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Resumen

Introduccion. Ll trastorno del espectro autista (TEA) es un trastorno del neurode-
sarrollo que provoca déficits en areas cognitivas y motoras y es causado por varios
mecanismos, entre ellos la regulaciéon epigenética. Los procesos epigenéticos pueden
verse influenciados por factores ambientales como el ¢jercicio fisico.

Objetivo. Analizar el efecto de un programa de ejercicio fisico aerébico (EFA) en
el tiempo de reaccion simple (TRS) y la metilacion del ADN de la isla 2 del gen
SHANK3S en ninos con TEA.

Materiales y métodos. Estudio cuasiexperimental realizado con un grupo de 9
nifos (7-11 anos) con TEA, que participaron en un programa de EFA de 10 semanas.
Las diferencias en el TRS y la metilacion de ADN fueron analizadas mediante la
prueba de Kruskall-Wallis, considerando un nivel de significancia de p<0.05.

Resultados. La mediana del TRS disminuy6 después del programa de entrena-
miento. Sin embargo, no se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.53). Se observé un patrén de hipermetilacién en 11 de los dinucleétidos, tanto
antes como después del entrenamiento, y se encontr6 una diferencia estadisticamente

significativa en la posicion CpG108 (p=0.032).

Conclusion. Un programa de entrenamiento basado en EFA de intensidad mo-
derada a vigorosa tiene el potencial de modificar el TRS y la metilacion del ADN
en ninos con TEA. No obstante, es necesario realizar nuevos estudios con muestras
mas grandes y en los que se analicen mas genes, para corroborar los resultados aqui
descritos y fortalecer el conocimiento sobre el efecto del ejercicio en los procesos epi-
genéticos de esta poblacion.
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Abstract

Introduction. Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder
that produces cognitive and motor deficits and it is caused by several mechanisms,
including epigenetic regulation. Epigenetic processes can be influenced by environ-
mental factors such as physical exercise.

Objective. To analyze the effect of an aerobic physical exercise (APE) program on
simple reaction time (SRT) and DNA methylation of island 2 of the SHANKS gene
in children with ASD.

Materials and methods. A quasi-experimental study was carried out on a group
of 9 children (7-11 years old) with ASD, who participated in a 10-week APE program.
Differences in SRT and DNA methylation were analyzed using the Kruskall-Wallis
test by considering a significance level p<0.05.

Results. The median SRT decreased after the training program. However, no sta-
tistically significant difference was found (p = 0.53). A pattern of hypermethylation
was observed in 11 dinucleotides, both before and after training, and a statistically
significant difference was found in the CpG108 position (p = 0.032).

Conclusion. A moderate to vigorous intensity of APE program has the potential
to modify SRT and DNA methylation in children with ASD. However, it requires
further studies with larger samples in which more genes are analyzed, to corroborate
the results described here and strengthen knowledge about the effect of exercise on
the epigenetic processes of this population.

Keywords
Autism spectrum disorder; DNA methylation; endurance training; exercise; reaction time.

Introduccion

El trastorno de espectro autista (TEA) es un trastorno del neurodesarrollo que tiene
fuertes bases genéticas, una etiologia heterogénea y diversas presentaciones clinicas.
Sus principales signos son el déficit en interaccioén social, en comunicacién y los com-
portamientos o intereses repetitivos [1]. Asi mismo, también se ha reportado bajo
rendimiento en tareas motoras y déficit anticipatorio, que se explica principalmente
por alteraciones a nivel cerebelar [2,3]. La anticipacion resulta ser necesaria para
el desarrollo de habilidades como la formaciéon de modelos internos, la imitacion e
interpretacion de acciones de otros y la generaciéon de comportamientos durante la
interaccion social. Dichas respuestas anticipatorias se han visto reducidas en nifios
diagnosticados con TEA, lo que se ha relacionado con el comportamiento social
caracteristico de esta poblacion [4].

El tiempo de reaccion simple (TRS) puede definirse como el tiempo que pasa entre
el estimulo y la reaccion a este, y es mediado por diversos factores, como por e¢jemplo
la velocidad de procesamiento. Ademas, el TRS se caracteriza por contar con un
tnico estimulo y asi mismo una unica respuesta. Por ejemplo, aparece un objeto en
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la pantalla del computador y se presiona una tecla lo mas rapido posible al aparecer dicho
estimulo [5]. Dado lo anterior, el tiempo de TRS resulta una medida que puede dar cuenta
de la capacidad de anticipacion y ademas refleja el comportamiento motor, debido a las regu-
laridades temporales en la ocurrencia de eventos de un estimulo. Dentro de la medicién del
TRS se pueden dar respuestas anticipatorias, en términos de milisegundos (ms) y segundos
(s), definidas por debajo de los 100 ms y son respuestas planificadas e iniciadas antes de la
aparicion del objetivo [6]. Para ninos con TEA se ha reportado previamente que el tiempo
de reaccion es significativamente mas largo en diferentes tipos de tareas, incluyendo el TRS.
Teniendo en cuenta la implicacién funcional del TRS, puede ser que este enlentecimiento se
relacione con las ya reconocidas alteraciones en el lenguaje y el desarrollo motor y social de
los ninos con TEA [7].

Por otro lado, el TEA presenta una alta heredabilidad, pero la tasa de concordancia entre
gemelos monocigoticos puede variar entre 60-92% [8], sugiriendo que, junto con los meca-
nismos genéticos, los factores ambientales contribuyen a la aparicion del trastorno. Lo ante-
rior puede darse a través de mecanismos como la regulacion epigenética, que se comprende
como aquellos procesos moleculares que modulan la expresion genética sin cambios en la
secuencia de ADN [9]. Uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados es la metilacion
de ADN, que se refiere a la agregacion de un grupo metilo a la posicion C5 de la citosina base,
y se da predominantemente en citosinas dentro de dinucledtidos CpG. Dicho proceso se da de
forma importante durante el desarrollo en etapas de diferenciaciéon y crecimiento de tejidos
[10]. La metilacion de ADN puede influir en la funcién y el fenotipo, aumentando o inhi-
biendo los niveles de expresion: un aumento en la metilacién (hipermetilacién) se relaciona
con silenciamiento del gen; una disminucién en la metilaciéon (hipometilacion), con aumento
en la expresion del gen [11].

Respecto a lo anterior, el gen SHANKS es uno de los genes mas fuertemente relacionados
con el TEA, gracias a estudios con modelos en ratén y también en estudios de vinculacién
familiar. SHANKS, conocido como ProSAP2, se localiza en la posicion 22q13.3, tiene 22
exones y expresa 60kb de ADN. Es una proteina de andamiaje implicada en la densidad
postsinaptica (PSD), que forma un complejo en las sinapsis glutamatérgicas; este gen se
expresa principalmente en corteza cerebral y cerebelo [12]. Ademas del uso de promotores
alternativos y el empalme de ARNm, la expresion de SHANKS esta regulada por mecanis-
mos epigenéticos como la metilacion del ADN [13]. En tejidos cerebrales de personas con
TEA, se ha reportado que SHANKS tiene un patron con tendencia a hipermetilacion en sus
islas 2 v 4, asociando la alteracion en la metilacion de ADN con la expresion del gen y la
susceptibilidad al TEA [14].

Referente al ejercicio fisico aerdbico (EFA), este se ha incluido como parte del tratamiento
desde la fisioterapia para nifios con TEA, encontrandose que influye en aspectos como habi-
lidades sociales, comunicativas, motoras y cognitivas [15,16]. La evidencia sugiere que el tipo
de ¢jercicio que favorece estos resultados es aquel de mayor intensidad [17]. De igual forma,
se ha demostrado que el ejercicio fisico puede tener efectos duraderos, a tal punto de influir
en la regulacion epigenética de diferentes genes tanto a nivel muscular como cerebral, y esto
puede llegar a intervenir en el comportamiento y funcién a largo plazo [18]. Asi mismo, algu-
nos autores han descrito que gracias a la influencia del ejercicio en la epigenética (incluida la
metilacién de ADN) en el sistema nervioso central (SNC), es que se dan los beneficios a nivel
cognitivo y comportamental [19].
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Estudios en modelos animales han mostrado el potencial del EFA para alterar la metilacion
de ADN en sitios CpG en genes como el AMPa2 [20], en el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) y ademas en la expresion de genes [21]. También puede llegar a modificar
el epigenoma del hipocampo de ratén [22]. De igual forma, en humanos se ha reportado
que el ¢jercicio aerébico genera cambios en los patrones de metilacion y estos se asocian con
reduccion de la presion arterial [23], y asi mismo existe evidencia sobre el efecto de este tipo
de ejercicio en adultos mayores con deterioro cognitivo, en la metilacién de genes como el
VPS52, asociado al trafico de proteinas intracelulares [24].

Finalmente, conociendo los efectos que se han descrito del EFA en términos sociales, mo-
tores y cognitivos para poblacion con TEA, ademas de los potenciales efectos en la metilacion

de ADN, este estudio tuvo como objetivo analizar el efecto de un programa de EFA en el TRS
y la metilacion de ADN de la isla 2 del gen SHANKS en nifios con TEA.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio de tipo cuasiexperimental para analizar el efecto de un programa de EFA
en un grupo de ninos diagnosticados con TEA. Los participantes pertenecian a una institucion
de la ciudad de Bogota, especializada en el tratamiento de TEA. La convocatoria se realizo
mediante charlas con cada uno de los acudientes y/o padres-madres de familia, aprobadas por
los coordinadores de dicha institucion, y una vez brindada la informacion se prosiguié con la
firma del consentimiento informado. La participacion de los ninos fue voluntaria y se hizo uso
de un asentimiento informado ajustado para las caracteristicas de la poblacion participante. Si
alguno de los participantes manifestaba no querer participar en alguna de las actividades (ex-
traccion de sangre periférica o desarrollo de los ejercicios en mas de una sesion), se retiraria del
estudio. Inicialmente, se realiz6 una prucba de TRS y toma de muestra de sangre periférica.
Se prosigui6 con el entrenamiento durante 10 semanas, Finalmente, se volvi6 a evaluar el TRS
y a extraer sangre periférica para los posteriores analisis (ver Figura 1).

e Convocatoria

e Firma de
consentimiento ¢ Escala CARS Entrenamiento fisico e Muestra de
y asentimiento ¢ Muestra de sangre de tipo aerdbico sangre
informado * TRS (10 semanas) * TRS

Figura 1. Metodologia del estudio.

Nota. Cuatro momentos del estudio. 1) Convocatoria y firma de documentos; 2) Aplicacidn

de escala CARS, toma de muestra de sangre de periférica y evaluacion del TR; 3) Aplicacidn
protocolo de entrenamiento; 4) Segunda toma de muestra de sangre periférica y segunda
evaluacion del TRS, posentrenamiento. CARS: Childhood Autism Rating Scale; TRS: Tiempo de
Reaccion Simple.

Participantes

Nifos con edades entre 7 y 11 afios, con diagnostico de TEA y con una puntuacion de autis-
mo “moderado” segtn la Childhood Autism Rating Scale (CARS) [25]. La escala fue apli-
cada después de la firma del consentimiento y el asentimiento informados, con apoyo de un
profesional en psicologia. Los criterios de inclusién fueron tener diagnoéstico de TEA, tener
entre 7 y 11 anos, obtener una puntuaciéon de 25-36 en la CARS, presentar lenguaje verbal,
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contar con la firma del consentimiento informado por parte de padres y/o tutores legales
y haber firmado el asentimiento informado. Los criterios de no inclusién fueron presentar
diagnosticos de sindromes cromosémicos o déficit cognitivo, presentar patologias que les im-
pidieran realizar actividad fisica de alta intensidad, ademas de la manifestaciéon verbal de no
querer hacer parte de alguno de los procedimientos del estudio antes o durante el desarrollo
de éste. La muestra inicial fue de 35 ninos, de la cual se excluyeron 26 que no cumplian los
criterios de edad, es decir, no presentaron comunicaciéon verbal o firma del consentimiento
informado por parte de padres y/o tutores legales. La muestra final fue de 9 participantes.

Protocolo de entrenamiento

El programa de EFA se realizo siguiendo las recomendaciones de la OMS [26], y la guia plan-
teada por Srinivasan et al. en 2014 para desarrollar programas de entrenamiento para niflos
y nifas con TEA [27]. El protocolo usado en este estudio fue de 10 semanas, en las que se
desarrollaron dos sesiones por semana, con una duraciéon de 45 minutos cada una. Se llevaron
a cabo actividades en circuitos motores, que incluyeron trotar, correr, saltar, rolar, entre otras.
Para la prescripcion de la carga se tuvo en cuenta la frecuencia cardiaca maxima (FCmax), en la
que los participantes debian alcanzar un 60-80% de esta, iniciando en 60% y progresando hasta
alcanzar el 80%. La FCmax fue calculada mediante la formula: 208 — (0.8 x edad) [28,29], te-
niendo en cuenta las caracteristicas de la poblacion. La frecuencia cardiaca (FC) se monitorizd
mediante pulsooximetria. No se usaron elementos como acelerémetros o relojes POLAR®,
dado que la mayoria de los participantes no toleraban su uso (bandas y relojes) y los retiraban.

El disefio y aplicacion del programa estuvo a cargo de una fisioterapeuta con experiencia
en atencion a poblacion con TEA, y las actividades se llevaban a cabo de forma individual
con cada nino. El programa se desarroll6 en la misma institucién donde los participantes
recibian terapias de forma regular, ya que cuenta con un gimnasio amplio para realizar este
tipo de actividades.

Anélisis del tiempo de reaccion simple (TRS)

Se midi6 el TRS antes y después del programa de entrenamiento con el software INQUISIT
4.0 [30,31], el cual se programé para que el estimulo (circulo rojo en el centro de la pantalla
de fondo blanco) apareciera en diferentes lapsos de tiempo. Los participantes se ubicaron
sentados frente a un computador con una pantalla de 14", a una distancia de 40 cm. Cada
participante realiz6 30 intentos (tanto en el momento pre como pos), y se tomo el mejor tiem-
po de los tltimos 10 intentos en los dos momentos.

Anilisis de metilacion de ADN

Se realiz6 extraccién de sangre periférica de los participantes, una semana antes y una sema-
na después del programa de EFA, en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de
Colombia, con apoyo de personal de enfermeria capacitado para tal fin.

Se extrajo ADN genémico de la sangre periférica de los participantes con el kit ReliaPrep
Blood gDNA Miniprep System ™ (A5082-PROMEGA), siguiendo el protocolo recomenda-
do por el fabricante. Después se realizo la cuantificaciéon del ADN en el espectrofotometro
Thermo Scientific NanoDrop 2000c, usando agua libre de nucleasas como blanco y final-
mente se almacend a -4°C [32].
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Para determinar la metilacién de los dinucledtidos CpG del ADN extraido, se sometid a
una conversion con bisulfito de sodio, con el kit EZ DNA Methylation-Direct TM (Zymmo
Research) y se almacend a <-70°C para su uso posterior. Se utilizé la metodologia Bisul-
phite Sequencing PCR (BSP) para evaluar la isla 2 del gen SHANKS, donde se analizaron
12 dinucleétidos CpG, mediante el software ESME (Epigenetic Sequencing Methyation
analysis software) [32].

Los analisis de metilacion de ADN fueron desarrollados en el Instituto de Genética de la
Universidad Nacional de Colombia. En este mismo lugar se almacenaron las muestras, cuyo
tnico uso fue para el presente estudio.

Analisis estadistico

Los datos fueron recolectados en una base de datos en Excel y se ingresaron al programa R.
Inicialmente se us6 una prueba ANOVA, y considerando las caracteristicas de la poblacion,
finalmente se empled la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis para el analisis de los datos
de metilacion (porcentajes) y TRS pre y pos entrenamiento. Se us6 un analisis de regresion
lineal para evaluar en conjunto los resultados entre los porcentajes de metilacion y el TRS.
Se consider6 un nivel de significancia p<0.05. Se calcul6 la mediana tanto para la edad como
para el puntaje en la escala CARS.

Consideraciones éticas

La investigacién fue aprobada por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad Nacional de Colombia, mediante el acta No. 012-225-18. Para su realizacion se
siguieron los principios éticos de investigaciéon biomédica en seres humanos, de acuerdo con

lo establecido en la Declaracion de Helsinki, y asi mismo se tuvo en cuenta lo estipulado en la
Resolucion No. 08430 de 1993 del Ministerio de salud de Colombia.

Resultados

Caracteristicas de la poblacion

La mediana de edad de los participantes fue de 9 afios. El 100% de la poblacién fue de sexo
masculino y la mediana en la escala CARS fue de 30, lo que indica un nivel moderado de
autismo en la poblaciéon participante (Tabla 1).

Tiempo de reaccion simple

Mediante un Box-Plot (Iigura 2), se evidencia que el TRS fue mayor antes del programa de
entrenamiento y que hay una tendencia hacia su disminucién en las mediciones posentrena-
miento. Sin embargo, se encuentra que la dispersion es alta, lo que, combinado con una po-
blacién tan pequenia, resulta en que el modelo de analisis de varianza no muestre diferencias

significativas en el TRS (p=0.53) (ver Tabla 1).

Uno de los participantes no present6é cambios y dos de ellos presentaron un 'TRS mayor
después del programa de entrenamiento de EFA (Tabla 1).

Niveles de metilacién en la isla 2 del gen SHANK3

Se encontrd un patron de hipermetilacion en 11 de los dinucledtidos CpG analizados tanto
en las muestras PRE como en las POS; uno de los dinucledtidos (CpG 146) present6 un patron
de hipometilacion. La posicion CpG 108 present6 una diferencia estadisticamente significati-

va en los resultados PRE y POS (Tabla 2).
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Tabla 1. Caracterizacion de la poblacion y tiempo de reaccién simple

antes y después del programa de entrenamiento

Participantes Edad Sexo CARS TR:R('E"S) TRFS,O(:S)

1 10 M 335 355 303
2 7 M 30 236 266
3 9 M 30.5 454 334
4 7 M 335 421 360
5 11 M 30.5 267 227
6 9 M 355 326 287
7 1M M 27.5 226 255
8 11 M 27 274 272
9 10 M 33 350 350
Mediana 9 - 30 326 287
p Valor TRS - - - 0.53

Nota. CARS (Childhood Autism Rating Scale); ms (milisegundos); p-valor del TRS antes y
después. p<0.05. Fuente: Elaboracidn propia a partir de los datos obtenidos.
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Momentos PRE y POS entrenamiento

Figura 2. Diagrama de dispersién del Tiempo de Reaccién Simple PRE y POS entrenamiento.

Nota. Elaboracion propia a partir de los datos obtenidos. ms: milisegundos
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Tabla 2. Resultados del anilisis de metilacion PRE y POS entrenamiento

Reqién Posicion genémica Metilacién (%) p Valor (metilacion | P valor Regresion lineal
9 de las CpG PRE y POS) (% metilacion y TRS)
PRE POS
26 ND ND ND ND
59 100 100 0.725 0.219
63 96 95 0.734 0.127
73 100 100 0.880 0.147
84 100 100 0.650 0.222
Isla 2- 89 100 100 0.829 0.161
Gen SHANKS 108 97 89 0.032* 0.226
chr22:51,135,671-
51136118 123 94 91 0.523 0.090
128 94 96 0.244 0.079
132 90 89 0.723 0.974
146 68 47 0.093 0.992
198 100 100 0.823 0.799
207 93 93 0.391 0.289

Nota. CpGs individuales, evaluadas mediante metodologia BSP (Bisulphite Sequencing PCR) para la isla 2 del gen SHANKS;
porcentajes de metilacion (%) PRE y POS entrenamiento; p-Valor para diferencias de medias PRE y POS entrenamiento en
cada CpG analizada. Chr22: Cromosoma 22. ND: No datos. *p-valor <0.05

Analisis entre el porcentaje de metilaciony el TRS

Se uso un modelo de regresiéon lineal simple, en el que no se evidencia que alguna de las
posiciones tenga relacién estadisticamente significativa entre la diferencia del porcentaje de
metilacién y la diferencia en TRS (Tabla 1).

Discusién

En los tltimos afios se han descrito los diferentes efectos que tiene el ejercicio fisico en el TEA,
dentro de los cuales se encuentran los relacionados con mejoras en tareas cognitivas y mo-
toras [33]. Asi mismo, se ha descrito el efecto del ejercicio en procesos epigenéticos [34,35],
como la metilacion de ADN, que podria ser uno de los factores que explican el efecto benéfico
del ejercicio. Las investigaciones en esta materia se han realizado en diferentes patologias,
como hipertension arterial, diabetes y cancer [36-38], pero no en TEA.

En el presente estudio se identificé una mediana de 326 ms y 287 ms para el TRS, en los
momentos PRE y POS, respectivamente, lo cual indica una tendencia a la disminucion. Los
resultados del TRS por encima de 220 ms en este estudio son acordes con lo esperado para
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la poblaciéon con TEA [39]. Sin embargo, aunque el TRS de la poblacion en este estudio es
bajo, en relacion con otros resultados para nifios con TEA, como por e¢jemplo el de Yair et
al., en el que se reportan 369-357 ms para una tarea de TRS [40], sigue siendo alto, segin lo
esperado en nifios de esas mismas edades (7-11 afios), y sin alteraciones en el neurodesarrollo,
que es un TRS de 200ms [41]. Este resultado, entonces, seria congruente con la alteracién en
la anticipacion y disminucién en TRS reportada para los ninos con TEA [4].

Respecto a la tendencia en la disminucién en el TRS después del programa de entrena-
miento de 10 semanas implementado en la presente investigacion, hay estudios reportados
previamente que seflalan una disminucion en el TRS. Sin embargo, esta disminucién ha
sido reportada para poblaciéon con TDAH y ninos sin alteraciones en el neurodesarrollo. Por
ejemplo, en el estudio de Ludyga et al., se encontr6 una diferencia de 58.9 ms en los TRS pre
y posentrenamiento en ninos de 12 a 15 afios sin alteraciones en el neurodesarrollo [42]. Por
su parte, Chuang et al. encontraron mejores TRS en nifos con TDAH, después de una sesion
de ejercicio de 30 min [43]. Dados los resultados en términos de TRS en el presente estudio,
se puede inferir que una poblacién de nifios con TEA puede verse beneficiada con este tipo
de entrenamiento y, en este sentido, seria importante correlacionar en futuras investigaciones
el TRS con el desempetio en funciones ejecutivas, desarrollo social y movimientos estereoti-
pados, teniendo en cuenta lo reportado por otros autores [15].

Por otra parte, mediante la metodologia BSP, se logré identificar un patron de hipermetila-
ci6én en sangre periférica de pacientes pediatricos con TEA, en 11 de los 13 dinucleétidos de
laisla 2 del gen SHANK3, con una mediana de 92% y 91% para la metilaciéon pre y posentre-
namiento, respectivamente. Este resultado coincide con lo reportado previamente en mues-
tras de tejido cerebral, tanto para el gen SHANKS [14]| como para otros genes relacionados
con el TEA, en los que ya se han encontrado dichos patrones de hipermetilacion [44,45]. Este
mismo patron fue hallado en muestras de sangre periférica para SHANKS en ninos con TEA,
en edades entre 2 a 13 afios [46,47].

Los resultados del presente estudio indicarian que puede haber una baja expresion de
la proteina codificada por el gen SHANKS3, teniendo en cuenta que la hipermetilacion se
relaciona con el silenciamiento génico. En este sentido, para la poblacion de este estudio en
particular seria preciso sefialar que la isla 2 del SHANKS3 estaria involucrada como uno de
los multiples factores inmersos en la presentacion del trastorno, teniendo en cuenta la relaciéon
reportada entre el gen SHANKS y el TEA [48]. Al respecto, es necesario realizar estudios en
los que, ademas del patréon de metilacion, se analice la expresion del gen o genes candidatos,
para poder correlacionar la metilacion de ADN con la expresion génica.

Contrario a lo anterior, se encontré un patrén de metilaciéon diferencial en la posicion
CpG146 en relacién con las demas (68% pre y 47% pos, que corresponderia a una hipome-
tilacion). Este resultado es acorde a lo reportado en la literatura, donde se han evidenciado
diferencias en los niveles de metilacién en sitios CpG de una misma isla y un mismo gen en
gemelos monocigotos discordantes con TEA y en casos de TEA en comparaciéon con contro-
les [45,49]. En este sentido,el resultado de este estudio podria aportar informacién al conoci-
miento sobre la implicacion de diferentes posiciones CpG en el funcionamiento del SHANRKS
y su correlacién con la etiologia del TEA.
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En relaciéon con el efecto del programa de EFA en la metilacion de ADN, se encontro
una diferencia estadisticamente significativa en los resultados pre y posentrenamiento de la
posicion CpG108 (p = 0.032). Respecto a esto, autores como Rodrigues et al. describen en
modelos animales el potencial del ejercicio como modulador de la metilacion de ADN ante
condiciones de estrés, encontrando menores niveles de metilaciéon después de un entrena-
miento fisico [50]. El hallazgo en el presente estudio resulta importante, teniendo en cuenta
la cantidad de participantes y el tiempo de duraciéon del programa de entrenamiento. Sin
embargo, seria conveniente que en un futuro se evaltie mas a profundidad esta posicion y las
posibles implicaciones funcionales para la proteina expresada por SHANKS en ninos y ninas
con TEA. Asi mismo, los resultados encontrados dan cuenta del efecto del EFA en los niveles
de metilacion para la poblacion estudiada, y se podria deducir que este seria especifico para
ciertas posiciones dentro de las islas CpG y no para la isla en su totalidad.

Ahora bien, se ha descrito que SHANES se expresa en diferentes zonas del cerebro [12],y
es posible que su expresion (en conjunto con la expresion de otros genes) se relacione con el
funcionamiento cerebral [48], lo cual explicaria las alteraciones comportamentales y sociales
en poblacién con TEA. En ese sentido, promover cambios en la metilacion del gen podria, a
su vez, generar un cambio en respuestas cognitivas, motoras, y sociales, que se evidenciarian
en tareas como la del TRS.

En este estudio se busco analizar los efectos en la metilacion de la isla 2 del gen SHANES a
partir de un entrenamiento aerdbico y su correlacion con el TRS en nifios con TEA. Dado
que no se encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre las variables, es posible
decir que la isla 2 del gen SHANKS no estaria relacionada con la anticipacion medida a través
del TRS en esta poblacion especifica, lo cual tendria sentido, dado que el TEA es un trastorno
multifactorial y posiblemente el gen SHANKS no sea el tnico implicado en su desarrollo.

Respecto a la relacion entre la metilaciéon de ADN vy el ejercicio, hay estudios realizados en
humanos que describen cambios tanto hacia la hipometilacién como hacia la hipermetilacién
en genes de regulacion celular asociados con la realizacion de actividad fisica [51]. De igual
forma, hay estudios que reportan una correlacién entre la metilaciéon y el nivel de actividad
fisica, en personas que presentan patologias como cancer de seno [52]. No obstante, debe
mencionarse que dichos estudios, ademas de haberse realizado en una poblacion diferente a
la del presente estudio, analizan otros genes, y algunos de ellos estan relacionados con regula-
cion celular o con otros tejidos como el muscular.

Finalmente, cabe resaltar que a partir de la similitud del patrén de metilacion del presente
estudio (muestras de sangre periférica) y lo reportado en tejido cerebral, se podria pensar en
la sangre como un posible medio para conocer parcialmente lo que pasa en el cerebro a nivel
epigenético, pues varios autores han descrito una correlacion entre la metilacion en el cerebro
y la sangre periférica [53,54].

Limitaciones y fortalezas

Este estudio presenta limitaciones en términos del tamano de la muestra y de los genes estu-
diados, dado que hay varios genes que pueden estar involucrados en el desarrollo del TEA.
Sin embargo, se resalta la novedad en términos del andlisis de los posibles cambios de me-
tilaciéon de ADN en ninos con TEA y su relaciéon con el TRS después de un entrenamiento
de tipo aerdbico. Cabe destacar también que este es el primer estudio en Colombia donde
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se implementa un programa de entrenamiento fisico estructurado para poblacion pediatrica
con diagnostico de TEA y se evaltia conjuntamente el TRS y el comportamiento de la me-
tilaciéon de ADN en un gen especifico.

Conclusiones

EI'TRS en ninos con TEA puede verse modificado con tendencia a la disminucién, gracias a
un entrenamiento de tipo aerébico durante 10 semanas. Este resultado puede ser la base para
implementar este tipo de programas en poblacién con TEA y evaluar si a largo plazo podria
beneficiar no solo la anticipacion, sino su relacion con el desarrollo social y cognitivo.

Un programa de entrenamiento basado en EIA, de intensidad moderada a vigorosa, tiene
un efecto tnicamente en la posicion CpG108, y en ese sentido, para esta poblacion especifica,
la isla 2 del gen SHANK3 no es susceptible al ejercicio.

Para este grupo de niflos en particular, la metilacion en la isla 2 del gen SHANK3 no estaria
relacionada con la respuesta anticipatoria medida en términos de TRS, antes y después de
un entrenamiento fisico.

El desarrollo de este tipo de investigaciones resulta importante para fortalecer el posicio-
namiento de la fisioterapia en el tratamiento del TEA y es una posibilidad de fundamentar
desde las ciencias basicas los diferentes métodos y técnicas de intervencién, ya que atn no
se conocen los mecanismos exactos por los cuales se dan los beneficios relacionados con el
ejercicio fisico.

Los resultados presentados en este estudio no deben ser tomados a la ligera y es necesario
realizar futuras investigaciones con un tamafo poblacional mas grande, en las que se analice
como el ejercicio puede influir en el comportamiento de la metilacion de las otras islas del
gen SHANKS, asi como otros genes relacionados con el TEA y diferentes variables (funcién
cognitiva, desarrollo social y aspectos comportamentales).
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