectividad de la
SN(ACC) y la DMN(PCC) descrita en nifios con TEA (Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013).

NAA + Glu NAAG NAA + Glu
e -
Anabolismo Catabolismo

Contrariamente, al analizar el grupo AQ4 se observd un aumento significativo de la
concentracion de NAAG (0.81 + 1.39) mM, que nos hizo sugerir que el metabolismo de éste
péptido neuromodulador estaria desplazado hacia la ruta del anabolismo. Estadisticamente, el

128

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974565 Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5

Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA Fecha 2017/06/30 20:00:26
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 2017/07/18 14:28:28
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

128 /231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

analisis de ANOVA mostré una diferencia muy significativa entre las varianzas de los
metabolitos entre los grupos AQ3 y AQ4 respecto de AQ1 (***p < 0.0001).

Sorpresivamente, en el PCC el grupo AQ3 mostrd tener significativamente aumentada la
concentracion de NAAG (0.41 + 0.45) mM, mientras que en el grupo AQ4 la concentracion del
NAAG (0.30 = 0.38) mM estaba significativamente disminuida contrariamente a lo observado
en el ACC (ver Figura 4.1.4.2b) sugiriéndonos este hecho, que la desregulacién en el
metabolismo de NAAG estaba siguiendo la ruta del anabolismo en el grupo AQ3 y la del
catabolismo en el AQ4 en el PCC. Estos resultados, nos condujeron a poner una especial
atencion en estos dos grupos AQ3 y AQ4 los cuales, mostraron tener un comportamiento
opuesto en el metabolismo del NAAG entre los nodos ACC y PCC.

Los hallazgos descritos en este punto nos conducen a la aproximacién de una nueva hipétesis
neurometabolica que sefiala la desregulacion del metabolismo del NAAG en el ACC (nodo
central de la red de saliencia) y en el PCC (nodo central de la red por defecto) como posible
marcador de la etiologia de los trastornos, que describiria las diferentes caracteristicas
observadas en los sujetos dentro del amplio espectro de autismo. Por tanto, nos atrevemos a
sugerir el funcionamiento metaboélico descrito en estos dos grupos AQ3 y AQ4 como un posible
marcador biol6gico dentro del amplio espectro, que podria identificar neurometabélicamente a
los sujetos con TEA. De todos los grupos analizados, AQ1, AQ2, AQ3 y AQ4, el grupo AQ3
parece tener la fisiologia mas cambiante de los trastornos del espectro de autismo. Estos
resultados fueron presentados al Congreso Internacional para la Investigacion del Autismo
(IMFAR 2017).
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Figura 4.1.4.2.a Representacion grafica normalizada de las concentraciones absolutas (mM) de NAA,
NAAG y Glu del metabolismo del NAAG en ACC.Correccién Bonferroni *p < 0.05 ; **p < 0.001
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Figura 4.1.4.2.b Representacion gréfica normalizada de las concentraciones absolutas (mM) de NAA,
NAAG y Glu del metabolismo del NAAG en PCC.Correccién Bonferroni *p < 0.05 ; **p < 0.001

Este aumento significativo de la concentraciéon de NAAG en el grupo AQ3, revela una
hipomielinizacion severa en el PCC, basando nuestra afirmacion en los estudios realizados por
otros autores donde una elevada concentracion del NAAG se vio asociada a una
hipomielinizacion severa en los casos de leucodistrofia hipomielinizante (van der Knaap &
Valk, 2005). Ademas, explicaria la baja conectividad funcional en estado de reposo de la DMN
demostrada en TEA (Jung et al., 2014).

Como complemento del anélisis estadistico realizamos el correspondiente analisis de regresion
(ver Tabla 4.1.4.1) para estimar el grado de corelacion de los diferentes grupos de AQ y la
variacion de la concentracion de NAAG, Glu y NAA dentro de cada grupo usando el coeficiente
de correlacion de pearson. El valor del coeficiente de la correlacion de pearson en el ACC
mostré que existe una correlacion negativa entre la concentracion de NAAG y los diferentes
grupos AQ (AQ2>AQ1>AQ4>AQ3). Asi mismo, los adultos dentro del grupo AQ3, estan
correlacionados positivamente con el aumento de glutamato (Glu), en mayor proporcion que el
resto de los grupos como se detalla a continuacion: AQ3>AQ1>AQ2>AQ4. Ademas, el grupo
AQ1(control) mostré una correlacion positiva con el N-Acetil aspartato (NAA), mientras que el
resto de los grupos estaban negativamente correlacionados (AQ2>AQ3>AQ4) con este
marcador neuronal.
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Tabla 4.1.4.1 Resultados de las correlaciones Bivariadas de Pearson de NAAG, NAA, Glu, con el AQ

Coeficiente Correlacion
de Pearson r

ACC NAAG Glu NAA
AQ1 -0,18 0,20 0,34
AQ2 -0,15 0,17 -0,13
AQ3 -0,40 0,64 -0,14
AQ4 -0,26 0,11 -0,44
PCC

AQ1 -0,09 -0,71 0,04
AQ2 011 0,27 0,08
AQ3 0,45 0,13 0,13
AQ4 0,29 -0,16 -0,08

En el PCC el coeficiente de correlacion de los distintos metabolitos con los grupos AQ mostro
una mayor variabilidad, si bien los AQ (AQ3(45%) > AQ4(29%) > AQ2(11%)) exhibieron una
correlacion positiva con (NAAG) contrariamente a la correlacion negativa que mostré en el
ACC mientras que en el grupo control AQl se mantiene una correlacion negativa con este
neuromodulador. Asi mismo, el Glu exhibié una correlacion positiva con (AQ2(27%) >
AQ3(13%)) mientras que con los grupos (AQ4>AQ1) estaba correlacionado negativamente
contrario a lo observado en el ACC. Finalmente, la correlacion de NAA con (AQ3(13%) >
AQ2(8%) >AQ1(4%)) fue positiva, contrariamente con el grupo AQ4 que exhibio una
correlacion negativa. La grafica de los coeficientes de correlacion de pearson fue elaborada
(Figura 4.1.4.3) para una mejor apreciacion de estos resultados. Fijandonos en el patron de
correlacion del metabolismo de NAAG con el coeficiente de autismo AQ descrito por el grupo
AQ1, se pudo discriminar la diferencia del patrén de la correlacién descrito por los otros grupos
AQ2, AQ3y AQ4.

e Patron de correlacion entre el metabolismo del NAAG y el AQ

En el ACC los grupos AQ2, AQ3 y AQ4 mantienen el mismo patron de correlacion que en el
grupo AQ1 pero con diferencias en la magnitud. Contrariamente en el PCC el patrén de
correlacion es muy divergente al descrito por el grupo AQL. En el AQ2 y el AQ3 la diferencia
con AQL1 se observo en relacion al Glu y NAAG que se correlacionan positivamente mientras
que en el AQ4 la correlacion fue negativa respecto al NAA y positiva respecto al NAAG
totalmente opuestos a AQ1. Una de las causas de la aparente correlacion entre las variables
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podria ser que dos de las variables estan relacionadas con una tercera variable lo que explicaria
esta variacion. Por tanto, para visualizar mejor cuanto afecta una variable a la otra
representamos graficamente las concentraciones de NAA, Glu, y NAAG obtenidas y los

correlacionamos con las puntuaciones del AQ en los graficos de dispersion correspondientes al

ACCy PCC.
100 7AQl A2z AQ3 AQ4 AQl |aQ2 AQ3 AOQ4
0,80 -
0,60 -
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= Ak o
0407 I

-0,60
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Correlacion de Pearson r

Figura 4.1.4.3 Representacion grafica de los coeficientes de correlacion de person entre las variables
(NAAG, Glu, NAA) y (AQ1,AQ2,AQ3,y AQ4).

Los datos de las variables se representaron en un diagrama de dispersion donde se mostré la
correlacion positiva del Glu (r = 0.64) con el coeficiente AQ en el ACC (ver Figura 4.1.4.4),
sugiriendo la acumulacion de este neurotransmisor inhibitorio/excitatorio como uno de los
principales responsables del variado fenotipo dentro del espectro de Autismo asi como de la
hipoconectividad entre la SN-DMN vy las redes frontotemporal, visual y motora descritas por

(Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013) como una caracteristica distintiva de los TEA.
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Metabolismo NAAG en la corteza del cingulado anterior a todo lo ancho del AQ-Test
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Figura 4.1.4.4 Linea de tendencia de los metabolitos presentes en el metabolismo del NAAG a todo lo
ancho del AQ-Test correlacionados con las concentracion de NAAG, Glu, y NAA en la corteza del

cingulado anterior y posterior.

4.1.5 Desregulacion del metabolismo redox de glutation en TEA.

Otro hallazgo relevante en este estudio fue la desregulacién del metabolismo redox (vinculado
principalmente al glutation en su forma reducida GSH) en el ACC y el PCC. Otros autores han
descrito anteriormente que las células astrogliales estan implicadas directamente en los niveles

de GSH y se ha visto que un compromiso del sistema redox serfa la causa de una disminucién
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de las defensas antioxiantes, incrementando la suceptibilidad de éstas células (Heales, Lam,
Duncan, & Land, 2004), razonablemente importante para nosotros si consideramos que en el
metabolismo tri-celular del NAAG estudiado en el punto anterior estan involucrados tambien
los astrocitos. EI GSH fue uno de los metabolitos detectado en los estudios de *H-ERM
realizados en el ACC y el PCC a los sujetos con y sin TEA permitiéndonos estudiar su actividad
en ambos nodos.

Los resultados obtenidos (ver Tabla 4.1.3.1), mostraron una disminucién significativa de la
especie reactiva del glutation en ACC (3.08 + 0.48) mM, (*p= 0.048) en el grupo con TEA
respecto al grupo control DT (ver Figura 4.1.5.1), lo que nos hizo sugerir el aumento de la
suceptibilidad glial en ACC debida a la acumulaciéon de los radicales libres por una
desregulacion del metabolismo redox en acuerdo a los estudios anteriores realizados por
(Rossignol & Frye, 2012, 2014).
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Figura 4.1.5.1 Representacion grafica Normalizada de las medias de las concentraciones absolutas de
GSH en ACCy PCC. Diferencias entre los grupos TEA y DT (*p<0.05). One-way ANOVA

Al analizar el patron metabélico del GSH en el grupo control AQl se observé que la
concentracion de GSH era mas elevada en el ACC que en el PCC como si guardacen una
relacion directa con el metabolismo y la funciones que se desarrollan desde cada una de las
areas. Sin embargo sdlo el grupo AQ3 tenia un patrdn totalmente contrario al observado en los
grupos AQ1, AQ2 y AQ4 (ver Figura 4.1.4.2). La concentracion de GSH en AQ3 estaba
significativamente mas disminuida (2.21 + 0.84 mM), (**p= 0.0028) en el ACC que en el PCC
lo que sugirié una desregulacion del GSH entre los nodos de la red SN-(ACC) y la red DMN-

(PCC) con sus posibles consecuencias. Una de las consecuencias descritas a este respecto ha
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asociado anormalidades en el metabolismo redox con la enfermedad mitocondrial en nifios con
autismo (Frye et al., 2013).
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Figura 4.1.5.2 Representacion grafica Normalizada de las medias de las concentraciones absolutas de
GSH en ACC y PCC. Diferencias entre los grupos AQ1, AQ2, AQ3, AQ4. (**p<0.001).

Nuestros resultados sugieren que esta disfuncion estd asociada al ACC de los sujetos
petenecientes al grupo AQ3 dentro del amplio espectro (ver Figura 4.1.4.3). Ya mencionamos
anteriormente en la introduccion de esta Tesis que el ACC es el principal nodo de la red de
saliencia que recientemente ha emergido como una de las redes afectadas en TEA capaz de
predecir la severidad de los sintomas (Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013) que estaria acorde

con nuestro hallazgo.

Profundizando en el andlisis representamos graficamente las medias de las concentraciones
absolutas de los metabolitos Cr, ml, Cho, NAA detectados en los estudios de espectrocopia
objetivandose las diferencias significativas de las variaciones de los distintos marcadores en los
grupos AQ1, AQ2, AQ3 y AQ4 (ver Figura 4.1.5.3). Los trabajos realizados por otros autores
han revelado que aunque la disminucion de GSH por si solo no causa la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas presentes en el circuito cerebral de la motivacion responsable del
“cambio de atencion” que recorre el ACC (via dopaminérgica mesocortical), podria volver a
estas neuronas susceptibles a otros estimulos estresantes y contribuir al dafio neuronal como se

ha visto en la relacion de la concentracion GSH — NAA (Martinez-Samano et al., 2011).
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La variabilidad de la concentracion de GSH reportada en este estudio, nos condujo a realizar los
calculos de las siguientes proporciones relativas GSH/NAA, GSH/mI, GSH/Cho y GSH/Cr
para objetivar su contribucion en los diferentes grupos de AQ tanto en ACC como en PCC (ver
Tabla 4.1.5.1), considerando cada metabolito de referencia como un marcador metaboélico (ver
Materiales y Métodos) donde la proporcion relativa GSH/Cr mostré una disminucion
significativa en AQ2, AQ3, y AQ4, respecto al grupo de referencia AQ1 tanto en el ACC como
en el PCC, sugiriendo un déficit de la energia a nivel de las células del SNC mientras que, la
proporciéon GSH/ml estaba ligeramente aumentada en AQ2 y AQ4, sugiriendonos un aumento
de la actividad astrocitica en estos grupos.

Tabla4.1.5.1 Actividad metabdlica del GSH en ACC y PCC caracterizado por AQ.

Region GSH/Cr GSH / ml GSH /NAA GSH / Cho
Cerebro % % %
ACC
AQ1 26 8 4 19
AQ2 7 <.0001 11 ns 6 ns 27 ns
AQ3 16 <.0001 7 ns 5 ns 26 ns
AQ4 7 <.0001 12 ns 5 ns 22 ns
PCC
AQ1l 26 7 4 6
AQ2 7 <.0001 10 ns 4 ns 281 <.0001
AQ3 7 <.0001 9 ns 5 ns 351 <.0001
AQ4 7 <.0001 10 ns 5 ns 321 <.0001

Destacando que las proporciones relativas (%) de GSH/NAA se mantienen estables en los nodos
ACC y PCC a todo lo largo del coeficiente AQ. Sugerentemente, ha sido de nuestra
consideracion como explicacion a este hecho, mencionar la ruta metabdlica que sigue el GSH al
ser sintetizado por los astrocitos mediante diferentes precursores que provienen del torrente
sanguineo Y liberado luego al medio extracelular, donde sirve de sustrato de la ectoenzima y —
glutamil transpeptidasa de membrana plasmética del astrocito generando la cisteinilglicina que
sirve como sustrato para la sintesis del GSH por la neurona; y a su vez la glutamina liberada por
los astrocitos es usada por las neuronas para generar el glutamato necesario para la sintesis del
GSH (Martinez-Sdmano et al., 2011) presente en la relacion entre astrocito-neurona.
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Convenientemente representamos las proporciones estudiadas en un diagrama de dispersion
visualizando la tendencia de cada proporcion relativa a un marcador especifico tanto en el ACC
como en el PCC dentro del amplio espectro de autismo es decir, a lo largo de todo el coeficiente
AQ (ver Figura 4.1.5.4), donde se objetivé que la proporcion GSH/Cr estaba inversamente
correlacionada al coeficiente AQ en ambos nodos ACC y PCC, a diferencia de la proporcion
GSH/Cho que estaba inversamente correlacionada con el AQ en el ACC y directamente
correlacionada con el AQ en el PCC lo que sugirié6 un aumento en la movilidad celular
(hipermetabolismo) vinculada a los procesos de degradacion y biosintesis de la membrana
representados por la colina y la actividad del glutatién para mantener el equilibrio redox tanto
en las neuronas como en los astrocitos revelando el patron del reservorio energético
caracteristico en ambos nodos. El resto de las proporciones estudiadas GSH/ml, y GSH/NAA no

mostraron estar correlacionadas con el AQ.

El andlisis de correlacion de person entre cada proporcion (GSH/Cr, GSH/ml, GSH/Cho, y
GSH/NAA) y los diferentes grupos AQ (ver Tabla 4.1.5.2) nos sugirié un patron energético
presente en el grupo AQ1 (control) asi como las diferencias en el resto de los grupos AQ que
caracteriza a los sujetos dentro de los trastornos del espectro de autismo (ver Figura 4.1.5.5).

Tabla 4.1.5.2 Correlacion de las proporciones GSH/Cr, GSH/mlI, GSH/Cho, y GSH/NAA con los grupos
AQ1, AQ2, AQ3, y AQ4, en ACCy PCC.

Correlacion de Pearson r

ACC GSH/Cr GSH/ml GSH/Cho  GSH/NAA
AQl 0,21 0,24 0,46 0,07
AQ2 -0,32 -0,25 -0,29 -0,44
AQ3 -0,41 -0,77 -0,62 -0,31
AQ4 0,19 0,33 0,88 0,51

PCC
AQl 0,02 0,21 -0,43 0,34
AQ2 0,06 0,25 0,16 0,09
AQ3 -0,02 -0,24 0,09 0,3
AQ4 -0,14 -0,32 0,03 -0,17
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Figura 4.1.5.4 Variabilidad neurometabdlica del glutatién en proporcién con creatina (Cr), mioinositol
(ml), colina (Cho) y N-acetilaspartato (NAA) en los nodos ACC y PCC dentro del rango del AQ

139

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974565

Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5

Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Fecha 2017/06/30 20:00:26

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

2017/07/18 14:28:28

139/231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

150 1 AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQl AQ2 AQ3 AQ4

1,00 -
ACC I PCC

- ]
L i ki
| ;!I! l j;h}!I

1 i

-0,50

-1,00 |

.150 WGSH/Cr mGSH/ml GSH/Cho mGSH/MARA

Figura 4.1.5.5 Representacion de las correlaciones de pearson de las proporciones relativas (GSH/Cr,
GSH/ml, GSH/Cho, y GSH/NAA) con los grupos AQ1, AQ2, AQ3, y AQ4, en ACCy PCC.

Las diferencias en el patron energético de AQ1 dentro ACC y PCC es sugerente a la actividad
representada por cada metabolito asi como a su funcién en la SN y DMN. Analizando estos
resultados para los otros grupos AQ tenemos que en el ACC AQL y AQ4 presentaron el mismo
patron diferenciado por las magnitudes de cada proporcién mientras que AQ2 y AQ3
presentaron el patrén inverso a AQ1 y AQ4. No ocurri6 asi en el PCC donde ninguno de los
grupos AQ2, AQ3 y AQ4 se parecen entre si ni tampoco a AQ1 lo que nos permite sugerir que
se trata de un gran aporte a la etiologia del TEA.

Con estos resultados concluimos nuestro objetivo de estudiar la variabilidad metabdlica en las
cortezas del cingulado y consideramos que son muchas las lineas de investigacion que se han
abierto en consecuencia. A continuacién procederemos a presentar los resultados derivados de

los estudios de Eye tracking que conforman el segundo objetivo de ésta Tesis.
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4.2 Estudio 3: El procesamiento visual en los Trastornos del Espectro de Autismo
asociado a la red cerebral de “atencién visual” como marcador diagnéstico.

Este estudio fue desarrollado con una muestra dividida en dos grupos TEA y DT con la
intencion de observar las diferencias en “la atencion” presente en el patron visual entre los
sujetos con y sin TEA tanto en adultos como en nifios (ver Tabla 4.2.1). A los sujetos que
usaban anteojos fue necesario realizarles el registro de la mirada con y sin los anteojos puestos
para descartar un sesgo debido a la reflexion del infrarrojo del sistema eye-tracker no
encontrandose ninguna diferencia en los resultados. Por lo que decidimos nos excluir a estos

sujetos del estudio.

Tabla 4.2.1 Datos demograficos de la muestra total de estudio

CARACTERISTICAS TEA (n=13) DT (n=21)

Edad (afios) 13.88 (9.15) 18.12(10.38)
Sexo (H/M) 121 11/10
Usan anteojos 3/13 2/21

La media de los registros de la informacién minimo fue de 90% considerado como tiempo
minimo de corte para este estudio aunque en los nifios con TEA, especialmente aquellos con
impedimento en mantener la atencion, a menudo exhibieron més datos faltantes que los
controles. Esto puede ocurrir debido a una menor atencién visual a los estimulos mostrados en
la pantalla o a un parpadeo excesivo, reduciendo el nimero de sujetos considerados al realizar
los analisis. Consideramos también, dividir la poblacion de estudio en dos grupos por edad,
(Grupo 1 >18) afios y (Grupo 2 <12) afios por la relevancia de la maduracion del sistema visual
en las primeras fases del desarrollo mencionadas en la introduccion. Solamente, los sujetos
incluidos en el (Grupo 2 > 18) afios fueron diferenciados por el AQ-Test, a los que también se
les practicé los estudios de *H-ERM, no pudiendo alcanzar este objetivo con los sujetos que
conforman el (Grupo 1 <12) afios por razones de la norma ética aplicada en investigacion (ver
Tabla 4.2.2).

141

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974565 Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5
Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA Fecha 2017/06/30 20:00:26
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ERNESTO PEREDA DE PABLO 2017/07/18 14:28:28

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

141/231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

Tabla 4.2.2 caracteristicas de la poblacion estudiada con sospecha y cribado para TEA.

Participantes Eye tracking 'H-ERM
N Grupo 1 <12 afios  Grupo 2 > 18 afios Grupo 1 <12 afios  Grupo 2 > 18 afios
TEA 7 6 0 6
DT 7 14 0 14

Duracion Minima de Fijacion de la mirada

Los resultados preliminares obtenidos durante el desarrollo de la tarea de “Eye tracking” con los
sujetos estudiados (ver Tabla 4.2.1), revelaron en la trayectoria de la Gaze-plots de los sujetos
con TEA (n=9) y DT (n=7) sin TEA, diferencias significativas en la fijacion de la mirada entre
la cara y los objetos (ver Figura 4.2.1) asi como, entre los ojos y la boca en la cara.
Sugiriéndonos la presencia de un patrén visual diferenciador entre los sujetos con y sin TEA,
que podria ser util para el cribado de los sujetos que estan desarrollando los trastornos del

espectro de autismo.

Figura 4.2.1 Diferencias en el gaze plots de la trayectoria de la mirada en el grupo con TEA y el grupo
control (DT). **P<0.001

Estadisticamente, se comprob6 que los sujetos con TEA miraron significativamente menos (**p
< 0.001) que los sujetos con DT en la region de los ojos y la boca (Ver Figura 4.2.1) acorde al
paradigma de “mirada social” utilizado en la foto, identificada por la figura geométrica del
poligono donde se recopilaron todos los datos de “Duracion Min de Fijacion” durante el tiempo

de la tarea de visualizacion (ver Figura 3.2.4 en el Capitulo 3).

Aunque, la trayectoria de la mirada nos mostré las diferencias presentes entre los dos grupos
TEA y DT, el mapa de calor nos revel6 el foco visual dominante segin la intensidad del color

rojo ( mayor tiempo de fijacion => mayor intensidad del color rojo); mostrando claras
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diferencias en el procesamiento de la cara y los objetos entre los sujetos con TEA y DT (ver
Figura 4.2.2) que podrian estar relacionadas con el “sistema atencional” descrito por (Petersen
& Posner, 2012) (ver Capitulol).

Por otro lado, en el grupo TEA se detectdo el patron del déficit en “la atencion del
desplazamiento entre hemicampos visuales” que es regulado por el sistema atencional posterior
(descrito en la Tabla 1.6.2.2a,b,c), durante el cambio de atencion variable en el tiempo entre la
cara y los objetos, permitiéndole desenfocar o enfocar a otra area del mismo campo visual.

D

Figura 4.2.2 Mapa de calor que muestra el foco de atencion de la mirada de grupo TEA y grupo DT.

Los tiempos de “Duraciéon Min. de Fijacion” registrados durante la trayectoria de la tarea
mostraron diferencias significativas entre los grupos TEA y DT. En los sujetos del grupo TEA,
se observaron diferentes tiempos de “Duracion Min, de Fijacion” en comparacion con el grupo
DT, llegando a ser significativas en 10ms (*p=0.03), y 30ms (*p=0.03) en TEA y 20ms
(*p=0.03), 90ms (**p=0.008) en DT, para el grupo < 12 afios. Mientras que, en los grupos TEA
y DT > 18 afios, estas diferencias se observaron en 50ms (*p=0.003) para TEA, y 40ms
(**p=0.004) para el grupo DT, sugiriendo un patrén visual caracteristico detectado en ambos
grupos y que varia con la edad (ver Tabla 4.2.2).
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Tabla 4.2.2 Diferencias de “Duraciéon Min.

estudiada.*p<0.05)

de Fijacion” de la mirada en la poblacion

TEA DT

Duracién Min. de Fijacion (seg) % % p valor

< 12 afos
0.01 11.11 0.0 *p=.03
0.02 0.0 22.22 *p=.03
0.03 33.33 0.0 *p=.03
0.04 0.0 0.0 n.s.
0.05 0.0 0.0 n.s.
0.06 66.66 66.66 n.s.
0.07 77.77 77.77 n.s.
0.08 0.0 0.0 n.s.
0.09 0.0 100 **p =.008

> 18 afos
0.01 0.0 0.0 n.s.
0.02 0.0 0.0 n.s.
0.03 46.86 46.86 n.s.
0.04 0.0 57.14 *p=.03
0.05 71.43 0.0 **p =.004
0.06 85.71 85.71 n.s.
0.07 100 100 n.s.
0.08 n.s.
0.09 0.0 0.0 n.s.

La diferencia entre los grupos TEA y DT (< 12 afios) fue significativa (*p= 0.042) al aplicar la

prueba Chi-cuadrado para la tendencia. Por otro lado, la “Duracién Min. de Fijacion” y su

correlacién con la edad, en cada grupo TEA y DT, nos sugiere un posible marcador en el

diagndstico precoz de los trastornos (ver Figura 4.2.3).
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Figura 4.2.3 Tendencia de la media de “Duracién Min. de Fijacién” en los sujetos con TEA y
DT en los grupos <12 afios y >18 afios. *p=0.05

Revelando que el tiempo de “Duracion Min. de fijacion” esta correlacionado positivamente (p =
0.821) con la edad en el grupo con TEA mientras que en el grupo DT mostré estar
negativamente correlacionado (p = - 0.332), asociado posiblemente a un déficit en el desarrollo
de la “atencién conjunta” en los sujetos con TEA (ver Capitulo 1) , que va desarrollandose a lo

largo de los primeros afios de vida con la experiencia de lo vivido (Leekam et al., 2000).

Estudio exploratorio

Estudios recientes, han revelado aumentos sustanciales en la conectividad de las redes lateral
visual/parietal (V3) y la DMN, con éareas funcionales espacialmente distribuidas en neonatos
sanos durante el primer afio de vida (Gao et al., 2015); lo que nos hizo considerar que los
sujetos menores de 12 afios incluidos en este estudio, no han alcanzado adn las etapas finales del
desarrollo y el crecimiento. Por tanto, fue conveniente realizar un estudio exploratorio, para
valorar la tendencia de la “Duracién Min. de Fijacion” en los sujetos con sospecha y cribado de
TEA'y los sujetos DT apareados por edad; separando diferentes casos (TEA), para compararlos
con sus pares control (DT) (ver Tabla 4.2.3). A continuaciéon, mostramos los resultados

pertenecientes a cinco pares de sujetos TEA-DT a las edades de 1.5; 4.0;5.0; 7.0 ; y 8.0 afios.
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Tabla 4.2.3 “Duracién Min de la Fijacion”

(nimero de casos=5).

en cinco casos clinicos pareados por edad;

Ca’jos Edad (afios) Duracion Minl(;ealgolgijacién (ms)
TEA DT
1 15 70 30
2 4 60 90
3 5 30 70
4 7 30 70
5 8 70 60

El tiempo de “Duracion Min. de Fijacion” en el sujeto con TEA (70 ms), resultd muy

aumentado respecto al par DT (30 ms) a los 1.5 afios de edad. Por el contrario, a la edad de 5

afios se observd muy disminuido (30 ms) respecto a su par DT (70 ms), pero a los 8 afios se

observo un aumento (70 ms), que lo sitGa incluso por encima del par DT (ver Figura 4.2.4). Este

hallazgo, nos hizo considerar la hipétesis que sostiene, el expansivo aumento del tamafio del

cerebro en los nifios de edad entre (0-5) afios con TEA, como la causa de estas variabilidades en

el tiempo de “Duracion Min. de la Fijacion” (Courchesne et al., 2003); asociado a una

disminucion de la concentracién del NAA en la nifiez pero no en la edad adulta.

100 *

=)
=

Duracion Min.de Fijacién [[ms)
(=4}
=
yre—
I
I
(
| |
|
|
|
i
|
|
|
——
———

R*=0,0833

_ - +TEA
40 ) _R:=_ D_.DSBE mor
S b
0 ! ! ! '
0 15 40 5.0 7.0 8.0 afios

Figura 4.2.4 Diferencias en los tiempos de “Duracion Min. de Fijacion” a diferentes edades

dentro del grupo (< 12 afios).
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Asi mismo, realizamos el estudio exploratorio en sujetos con TEA del grupo > 18 afios
apareados con sujetos del grupo DT por diferentes edades (20, 21, 24, 25) afios (ver tabla 4.2.4);
valorando la tendencia del tiempo de “Duracion Min. de la Fijacion” en los sujetos con
diagndstico de TEA, sin variacién durante su desarrollo hasta la edad adulta y contrastarlos con

los tiempos de “Duracion Min. de Fijacion” de los sujetos con DT (ver Figura 4.2.5).

Tabla 4.2.4 “Duracion Min de la Fijacion” en cinco casos clinicos pareados por edad;

(nimero de casos=4).

Casos - Duracién Min de la Fijacion (ms)
N Edad (afios) > 18 afios
TEA DT
1 20 60 60
2 21 60 50
3 24 70 50
4 25 50 60
120 -
=
E 100 -
=
S
® BO - ,
= R°=01
= HH
T 60 L I +TEA
=
5 HEH HH - =DT
c 40 - R*=0
S
&
g 20 -
0 T T T T 1
0 20.0 21.0 240 250 afios

Figura 4.2.5 Diferencias en los tiempos de “Duracion Min. de Fijacion” a diferentes edades
dentro del grupo (> 18 afios).

La tendencia del tiempo de “Duracion Min. de Fijacion” en TEA fue disminuir con la edad

mientras que, en los sujetos DT la tendencia no mostrd cambios, revelando que después de

147

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974565 Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5
Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA Fecha 2017/06/30 20:00:26
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ERNESTO PEREDA DE PABLO 2017/07/18 14:28:28

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

147 /231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

alcanzar la edad adulta los sujetos con TEA tienden a igualarse con los sujetos DT, pero
continian disminuyendo el tiempo de “Duracion Min. de Fijacién” con la edad. La Figura 4.2.6
revela una aproximacion de las fases de la patologia del tiempo de “Duracion Min. de Fijacion”
asociado al desarrollo y crecimiento del cerebro en TEA; mostrando un pico de disminucién
maximo del tiempo de “Duracion Min. de Fijacion” a los 5 afios, que es la etapa de crecimiento

excesivo del cerebro descrita por (Courchesne et al., 2007).
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Figura 4.2.6 Estudio exploratorio de las fases de la patologia del tiempo de “Duracion Min. de
Fijacion” asociado al desarrollo y crecimiento del cerebro en TEA.

En este punto, las sugerencias explicativas para este hecho son diversas, sin embargo, la que
mas se aproxima a nuestros resultados es la hipétesis del expansivo aumento transitorio del
tamafio del cerebro en la infancia con un pico aproximadamente a los 5 afios, seguido de su
detencidn hacia los 10 afios de edad; y que sigue hacia una disminucion del tamafio en la edad

adulta, que sugiere una posible degeneracion.

Nuestros resultados nos revelaron un hallazgo importante, si queremos usar la herramienta eye-
tracker para diagnosticar de manera precoz a los nifios con sospecha de estar desarrollando
TEA. Aunque, una de las limitaciones de este estudio ha sido el escaso nimero (N) de sujetos
estudiados menores de 12 afios. Con el grupo > 18 afios obtuvimos informacion adicional en
cuanto al sistema visual en TEA, proveniente de los tiempos de “Duracion Min. de Fijacién” y
de la puntuacion en el “cambio de atencion” obtenida en el AQ-Test (ver seccion 4.3); al
correlacionarlos con los neurometabolitos detectados por *H-ERM. Las proporciones relativas

del glutation y los diferentes marcadores bioldgicos (creatina, mioinositol, colina y N-acetil-
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aspartato) fueron correlacionadas con el tiempo de “Duracion Min. de Fijacion” y con el

“cambio de atencion”

4.3 Correlacion del estrés oxidativo con las estructuras corticales ACC y PCC, integrantes de
la red atencional visual en adultos con TEA.

El glutation ha sido identificado como un biomarcador del estrés oxidativo clave en la etiologia
del TEA (Rossignol & Frye, 2014). Por esto, en este punto del estudio quisimos saber si la
desregulacion del glutation estaba correlacionada con los tiempos de “Duracion Min. de
fijacion”, como uno de los principales causantes del dafio oxidativo en las estructuras corticales

(ACC y PCC) que conforman el sistema de atencion visual.

La poblacién participante de este estudio fue el (Grupo 2 > 18 afios) por causas éticas, ya que no
era posible aplicar la sedacion en nifios menores de 12 afios para poder realizar los estudios de
'H-ERM. Las proporciones relativas del glutation con los diferentes marcadores metabélicos
detectables por espectroscopia fueron calculadas y los resultados de las correlaciones de Pearson
para las proporciones del glutation (GSH/Cr, GSH/mI, GSH/Cho, GSH/NAA) se muestran en la
(Tabla4.3.1.a).

Tabla 4.3.1 Correlacion de Pearson para las proporciones del glutation (GSH/Cr, GSH/mI, GSH/Cho,

GSH/NAA) y el tiempo de duracion Min. de fijacion (a), y con el (cambio de atencién) (b). TEA (n=6);
DT (n=14).

(a) Duracién Min.
Fijacion GSH/Cr GSH/mlI GSH/Cho GSH/NAA
ACC
TEA 0.38 -0.60 0.18 0.53
DT 0.07 0.11 -0.15 0.05
PCC
TEA 0.04 0.12 -0.52 -0.38
DT 0.15 0.06 -0.36 -0.27
(b) Cambio de
atencion
ACC
TEA -0.27 -0.10 0.62 -0.50
DT 0.16 -0.13 -0.47 -0.50
PCC
TEA 0.50 0.15 -0.23 0.19
DT 0.27 0.07 0.13 -0.08

149

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974565 Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5
Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA Fecha 2017/06/30 20:00:26
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ERNESTO PEREDA DE PABLO 2017/07/18 14:28:28

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

149/ 231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

La representacion grafica de las correlaciones entre las proporciones de glutation y el tiempo de
“Duracion Min. de Fijacion”, nos revel6 el patron neurobioldgico asociado al estrés oxidativo y
cémo afecta al sistema de la atencion visual en los nodos del ACC y PCC, de sujetos con TEA
(n=6) y DT (n=14) (ver Figura 4.3.1) asociado a uno de los indicadores del dafio celular, nos
referimos al glutation. EI grupo DT nos mostrd el patron referencial y contrastado con el patron
del grupo TEA, surge la hipotesis de la relacion del glutation con el sistema de “atencion visual”
aberrante en TEA; donde en el ACC (parte integrante del sistema atencional anterior) mostré
una correlacion positiva con las proporciones relativas del glutation contrario a lo observado en
el grupo DT que revel6 estar negativamente correlacionado en ambos nodos.

0,8

0,6 - ACC

0,4 -

0,2

ETEA
0 T
GSH/Cr

LT .
GSH GSH/NAA mDT
-0,2

,0’4 -

-0,6 -
Duracién Fijacion Min. (seg)

-0,8 -

0,8

0.6 1 pcC
0,4
0,2 -

GSH/Cr GSHmI

WTEA

mDT
0,2 -

,0’4 -

0,6

08 J Duracién Fijacion Min. (seg)

Figura 4.3.1 correlaciones de la duracién Min. de fijacion con las proporciones GSH/Cr, GSH/mlI,
GSH/Cho, GSH/NAA en los grupos TEA (n=6) y DT (n=14).
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Por otro lado, también fue de nuestra consideracion valorar si existia alguna correlacion entre
uno de los item de AQ-Test Score, el “attention switching” o “cambio de atencion” y la
variabilidad de las proporciones del glutation (ver Tabla 4.3.1b); con la finalidad de determinar

cuanto afecta la desregulacion del glutation al “cambio de atencion™.

Los resultados de la correlacion de Pearson fueron representadas graficamente, donde se
observo que no existe correlacion entre el “cambio de atencion” y la desregulacion del glutation
en el ACC en los sujetos con TEA, revelando un patrén diferente al obtenido con el tiempo de
“Duracion de fijacion”. Estos resultados nos hicieron sugerir, la relacion del déficit del “cambio
de atencion” con las deficiencias en la red de la funcion ejecutiva; en conformidad con lo
descrito por (Pascualvaca et al., 1998); quién demostrd, la relacion de los déficits en el “cambio
de atencion” con las deficiencias en la red de la funcion ejecutiva. Comparativamente, los
sujetos del grupo control mostraron que el “cambio de atencion” estaba negativamente
correlacionado con las proporciones relativas del glutation en ambos nodos (ver Figura 4.3.2).
Por otro lado, recientemente fue demostrado, que las deficiencias de la red ejecutiva en los
sujetos con TEA se originan en los l6bulos centrales, siendo uno de sus nodos centrales el ACC

(Watanabe & Rees, 2016); lo que sustenta nuestros hallazgos neuroquimicos.
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Figura 4.3.2 Correlaciones del item del AQ-Test “cambio de atencion” y las proporciones relativas del
GSH en sujetos del grupo >18 afios.

Finalmente, el patron de correlacion observado en sujetos con TEA, mostrd la evidencia de la
diferencia neurometabdlica existente entre los dos nodos ACC y PCC y su relacién con la

funcion de las principales redes del cerebro.

4.4 Estudio 4: Validez y fiabilidad del AQ-Test Score (Cuestionario psicométrico del
Cociente Autista) en poblacidn hispana.

A continuacion presentamos los resultados obtenidos al valorar la eficacia de aplicacion del
AQ-Test en la poblacion participante en los estudios desarrollados en esta Tesis.

La poblacion participante fue dividida en dos grupos, “Casos - Control”. El grupo “casos”, esta
formado 21 adultos jovenes, de ambos sexos (Mujeres = 4) y edad media (21.67 + 4.04) (ver
Tabla 4.4.1) y el grupo “control”, por 129 adultos jovenes, de ambos sexos (Mujeres = 78) y
edad media (20.04 + 2.74). Por comodidad al lector de esta tesis, algunas de las tablas
resultantes en este estudio (Tabla 4.4.2 a 4.4.6), estan publicadas al final de este apartado.
Estos resultados han sido presentados al Congreso Internacional para la Investigacion del
Autismo (IMFAR 2015).

Tabla 4.4.1 Datos demogréaficos de la poblacién de estudio

Grupos Media en aios SD
CONTROL total (n =129) 20.23 3.54
CONTROL Mujer (n =78) 19.84 1.94
CONTROL Hombre (n =51) 19.75 1.71
TEA total (n =21) 21.67 4.04
TEA Mujer (n = 4) 22.25 1.71
TEA Hombre (n =17) 21.53 4.45 g
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Puntuaciones del cuestionario por grupo

A la vista de las puntuaciones del test obtenidas en el grupo de los casos (TEA) destacamos
como quedan ubicados en el rango por encima de la media y muy alto. Mientras que el grupo
con DT qued6 ubicado en el rango de la media o debajo, con algunas excepciones como se
puede ver en la (Tabla4.4.2y 4.4.3).

e Andlisis Estadistico
Comenzamos este analisis valorando la normalidad de la distribucion de la poblacion.

El examen de asimetria absoluta y curtosis para cada variable, no encontré tendencia en los
datos de desviarse de la normalidad, *p valor= 0.0354; R?*= 0.1296 para el grupo DT y *p
valor= 0.0311; R®= 0.0822 para el grupo TEA (ver Figura 4.4.1), lo que nos sugiere la

homogeneidad dentro de los grupos establecidos para este estudio.

Frecuencia
Frecuencia

34
24
1
04

10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Puntuacion AQ total en DT Puntuacion AQ total en TEA

Figura 4.4.1 Frecuencia de la puntuacion de AQ total en el grupo TEA y de DT.

Los valores de AQ total fueron analizados separadamente para ambos grupos TEA y DT, donde
se observo que so6lo el grupo control estaba normalmente distribuido, Kolmogorov-Smirnov P >
0.10 y **P = 0.007 respectivamente (ver Figura 4.4.2).

0.08+ 0.08+
7

5 0.064 5 0.064 /
T T
3 3
F -1
5 0.04 5 0044
2 2
o (=]

0.024 y \ 0.02+

0. T T T ~T T 1 0.00-— } T T T 1

o 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Puntuacién AQ total en DT Puntuacién AQ total en TEA

Figura 4.4.2 Distribucion de la puntuacion AQ total en el grupo TEA y DT.
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o Poder de discriminacion del AQ-Test en cada grupo (TEA) y controles (DT)

La distribucién de los sujetos dentro de los grupos mostré una diferencia muy significativa **p
= 0.006 entre grupo, bajo una aproximacién Gaussiana, R? = 0.9955 para DT y R? = 0.9859 para

TEA revelando el poder de discriminacion del test en nuestra poblacion.

Los individuos del grupo DT mostraron un valor medio de AQ total bajo M=13.00 (SD=7.07),
comparado con el valor medio de AQ total de los individuos del grupo TEA M=31.32
(SD=5.74). Asi mismo, las diferencias de las medias del AQ total entre los grupos TEA y DT
resultaron ser muy significativas (ver Figura 4.4.3) cuando aplicamos el estadistico de Mann-

Whitney *p < 0.0001

50
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Figura 4.4.3 Diferencia de las medias de las puntuaciones de AQ total entre grupos TEA y DT. Mann-
Whitney test. ***p<0.0001.

e Puntuacion de las subescalas de AQ-Test en cada grupo TEAyY DT
Al comparar las medias de las subescalas de AQ total (ver Tabla 4.4.2) del grupo TEA con el

grupo DT, mostraron que son significativamente diferentes entre grupos a excepcion de la

atencion al detalle (ver Figura 4.4.4).
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Figura 4.4.4 Comparacion de los valores medios de la puntuacion de cada subescala entre TEA y DT.
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o Poder de discriminacion de AQ diferenciado por sexo

La distribucion de la puntuacion de AQ total obtenida en el grupo control DT, mostré que la
diferencia entre hombres y mujeres no llega a ser significativa, mostrando una aproximacion
Gaussiana, R? = 0.9999 para DT (Mujeres) y R? = 0.9995 para DT (Hombres).

Contrariamente, la puntuacion de las subescalas de AQ mostraron diferencias entre hombres y
mujeres (ver Tabla 4.4.3) dentro de cada grupo, lo que nos sugiere su poder de discriminacion
relacionado al género. Asi mismo, las diferencias de las medias fueron significativas entre los
grupos TEA y DT en todas las caracteristicas menos, en atenci6n al detalle, como se demuestra

graficamente (ver Figura 4.4.5).
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Figura 4.4.5 Diferencia de las medias de las subescalas de AQ entre TEA y DT, en los grupos por sexo.
***p <0.0001
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Los resultados obtenidos para las mujeres al comparar las puntuaciones de AQ total de TEA
(28.50 = 3.70) con DT (14.15 + 4.88), son significativamente diferentes ***P = 0.0005, asi
como para los hombres TEA (32.47 + 6.10) al compararlos con los DT (15.86 + 6.19) P <
0.0001 (ver Figura 4.4.6)
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Figura 4.4.6 Diferencias por sexo de medias de las puntuaciones totales de AQ entre los grupos.

o Fiabilidad del test AQ

El andlisis de la confiabilidad del test, se realizd aplicando el coeficiente de confiabilidad Alfa
de Cronbach (Cronbach, 1951; Martinez Carazo, 2011; Oviedo & Campo-Arias, 2005) que es

actualmente el mas utilizado.

En cuanto a la fiabilidad, los resultados obtenidos con el coeficiente a de Cronbach nos
indicaron la homogeneidad de los items, es decir, que existe una gran consistencia interna, por
ello podemos suponer que las respuestas estan relacionadas con lo que los items expresan o son
indicadores del rasgo. Las consistencias internas para el grupo TEA y el grupo DT, por
separado, oscilaron entre los valores aceptables de 0.9y 1.0

La Tabla 4.4.7 muestra el resumen de los valores de la media, desviacién estandar y Alfa de

Cronbach tanto del AQ total como los de cada subescala.
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Tabla 4.4.7 Coeficiente de confiabilidad Alfa de Cronbach aplicado a la validez del test aplicado en la
poblacidn participante de los estudios en esta tesis.

Control (n =129) TEA (n=21)
AQ M +SD o Cronbach (z) M+SD o Cronbach (z)
Total (50 items) 19+7.07 1.00 31.32+5.74 1.00
Habilidades sociales (10 items) 3+2.83 0.99 6.33+2.54 0.99
Atencidn global (10 items) 55%2.12 0.99 7.00%1.41 0.99
Atencidn al detalle (10 items) 5+2.83 0.99 4.62+1.91 0.99
Comunicacién (10 items) 4+1.41 0.99 7.38+1.75 0.99
Imaginacién (10 items) 1.5+0.71 0.93 6.29 +1.82 0.99

o Validez referida al criterio del test

En este caso uno de los objetivos fundamentales del trabajo consistié en estudiar el grado en que
las puntuaciones totales en el cuestionario AQ-Test diferenciaban a los dos grupos diagnésticos
que conforman la muestra principal. El correspondiente t test, donde la variable independiente
es el grupo diagndstico y la variable dependiente las puntuaciones del cuestionario mostré una

diferencia muy significativa entre los grupos TEA y DT (****p < 0.0001).

Algunos resultados interesantes fueron: a) los dos grupos de la muestra principal diferenciados
por sexo, obtuvieron puntuaciones medias significativamente diferentes, b) Los sujetos con
diagndstico de TEA obtuvieron siempre las medias de las puntuaciones significativamente mas
altas en cada subescala, menos en las puntuaciones de la subescala “atencion al detalle” respecto
al grupo DT donde no consiguieron diferencias significativas y por el contrario las medias
fueron més bajas. Este hecho nos sugirié una de las caracteristicas mas distintivas en TEA, nos

referimos al “ensimismamiento” que muestran al observar un objeto.

e Punto de corte del test AQ

En el contexto de diagndstico clinico, nos intereso estudiar el grado en que las puntuaciones del
cuestionario sirven para clasificar de forma fiable a una persona dentro o fuera del Trastorno del
Espectro de Autismo estableciendo una determinada puntuacion como punto de corte, de tal
manera que si la puntuacion de una persona supera dicho punto de corte la clasificamos en el
grupo con TEA, mientras que si se encuentra por debajo de dicho punto de corte concluimos

que no tiene dicho trastorno.

El Punto de corte recomendado en el disefio original de este test (S. Baron-Cohen et al., 2001),

fue de “32” pero, este resultado solamente represent6 el 47% de los sujetos con una puntuacion
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AQ > 32 atribuible precisamente a la variabilidad de las caracteristicas en la poblacion dentro
del espectro de autismo.

o Especificidad — sensibilidad del Test

El anélisis de la curva ROC se muestra en la (Tabla 4.4.8) al final de este estudio, donde se
determino la exactitud diagnéstica del AQ-Test, y nos permiti6 fijar el punto de corte dentro de
la escala de puntuacion, en el que se alcanz6 una especificidad y sensibilidad > 90% en el rango
entre (22 y 24) respectivamente (ver Figura 4.4.7) dentro de la poblacién estudiada, fijando asi
el nuevo punto de corte para nuestra poblacién. Sin embargo, en la etapa de cribado
argumentamos que la sensibilidad debe destacarse sobre la especificidad a fin de asegurar que
las personas con TEA no son eliminadas accidentalmente.

En este caso parece que una puntuacion de corte inferior puede de hecho ser mas util, con el fin
de maximizar la sensibilidad mas alla del 90%, lo que nos hace sugerir que el instrumento actual
puede tener una validez diagndstica excelente (Tabla 4.4.8).
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Figura 4.4.7 Grdfico de la Curva ROC del AQ-Test como herramienta diagndstica.
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TABLAS

Tabla 4.4.2 Puntuacion del Cociente de Autismo (AQ) en el grupo con TEA diferenciados por sexo y edad,

(n=21)
Cociente Autista AQ en grupo TEA

Ne | Sexo | Edad | Bajo (0-10) Media (11-22) | Sobremedia(23-31) | Muy alto (32-50)
1 M 23 28
2 H 28 28
3 H 22 25
4 M 20 29
5 H 27 26
6 H 22 30
7 H 25 20
8 H 26 34
9 M 24 33
10 H 26 32
11 H 25 38
12 H 22 25
13 H 19 38
14 H 20 26
15 H 21 39
16 H 17 41
17 M 22 24
18 H 16 36
19 H 20 29
20 H 11 34
21 H 19 36
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Tabla 4.4.3 Puntuacién del Cociente de Autismo (AQ) en el grupo DT diferenciados por sexo y edad, (n

=129).
Cociente Autista AQ engrupo DT

Ne I Sexo I Edad | Bajo (0-10) Media (11-22) (Sobre media 23-31| Muy alto 32-50
1 \ 19 14
2 \ 21 14
3 \ 19 33
4 M 19 17
5 M 23 10
6 M 19 12
7 M 19 14
8 M 19 16
9 M 19 11
10 M 19 15
11 M 22 14
12 M 19 16
13 \ 19 18
14 M 19 6
15 \ 19 6
16 \ 21 30
17 M 19 11
18 M 19 1
19 M 19 6
20 \ 19 13
21 \ 18 14
22 M 18 12
23 M 17 12
24 M 18 17
25 \ 18 18
26 \ 20 18
27 \ 21 5
28 M 20 6
29 \ 20 10
30 M 20 19
31 M 21 9
32 M 21 20
33 M 22 7
34 \ 22 11
35 M 22 13
36 M 22 15
37 \ 22 21
38 \ 22 22
39 M 18 6
40 M 18 9
41 \ 18 5
42 \ 23 7
43 \ 19 9
44 M 19 9
45 M 18 11
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Cociente Autista AQ engrupo DT
Ne Sexo Edad Bajo (0-100 | Media(11-22) [Sobre media 23-31] Muyalto 32-50
46 M 20 12
47 \" 19 13
48 M 20 13
49 v 19 13
50 M 19 14
51 M 19 15
52 M 19 16
53 M 18 20
54 v 21 2
55 v 19 27
56 v 20 9
57 v 19 14
58 v 19 15
59 \" 25 16
60 M 19 16
61 M 18 17
62 v 19 10
63 M 2 10
64 M 24 15
65 M 20 11
66 M 19 2
67 M 23 8
68 M 2 11
69 M 21 10
70 \" 18 17
71 M 20 12
72 M 20 17
73 \" 18 14
74 v 18 16
75 M 18 2
76 M 18 9
77 M 19 13
78 M 19 12
79 M 28 21
80 M 21 9
81 M 20 18
82 v 19 20
83 v 20 27
84 v 21 13
85 \" 19 13
86 v 18 17
87 \Y 20 11
88 v 18 15
89 v 2 13
90 \" 21 28
91 M 19 18
2 M 19 14
93 M 20 10
9 v 18 21
9% v 20 11
96 M 25 14
97 M 24 17
%8 v 23 17
99 M 23 17

161

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974565 Cadigo de verificacion: Oy7VhDN5
Firmado por: CARMEN DOLORES JIMENEZ DE ESPINOZA Fecha 2017/06/30 20:00:26
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ERNESTO PEREDA DE PABLO 2017/07/18 14:28:28

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

161/231



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2017/23334
N° reg. oficina: OF002/2017/16306
Fecha: 30/06/2017 20:01:53

Cociente Autista AQ engrupo DT
Ne Sexo Edad Bajo (0-100 | Media(11-22) [Sobre media 23-31] Muyalto 32-50
100 M 26 16
101 v 21 14
102 v 2 10
103 M 2 16
104 M 2 17
105 M 2 16
106 M 21 19
107 M 21 2
108 M 21 12
109 M 2 9
110 M 21 14
111 M 24 15
112 v 2 13
113 v 18 18
114 v 2 16
115 \" 20 25
116 v 20 18
117 M 19 10
118 \" 19 16
119 M 21 15
120 M 2 24
121 M 19 17
122 M 19 16
123 M 19 28
124 M 24 23
125 M 20 16
126 v 19 19
127 M 20 10
128 M 21 18
129 M 24 24

Tabla 4.4.4 Valores medios de las puntuaciones en las diferentes subescalas de AQ en el grupo TEA 'y DT

Subescalas AQ TEA (n=21) DT (n=129)
Habilidades sociales (10 items) 6,33 3
Atencion global (10 items) 7,00 55
Atencion al detalle (10items) 4,62 5
Comunicacion (10 items) 7,38 4
Imaginacion (10 items) 6,29 1,5
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Tabla 4.4.5 Media de las puntuaciones de las diferentes subescalas de AQ para mujeres y hombres en el

grupo TEA y DT.

Subescalas AQ TEA mujer TEA hombre DT mujer DT hombre
Habilidades sociales (10 items) 5,25 6,59 1,59 1,59
Atencion global (10items) 6,50 712 3,32 3,67
Atencidn al detalle (10items) 3,75 4,82 4,85 5,51
Comunicacion (10items) 7,75 7,29 2,18 2,51
Imaginacion (10items) 5,25 6,53 2,22 2,59

Tabla 4.4.6 Comparacion de la Media de las puntuaciones de las diferentes subescalas de AQ para

mujeres y hombres en el grupo TEA y DT.

Subescalas AQ TEA hombre DT hombre
Habilidades sociales (10 items) 6,59 1,59
Atencién global (10 items) 7,12 3,67
Atencidn al detalle (10 items) 4,82 5,51
Comunicacion (10 items) 7,29 2,51
Imaginaciéon (10 items) 6,53 2,59
TEA mujer DT mujer
Habilidades sociales (10 items) 5,25 1,59
Atencién global (10 items) 6,50 3,32
Atencidn al detalle (10 items) 3,75 4,85
Comunicacién (10 items) 7,75 2,18
Imaginacién (10 items) 5,25 2,22
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Tabla 4.4.8 Informe detallado de las estadisticas de diagndstico para el cociente de autismo AQ-Test

Score, y capacidad discriminativas de las puntuaciones de corte.

Punto de corte
Cut-off Sensibilidad /%) | Especificidad (%)

1 100 0

2 100 0

3 100 08
5 100 23
6 100 6.2
7 100 77
8 100 87
9 100 14.7
10 100 217
1 100 27.9
12 100 333
13 100 41.0
14 100 50.3
15 100 56.5
16 100 66.6
17 100 75.1
18 100 81.4
19 100 837
20 95.2 86.0
21 95.2 88.3
22 95.2 92.2
23 95.2 93.0
24 90.5 94.5
25 85.7 954
26 76.9 954
27 76.2 96.9
28 66.7 985
29 57.1 985
31 52.4 99.2
32 476 992
33 429 100
35 33.3 100
37 23.8 100
38 142 100
39 95 100
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40 4.7 100
41 0 100
42 0 100
43 0 100
44 0 100
45 0 100
46 0 100
47 0 100
48 0 100
49 0 100
50 0 100
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CAPITULO 5
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DISCUSION GENERAL

Hallazgos e Implicaciones

5.1 Establecimiento de la *H-ERM como técnica diagnéstica en TEA

Tomando como base la hip6tesis, del expansivo aumento del tamafio del cerebro en nifios con
TEA (Courchesne et al., 2003), y que se ha visto relacionado con una disminucion transitoria
del NAA en la nifiez, pero no en la edad adulta, nos atrevimos a utilizar la espectroscopia del
proton debido al auge que ha tenido en los Gltimos afios tanto en la investigacion, como en el
diagndstico clinico y tratamiento de las enfermedades psiquiatricas (Esquizofrenia, trastorno
Bipolar, etc.) y neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, y Hungtinton). Ademas, se ha visto
que una disminucién del pico del espectro de NAA en una area especifica del cerebro, puede
estar presente en ausencia de anormalidades de la MRI_3D (Connelly et al., 1998; Hetherington
et al., 2002), dejando un precedente importante de la utilidad de la espectroscopia en el estudio
de los TEA.

La puesta a punto de la técnica 'H-ERM, fue necesaria para ser utilizada en los estudios
desarrollados en esta tesis, con la finalidad de ser implementada a posteriori, como método
diagndstico precoz en TEA. Debido a la gran variabilidad de resultados, que respaldan esta
técnica como eficaz y fiable en la préctica clinica en el diagnéstico y tratamiento de multiples
patologias que van desde la isquemia cerebral hasta la diferenciacion de tumores.

Los ensayos desarrollados, nos permitieron decidir cual era el mejor TE y TR para obtener unos
espectros de calidad (alta sefial/ruido). Para ello, fue modificado el enfoque convencional de
emplear unos TE= 270 y 135ms utilizados en clinica, donde los principales metabolitos
observados son: N-Acetil aspartato, colina, creatina, lactato y glicina, por el empleo de un TE =
23 ms mucho més corto y un TR= 1070, lo que nos permiti6é observar metabolitos adicionales
como el glutamato, glutamina, glutation y mioinositol. Estos metabolitos pueden ser utilizados
como biomarcadores de la densidad, funcién y homeostasis neuronal y axonal con el pico de la
sefial del N-Acetil-aspartato y como biomarcador glial con el pico de la sefial del mioinositol.
Ademas, otro biomarcador importante es el glutation, el cual ha sido descrito Gltimamente como

responsable en el dafio mitocondrial.
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Un hito importante en esta tesis, lo constituye el hallazgo de la desregulacion metabodlica del N-
acetil-aspartil-glutamato  (NAAG), reportada en el ACC y el PCC, que justificaria el
hipofuncionamiento de las redes de saliencia, la DMN, y las redes fronto temporal, visual y
motora reportados en estudios anteriores (Uddin, Supekar, Lynch, et al., 2013); confirmando las
diferencias funcionales y neuroquimicas, existentes entre ACC y PCC en TEA. Por otro lado,
estudios mas recientes de espectroscopia, han sugerido que los cambios dindmicos de la
concentracion de N-acetil-aspartato (NAA) uno de los precursores del NAAG en las neuronas,
indican que los niveles de NAA pueden reflejar una disfuncion neuronal, mas que una pérdida
de éstas (Govindaraju et al., 2000), marcando la diferencia entre TEA y las enfermedades

neurodegenerativas, lo que apoyaria nuestros resultados.

Aunque, los resultados de espectroscopia obtenidos en el PCC son dificil de contrastar con otros
autores, debido a que la bibliografia cientifica en TEA carece de datos obtenidos mediante esta
técnica, en la corteza del cingulado posterior, segun el estudio de metanalisis que referenciamos
a continuacion (Aoki, Kasai, et al., 2012). Sin embargo, la desregulacion funcional de los nodos
ACC y PCC, componentes centrales de las redes fundamentales del procesamiento en el cerebro
humano (es decir la SAN y la DMN descritos por Doyle-Thomas et al., 2015, como la causa
principal del deterioro cognitivo-social en TEA), apoyan la desregulacion metabdlica entre ACC

y PCC descrita en esta tesis, como una posible explicacion etioldgica del TEA.

Otros autores, han demostrado que el PCC exhibe una complejidad dendritica muy por debajo
de la presente en el ACC (Schiiz & Miller, 2003), lo que explicaria las diferencias metabdlicas
existentes entre las dos regiones en TEA. Sugiriendo, que este hallazgo, es un importante aporte
a la etiologia de TEA; que demuestra la actividad metabdlica en PCC vinculada al

funcionamiento de la red por defecto.

Los metabolitos utilizados como marcadores segin su funcion dentro del sistema nervioso
central es decir, 1) NAA, marcador neuronal y 2) Cr, Cho y ml como indicadores de la
formacion de ATP, integridad de la membrana celular (Turnover) y, transduccién de sefiales
celulares, atil en la evaluacion de la maduracion cerebral respectivamente, describieron el
patrén metabdlico hallado en los sujetos con TEA revelando, la actividad neuroquimica entre
los nodos ACC y PCC de la SAN y la DMN.

Aunque el aumento de la proporcion NAA/Cr en PCC, no ha sido reportado antes en personas
con TEA, esta region ha sido muy estudiada con espectroscopia RM en la enfermedad de
Alzheimer donde, en estadios tempranos se ha visto que, la proporcion NAA/Cr esta
significativamente disminuida (Hattori, Abe, Sakoda, & Sawada, 2002), contrariamente a

nuestros resultados en los grupos AQ2 y AQ4.
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5.2 Desregulacion de glutamato en TEA

El aumento significativo de la concentracion de glutamato en el ACC, en personas adultas con
TEA descrito en nuestro estudio, esta en consonancia con los resultados de estudios anteriores
(ver Tabla 5.1.2.1). Se sabe que, la excitotoxicidad inducida por una desregulacion de glutamato
en el cerebro, contribuye a un gran ndmero de trastornos como la isquemia, epilepsia,
traumatismos craneoencefalicos, demencia asociada al sida y a la aparicion de patologias
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA) (Hynd et al., 2004), de Huntington
(Estrada-Sanchez et al., 2009), de Parkinson (Caudle & Zhang, 2009), entre otras (Young et al.,
2010). Sin embargo, no ha sido el caso con TEA, a pesar de que diferentes estudios previos han

descrito una desregulacion de glutamato en ACC (Tabla 5.1.2.1).

Tabla 5.1.2.1 Resumen de resultados previos en espectroscopia RM en TEA y sus autores.

Estudio Muestra N° TEA/DT Métodos Region Hallazgo
(Bernardi et al., Adultos alto 14/14 3T Der. ACC GIx ¢
2011) funcionamiento
(Bejjani et al., Nifios 8/10 1.5T PRESS pACC Glx
2012)
Adolescentes
(Joshi et al., 2013)  varones edad (12- 71 4T ACC Glu
17) afios
(Tebartz van Elst Adultos alto 14/29 3T ACC Glu

etal., 2014) funcionamiento

Nota: T, Tesla; CSI, Imagen por desplazamiento quimico; Der, Derecho; PRESS, Secuencia de pulsos, ACC, Corteza
anterior del cingulado; pACC, Pregenual corteza anterior del cingulado; Glx, Glutamato+glutamina; Glu,
Glutamato.

Como se dijo anteriormente, el aumento de glutamato esta relacionado con la toxicidad en el
cerebro (Parsons, Danysz, & Quack, 1998), y su exceso puede tener consecuencias patoldgicas,
debidas a la desregulacién en las concentraciones de Ca?* intracelular. Ademas, existe un
delicado equilibrio entre los mecanismos que permiten la entrada de Ca?" fisioldgica y aquellos
que limitan el exceso intracelular para evitar los procesos neurodegenerativos y que el

desequilibrio entre ambos puede determinar la pérdida de la viabilidad neuronal (Foster, 2007).

El resultado de nuestro estudio sugiere, que este aumento en los niveles de glutamato en ACC,
podria estar implicado en las causas de los trastornos dentro del espectro de autismo. Si bien,
por un lado el glutamato junto a la glutamina, estan en estrecho equilibrio metabdlico donde la
glutamina es transformada en glutamato por la glutamina sintetasa o glutaminasa en las
vesiculas de almacenamiento de las neuronas presinapticas; las cuales migran hacia la

membrana celular y por un proceso de exocitosis el glutamato es excretado a la hendidura
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sindptica a través de las diferentes rutas de la neurotransmision glutamatérgica (recaptacion

glial, recaptacion presinéptica, agonismo AMPA, agonismo NMDA, agonismo de los receptores

Kainato y Quisqualato, y el agonismo metabotrépico activando el segundo mensajero CAMP)

(ver Figura 5.1.2.1).

Cerebral

Astrocyte Capillary

°
Glutamate

e ey
Pl

NMDA 1}

Figura 5.1.2.1 Ciclo del glutamato-glutamina en el cerebro (fuente: http://themedicalbiochemistrypage.org/)

Por otro lado, los efectos neurotoxicos del glutamato han sido asociados fundamentalmente a la

excesiva activacion de los denominados receptores NMDA (ver Figura 5.1.2.2), puesto que son

los mas permeables a Ca®*, y actiian de forma cooperativa con los receptores de tipo AMPA-

Kainato, fundamentalmente permeables a sodio (Salifiska, Danysz, & Lazarewicz, 2005).

Neurona
presinaptica

mGlu-R

Astrocito

EAAT3/4
(neuronal)

Neurona
post-sinaptica

Glucosa + O2
CO2+ H20
AAs

GIn + lactato

Astrocito

Figura 5.1.2.2 Vias de exocitosis y recaptacion del glutamato en el SNC en mamiferos (fuente: UCM. Grupo

Neurobiologia Molecular http://pendientedemigracion.ucm.es/)
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También se ha descrito, que la reduccion de la expresion de alguno de los transportadores
axolemales para glutamato, dependiente de Na'/K* (Garcia-L6pez, 1999), produce un aumento
significativo de la concentracion extracelular de glutamato (Medina-Ceja, Guerrero-Cazares,
Canales-Aguirre, Morales-Villagran, & Feria-Velasco, 2007) sugiriendo otra explicacion al

aumento de este metabolito en TEA.

Tomando en cuenta lo dicho anteriormente, es importante, para acercarnos a una explicacion
certera de la posible causa de este aumento de glutamato en el ACC de las personas con TEA,
considerar la multiplicidad de concentraciones de este neurotransmisor segln su ubicacion en el
tejido cerebral (ver Tabla 5.1.2.2) asi como, las diferentes rutas metabdlicas que recorre dentro

de la neurotransmision glutamatérgica (Medina Marin & Escobar, 2002).

Tabla 5.1.2.2 Concentraciones de glutamato en condiciones de reposo.

CONCENTRACION DE GLUTAMATO UBICACION

600-1 pumol Espacio extracelular
10 mmoles Citoplasma presinéaptico
100 mmoles Vesiculas de almacenamiento
Concentracion Sodio dependiente Gradiente espacio extracelular/
espacio presinaptico
Bomba ATPasa Gradiente vesiculas de almacenamiento/
Citoplasma celular

El ACC desempefia un papel importante en el cambio de “la atencién”, durante la operacién de
la memoria de trabajo®® (Papazian, Alfonso, & Luzondo, 2006) ademas de ser parte de la DMN,
que relaciona la corteza anterior con la corteza posterior del cingulado (M. E. Raichle et al.,
2001) por lo que, a la luz de la investigacion descrita arriba, nos atrevemos a sugerir que un
desequilibrio de la neurotransmision glutamatérgica afectaria de forma negativa el regular

funcionamiento de la DMN en las personas con TEA.

5.3 Desregulacion del metabolismo N-Acetil-aspartil-glutamato en TEA

Otro de nuestros hallazgos, fue una aparente desregulacion en el metabolismo el NAAG que a
su vez, esta estrechamente vinculado al equilibrio de glutamato en la ruta glutamatérgica en el

20 Baddeley describe la memoria de trabajo (MT) como un mecanismo de almacenamiento temporal que permite retener algunos
datos de informacién en la mente, compararlos, contrastarlos, o en su lugar, relacionarlos entre si. Se responsabiliza del
almacenamiento a corto plazo, a la vez que manipula la informacién necesaria para los procesos cognitivos de alta complejidad,
mediante nuevas reorganizaciones cognitivas cada vez de mayor amplitud Baddeley, A. D., & Hitch, G. (1974). Working memory.
Psychology of learning and motivation, 8, 47-89.
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cerebro humano (Baslow, 2000, 2010). Sin embargo, aunque el desequilibrio del metabolismo
del NAAG ha sido descrito en una gran variedad de trastornos neurosiquiatricos y
neuropatoldgicos (Bergeron, Coyle, Tsai, & Greene, 2005; Tsai, 1995) no se ha descrito en los
trastornos del espectro de autismo, por lo que este hallazgo representaria un hito importante en
la etiologia del TEA.

La ruta metabdlica que sigue este neuropéptido en las células nerviosas se divide en dos
procesos conjugados, el catabolismo y el anabolismo. Donde, la reaccion catabdlica libera
energia, que a su vez, es utilizada por la reaccién anabdlica para recomponer los enlaces
quimicos para formar la proteina. Ambos procesos estan acoplados puesto que uno depende del
otro. EI NAAG es liberado al espacio extracelular sindpticamente, donde es inactivado por las
dos peptidasas localizadas en la célula glial (ver Figura 5.1.3.2) llamadas glutamato
carboxipeptidasa Il y Il (GCPIIl, GCPIIl) (Zhou, Neale, Pomper, & Kozikowski, 2005), y

recaptado por la neurona post sinaptica a través del receptor NMDA.

En resumen, el aumento en la concentracion de glutamato en el ACC de los sujetos con TEA,
nos indicaria que la desregulacion del equilibrio del NAAG estaria mayoritariamente dirigida
por la ruta “2” sugiriendo una hiperfuncion del receptor mGluys  asi como la hipofuncion de los
receptores GCPII y GCPIII en la ruta “1”. Contrariamente en el PCC, la acumulacion de NAAG
nos indica que este neuropéptido se podria estar acumulando por la hipofuncién de GCPII y
GCPIII en la ruta “1” y que explicaria metabolicamente la disfuncion tanto de la red de saliencia

como de la DMN en las personas con TEA.

Este neuropéptido ademas de ser la causa de la hipoconectividad entre las principales redes, nos
muestra una diana farmacol6gica muy atractiva para futuras investigaciones, considerada
anteriormente por los estudios realizados por Jessen y sus colaboradores, que sugieren la
determinacion de la concentracion de NAAG como crucial para lograr una mayor comprension
de la disfuncién glutamatérgica y para la evaluacion de los modos de accién de nuevos farmacos
(Jessen et al., 2011).
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NAAG NAA

Figura 5.1.3.2 Mecanismo de accién de NAAG en la terminal pre y post sindptica. Modificado de (Zhou et
al., 2005).

En base a la referencia anterior, y ante el hallazgo reportado en nuestros estudios de la
disminucion significativa de la concentracion de NAAG en el ACC y una aumento significativo
en PCC en TEA, podemos sugerir la desregulacion del NAAG y en consecuencia de toda su ruta
metabdlica, (es decir, todo lo que ella conlleva, ya que estan involucrados el aminodcido NAA,
el neurotransmisor excitatorio-inhibitorio Glu, y el neuropéptido-neuromodulador NAAG,
ademas de las enzimas), como la causa principal del desequilibrio neuroquimico que sustentaria

la etiologia de los trastornos del espectro de autismo.

5.4 Desregulacion del metabolismo redox del glutatién en TEA

La disminucion significativa de GSH en ACC y PCC, mostrado en nuestros resultados en el
grupo AQ3, estan en concordancia con los estudios de espectroscopia de resonancia magnética
en esquizofrenia, donde han mostrado por un lado, una disminucidn significativa de GSH en el
fluido cerebroespinal y por otro lado, una disminucién del 50% en la corteza frontal (Raffa et
al., 2009). Cabe destacar, que en un principio, la esquizofrenia fue considerada una de las
comorbilidades en el autismo (DSM-I y DSM-II).
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Interesantemente, el glutation es considerado una neurohormona - neuromodulador, porque
posee caracteristicas que le confieren esta propiedad. Entre ellas estan que, ha sido detectado en
el espacio extracelular; su liberacién se estimula en cortes cerebrales; se une especificamente a
receptores extracelulares que generan cascadas de sefializacion en astrocitos; promueve la
induccién de corrientes de sodio en la neocorteza y por ultimo, se une a la y- glutamil-cisteina
produciendo cisteina y 5-oxoprolina, ésta Gltima es convertida en glutamato via la enzima 5-
oxoprolinasa (Janaky et al., 1999), , lo que nos hizo sugerir que este neuromodulador podria

estar influenciando el aumento de glutamato detectado en ACC en TEA (ver Figura 5.1.3.3).

- T T~
” ~
/ Glicina ARG
7 N\
/ \
¥ \
Glutamato + Cisteina | wedy ¥glutamilcisteina | sy GSH
(3) v
5-oxoprolina

Figura 5.1.3.3 Etapas de la sintesis metabdlica de GSH.

Por otro lado, el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial y la neuroinflamacién se han
seflalado como causas determinantes en la aparicion de TEA (Rossignol & Frye, 2014), como se
puede observar en el resumen de los hallazgos de investigacion resefiados en la siguiente ( Tabla
5.1.4.1), y que estan directamente asociados al GSH (Heales et al., 2004). Por tanto, un
desequilibrio en los niveles de GSH en los nodos ACC y PCC, podria contribuir a la
disminucion de defensas antioxidantes y por lo tanto incrementar la susceptibilidad de los
astrocitos, generando una deficiente defensa glial (Rossignol & Frye, 2014), con el consecuente

dafio neuronal existente en TEA.
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Tabla 5.1.4.1 Resumen de las investigaciones de alteraciones de GSH — GSSG en TEA.

Marcadores del estrés

Autor Tipo de estudio -
oxidativo
(James et al., 2004; James et GSH {/, GSSG 1,
Caso-control
al., 2006) GSH/GSSG

Células linfoblastoides . .
(James et al., 2009) . Reserva de GSH mitocondrial {,
de nifios con TEA

Genético en nifios

(Bowers et al., 2011) GLRX3
Con TEA
Nifios (5-16 afios)
(Adams et al., 2011) Ingesta de suplementos de GSH ¢
vitaminas y minerales
Caso-control
(Rose et al., 2012) GSH {, GSH/GSSG |
adultos

Conscientes de que la técnica de *H-MRS cuenta con una diversidad de parémetros (TE, TR),
como una de sus desventajas a la hora de confirmar resultados cientificos; sin embargo, nos ha
permitido estudiar un area muy importante a nivel cognitivo (social-emocional) (Crossman &
Neary, 2002; Papez, 1937; Marcus E Raichle, 2010; M. E. Raichle et al., 2001) nos referimos a
la corteza posterior del cingulado. Nuestros estudios metabdlicos en el PCC pueden ser
contrastados con los estudios de fMRI, que demuestran que la corteza del cingulado poaterior
presenta anormalidades funcionales (Chiu et al., 2008; Leech et al., 2012; Leech & Sharp, 2014;
Oblak, Rosene, Kemper, Bauman, & Blatt, 2011; Vogt, Rosene, & Pandya, 1979) en personas
con TEA. Enfatizando, en la importancia de nuestros hallazgos que sugieren una via metabdlica

hasta ahora desconocida en la que seria muy beneficioso profundizar.

Aunque, la sefial de estos metabolitos es inherentemente baja, y requiere muchos promedios y
campos de vision extremadamente limitados. Sin embargo, la obtencidn de los espectros de los
metabolitos especificos es de gran relevancia para entender las alteraciones quimicas que se
suceden en el amplio espectro de autismo.

5.5 El procesamiento visual en los Trastornos del Espectro de Autismo como marcador
asociado a la red atencional posterior en TEA.

La relacion del sistema limbico, con las fuertes respuestas emocionales evocadas durante el
desarrollo de las tareas de contacto visual en las personas con TEA, ha sido descrita
anteriormente en estudios de resonancia magnética funcional por (Kawashima et al., 1999), asi
como la responsabilidad de la corteza del cingulado posterior en la percepcion y direccionalidad

de la mirada, que respaldan los resultados neurometabélicos de nuestro estudio.
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Lo que nos hace sugerir la hipotesis de que el sistema visual en TEA se encuentra afectado por
una desregulacion en el metabolismo del NAAG intrinseco del PCC, fundamentalmente
influenciado por el aumento de los niveles de este péptido en los sujetos pertenecientes al grupo
AQ3y la disminucion del nivel en los grupos AQ2 y AQ4. A la luz de los resultados obtenidos
en nuestro estudio con “Eye tracking”, tenemos que decir que, aun cuando lucen prometedores,
queda un largo camino de investigacion por recorrer antes de reconocer este nuevo sistema,
como una alternativa novedosa y econémica para el diagndstico precoz de personas dentro del

espectro de autismo.

5.6 Validacion del AQ-Test Score (cuestionario psicométrico del Cociente Autista) en
poblacién hispana.

El AQ-Test Score ha demostrado ser una herramienta valiosa en nuestros estudios en adultos,
por lo que consideramos la idoneidad del test en el cribado de la poblacién dado sus excelentes
resultados de fiabilidad. Asi mismo, el método empleado para estimar la validez de construccion
del cuestionario AQ dentro de la poblacién hispana, participante de los estudios desarrollados
en esta Tesis fue el de los estudios relacionados con los criterios, que implican la diferenciacion
de grupos, donde pretendidamente, se evalud la capacidad del cuestionario para poder
diferenciar dos 0 mas grupos asi como, los cocientes de validez, ya que, el cuestionario se aplicd
a un grupo de sujetos en los que se estudian criterios relacionados con el constructo teérico del

mismao.

Con la aplicacion de este cuestionario a la poblacién de estudio, cumplimos con un
procedimiento estandarizado caracteristico de los test psicométricos mediante el cual se pudo
medir las caracteristicas autistas como un atributo de las personas, con la ayuda del sistema
numérico. En nuestros estudios el cuestionario del AQ se utiliz6 como un instrumento de
medicion auxiliar, para una mejor toma de decisiones a la hora de diferenciar los sujetos con
TEA, reflejando su fiabilidad (consistencia interna) a través del coeficiente de Alfa de

Crombach.
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CAPITULO 6
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de esta Tesis se resumen a continuacion:

1. En esta tesis se ha validado el cuestionario AQ-Test Score en la poblacién hispana. Se ha
demostrado que el AQ-Test es una herramienta valiosa en relacion con el cribado de la
poblacion dado sus excelentes resultados de fiabilidad. En nuestros estudios el cuestionario del
AQ se utilizé como un instrumento de medicion auxiliar, para una mejor toma de decisiones a la
hora de diferenciar los sujetos con TEA, reflejando su fiabilidad (consistencia interna) a través

del coeficiente de Alfa de Crombach.

2. Se ha puesto a punto en esta tesis una técnica de analisis de la mirada basada en el sistema de
eye-tracker, con el objeto de utilizar esta herramienta como marcador temprano de TEA. Los
resultados obtenidos al aplicar esta metodologia nos ha permitido observar cambios en los
parametros fundamentales de la mirada que estan relacionados con la severidad de los sintomas
dentro del espectro de autismo. Se ha encontrado que en el ACC (que forma parte del sistema
atencional anterior) est4 positivamente correlacionado al estrés oxidativo asociado al glutation,

que es considerado marcador del dafio celular.

3. Se ha adaptado y se ha puesto a punto un protocolo de *H-ERM de véxel tnico en ACC y
PCC asociado a LCModel con el objetivo de hacer un diagndstico bioquimico del TEA y que

pueda ser utilizado como un posible biomarcador de TEA.

4. Se ha encontrado una disminucion significativa de la concentracién de NAAG en el ACC y
un aumento significativo en PCC en sujetos con TEA. Esta desregulacion del NAAG y en
consecuencia de toda su ruta metabdlica, (es decir, todo lo que ella conlleva, ya que estan
involucrados el aminoacido NAA, el neurotransmisor excitatorio-inhibitorio Glu, y el
neuropéptido-neuromodulador NAAG, ademas de las enzimas), luce como una posible causa
del desequilibrio neuroquimico presente en los trastornos del espectro de autismo, que podria
ser el origen del hipofuncionamiento de las redes de saliencia, la DMN, y las redes fronto
temporal, visual y motora reportados por otros autores, confirmando las diferencias funcionales

y neuroquimicas, existentes entre ACC y PCC en TEA.

5. En este trabajo encontramos que las personas con TEA (pertenecientes a los grupos AQ2 y
AQ4) presentaban una proporcion NAA/Cr alta en PCC, lo que contrasta con los bajos niveles

encontrados en pacientes con enfermedad de Alzheimer.
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6. Se encontr6 una disminucion significativa de GSH en ACC y PCC, mostrado en nuestros
resultados en el grupo AQ3, que estan en concordancia con los estudios de espectroscopia de
resonancia magnética en sujetos con esquizofrenia, donde han mostrado por un lado, una
disminucion significativa de GSH en el fluido cerebroespinal y por otro lado, una disminucién

del 50% en la corteza frontal.

7. Este desequilibrio en los niveles de GSH en ACC y PCC, podria contribuir a la disminucion
de defensas antioxidantes y por lo tanto incrementar la susceptibilidad de los astrocitos,
generando una deficiente defensa glial, contribuyendo con el dafio neuronal existente en TEA
motivado por el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la neuroinflamacion que se han

seflalado como causas determinantes en la aparicion de TEA.

8. Se encontr6 un aumento significativo de la concentracion de glutamato en el ACC, en
personas adultas con TEA. Se sabe que el aumento del glutamato estd relacionado con la
toxicidad en el cerebro y su exceso pude tener consecuencias patoldgicas, debidas a la
desregulacion en las concentraciones de Ca,. intracelular. Esto nos permite conjeturar que este
aumento en los niveles de glutamato en ACC, seria una posible causa de los trastornos dentro
del espectro de autismo, bien sea por desregulacion del Ca,. intracelular o por la neurotoxicidad

debida a la excesiva activacién de los receptores NMDA.
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CONCLUSIONS
The main conclusions of this thesis are summarized below:

1. This thesis has validated the AQ-Test Score questionnaire in the Hispanic population. AQ-
Test has been shown to be a valuable tool in population screening given its excellent reliability
results. In our studies, the AQ questionnaire was used as an auxiliary measurement instrument
for better decision making in differentiating subjects with ASD, reflecting their reliability

(internal consistency) through the Crombach Alpha coefficient.

2. This thesis has been developed a technique of eye analysis based on the eye-tracker system,
in order to use this tool as an early marker of TEA. The results obtained in applying this
methodology have allowed us to observe changes in the fundamental parameters of the gaze that
are related to the severity of the symptoms within the spectrum of autism. It has been found that
in the ACC (which is part of the anterior attentional system) it is positively correlated to the

oxidative stress associated with glutathione, which is considered a marker of cellular damage.

3. A single voxel H-ERM protocol in ACC and PCC associated with LCModel has been
adapted and developed with the aim of making a biochemical diagnosis of ASD and that can be

used as a possible biomarker of ASD.

4. A significant decrease in NAAG concentration has been found in ACC and a significant
increase in PCC in subjects with ASD. This deregulation of the NAAG and consequently of its
entire metabolic pathway (i.e. all that it entails, since the amino acid NAA, the excitatory-
inhibitory neurotransmitter Glu, and the neuropeptide-neuromodulator NAAG, in addition to the
enzymes) , Appears as a possible cause of the neurochemical imbalance present in autism
spectrum disorders, which could be the origin of the hypofunction of the salience networks, the
DMN, and the temporal, visual and motor fronto networks reported by other authors,

confirming the Functional and neurochemical differences between ACC and PCC in ASD.

5. In this study we found that people with ASD (belonging to groups AQ2 and AQ4) had a high
NAA / Cr ratio in PCC, which contrasts with the low levels found in patients with Alzheimer's

disease.

6. We found a significant decrease in GSH in ACC and PCC, shown in our results in the AQ3
group, which are in agreement with the studies of magnetic resonance spectroscopy in subjects
with ezquizophrenia, where they have shown, on the one hand, a significant decrease Of GSH in

the spinal fluid and, on the other hand, a 50% decrease in the frontal cortex.
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7. This imbalance in GSH levels in ACC and PCC, could contribute to the decrease of
antioxidant defenses and therefore increase the susceptibility of astrocytes, generating a glial
defense deficiency, contributing to the neuronal damage existing in TEA motivated by the
Oxidative stress, mitochondrial dysfunction and neuroinflammation which have been identified
as determining causes in the occurrence of ASD.

8. A significant increase in glutamate concentration was found in ACC, in adults with ASD. It is
known that the increase of glutamate is related to the toxicity in the brain and its excess could
have pathological consequences, due to the deregulation in the concentrations of intracellular
Ca 2+. This allows us to conjecture that this increase in glutamate levels in ACC would be a
possible cause of disorders within the autism spectrum either by deregulation of intracellular

Ca 2+ or by neurotoxicity due to excessive activation of NMDA receptors.
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DIRECCIONES FUTURAS

1. El metabolismo aberrante del neuropéptido NAAG, y su vinculacién al metabolismo cerebral
compartido entre neuronas, oligodendrocitos y astrocitos, ha tomado importancia en las
enfermedades tanto psiquiatricas como neurodegenerativas, y nos conducen a seguir

investigando esta via metabolica como causa nueva y fundamental en TEA.

2. El estudio de los receptores de glutamato, se presenta ambicioso al permitir un mayor
conocimiento del funcionamiento del sistema nervioso en las personas con trastornos del
espectro de autismo, que abrira las puertas para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas

eficaces para tratar esta patologia desde la desregulacion de la neurotransmision glutamatérgica.

3. Actualmente, se han sintetizado numerosos antagonistas de los receptores NMDA con la
finalidad de disminuir la entrada de calcio a través de las dianas de los receptores AMPA-
Kainato y NMDA y disminuir el efecto excitotoxico de glutamato en el cerebro pero, su
desarrollo clinico se ha visto obstaculizado por la aparicion de efectos adversos importantes que

dificultarian su implantacion en terapéutica.

4. Asi mismo, se ha visto aumentando, el interés de la comunidad cientifica sobre los
antagonistas del receptor NMDA, que se ha centrado principalmente en este tipo de antagonistas
no competitivos y de baja afinidad tomando como referencia la estructura quimica de la
memantina (usado actualmente en EA), que ofrece una base para la sintesis de compuestos que
puedan aportar mejoras en este sentido. Ademas, la estructura tridimensional del receptor
NMDA esta aln por determinar, puesto que se trata de la combinacion de cuatro subunidades

diferentes que conforman el receptor, lo que dificulta enormemente esta tarea.

Desde, el trabajo presentado en esta tesis, consideramos que la investigacion en TEA ha dado un
paso importante dentro la comunidad cientifica, asi como, la inminente continuidad en el
desarrollo de nuevos estudios que nos permitan ampliar el conocimiento de los hallazgos aqui

reportados.
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APENDICE I

Espectroscopia de Resonancia Magnética

1 Fundamentos fisicos de la imagen por resonancia magnética

La resonancia magnética nuclear (RMN) es un fenémeno fisico basado en las propiedades
mecanico-cuanticas de los ndcleos atémicos y, se refiere también a la familia de métodos
cientificos que explotan este fendomeno para estudiar moléculas (ej. Espectroscopia de RMN).
Los dos elementos esenciales que componen un sistema de resonancia magnética son un campo

magnético de gran intensidad y una sefial de radio frecuencia.

La imagen por resonancia magnética (en inglés, Magnetic Resonace Image) MRI; se basa en la
propiedades de los nicleos de algunos atomos, en particular, los de los atomos de hidrégeno,
que contienen un Unico protén. Las frecuencias a las cuales resuena un nicleo atémico (dentro
de una molécula) son directamente proporcionales a la fuerza del campo magnético ejercido
(ver Figura 1.1), de acuerdo con la ecuacion de la frecuencia de Precesion de Larmor (De Graaf,
2013). zTB

IRy

Ag
ﬂwmu fi

I
X I =orbital quantum
nimber

Figura 1.1 Precesion de Larmor.

Cuando se coloca un momento magnético m en un campo magnético B experimenta un par que

se puede expresar en forma de un producto vectorial,
t=pxB Ecuacion 1
Para un momento magnético estatico o un bucle de corriente clésico este par tiende a alinear el

momento magnético con el campo magnético B, de modo que representa una configuracioén con
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su nivel mas bajo de energia. Pero si el momento magnético surge del movimiento de un
electron en orbita alrededor del ndcleo, el momento magnético es proporcional al momento
angular del electrén. El par ejercido entonces, produce un cambio en el momento angular que es
perpendicular a ese momento angular, causando una precesion del momento magnético
alrededor de la direccion del campo magnético (Precesion de Larmor). En el caso nuclear, el
momento angular involucrado, es el momento angular intrinseco | asociado con el spin nuclear
(ver Figura 1.2).

e
u=g !

2m,
Torgque

™. T=u x B

Figura 1.2 Precesion de Larmor asociada con el spin nuclear.

Cuando se ejerce un par perpendicular al momento angular L, produce un cambio en el
momento angular DL que es perpendicular a L, causando un precesion alrededor del eje z.

Llamando al angulo de precesion ““ f”, podemos describir el efecto del par como sigue:

o _ AL Lvindde:

dl

el = E =TT
= |ub sinf)| = LI sinl)

" Ecuacion 2
donde,

La velocidad angular de precesion (frecuencia Larmor) es:

=t .
Wiarmer = I - I Ecuacion 3

Estas relaciones de un bucle de corriente finito, se extienden a los dipolos magnéticos de las
orbitas de electrones, al momento magnético intrinseco asociado con el spin del electron y otro
con los spines nucleares.

La frecuencia angular asociada a un “flip de spin”, una absorciéon o emisién resonante,

involucrando estados cuanticos de spin se des cribe de forma general como:
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W = gB Ecuacién 4

donde g es la relacién giromagnética. Tomemos en cuenta que esta frecuencia es dos veces mas
alta que la frecuencia de Larmor (owLarmor) descrita arriba a causa del volteo de spin, con un
cambio de energia AE = 2mB. Esta transicion de spin nuclear de los niicleos colocados en un
campo magnético, es el fundamento de la Resonancia Magnética Nuclear (en inglés Nuclear
Magnetic Resonance, NMR). En nuestro caso B es el campo generado por el iman con forma de
tubo del equipo de resonancia donde los spines tienen una tendencia muy pequefia de alienarse
paralelamente a B pero, debido a la gran cantidad de atomos que hay en los tejidos biolégicos se
produce un campo magnético detectable. Esta magnetizacion puede entenderse como un vector
de dos componentes: uno longitudinal (paralelo al campo magnético) y otro transversal

(perpendicular al campo magnético).

Cuando los protones, inmersos en un campo magnético externo B, son sometidos a una sefial de
radiofrecuencia perpendicular al campo y con una frecuencia igual a su frecuencia de precesion,
absorben energia en un proceso conocido como “Excitacion”. Y, Ginicamente los protones cuya
precesion tiene la misma frecuencia que tiene el pulso electromagnético intercambiaran energia
con éste. La excitacion se traduce fundamentalmente en dos aspectos: los espines sincronizan su
precesion y ademas, aquellos espines en estado de baja energia pueden absorber mas energia y
saltar temporalmente a un estado de alta energia. Los pulsos de radiofrecuencia determinan una
rotacion del vector de magnetizacion respecto a la del campo magnético principal, conocida

como “flip angle”.

El proceso contrario a la excitacion se denomina “relajacion” y se produce en cuanto cesa la
sefial de radiofrecuencia (RF), entonces los protones regresan a su alineacion original (antes de
la aplicacion del pulso de excitacion RF), liberando la energia electromagnética absorbida
durante el proceso de excitacion al entorno molecular, al medio circundante recuperandose el
vector de magnetizacion longitudinal (spin-red o lattice). Simultaneamente, los protones se
desfasan (dejan de ir acompasados) y disminuye el vector transversal. Estos dos procesos son
simultaneos pero independientes. Esta sefial es la que se capta y se interpreta generando unas
imagenes formadas por unidades tridimensionales llamadas Voxeles (del inglés volumetric
pixel).

Cada voxel tiene una intensidad determinada que depende de la sefial de resonancia. La
relajacion se mide en los tiempos T1 (relajacion longitudinal) y depende de la relacion entre el
protén y el medio (existen medios de distinta estructura molecular, viscosidad, etc.) que lo rodea
(es el tiempo que tarda en recuperarse el 63% de su magnetizacion longitudinal) que sera

diferente para cada tejido porque no todos los protones se relajan al mismo tiempo.
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El T2 (relajacion transversal) que depende de la relacion entre el proton y los protones vecinos,
mide el tiempo que los protones permanecen en fase después del pulso de RF (es el tiempo que
tarda en perderse el 63% de la magnetizacion transversal de su valor inicial). EI T2 también se
denomina relajacion spin-spin o proton-protén, porque los protones pierden la coherencia de
fase y dejan de ir acompasados (sincrénicamente) (ver Figura 1.3.).

Relajacion T,

Relajacion T,

z z
%y y
AN
/ "ﬂ I*\‘%\ e X

Figura 1.3 Tiempos de relajaciéon T1y T2 donde se muestra el vector de magnetizacion longitudinal y
transversal de los nlcleos sometidos al campo magnético (fuente: https://www.google.se)

Cada proton es influido por los pequefios campos magnéticos de los nicleos vecinos que
favorecen el desfase, y estos junto a la DP (densidad proténica), descrita por el nimero de
atomos que han entrado en resonancia, son las principales medidas que determinan la intensidad
de la sefial y el contraste de las imégenes obtenidas. Cada tejido biol6gico tiene su propio T1,
T2y DP.

Al ajustar las secuencias de pulsos electromagnéticos se pueden obtener diferentes iméagenes,
potenciando ciertos tipos y propiedades de relajacién. Los dos parametros esenciales que se
modifican para obtener estas potenciaciones son: el tiempo de repeticion (TR o repetition time),
que es el intervalo temporal entre pulsos de excitacion sucesivos y el tiempo de eco (TE o
tiempo echo), que es el intervalo temporal entre el pulso de excitacion y el registro de la sefial.

La manipulacién del TE y el TR permite obtener imégenes de diferentes caracteristicas, en
funcion de los intereses del investigador o clinico. Asi, por ejemplo, las iméagenes potenciadas
en T1 se obtienen a unos TR (< 500 ms) y TE (< 30 ms) cortos.

Las conexiones de la sustancia blanca tienen un T1 largo y se ven blancas, mientras que las de
la sustancia gris tienen un T1 corto y aparecen grises en las imagenes potenciadas en T1. Este
tipo de imagenes se suelen utilizar para obtener iméagenes anatdmicas de alta resolucion.
También podemos obtener imagenes potenciadas en T2 con TR (> 1500 ms) y TE (> 144 ms)

largos, o las potenciadas en densidades proténicas (con TR largo y TE corto) (ver Figura 1.4.).
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1.1 Calidad de la imagen por resonancia magnética

Una imagen diagnéstica y de calidad es la que obtiene un equilibrio entre la relacion sefial/ruido
y la resolucién espacial, en un tiempo de adquisicién aceptable, evitando el mayor nimero de
artefactos. Es importante recordar que cualquier cambio realizado en los parametros, afecta
principalmente a uno de los criterios de calidad de imagen, nos referimos al tiempo de
adquisicion y este a su vez influye siempre sobre los demés de diversos modos. Desde las
primeras imagenes con secuencias de 12-15 minutos hasta hoy, los avances desarrollados se han
dirigido a disminuir el tiempo de las secuencias (una secuencia > 6 minutos favorece la

aparicion de artefactos) (Almandoz, 2003).

El tiempo total de adquisicion se define como: la duracion necesaria para la adquisicion de una

imagen y se puede calcular de la siguiente manera.
TA = TRx N x NEX Ecuacion 5
donde,

TR= Tiempo de repeticion
N= Ndmero de pasos de codificacion de fase

NEX= Numero de excitaciones o adquisiciones de los datos

Figura 1.4 Secuencias en T1, T2 y DP de un mismo paciente (fuente: https://www.google.se)
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1.2 Parametros de *H-ERM

Como se mencion6 en el apartado de la introduccion, la espectroscopia por resonancia
magnética ("H-ERM) es una técnica que permite el estudio del metabolismo cerebral “in vivo” y

entrega informacion bioquimica “no invasiva” de 10s tejidos.

La 'H-ERM registra las sefiales de los metabolitos presentes en el tejido cerebral, mediante el
estudio de los nucleos atomicos del hidrogeno, por encontrarse éste, en concentraciones
suficientes para ser detectados (el 90 % del volumen del cerebro estd compuesto por agua y es el
principal vehiculo de las transmisiones electroquimicas) y estudiados por esta técnica.

En el estudio de 1H-ERM los nlcleos atdmicos de hidrégeno (1H) son sometidos a un campo
magnético (CM) uniforme y reciben pulsos de radiofrecuencia (RF) a 90°, lo que determina su
rotacion desde el eje z al eje x, y al suspender el pulso el nicleo de hidrégeno regresa a su

posicion energética original.

La variacion de voltaje que esto produce se denomina FID (“free induction decay”) y es
detectada por el receptor y decodificada usando el algoritmo de la transformada de Fourier. El

resultado es una grafica o espectro en donde cada pico se caracteriza por:

a) Frecuencia de resonancia: Bajo la influencia de un campo magnético externo, las cargas
de los electrones que rodean al nlcleo crean un débil campo opuesto, que produce un
efecto de escudo sobre el nicleo, por tanto se dice que el nicleo estd protegido o
apantallado. Este apantallamiento (Proctor & Yu, 1951), es muy importante desde el
punto de vista experimental ya que el campo magnético efectivo, que siente un proton
dentro de una molécula, es siempre menor que el campo externo, y por lo tanto, para

que el nlcleo entre en resonancia dicho campo externo debe ser mayor (ver Figura

1.2.1).
A S
H | H
N
N,
H— C —N—CH—CH:—0_ ™\
/ | ™~ ;
/C N —/ Menos apantallado:
Mis apantallado: Absorbe a campo mas bajo
Absorbe a campo mas alto
v

Figura 1.2.1 Apantallamiento de los protones en la molécula de la Colina.
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Decimos entonces que por la variabilidad de apantallamiento de los diferentes protones dentro
de una misma molécula, éstos resuenan a diferentes combinaciones de frecuencia y campo

magnético.

b) Desplazamiento quimico (c): La frecuencia de resonancia (rotacién) de un nicleo
particular es proporcional a la fuerza del CM que experimenta, debido a que en
diferentes ambientes quimicos la densidad de los electrones y por lo tanto el CM varian,
los ndcleos de hidrégeno de distintos compuestos van a resonar a frecuencias
discretamente diferentes. Estas pequefias diferencias de frecuencias de resonancia se
denominan “chemical shift” (Castillo et al., 1996; Rudkin & Arnold, 1999) y
convencionalmente se representan en el eje de las x, de derecha a izquierda, expresadas
en partes por millon o ppm (1 Hz por millén de Hz de la frecuencia del resonador). El
desplazamiento quimico (o) identifica el radical en que se encuentra el ndcleo

independientemente del valor del campo magnético.

Observando a que frecuencia resuenan o cambian de posicion los nicleos, se puede determinar
entonces a que molécula corresponden (Ver Figura 1.2.2). De esto se entiende que a mayor
potencia del equipo, la frecuencia (Hz) va en aumento y es posible separar mejor los distintos
elementos metabdlicos que tienen frecuencias de resonancia muy préxima entre si. Intensidad
del pico: Esta determinada por la altura o el area bajo la curva y es directamente proporcional al
nimero de ndcleos que contribuyen a su formacién en un volumen particular, es decir, depende
de la concentracion del metabolito (Rudkin & Arnold, 1999), sin constituir una medida directa
de éste (Garcia-Segura, lzal, & Viafio, 2000).

Figura 1.2.2 Espectro de proton en cerebro humano sano (fuente: https://www.google.se)
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La cuantificacion de los datos espectrales se puede estimar en términos relativos de cocientes
metabdlicos (en base a la creatina), es decir, relaciones entre las intensidades de los diferentes
picos (ej: NAA/Cr, Cho/Cr, ml/Cr, etc.). Sin embargo, el uso de las relaciones, no
necesariamente asume que uno de los metabolitos deba ser constante. Ademas, los cocientes de
un metabolito, no representan todas las diferencias posibles, si se usa un solo denominador
especifico (como es el caso con la creatina), pudiéndose comparar otras relaciones (ej:
Cho/NAA, NAA/mI, etc), asumiendo que las sefiales registradas en todos los sujetos se
obtuvieron en la misma unidad de scanner y utilizando el mismo protocolo (Miller, 1991; Nery
et al., 2009; Soares & Law, 2009).

¢) Secuencias de eco estimulado: Para obtener un espectro se utilizan secuencias de pulso,
que no son mas que una serie de pulsos de radiofrecuencia y de gradientes de campo
magnético que se activan a tiempos determinados para obtener la sefial de resonancia.
Las secuencias de pulsos que se aplican a la adquisicion de espectros de protdn en la
clinica son:
e Secuencia spin-echo, (SE, PRESS, PRIME)

e Secuencia de eco estimulado (STEAM)

d) Secuencias de iméagenes de desplazamiento quimico o de imagenes espectroscdpicas
con excitacion selectiva de un volumen (“Chemical shift imaging” o “spectroscopy

imaging” SE-CSI, STEAM-CSI, CSl-hibridas.

Los tiempos de eco largo mas utilizados corresponden A 135-144 ms y 270-288 ms, mientras
que entre los tiempos de eco cortos podemos destacar 25-45 ms para la secuencia SE y 10-30
ms para la STEAM. Aunque la secuencia SE produce una relacion sefial-ruido doble de la
secuencia STEAM, en esta tesis se requiere visualizar el mayor nimero posible de compuestos.
Un ejemplo lo representa el mioinositol (¢ = 3.56 ppm muy cercano a la sefial del agua o = 4.82

ppm) considerado un importante marcador en las enfermedades neurodegenerativas.

1.3 Obtenciodn de los espectros

La obtencion de un espectro “in vivo” requiere de tres pasos imprescindibles e invariables:
a) Posicionamiento de la bobina en la region en la cual se quieren obtener los espectros,
b) Homogenizacién del campo magnético en la zona de interés,
¢) Supresion del aguay,
d) Obtencion del espectro.

a) Posicionamiento de la antena o bobina
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Consiste en asegurar que la zona a estudiar esté situada correctamente dentro del volumen de
observacion de la bobina mediante la obtencién de una serie de imégenes répidas, las cuales
serviran posteriormente para la localizacion del voxel de interés. Las antenas son dispositivos
que se utilizan para detectar la sefial emitida por los tejidos. Pueden ser transmisoras (envian los
pulso de RF que excitan los tejidos), Receptoras (captan la sefial que emiten los tejidos) o
transmisoras-receptoras (envian los pulsos de RF y captan la sefial que emiten los tejidos), y
poseen formas diferentes que se utilizan segtn la morfologia y el tamafio de la zona anatémica

que se quiere estudiar (Ver figura 1.3.1).

Las ondas de RF necesarias para excitar los protones (generador de radiofrecuencia) deben ser
pulsos de muy corta duracidn, aplicados a una frecuencia igual a la frecuencia de precesion de
los ndcleos que se pretenden excitar y con una amplitud de pico a pico de varios cientos de
voltios. En nuestro estudio usamos la antena para cabeza de un disefio muy extendido que se

conoce como jaula de pajaro (en inglés Head birdcage coil).

Bobinas de gradiente

Bird Cage Coll
[

r‘,‘-—

ll

s,

I

Bobinas de RF
(transimisora-receptora)
paciente

Figura 1.3.1 Bobinas de gradientes utilizadas en estudios de resonancia magnética (fuente:
https://www.google.se

b) Homogenizacion del campo magnético

Los tejidos y 6rganos de distintas personas, presentan diferente susceptibilidad magnética que
causa cambios en la intensidad del campo magnético. Cuando estos cambios se producen dentro
del volumen a estudiar, un nlcleo en una determinada célula presenta una variacién en sus
frecuencias de resonancia, dando origen a un espectro de picos muy anchos y de menor
intensidad. Este problema se soluciona colocando la bobina en el centro del iman o muy cerca

de él, para asi obtener la mayor homogeneidad del campo magnético. Por esta causa los equipos
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de resonancia magnética ya vienen equipados con un conjunto de bobinas que generan
gradientes de campo magnético, la corriente que circula por estas bobinas se varia de manera
que se compensen las inhomogeneidades del campo principal.

La intensidad, homogeneidad y estabilidad del campo magnético generado por el iman
(componente basico de un equipo de RM) determinan la sensibilidad (minima cantidad de sefial
que podemos distinguir del ruido), y resolucion maximas de este componente. La potencia del
campo magnético se mide en unidades Tesla (T) que oscila entre 0.2 y 3.0 T en los imanes que
se utilizan en la practica clinica. Los electroimanes que operan en la mayoria de los equipos de
RM, son superconductores a la temperatura del helio liquido (-269 °C), a la cual las bobinas del

material conductor conducen sin resistencia y con un consumo minimo de corriente eléctrica.

Su principal ventaja radica en la capacidad de generar un campo magnético muy potente,
homogéneo y estable.

c) Supresion de la sefial del agua

La supresion de la sefial del agua es necesaria, debido a su abundancia en el parénquima
cerebral, ya que enmascararia al resto de las otras moléculas presentes, y que son el objeto de
nuestro estudio. Existen diversos métodos de adquisicion de desplazamiento quimico, siendo
uno de ellos el de saturacion. En este método se aplica un pulso de saturacién a una frecuencia
selectiva antes de la secuencia estandar (secuencia espin-eco). El pulso de saturacion rota a cero

la magnetizacion Z del agua y la secuencia espin-eco aplicado luego no la detecta.

d) Obtencion del espectro del volumen seleccionado. Constitucion del espectro.

La obtencion de un espectro es mas manual y los pardmetros deben optimizarse
experimentalmente mediante estudios previos con personas voluntarias. Para disefiar un
protocolo de 'H-ERM se deben tener en cuenta una serie de factores. Una vez hecha la
seleccion correcta del nicleo de observacion, que en nuestro estudio es el hidrégeno (1H), y de
la bobina en funcién de la region a estudiar (el cerebro) tanto para la obtencién como su
respectivo postproceso tomando en cuenta la uniformidad de las sefiales o excitaciones que

generan (128 sefiales de promedio para obtener un espectro adecuado para su interpretacion).

También es necesario escoger el adecuado tipo de secuencia de pulso a estudiar y localizar la
region a explorar teniendo en cuenta sus caracteristicas y limitaciones técnicas. El tamafio del

voxel se decidira en funcion del nicleo de observacién, de la concentracion de lo metabolitos
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que se desean detectar y del tamafio de la zona de estudio. Asi mismo, las dimensiones actuales

de los voxel (volimenes) son variables, desde 1x1x1 cm (1cm3) a 3x3x3x (27 cm3).

1.4 Procesado de espectros de RM

Para la interpretacion de los espectros se puede recurrir al andlisis cualitativo, semicuantitativo
(uso de integrales y tasa de los metabolitos de interés) o cuantitativo. El andlisis cuantitativo en
la préctica clinica no es practico, si se usan secuencias multivoxel, por el tiempo y esfuerzo
necesarios para su postprocesado. Requiere el uso de referencias externas o internas, y las
correcciones que afectan la intensidad de los picos, tales como la carga de la antena, efectos de
volumen parcial, efectos de susceptibilidad regional, tiempos de relacién y espectros ruidosos

con pobre separacion de los picos obtenidos a 1.5 Tesla (Salibi & Brown, 1998).

Antes del procesado, es necesario adquirir la FID. La correccion de las corrientes de Foucault
(corriente parasita, conocidas como corrientes “torbellino” o Eddy-current (ECC) en inglés) son
necesarias debido a que, cuanto mas fuerte sea el campo magnético aplicado, mayores seran las
corrientes de Foucault y los campos opositores generados; utilizando la misma referencia FID

con la misma secuencia en el single-voxel usado, pero sin supresion de agua.

Ademas, de la mejora de la linea base y formas lineales, por lo general ECC reduce
grandemente la correccion de la fase de orden cero (Ver Figura 1.4.1). Estos datos de referencia
son almacenados automaticamente con los datos del single-voxel con supresion de agua en el
almacenamiento de parametros y memoria masiva en el Disco. El procesado del conjunto de
datos obtenidos mediante la técnica de adquisicién de un solo voxel, se realiza mediante la
plataforma de software SAGE (Spectroscopy Analysis by General Electric) o LC Model
(Provencher, 1993).

Relacion SIN = 4 Relacion SIN = 25

%—:
| Ao
C
C
[

Figura 1.4.1 Espectro formado por cuatro picos lorentzianos con relaciones sefial/ruido (S/N) 4, 10,25 y
100 respectivamente (fuente: https://www.google.se)
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Por tanto, la lectura de los datos y los pardmetros (abrir o importar) de los archivos del
experimento es el primer paso. Seguidamente, antes de aplicar la transformada de Fourier (TF)
los datos son manipulados en el dominio del tiempo, realizando el llenado de ceros y Apodizado
(reduccion de efecto del tiempo finito de medida) respectivos; y por Gltimo, se ejecuta la
transformacion de la FID (dominio del tiempo) para obtener el espectro (dominio de
frecuencia), con la respectiva correccion de fase del espectro, correccion de linea base y la
calibracion del desplazamiento quimico con la referencia usada (ver Figura 1.4.2).

J i o

Figura 1.4.2 Artefactos “sinc-wiggles” en los picos espectrales debido a la truncacion de la FID. En la
izquierda la FID practicamente alcanza el cero no apreciandose artefactos de truncacién. No asi en la
derecha donde la truncacién es fuerte y los artefactos son ya importantes (fuente: https://www.google.se)

Finalmente el analisis del espectro muestra las sefiales de cada metabolito presente en el cerebro
segun su desplazamiento quimico (ppm).
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APENDICE II

Sistema Eye-Tracker TX300

1 Descripcidn del sistema de Eye tracking Tobii TX300 utilizado

El eye-tracker Tobii TX300, consiste en un monitor de 23 pulgadas, que tiene incorporado dos
emisores infrarrojos y un sensor de luminosidad. Este equipo posee una resolucion temporal
(frecuencia para la adquisicion de iméagenes) de 300 Hz con un un margen de error de 0.5° (ver
Figura 1.1). La imagen capturada por la cdmara se utiliza para identificar la reflexion de la
fuente de luz sobre la cérnea (brillo) y la pupila y asi calcular un vector formado por el angulo
entre las reflexiones de la cornea y la pupila. La direccion de ese vector, se combina con otras
caracteristicas geométricas de la reflexion, las cuales relacionan un objeto con su reflexion
haciéndolos simétricos, congruentes, similares, y coincidentes sobre la recta de reflexion que se

utiliza para calcular la direccion de la mirada (ver Figura 1.2).

Figura 1.1  Distribucion del dngulo mdximo de la mirada detectable por el Tobii Pro TX300. (Fuente
http://www.tobiipro.com/siteassets/tobii-pro/user-manuals/tobii-pro-tx300-eye-tracker-user-manual.pdf)
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El sistema de Eye tracking Tobii-Studio, utiliza dos tipos de filtros de fijacion (Tobii fixation

filter y clearview) para almacenar los datos de las fijaciones en bruto (Olsen, 2012).

The projectors The cameras

create a pattem of take high-frame-rate
) near-infrared light images of the user's
An eye tracker consists of on the eyes. eyes and the pattems.
cameras, projectors and H
algorithms. 0\
“\
\
l_ — \

The image processing
algorithms find specific
details in the user’s eyes and
reflections pattens.

&

5 Based on these details,
h S

9
the eyes’ position and gaze point,
for instance on a computer monitor.

The Eye Tracker

Figura 1.2 Esquema de trabajo de eye- tracker Tobii (fuente: http://www.tobii.com)

Este sistema eye-tracker de alto rendimiento estd formado por unos sensores de disefio
personalizados, un hardware disefiado para ser un sensor de alto rendimiento y se compone de
proyectores personalizados disefiados a medida, sensores de imagen y Optica, asi como un
tratamiento personalizado con algoritmos embebidos. Finalmente los algoritmos avanzados que
interpretan el flujo de imagenes generados por los sensores que constituyen la capa de

aplicacion que permite el uso de la herramienta de forma personalizada.

e Calibracién

La calibracion previa del sistema de eye-tracker es determinante para los resultados en cada
sujeto; este procedimiento de calibracion consiste en hacer que el sujeto mire en los puntos
especificos en la pantalla del tobii representados por una esfera de color rojo en movimiento
hacia diferentes direcciones de la pantalla, conocidos como puntos de calibracion (ver figura
1.3). Durante este periodo varias imagenes de los ojos se recogen y analizan utilizando la
herramienta de <configuracion “X”> (configuracion de pantalla integrada en Tobii TX300) la
cual, mide y agrega correctamente informacion proveniente del usuario al rastreador de ojos
integrado en el eye-tracker, utilizando las caracteristicas de los ojos del usuario junto con un
modelo anatémico interno del ojo en 3D que permite calcular datos precisos de la mirada.
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Este modelo incluye informacion acerca de la forma, refraccion de la luz y propiedades de

reflexion de las diferentes partes de los ojos (la cornea, la colocacion de la fovea, etc.).

El sistema de rastreo ocular incluido en la cdmara de escena especificado en el sistema Tobii
Studio cuenta con dos patrones de calibracion, uno con “nueve puntos” y otro con “cinco
puntos” que pueden ser seleccionados previamente. Este rastreador ocular siempre esta
calibrado contra una superficie bidimensional, haciendo que todos los datos de rastreo ocular
sean en dos dimensiones. El area de visualizacion activa (pardmetro de la herramienta de
configuracion X), en una configuracion de camara de escena es siempre 25% mas grande que el
tamafio de la rejilla de calibracion real, y el estimulo que intenta seguir debe encajar siempre
dentro de esta area ( ver Figura 1.3) para considerar que el sistema esté calibrado y asegurarnos

unos resultados dptimos.

A4—— ancho ——, «— ancho x 1.25—p»

H H it
------------------- o i © o
1 s T E 4
FEAN S0 : H
N s {
H ‘:@: Ealtura* : ® ix
E '.p"' ‘*‘-..‘ g E ai‘lura
o l N

;O - .. P o o i

Rejilla de calibracidn

-

Pantalla virtual 25% mads grande

Figura 1.3 Modelo de calibracion en el Tobbi TX300

e Analisis de los resultados

El andlisis del seguimiento ocular se basa en el supuesto de que existe una relacion entre las
fijaciones, nuestra mirada, y lo que estamos pensando acerca de lo que estamos mirando, de alli
su importancia para la investigacion neurosicoldgica. Este equipo, tiene la capacidad de registrar
la mirada cada 8 ms, aportando la informacion necesaria para el analisis. Los parametros

medidos por el eye-tracker son:

o Duracion de la fijacion
e Duracion Min. de la fijacion
e Sacadas

Finalmente, las fijaciones pueden interpretarse dependiendo del contexto y de los objetivos del

estudio a desarrollar.
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APENDICE III

Cuestionario AQ-Test Score
AQ-Test Score

Cuestionario n®.

La participacion en el estudio tiene caracter voluntario y altruista.
El estudio comprende:

e Cuestionarios escritos.

e Pruebas de Resonancia Magnética, RM.
El estudio tiene como finalidad exclusiva la investigacion en el marco del Trastorno del
Espectro Autista, TEA.
El estudio es absolutamente confidencial y se siguen las recomendaciones y disposiciones
vigentes, tanto éticas como legales, para este tipo de trabajos de investigacion.
Los datos personales se recogen Unicamente a efectos de valoracidn en relacion con el test
y como medio de control de los participantes en las sucesivas pruebas.
El tratamiento de datos y los resultados se plantean de forma global, no individualizada.

NOMBIE! ottt et b et st seh bttt ses et e seb b ses s
APEIIAOS: .ottt sttt et s b e s et e st ses st b ses s s se s e s et s en et e b en et e eesseneaeeen
Edad: ............ Y= e HI

EStUAIOS: ..ottt CUISO it
HODDIES: .ot e s s s
TEIEFONO: .o e e s s s
Enfermedades importantes que padece o haya padecido y medicacidn en curso: ............

Lateralidad: Derecho D Zurdo D Ambidiestro D
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TEA

AQ-Test Score

Cuestionario n®.

Cémo rellenar el cuestionario:

¢ Lea atentamente cada enunciado y seiiale el grado de acuerdo
o desacuerdo con él.

¢ El cuestionario consta de 50 preguntas.

e Por favor, contéstelas todas.
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10

11

12

13

Prefiero hacer cosas con otras personas, en lugar de
hacerlas solo.

Prefiero hacer las cosas de la misma manera una y otra vez.

Si intento imaginar algo, me resulta muy facil construir una
imagen en mi mente.

Con frecuencia me quedo tan profundamente absorto en un
tema que pierdo de vista todo lo demas.

A menudo percibo ligeros sonidos que los demas no
aprecian.

A menudo me fijo en las matriculas de los coches u otras
cadenas de informacion similares.

A menudo otras personas me comentan que lo que he dicho
es de mala educacion, sin embargo a mi no me lo me
parece.

Cuando leo un relato puedo imaginarme con claridad como

podrian ser los personajes.

Me fascinan las fechas.

En un grupo social puedo llevar con facilidad el hilo de las
diferentes conversaciones de la gente.

Me encuentro comodo en las situaciones sociales.

Suelo darme cuenta de detalles que otras personas pasan
por alto.

Prefiero ir a una biblioteca antes que a una fiesta.

Acuerdo Acuerdo Desacuerdo
Total Parcial Parcial

C T e

C T e

C T e

C T e

C T e

C T e

e e e

e e e

e e e

e e e

e e e

e e e

e e e
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14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Acuerdo Acuerdo Desacuerdo
Total Parcial Parcial

Me resulta facil inventarme historias. I - r

Me siento mas atraido por las personas que por las cosas. I I I

Tiendo a tener intereses muy intensos y me molesto si no r
los puedo ejercer.

Me gusta la chachara social. (-
Cuando hablo, no siempre es facil para los demas meter I
baza.

Me fascinan los nimeros. s
Cuando leo novelas, encuentro dificil entender las (-

intenciones de los personajes.

No me gusta especialmente leer novelas. r
Encuentro dificil hacer nuevos amigos. r
Continuamente me doy cuenta de patrones en las cosas. r
Prefiero ir antes al teatro que a un museo. r
No me molesta que mi rutina diaria sea interrumpida. r
A menudo me ocurre que no sé como mantener una I

conversacion.

Encuentro facil "leer entre lineas" cuando alguien me habla. r

C &
C C
C C
C C
C C
o e
o e
o e
o e
o e
o e
o e
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

Suelo concentrarme mas en la vision general que en los
pequefios detalles.

No soy bueno recordando nimeros de teléfono.

Normalmente no observo los pequefios detalles de una
situacion o de la apariencia de una persona.

Soy capaz de darme cuenta si una persona que me esta
escuchando se aburre.

Encuentro facil hacer mas de una cosa a la vez.

Al hablar por teléfono, no estoy seguro de cuando es mi
turno para hablar.

Me gusta hacer cosas de forma espontanea.

A menudo soy el dltimo en entender la gracia de un chiste.

Encuentro facil adivinar lo que una persona esta pensando
o sintiendo simplemente mirando su cara.

En caso de ser interrumpido puedo volver a lo que estaba
haciendo de forma muy rapida.

Soy bueno en la chachara social.

La gente a menudo me dice que vuelvo una y otra vez sobre
el mismo tema.

En mi infancia me gustaba jugar a fingir o simular con otros
ninos.

Acuerdo Acuerdo Desacuerdo Desacuerdo
Total Parcial Parcial Total
e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e

e e e e
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41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

etc.).

persona.

que participo.

Soy un buen diplomatico.

gente.

fingir o simular.

Acuerdo  Acuerdo Desacuerdo Desacuerdo
Total Parcial Parcial Total
Me gusta coleccionar informacion sobre categorias de cosas  ,~ I . I
(por ejemplo tipos de coches, pajaros, trenes, plantas,
Me cuesta imaginarme cdmo me sentiria siendo otra r e C e
Me gusta planear con cuidado todas las actividades en las I I . I
Me gustan las ocasiones sociales. I I . I
Encuentro dificil adivinar las intenciones de otras personas. I . I
Las situaciones nuevas me generan ansiedad. r C e e
Me gusta conocer gente nueva. I I . I
- C C -
No soy bueno recordando las fechas de nacimiento de la I I . I
Encuentro muy facil jugar con nifios a juegos que implican I . I
Fecha
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APENDICE IV

Publicaciones y Comunicaciones a Congresos Internacionales y Europeos

IMFAR 2014
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APENDICE V

Universidad
de La Laguna

CEIBA
Comité de Efica de la Investigacidn y Bienestar Animal
Vicerrectorado de Investigacion y Transferencia de Conocimiento
Universidad de La Laguna. 38071, La Laguna
ceiba@ull.es

Proyecto de Investigacion: “Espectroscopia RM aplicada a mejorar la eficacia del diagnéstico clinico
en personas con trastormo del espectro autista”

Investigador Principal: Carmen Dolores Jiménez de Espinoza

Organismo: Ministerio de Ciencia e Innovacion

Nimero de Registro: CEIBA2013-0056

En su reunion del 13 de febrero de 2013, el Comité de Etica de |a Investigacién y Bienestar Animal
de |a Universidad de La Laguna ha revisado el proyecto de investigacion armiba mencionado. Tras
adecuada deliberacion emite el siguiente informe:

Pendiente

Por tanto el proyecto presentado satisface los requerimientos de la éfica de la investigacion vy el
Comité emite un informe positivo v da la autorizacion solicitada para la realizacion del estudio en
los términos propuestos.

La Secretaria del CEIBA

Dr. Maria Rosa Amau
En La Laguna, a 13 de febrero de 2013
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