[34 Traducido del inglés al espafiol - www.onlinedoctranslator.com

ABIERTO

Psiquiatria molecular (2016) 00, 1-10

Www.nature.com/mp

ARTICULO ORIGINAL

El acido folinico mejora la comunicacién verbal en nifios con
autismo y trastornos del lenguaje: un ensayo aleatorizado, doble

ciego y controlado con placebo

RE Fryei23, ). Slatteryz3, L Delhey23, B Furgersons, Strickland1, M. Tippetti2, A Sailey23, R Wynnez;3, S rosazs, S. Melnykz;3, S

Jill Jamesz3, JM Sequeirasy EV Quadrosa

Intentamos determinar si el acido folinico en dosis altas mejora la comunicacién verbal en nifios con trastorno del espectro autista (TEA) no
sindrémico y deterioro del lenguaje en un entorno de control de placebo doble ciego. Cuarenta y ocho nifios (edad media 7 afios 4 meses; 82 %
varones) con TEA y trastornos del lenguaje se aleatorizaron para recibir 12 semanas de acido folinico en dosis altas (2 mg kg-1por dia, maximo 50 mg
por dia;norte =23) o placebo (norte =25). Los nifios fueron subtipificados seguin el estado de autoanticuerpos del receptor alfa de glutatién y folato
(FRAA). La mejora en la comunicacién verbal, medida por un instrumento estandarizado apropiado para la capacidad, fue significativamente mayor
en los participantes que recibieron acido folinico en comparacién con los que recibieron placebo, lo que resulté en un efecto de 5,7 (1,0, 10,4) puntos
estandarizados con una media a grande. tamafio del efecto (de Cohenre =0,70). El estado de FRAA predijo la respuesta al tratamiento. Para los
participantes positivos para FRAA, la mejora en la comunicacién verbal fue significativamente mayor en los que recibieron acido folinico en
comparacién con los que recibieron placebo, lo que resulté en un efecto de 7.3 (1.4, 13.2) puntos estandarizados con un tamafio de efecto grande
(Cohen'sre =0,91), lo que indica que el tratamiento con acido folinico puede ser mas eficaz en nifios con TEA que son FRAA positivos. Las mejoras en
las subescalas de Vineland Adaptive Behavior Scale, Aberrant Behavior Checklist, Autism Symptom Questionnaire y Behavioral Assessment System for
Children fueron significativamente mayores en el grupo de 4cido folinico en comparacién con el grupo de placebo. No hubo diferencias significativas
en los efectos adversos entre los grupos de tratamiento. Por lo tanto, en este pequefio ensayo de nifios con TEA no sindrémico y deterioro del
lenguaje, el tratamiento con dosis altas de &cido folinico durante 12 semanas dio como resultado una mejora en la comunicacién verbal en
comparacién con el placebo, particularmente en aquellos participantes que tenian FRAA positivos.
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INTRODUCCION

El trastorno del espectro autista (TEA) es un trastorno definido por el
comportamiento cuya etiologia sigue siendo poco conocida. Estimaciones
recientes sugieren que hasta el 2% de los nifios en los Estados Unidos se
ven afectados por un ASD.iInvestigaciones recientes han descubierto
anomalias fisiolégicas asociadas,23pero los ensayos clinicos de alta calidad
que investigan tratamientos bioldgicos dirigidos siguen siendo limitados.s;s
Por lo tanto, se necesita con urgencia el desarrollo y la investigacién de
tratamientos que aborden las anomalias fisiopatoldgicas subyacentes y los
sintomas centrales y asociados.4

Varias anomalias en el metabolismo del folato, una vitamina B esencial
soluble en agua, se han relacionado con el TEA.6El TEA estda asociado con
polimorfismos en los genes de la via relacionada con el folato y las
interrupciones en el metabolismo relacionado con el folato pueden estar
relacionadas con anomalias del glutatién asociadas con el TEA (Figura
complementaria S1).7Se ha demostrado que la suplementacién con folato
durante los periodos prenatal y de concepcién reduce el riesgo de TEA en la
descendencia.s-10

El folato se transporta principalmente a través del epitelio del plexo coroideo
unido al receptor de folato a (FRa) mediante endocitosis dependiente de energia
(Figura complementaria S1).11Deficiencia de folato cerebral, un trastorno en el
que las concentraciones de folato estan por debajo de lo normal en el liquido
cefalorraquideo (LCR) pero no en la sangre,

se describié por primera vez en seis nifios con regresion del
neurodesarrollo y anomalias neurolégicas. El tratamiento con &cido folinico,
una forma reducida de folato, normalizé las concentraciones de folato en
LCR y mejor6 significativamente los sintomas neurolégicos.120tras
descripciones de casos demostraron que muchos de los nifios con
deficiencia cerebral de folato tenian TEA y que el tratamiento con &cido
folinico mejor¢ los sintomas del TEA, asi como otros sintomas neurolégicos.
s,11,13-1sCUriosamente, también se ha descubierto que las personas con
sindrome de Rett, un trastorno estrechamente relacionado con el TEA,
tienen deficiencia de folato cerebral.16-18

La disfuncién FRa se relaciond por primera vez con los autoanticuerpos FRa (FRAA)11
con informes posteriores que también vinculan la disfuncién de FRa con la
enfermedad mitocondrial.19-22Un hallazgo intrigante es que las mutaciones
genéticas en el gen FOLR1, que es el gen de FRaq, rara vez explican la
deficiencia de folato cerebral.2sDos tipos de FRAA, bloqueantes y
vinculantes, alteran el transporte de folatozay los titulos séricos del
bloqueante FRAA se han correlacionado con las concentraciones de folato
en LCR en estudios independientes.2s,2sEl bloqueo de FRAA interfiere
directamente con la unién de folato a FRa mientras que la unién de FRAA se
une a FRa y desencadena una reaccién inmunitaria mediada por
anticuerpos.26,27

La presencia de alteraciones del folato central en los TEA esta respaldada por
varios estudios.
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Figura 1.Diagrama de flujo de los participantes a lo largo del ensayo.

De 93 nifios con ASD, el 60y el 44 % fueron positivos para bloquear
y unir FRAA, respectivamente.240tro estudio que examind solo el
bloqueo de FRAA en nifios con TEA confirmd esta alta prevalencia.zs
Estas tasas son claramente mas altas que la prevalencia del 4 al 15%
informada en adultos sanos.2ay el 3% de prevalencia informado en
nifios no autistas con retraso en el desarrollo.2s
Curiosamente, un estudio reciente en animales sugirié que los FRAA pueden alterar el
metabolismo del folato durante la gestacién, lo que resulta en comportamientos
similares a los TEA en la descendencia.2sMdas recientemente, se informé que hasta el 23
% de los nifios con TEA que se sometieron a una puncién lumbar tenian concentraciones
anormalmente bajas de folato en el LCR.30

El transportador de folato reducido es un mecanismo secundario que
transporta folatos reducidos, como el 4cido folinico, a través de la barrera
hematoencefalica, aunque se requieren concentraciones séricas altas ya
que el transportador de folato reducido tiene una menor afinidad por el
folato (es decir, concentraciones micromolares) que el FRa ( es decir,
concentraciones nanomolares, figura complementaria S1A).11,24L0s
informes de casos y las series sefialan que las dosis altas de acido folinico
mejoran notablemente los sintomas en nifios con TEA y concentraciones
bajas de folato en el LCR.11,24En un estudio abierto controlado, encontramos
que los nifios con TEA que dieron positivo en al menos un FRAA
experimentaron mejoras significativas en la comunicacién verbal, el
lenguaje receptivo y expresivo, la atencién y el comportamiento
estereotipico con dosis altas (2 mg kg-1por dia en dos dosis divididas;
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maximo 50 mg por dia) tratamiento con acido folinico con muy pocos
efectos adversos informados.2s

Para determinar si el 4cido folinico en dosis altas puede mejorar los
sintomas centrales y asociados del TEA, llevamos a cabo un ensayo clinico
aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo en un solo lugar. Se
planted la hipétesis de que altas dosis de acido folinico aliviarian los
sintomas del TEA, particularmente en nifios con anomalias metabdlicas
relacionadas con el folato. Ademas, buscamos determinar si los
biomarcadores de alteraciones en el metabolismo del folato, como el FRAA,
podrian predecir qué nifios responderian al tratamiento con acido folinico,
de modo que pudieran evitarse los procedimientos de diagndstico
invasivos, como la puncién lumbar.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue aprobado por la Junta de Revision Institucional de la Universidad de
Arkansas para Ciencias Médicas (Little Rock, AR, EUA). Los padres de los participantes
dieron su consentimiento informado por escrito.

Disefio del estudio

Este estudio paralelo controlado con placebo, aleatorizado, doble ciego, de dos brazos
con una asignacion 1:1 se realiz6 en el Arkansas Children's Research Institute (Little
Rock, AR, EE. UU.) del 4 de junio de 2012 al 22 de noviembre de 2013.

Los participantes que cumplieron con los criterios de inclusién y exclusién fueron evaluados
por problemas de lenguaje. Preverbal (025 palabras funcionales) nifios calificados
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Tabla 1.Caracteristicas demograficas y clinicas por grupo de tratamientoa

Variable acido folinico (norte =23) placebo (norte =25)
Edad, media (sd), afios meses 7 afios 7 meses (3 afios 6 meses) 7 afios 2 meses (2 afios 10 meses)
Varones,norte (%) 18 (78) 20 (80)
Numero de dosis olvidadas 0,2(0,3) 0,6 (1,3)
Compuesto de comportamiento adaptativo de Vineland, media (sd) 64,79 (7,25) 65,84 (9,20)
Terapia total, minutos por semana, media (sd) Terapia total, 339,52 (498,32) 500,80 (591,56)
minutos por semana, mediana (min; max) Terapia del 195 (0; 2070) 300 (0; 2790)
habla, minutos por semana, media (sd) Terapia conductual, 99,52 (63,26) 220,00 (377,77)
minutos por semana, media (sd) Terapia motora, minutos 133,57 (409,75) 214,80 (569,58)
por semana, media (sd) 103,57 (133,31) 137,60 (95,98)
Autoanticuerpo receptor de folato positivo, N (%) 13 (57) 18 (72)
Titulo de bloqueo (pmol ml- 1), media (sd) Titulo de 0,08 (0,20) 0,06 (0,15)
blogueo (pmol ml-1), mediana (min; max.) Titulo de 0,00 (0,00, 0,86) 0,00 (0,00; 0,55)
unién (pmol ml-1), media (sd) Titulo de unién (pmol 0,39 (0,74) 0,61(0,73)
ml-1), mediana (min.; max.) Relacién redox de 0,00 (0,00; 2,46) 0,38 (0,00; 2,46)
glutation, media (DE) 9.21 (2.40) 9.09 (1.72)
Folato (ng ml- 1) (normal 5-21), media (sd) B12 (pg 17.15(3.41) 17,79 (2,42)
ml- 1) (normal 200-900), media (sd) Zinc (mg dlI-1) 859,79 (447,54) 725,39 (368,06)
(normal 65-120), media (sd) Cobre (pg dI-1) (normal 109,64 (31,64) 99.00 (19.29)
70-128), media (sd) Magnesio (ug g-1) (normal 103,10 (12,56) 109.19(17.07)
39-59 1), media (sd) 42,15 (10,60) 47,77 (11,50)
Pruebas de idioma, N (%)
Preverbal al inicio del estudio 8 (35) 11 (44)
Escalas de Lenguaje Preescolar 3(14) 5(20)
Evaluacién Clinica de Fundamentos del Lenguaje 2 14 (62) 12 (48)
Evaluacion Clinica de Fundamentos del Lenguaje 4 6 (26) 8(32)

Documentacién diagndstica, N (%)

Acuerdo del médico de la Lista 3 de observacién 12 (52) 16 (64)
de diagndstico de autismo 18 (78) 21 (84)
Profesional Gnico con cuestionarios estandarizadosb 2(9) 1(4)

Entrevista de Diagnéstico de Autismo-Revisada

Participé en las pruebas de confirmacién,norte (%) Puntuacién de 19 (83) 21 (84)
interaccion social, media (sd) [rango] Puntuacién de comunicacién: 20,50 (5,50) [10-27] 23,80 (4,80) [11-30]
Verbal, media (sd) [rango] Puntuacién de comunicacién: No verbal, 17,00 (3,92) [10-22] 19.00 (5.16) [7-25]
media (sd) [rango] Puntuacién de juego restringido y repetitivo, 12,80 (2,68) [8-14] 13,40 (0,52) [13-14]
media (sd) [rango] Puntaje resumido, media (sd) [rango] 4,78 (1,86) [2-9] 6,40 (2,08) [2-12]
4,22 (1,06) [2-5] 4,25 (0,91) [3-5]
Medicamentos (tratamientos concurrentes), N (%)

Estimulante 6 (26) 6 (24)
melatonina 6 (26) 5(20)
Medicamentos para alergias/asma Medicamentos 4(17) 7 (28)
gastrointestinales Agonistas alfa-adrenérgicos 4(17) 5(20)
Inhibidores selectivos de la recaptacién de 5(22) 3(12)
serotonina Medicamentos antiepilépticos 3(13) 1(4)

2(9) 2(8)
Medicamentos antimicrobianos 3(13) 0(0)
Medicamentos inmunomoduladores 1(4) 0(0)

Suplementos (tratamientos concurrentes), N (%)

Multivitamina 3(13) 11 (44)
Minerales 4(17) 3(12)
Vitamina B12 2(9) 4(16)
Otras vitaminas B 2(9) 2 (8)
Acidos grasos 1(4) 3(12)
Otros antioxidantes 1(4) 2(8)
folato 0(0) 3(12)
carnitina 1(4) 1(4)
Coenzima Q10 1(4) 0(0)
Aminoécidos 1(4) 0(0)
Otras vitaminas 0(0) 1(4)

Condiciones médicas comérbidas, N (%)

Trastornos alérgicos 9(39) 12 (48)
Trastornos gastrointestinales 9(39) 10 (40)
Trastornos neurolégicos 6 (26) 10 (40)
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Tabla 1. (Continuacién)

Variable

acido folinico (norte =23)

placebo (norte =25)

Trastornos del suefio

Otros trastornos psiquiatricos

Anomalia inmunitariac

Malformaciones congénitas leves
Trastornos genéticosd

4(17) 8(32)
6 (26) 4(16)
8 (35) 5 (20)
1(4) 1(4)
1(4) 0(0)

Valores medios con desviacién estandar entre paréntesis y rango entre paréntesis.aLas medidas de resultado iniciales descritas en la Tabla 1 no fueron significativamente
diferentes entre los grupos de tratamiento.bLos cuestionarios estandarizados incluyeron la Escala de Respuesta Social, el Cuestionario de Comunicacién Social y/o el Cuestionario
de Sintomas de Autismo.cLas anomalias inmunitarias incluyen infeccién crénica del oido en 9 (19 %) de los participantes (6 (26 %) con placebo, 3 (12 %) con acido folinico),
infecciones del tracto urinario en 2 (4 %) de los participantes (1 (4 %) con placebo, 1 (4%) acido folinico), infecciones crénicas en 2 (4%) de los participantes (0 (0%) placebo, 2 (8%)
acido folinico), trastorno inmunoldgico en 1 (2%) de los participantes (1 ( 4%) placebo, 0 (0%) acido folinico), hipertrofia adenoamigdalar en 1 (2%) de los participantes (1 (4%)
placebo, 0 (0%) acido folinico) y PANDAS/PANS en 1 (2 %) de los participantes (1 (4%) placebo, 0 (0%) acido folinico).dDurante el estudio, se descubrié que un nifio tenia una mutacion

del gen homélogo de fosfatasa y tensina.

Tabla 2A.Andlisis estadistico de la medida de resultado primaria del analisis de modelo mixto de comunicacién verbal (puntuacién estandarizada, se muestra el intervalo de

confianza del 95 %)

norte acido folinico Placebo Efecto estimadoa Tamaio del efecton PAGS-valor
Base 12 semanas Base 12 semanas

General 48 58,1(53,9,62,1) 65,4 (60,6,70,2) 56,8 (51,5 62,2) 585(51,9,651)  57(1,0,104) 0.70 0.02
Estado de anticuerpos

Negativo 17 57,9(50,6, 65,2) 64,5(57,3,71,7) 48,0(45,5,50,5 52,1(45,5,6588)  25(-5.9,10,9) 0.30 0.58

Positivo 31 58,1(52,9,63,3) 66,1(59,0,73,1) 60,3(53,5,67,0) 60,9(52,2,69,6) 7.3(1.4,13.2) 0.91 0.02
Proporcién de glutation

Alto 24 59,2 (53,6,64,8) 65,0(58,4,71,6) 55,1(47,1,63,1) 58,1(50,0, 66,2) 3,0(-2,5,8,5) 0,46 0.30

Bajo 24 56,1(49,6,62,7) 66,0(58,2,73,8) 58,0(50,5, 65,55 58,7(28,7,68,7) 9,1(0,9,17,3) 0,95 0.04

aEfecto estimado del tratamiento con &cido folinico con intervalo de confianza del 95%. El efecto estimado es la diferencia en las medidas de resultado entre el grupo de acido folinico y el de
placebo segun lo estimado por la regresién de modelo mixto.bde Cohendel tamafio del efecto es una medida de la fuerza del efecto de la intervencién con acido folinico. Los valores mas altos

representan efectos mas fuertes. Para los Cohend,0,25 es un efecto pequefio, 0,5 es un efecto medio y 0,8 es un efecto grande.

como alteracién del lenguaje. De lo contrario, la versién apropiada para la edad
de la Evaluacién Clinica de los Fundamentos del Lenguaje (CELF) confirmé el
deterioro del lenguaje. El deterioro del lenguaje se definié como una puntuacién
estandarizada centralo85 si se usé la version preescolar o falla en el evaluador
CELF si se usaron otras versiones.

Aquellos que tenian problemas de lenguaje confirmados fueron aleatorizados al
grupo de acido folinico o placebo y se obtuvo una muestra de sangre en ayunas. La
aleatorizacién se realizé mediante un generador de nimeros aleatorios con un tamafio
de bloque de cuatro. Los farmacéuticos investigadores tenian acceso exclusivo a la
asignacion aleatoria. Después del desayuno, los participantes regresaron para
evaluaciones de lenguaje, desarrollo y comportamiento. Después de estas evaluaciones,
se le dio a la familia las 12 semanas de la intervencién y se le instruyé sobre su
administracién. Las evaluaciones de lenguaje, desarrollo y comportamiento se
repitieron después de 12 semanas de tratamiento.

Se solicitaron cuestionarios para padres y maestros al inicioy 6 y 12 semanas
después de comenzar el tratamiento. Se pidi6 a los padres que entregaran cuestionarios
de referencia a los maestros o terapeutas. Después de la primera visita, los
cuestionarios se enviaron por correo a los padres y maestros al menos 1 semana antes
de la fecha prevista de finalizacién. Se les pidi6 a los padres que trajeran los
cuestionarios de 12 semanas para padres y maestros completados a la evaluacién final.
Otros cuestionarios fueron devueltos en un sobre con franqueo pagado.

Intervencion

La dosis objetivo de la intervencién (DCI: DL acido folinico sal célcica; USAN:
leucovorina célcica) fue de 2 mg kg-1por dia (méximo 50 mg por dia) en dos dosis
divididas en partes iguales con la mitad de la dosis objetivo administrada durante
las primeras 2 semanas. Lee Silsby Compounding Pharmacy (Cleveland Heights,
OH, EE. UU.) proporcioné capsulas vegetarianas sin colorantes ni productos
lacteos en tres concentraciones (5, 10 y 25 mg). Un servicio analitico
independiente (Eagle Analytical Services, Houston, TX, EE. UU.) proporcioné un
certificado de analisis para cada lote de capsulas producido. En todos los casos, la
potencia fue de al menos el 99%.
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Para verificar que las capsulas de acido folinico y las de placebo no se distinguian a
simple vista ni al tacto, se pidié a 10 cientificos, 10 miembros del personal médicoy 10
padres de nifios con TEA que no participaron en el estudio que clasificaran ocho
pequefias bolsas de plastico numeradas, cada una con dos capsulas de la misma
potencia. en dos grupos (placebo y acido folinico) de cuatro segun la similitud de la
capsula. Nadie fue capaz de clasificar con precisién estas bolsas (BinomialPAG =0,04). Se
indicd a los padres que las capsulas se podian abrir y agregar el polvo a los alimentos o
bebidas si el nifio tenia dificultades para tragar el medicamento. Tanto el placebo como
el 4cido folinico en polvo eran inodoros e insipidos. Ninguin padre o nifio comenté sobre
el olor o el sabor del medicamento, lo que proporcioné mas evidencia de la naturaleza
insipida e inodora del tratamiento.

Se pregunté a los padres sobre las dosis olvidadas y se examiné el
cumplimiento de los envases de pildoras devueltos, que calculé la farmacia de
investigacion.

Los criterios de inclusién y exclusiéon

Los participantes fueron reclutados de nuestro registro de investigacién (48 %), clinica
de autismo (23 %), anuncios comunitarios y redes sociales (13 %), boca a boca (10 %) y
referencias médicas (2 %). El diagnéstico de TEA se definié por uno de los siguientes: (i)
un instrumento de diagndstico estandar de oro, como el Programa de observacién de
diagndstico de autismo y/o la Entrevista de diagndstico de autismo revisada; (ii) el
estandar de diagnéstico del estado de Arkansas, definido como el acuerdo de un
médico, un psicélogo y un terapeuta del habla; y/o (iii) Diagndstico del Manual
Estadistico de Diagndstico (DSM) realizado por un médico junto con cuestionarios
validados estandarizados y confirmacién del diagnéstico por parte del Investigador
Principal. Se solicité a todos los participantes la reconfirmacion del diagnéstico
utilizando la versién de por vida de la Entrevista de diagndstico de autismo revisada por
un evaluador confiable de investigacién independiente.

Los criterios de inclusién incluyeron: (i) edad de 3 a 14 afios; (ii) documentacién
de problemas de lenguaje; (iii) terapia complementaria, tradicional, conductual y
educativa sin cambios 8 semanas antes de la inscripcién; y (iv) la intencién de
mantener constantes las terapias en curso durante todo el ensayo.



s de respuesta a la comunicacién verbala

Tabla 2B.Andlisis estadistico de la medida de resultado primaria del ana

NuUmero necesario a tratar

Razén de probabilidades ajustada yPAGS-valor

Odds ratio sin ajustar yPAGS-valor

tratamiento con placebob, d % Diferencia de respondedores

tratamiento con acido folinicob,c

01 14,9 (2,1, 116,9) 0.003 2.4(1.6,7.7)

0.

41% (13%, 63%) 5,9(1,7, 20,9)

6 24% (7%, 41%)

15 65% (46%, 84%)

General
Estado de anticuerpos

47(1,5-41)
1.8(1.3,5.2)

0.32 3,6 (0,1, 95,6) 0,45
67,4 (5,6, 999,9) 0.01

0.005

2,5(0,3,19,5)
11,7 (2,1, 64,0)

21 % (-27 %, 60 %)
55% (19%, 78%)

229 % (-4 %, 62 %) 4

550 % (19 %, 81 %)
22 % (3 %, 41 %)

10 77 % (54 %, 99 %)

Negativo
Positivo

Proporcién de glutation

2,9(1,4, - 27.,6)
2.1(1.2,10.2)

1 21,9 (1,9, 956,9) 0.04
0.04

0.03

4,2 (0,73, 23,9)
8,0 (1,2, 52,2)

964 % (39 %, 89 %) 6 330% (2%, 58%) 34 % (-4 %, 72 %)
47% (10%, 84%)

67 % (36 %, 98 %)

Alto

10,2 (1,4, 140,6)

320% (0%, 40%)

Bajo

ica de los fundamentos del

23; anticuerpos negativos = 10; anticuerpo

aLa respuesta se define como un aumento de cinco puntos estandarizados en el resultado principal, que se midié utilizando las Escalas de lenguaje preescolar-5, la Evaluacién cli
lenguajepreescolar-2 o la Evaluacién clinica de los fundamentos del lenguaje 4..NUmero de respondedores % de respondedores (95% intervalo de confianza)).cGeneraln

6n bajo = 15.

Ito = 10; Glutati

ona

25; anticuerpos negativos = 7; anticuerpos positivos = 18; glutati6

9.4Generaln=

positivo = 13; glutatién alto = 14; Glutatién bajo
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Los criterios de exclusién incluyeron: (i) medicamentos antipsicéticos; (ii) suplementacién que
exceda la cantidad diaria recomendada; (iii) prematuridad; (iv) reflujo gastroesofagico no
controlado; (v) antecedentes de enfermedad hepatica o renal; (vi) medicamentos que se sabe
que afectan el metabolismo del folato (ver Material complementario);

(vii) profundos déficits sensoriales; (viii) sindromes genéticos bien definidos; (ix) mutaciones
genéticas conocidas por afectar significativamente las vias asociadas al folato; (x)
malformaciones o dafios cerebrales encontrados en imagenes de resonancia magnética;

(xi) terapias en curso que podrian interferir con el estudio; (xii) una convulsién clinica en
los Gltimos 6 meses; y (xiii) irritabilidad de moderada a severa o comportamiento
autoabusivo en la lista de verificacién de comportamiento aberrante.

Medidas de resultado

Todos los resultados primarios y secundarios se obtuvieron al inicio y al final del

estudio. También se solicitaron cuestionarios a las 6 semanas de iniciada la intervencién.
Aparte de los farmacéuticos de investigacion, el personal del estudio, los participantes,
los padres y los maestros desconocian la asignacién del tratamiento.

Resultado primario.La comunicacién verbal fue el resultado primario por varias razones.
Primero, la comunicacién verbal mejoré en los estudios preliminares de tratamiento con
acido folinico.24En segundo lugar, la comunicacién verbal en los nifios con TEA esta
estrechamente relacionada con la calidad de vida de los padres.31En tercer lugar, el
desarrollo de las habilidades del lenguaje y la comunicacién se asocia con resultados
favorables.32-34

Debe reconocerse que el deterioro de la comunicacién se consideraba una
caracteristica central de los TEA hasta el DSM-V, que ahora ha combinado los
sintomas sociales y de comunicacién en un grupo de sintomas de comunicacién
social. En el DSM-V la alteracién del lenguaje se reconoce como una comorbilidad
significativa interrelacionada con el diagndstico de TEA.

La comunicacién verbal se evalué6 mediante un instrumento apropiado para la
capacidad. Los instrumentos utilizados fueron el CELF-preescolar-2, CELF-4y la
Escala de Lenguaje Preescolar-5 (PLS-5). El CELF es un instrumento estandarizado
y bien validado que evalta habilidades anormales en los TEA3sy se ha utilizado en
estudios centrados en la comunicacién verbal en los TEA.3637
El PLS-5 es un instrumento estandarizado y bien validado que mide cambios
sutiles en la comunicacién verbal, particularmente en nifios preverbales.3s
La puntuacién de resumen estandarizada de cada instrumento (media 100,
desviacién estandar 15) fue la medida de resultado primaria y varia de 50 a
150 para el PLS-5y de 45 a 155 para el CELF.

El instrumento apropiado para la capacidad se seleccioné mediante un
algoritmo estructurado. El objetivo fue seleccionar un instrumento con un rango
dindmico adecuado para evaluar la mejora en la comunicacién verbal. La
evaluacion comenzé con el instrumento mas apropiado para la edad.

Si el nifio obtuvo una puntuacién en el piso, se utiliz6 el siguiente instrumento
de menor capacidad. Este proceso se repiti6 hasta que se pudo obtener una
puntuacién por encima del suelo. La puntuaciéon del instrumento final fue la
medida de resultado primaria al inicio y al final del ensayo. Si la edad del nifio
excedia la edad maxima de estandarizacién del instrumento, se utilizaba la edad
maxima estandarizada. Al final del ensayo, todos los instrumentos utilizados
durante la evaluacién inicial se repitieron en el mismo orden para simular la
misma experiencia de evaluacién inicial y minimizar un posible factor de
confusién de la fatiga cognitiva.

Los estudios han demostrado que la terapia conductual temprana mejora la
comunicacién verbal en una desviacién estandar durante 36 semanas.ss,40Por lo tanto,
un cambio clinicamente significativo se definié como un aumento de 5 puntos en la
comunicacién verbal en este estudio de 12 semanas, ya que el resultado primario tiene
una desviacién estandar de 15 puntos. Examinar el error estandar de los participantes
en el estudio actual sugiere que una diferencia clinicamente importante minima es de 2
puntos.

Resultados secundarios.Las medidas de resultado secundarias incluyeron la Escala de
Impresién Clinica del Autismo de Ohio (OACIS), el Formulario de Entrevista de la
Encuesta de la Segunda Edicién de la Escala de Comportamiento Adaptativo de Vineland
(VABS) y varios cuestionarios. Se pidi6 a los padres y maestros que completaran la Lista
de Verificaciéon de Comportamiento Aberrante (ABC), la Escala de Respuesta Social (SRS)
y el Sistema de Evaluacién del Comportamiento para Nifios 2da Edicién (BASC). Solo a
los padres se les pidié que completaran la Medida de Impacto del Autismo (AIM) y el
Cuestionario de Sintomas del Autismo (ASQ).

La OACIS es una escala calificada por un observador sensible a cambios clinicamente
significativos en los sintomas del TEA.41Primero se desarrollé como la escala de
calificacion de autismo de la Universidad Estatal de Ohio.42y se ha demostrado que tiene
una buena confiabilidad entre evaluadores y transculturalesssy se ha utilizado con éxito
en varios ensayos clinicos de ASD.4s-47El primer autor calificé la gravedad de cada
sintoma al inicio y en la evaluacién final mediante la observacién de todo el
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Tabla 4.Incidencia de eventos adversos por grupo de tratamiento
Acontecimiento adverso,norte (%) acido folinico Placebo General  pescadorpacs
grupo grupo (n =46)a
(n=21)a (n=25)
Emocién o 6 (29%) 10 (40%) 16 (35%) 0.53
agitacion
Insomnio 6 (29%) 10 (40%) 16 (35%) 0.53
Motricidad aumentada 6 (29%) 9(36%) 15(33%) 0.75
actividad
Inquietud 3(14%) 7 (28%) 10 (22%) 0.31
Agresion 2 (10%) 6 (24%) 8(17%) 0.26
Aumento de las rabietas 1 5%) 6 (24%) 70 5%) 0.11
Involuntario 2 (10%) 4 (16%) 6(13%) 0,67
movimientos
Boca seca, excesiva 3(14%) 1 (4%) 4 (9%) 0.32
sed
Disminucion del apetito 2 (10%) 2 (8%) 4 (9%) 1.00
Depresion 15%) 3(12%) 4 (9%) 0,61
Gastroesofagico 15%) 3 (12%) 4 (9%) 0,61
reflujo
Labilidad emocional 15%) 3(12%) 4 (9%) 0,61
Estrefiimiento 2 (10%) 1 (4%) 3(7%) 0.59
Congestién nasal 0 (0%) 3(12%) 3(7%) 0.24
Confusion 15%) 1 (4%) 2 (4%) 1.00
Rigidez 15%) 1 (4%) 2 (4%) 1.00
Diarrea 15%) 1 (4%) 2 (4%) 1.00
Aumento de peso 2 (10%) 0 (0%) 2 (4%) 0.20
Dolor de cabeza 2 (1 0%) 0 (0%) 2 (4%) 020
Pérdida de peso 1 5%) 0 (0%) 1 (2%) 0,46
Somnolencia 0 (0%) 1 (4%) 1(2%) 1.00
Transpiracién 0 (0%) 1 (4%) 1 (2%) 100
motora disminuida 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.00
actividad
Temblores 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.00
Visién borrosa 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.00
Aumento de la salivacion 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.00
N&useas vémitos 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.00
Mareo 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.00
Sarpulido 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.00
Cualquier efecto adverso 12 (57%) 17 (68%) 29 (63%) 0,55
aDos participantes en el grupo de &cido folinico no aceptaron la intervencién, por lo
que nunca tuvieron la oportunidad de informar efectos adversos y no se incluyeron
en los célculos de frecuencia de efectos adversos.

evaluacién de la comunicacién verbal. En los estudios de validacién, un cambio de 0,5
puntos se considerd clinicamente significativo.s3

La VABS es una medida confiable y vélida de la capacidad para realizar habilidades cotidianas
apropiadas para la edad a través de una entrevista estructurada de 20 a 30 minutos con un
cuidador.47Se analizaron las puntuaciones estandar de la comunicacion, la vida diaria, las
habilidades sociales y motoras y el compuesto de comportamiento adaptativo. Las puntuaciones
estandar tienen una media de 100, una desviacién estandar de 15y un rango de 20 a 160. Los
estudios de intervencion en TEA han demostrado que un cambio de 6 puntos es clinicamente
significativo.4s

El ABC es un cuestionario de 58 items47que mide conductas disruptivas,
incluida la Irritabilidad (15 items, rango 0-45); Retiro social (16 items, rango 0-48);
estereotipia (7 items, rango 0-21); Hiperactividad (16 items, rango 0-48) y Habla
Inapropiada (4 items, rango 0-12). Cada elemento se califica de 0 a 3, donde las
puntuaciones mas altas indican una mayor gravedad. Mltiples ensayos clinicos
de TEA lo han utilizado y tiene validez convergente y divergente.soLos estudios
intervencionistas de TEA sugieren que una disminucién de 12 puntos en la
puntuacién total es clinicamente significativa.ss

El BASC va de 185 a 306 items y se valida en ASD.soCada elemento se calificade 0 a 3,
donde las puntuaciones mas altas indican una mayor gravedad. Las puntuaciones T
estandarizadas (media 50, desviacién estandar 10) oscilan entre 20 y 120 para los
sintomas de externalizacién, internalizacién y conductuales y entre 10 y 90 para las
habilidades de adaptacion.

El SRS es un cuestionario de 65 items que mide las habilidades sociales
en cinco dominios: Conciencia social (8 items, cambio significativo 7.1),
Cognicién social (12 items, cambio significativo 5.8), Comunicacién social
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(22 items, cambio significativo 4,2), Motivacién social (11 items, cambio significativo 5,7),
Manierismos autistas (12 items, cambio significativo 5,5) y total (65 items). Cada
elemento se califica de 0 a 3, donde las puntuaciones mas altas indican una mayor
gravedad. Las puntuaciones T estandarizadas (media 50, desviacién estandar 10) oscilan
entre 30y 90.

El AIM, una medida de 45 items informada por los padres sobre la frecuencia y el impacto de
los sintomas centrales del TEA durante las Ultimas 2 semanas utilizando dos escalas de 5 puntos
de gravedad creciente que van del 1 al 5.s1Las puntuaciones de Frecuencia e Impacto oscilan
entre 45y 225,

El ASQ, una lista de verificacién de 34 items (The Center for Autism and Related
Disorders) que evalua la interaccién social (12 items, rango 0-4), comportamiento
estereotipado (7 items, rango 0-4), sintomas de comunicacién (15 items, rango 0-5) y
sintomas totales (34 items, rango 0-13).52Los estudios de TEA de intervencién sugieren
un cambio de 1,1 puntos como clinicamente significativo.s2

Biomarcadores.Se investigaron dos biomarcadores relacionados con el folato. Se
analizaron los titulos de FRAA, tanto de bloqueo como de unién.2aSe determiné la
relacién redox de glutatién reducido a oxidado libre de plasma.48Se midieron las
vitaminas y minerales relacionados con el folato. Folato sérico total y vitamina B12
se midieron usando el kit de radioensayo MP Diagnostics SimulTRAC-SNB (Cat#
06B264806). Doctor's Data analizé zinc en plasma, cobre en sangre enteray
magnesio en glébulos rojos.

Establecimiento y mantenimiento de la fidelidad de la evaluacién

El personal de investigacion fue capacitado por un equipo de multiples especialidades que
constaba de dos psicélogos autorizados y un terapeuta del habla antes de realizar las
evaluaciones. Durante el ensayo, un psicélogo de investigacién supervisé al personal de
investigacion y brindé retroalimentacién y reentrenamiento si fue necesario.

Monitoreo de efectos adversos

Los eventos adversos se monitorearon cada 3 semanas utilizando una modificacién de
la Escala de sintomas emergentes del tratamiento con registro de dosis. Los eventos
adversos se consideraron relacionados con el tratamiento si comenzaron o empeoraron
después del inicio del ensayo. Si los eventos adversos eran persistentes o graves, se
ofrecié a los padres la opcién de reducir la dosis a la mitad o interrumpir la intervencién.
La dosis solo se podia reducir una vez y nunca se aumentaba si se reducia.

analisis estadistico

Se utilizé un andlisis por intencién de tratar.ssLos andlisis utilizaron la versién 9.3 de SAS.
Para tener en cuenta los datos faltantes, se realizé una imputacién multiple.sss4Se utilizé
una imputacién de 20sss6y se utilizéd un analisis de sensibilidad para verificar el sesgo
sistematico.s7

Modelos de regresién de efectos mixtosssse utilizaron para estimar el efecto y el
tamafio del efecto del tratamiento. Los modelos incluyeron el efecto del tiempo y una
intercepcion aleatoria para dar cuenta del nivel de sintomas de cada individuo. Los
modelos probaron laa priorihipétesis de que el cambio en la medida de resultado fue
mayor para el grupo de &cido folinico en comparacién con el grupo de placebo. Esta
interaccién se probé especificamente usando un modelo de dos colas. t-prueba con un
PAGS00.05. Desde nuestro estudio anterioraademostré un gran tamario del efecto, este
estudio fue potenciado con un gran tamafio del efecto (Cohen's re =0,80), lo que
proporciond una potencia del 77% con 24 participantes por grupo.

Los analisis se realizaron en subgrupos definidos por biomarcadores de
metabolismo anormal del folato. Los FRAA se dicotomizaron como positivos y
negativos y la relacién redox de glutation se dicotomizé en relativamente alta
(mas normal, por encima de la mediana de 8,30) y baja (mas anormal, por debajo
de la mediana de 8,30). Se realizaron regresiones de modelo mixto, similares a las
descritas anteriormente, en cada subgrupo por separado, ya que el estudio no
tenia la potencia necesaria para investigar la interaccién con estos
biomarcadores mediante el modelo mixto.

Se realiz6 un andlisis de los respondedores mediante la eliminacién hacia atras (PAGS<0,05
para permanecer en el modelo) regresién logistica. La respuesta se definié por un aumento de
cinco puntos estandarizados en la comunicacién verbal, ya que esto define un cambio
clinicamente significativo. La edad, el lenguaje de referencia y el desarrollo general de
referencia (seguin lo indexado por la puntuacién estandarizada compuesta de comportamiento
de VABS) se ingresaron como posibles covariables. Para investigar si los biomarcadores del
metabolismo anormal del folato estaban relacionados con la respuesta de los participantes, se
realizaron regresiones logisticas con una interaccién entre el grupo de tratamiento y cada
biomarcador.

Las medidas de resultado secundarias se analizaron utilizando la regresién de
modelo mixto. Debido a la gran cantidad de resultados secundarios, la correcciéon
para comparaciones multiples se realizé utilizando la tasa de descubrimiento
falso.s9
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El nimero total de pacientes que informaron cada evento adverso se compard entre los
grupos de tratamiento mediante una prueba exacta de Fisher. Se analizaron los eventos
adversos que posiblemente, probablemente o definitivamente estaban relacionados con los
tratamientos.

RESULTADOS
Participantes

Ciento cincuenta y seis participantes fueron preseleccionados, y se encontré que
59 cumplian potencialmente con los criterios de inclusién/exclusién (Figura 1), de
los cuales 11 no pasaron la prueba, 10 debido a que no tenian problemas de
lenguaje y 1 a causa de un problema auditivo congénito. Veinticinco participantes
fueron asignados al azar para recibir placebo y 23 fueron asignados al azar para
recibir acido folinico en dosis altas (rango de edad de 3 afios 4 meses a 13 afios 4
meses).

Las caracteristicas de los participantes fueron similares en todos los grupos de
tratamiento, excepto en el caso de las multivitaminas (Tabla 1). Las medidas de
resultado iniciales no fueron significativamente diferentes entre los grupos de
tratamiento, excepto por la comunicacién verbal en los participantes negativos
para FRAA (F(1,14) = 4,58,PAG =0,05; tablas 2A y 2B). Todos los participantes
evaluados por un calificador confiable de investigacién independiente excedieron
el umbral de diagnéstico para ASD. El nUmero medio de dosis olvidadas por
semana no fue significativamente diferente entre los grupos. La adherencia fue4
90% para los que devolvieron los frascos (20/25 placebo; 16/21 acido folinico).

Resultado primario

La mejora en la comunicacion verbal fue significativamente mayor para los participantes
que recibieron &cido folinico en comparacién con los participantes que recibieron
placebo con un tamafio del efecto de mediano a grande (Cohen'sre =0,70) (Tabla 2A).

Se realizaron andlisis separados para cada biomarcador del metabolismo
del folato (Tabla 2A). En general, la mejora en la comunicacién verbal fue
significativamente mayor en los participantes que recibieron acido folinico
en comparacién con los que recibieron placebo para los participantes con
metabolismo anormal del folato (es decir, FRAA positivo, bajo indice redox
de glutatién). Para los participantes con biomarcadores que indicaban un
metabolismo del folato mé&s normal (es decir, FRAA negativo, alto indice
redox de glutatién), la mejora en la comunicacién verbal no fue
significativamente diferente entre los grupos.

También se realiz6 un andlisis de respondedores. En general, hubo
significativamente mas respondedores en el grupo de acido folinico en
comparacién con los que recibieron placebo (x2(1) = 8,92,PAG =0,003; Tabla
2B). Los FRAA predijeron la respuesta al acido folinico (x2(1) = 4,92, PAG =
0,03). Para ambos analisis, una mayor puntuacién compuesta de
comportamiento adaptativo inicial aumento la probabilidad de respuesta (x
2(1) = 6,92, PAG =0.009 y x2(1) = 7,74,PAG =0,005, respectivamente), pero
todas las demés posibles covariables se eliminaron mediante eliminacién
hacia atras. El estado redox del glutatién no se asocié significativamente
con la respuesta al tratamiento.

Resultados secundarios

La Tabla 3 describe los resultados secundarios, incluida la diferencia minima
clinicamente importante. Las habilidades de la vida diaria en la VABS mejoraron
significativamente en el grupo de 4cido folinico en comparacién con el grupo de
placebo.

La adherencia a los cuestionarios de los padres no fue significativamente
diferente entre los grupos de tratamiento. La irritabilidad, el letargo, el
comportamiento estereotipado, la hiperactividad, el habla inapropiaday la
puntuacién total en el ABC mejoraron significativamente en el grupo de &cido
folinico en comparacién con el grupo de placebo. El comportamiento
estereotipico y la puntuacién total mejoraron significativamente en el grupo de
acido folinico en comparacién con el grupo de placebo en el ASQ. Los problemas
de internalizacién mejoraron significativamente para el grupo de acido folinico en
comparacién con el grupo de placebo en el BASC.

No se analizaron los cuestionarios de los docentes ya que la adherencia fue
inferior al 35%.
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Eventos adversos

No hubo eventos adversos graves en el grupo de &cido folinico. Se abri6 el
cegamiento de un nifio con placebo y se lo retiré del estudio debido a un
posible evento adverso grave. Tres participantes de placebo se sometieron
a una reduccion de la dosis. No hubo diferencias significativas de grupo
entre las frecuencias de eventos adversos (Tabla 4).

DISCUSION

Este estudio encontré una mejora en un sintoma central importante del
TEA, la comunicacién verbal, en nifios con TEA no sindrémicos que
recibieron dosis altas de acido folinico en comparacién con el placebo,
particularmente en aquellos participantes que dieron positivo para FRAA.
También se observé una mejora en una serie de resultados secundarios, sin
eventos adversos significativos. El efecto del acido folinico es consistente
con el efecto terapéutico de las intervenciones conductuales tempranas.ss.4o

El acido folinico puede tener efectos positivos en el metabolismo a través de
multiples vias (Figura complementaria S1). Primero, el acido folinico puede
normalizar el metabolismo de un carbono dependiente del folato.soEn segundo
lugar, a diferencia del acido félico, la forma sintética oxidada comun de folato, el
acido folinico puede entrar facilmente en el ciclo del folato sin ser reducido por la
dihidrofolato reductasa.7En tercer lugar, el 4cido folinico puede atravesar la
barrera hematoencefélica utilizando el transportador de folato reducido cuando
el FRa esta bloqueado por los FRAA o no es funcional debido a una disfuncién
mitocondrial o mutaciones genéticas.24,27

Este estudio sugiere que los FRAA predicen la respuesta al tratamiento
con dosis altas de &cido folinico. Esto es consistente con la nocién de que
los nifios con ASD y FRAA pueden representar un subgrupo distinto.e
Otros factores, como los polimorfismos genéticos en los genes
relacionados con el folato o la disfuncién mitocondrial, pueden ser
importantes para determinar la respuesta al tratamiento, pero no se
examinaron en este estudio. Cuando la metilcobalamina se combiné con
acido folinico, se encontré una mejora en la comunicacién y en el estado
redox del glutation.ssDe hecho, se necesitaran estudios futuros para definir
los factores que predicen la respuesta al tratamiento, investigar la
dosificacion 6ptima y ayudar a comprender si otros compuestos podrian
funcionar sinérgicamente con el &cido folinico.

Este estudio tuvo limitaciones. En primer lugar, el pequefio tamafio de la
muestra puede haber dado lugar a un desequilibrio en las puntuaciones
iniciales de lenguaje para un subgrupo y limité la sensibilidad de los analisis
para detectar algunos efectos del tratamiento. En segundo lugar, el disefio
de sitio Unico solo proporciona una generalizacién limitada de estos
resultados. En tercer lugar, aunque no se identificaron eventos adversos, la
seguridad de este tratamiento requiere mas estudio ya que muchos
estudios de folato utilizan dosis mas bajas y una poblacién sana. En cuarto
lugar, se necesitardn mas estudios para determinar la dosis 6ptima de
4cido folinico. La biodisponibilidad oral de folato esta fuertemente
influenciada por el microbioma entéricoszpero existe una fuerte evidencia
de que el microbioma entérico esta alterado en nifios con TEA.e3

Solo dos medicamentos han sido aprobados por la Administraciéon de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos para el tratamiento del TEA, ambos
medicamentos antipsicéticos indicados para sintomas asociados, no centrales,
del TEA. Dentro de las 12 semanas, estos medicamentos pueden afectar
negativamente el metabolismo de los lipidos, el colesterol y la glucosa y dar como
resultado un marcado aumento de peso corporal.eay puede aumentar el riesgo
de desarrollar diabetes tipo 2.sesentay cincoPor lo tanto, se necesitan con urgencia
medicamentos bien tolerados que se dirijan a los procesos fisiopatoldgicos y los
sintomas centrales asociados con los TEA.

El acido folinico se encuentra entre otros tratamientos descritos
recientemente que se enfocan en las anomalias metabdlicas y los sintomas
centrales asociados con los TEA.45,47,4866-70Este estudio también respalda la
idea de que la medicién de FRAA antes de una prueba con &cido folinico
puede ser Util para predecir la respuesta. En nuestro estudio anterior,
ofrecimos tratamiento con acido folinico a pacientes positivos para FRAA sin
medir la concentracién de folato en LCR.24Seguimos creyendo que esta es
una alternativa razonable a una puncién lumbar diagnéstica, pero debe ir
acompafiada de un seguimiento estrecho con un



médico experimentado. Dado que el TEA es probablemente un trastorno de por vida, el
efecto adverso a largo plazo de cualquier tratamiento es motivo de preocupacién. Dado
que el acido folinico puede usarse cada vez mas para tratar los TEA en el futuro, los

efectos adversos a corto y largo plazo deben estudiarse con mas detalle para garantizar

la seguridad.

CONCLUSIONES

En este pequefio ensayo de nifios con TEA no sindrémico y deterioro del
lenguaje, el tratamiento con dosis altas de &cido folinico durante 12
semanas dio como resultado una mejora en las medidas de comunicacién
verbal en comparacién con el placebo. Estos hallazgos deben considerarse
preliminares hasta que el tratamiento se evalle en estudios multicéntricos
mas amplios y de mayor duracion.
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