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RESUMEN

Introduccioén: los trastornos del espectro autista se consideran una familia de
alteraciones del neurodesarrollo, caracterizada por dificultades en la comunicacion y
la interaccidon social, asi como la existencia de un comportamiento estereotipado y
repetitivo. Aunque existen varias hipotesis que involucran a factores genéticos y
ambientales en su etiopatogenia, la verdadera contribucion de estos adn se
desconoce. En este estudio se explora la relacién entre los niveles séricos de plomo,
el dafio del ADN vy la severidad del autismo.

Métodos: se estudiaron 15 nifios con el diagndstico de trastornos del espectro
autista entre 4 y 11 afos de edad y un grupo control del mismo rango de edad. El
coeficiente de inteligencia fue evaluado mediante la prueba de Terman-Merrill y los
nifios fueron clasificados en dos grados de retardo mental (ligero y
moderado/severo). Los niveles de plomo en sangre fueron medidos por
espectrometria de masa, mientras que el dafio del ADN fue determinado en
linfocitos de sangre periférica con el empleo de un ensayo de electroforesis alcalina
(ensayo del cometa).
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Resultados: no se mostré diferencia significativa en los niveles de plomo entre los
grupos. El dafio del ADN fue mayor en los pacientes autistas en relacion con el
grupo control, cuya diferencia fue significativa (p< 0,05), cuando comparamos los
grupos teniendo en cuenta la severidad del retardo mental. Los pacientes con
trastorno moderado/severo mostraron un dafio del ADN significativamente superior
a los que presentaron trastornos ligeros y al grupo control.

Conclusiones: los resultados confirman la presencia de dafio del ADN en pacientes
con trastornos del espectro autista, lo cual sugiere que este pudiera ser un factor
que se relaciona con la severidad del retardo mental en estos enfermos.

Palabras clave: trastorno autistico, dafio del ADN, plomo, ensayo cometa.

ABSTRACT

Introduction:autistic spectrum disorders are considered to be a family of
neurodevelopmental alterations characterized by difficulty to communicate and
interact socially, as well as stereotyped, repetitive behavior. Though several
hypotheses involve genetic and environmental factors in the etiopathogeny of this
condition, their actual participation is still unknown. The present study explores the
relationship between serum lead levels, DNA damage and the severity of autism.
Methods: a study was conducted with 15 children 4-11 years old diagnosed with
autistic spectrum disorders and a control group from the same age range. The
intelligence quotient was measured by the Terman-Merrill test, and children were
classified into two degrees of mental retardation (mild and moderate/severe). Blood
lead levels were measured by mass spectrometry, whereas DNA damage was
determined in peripheral blood lymphocytes using the alkaline electrophoresis
assay (the comet assay).

Results: this study did not show any significant difference in lead levels between
the groups. DNA damage was greater in autistic patients than in the control group,
and the difference was significant (p<0.05) when mental retardation severity was
considered. Patients with a moderate/severe disorder showed significantly greater
DNA damage than those with mild disorders and the control group.

Conclusions: results confirm the presence of DNA damage in patients with autistic
spectrum disorders, suggesting that this factor could be related to mental
retardation severity.

Key words: autistic disorder, DNA damage, lead, the comet assay.

INTRODUCCION

Los trastornos del espectro autista (TEA) son alteraciones del neurodesarrollo
caracterizadas por dificultades en la comunicacioén, en la interaccion social, en la
atencion, en los trastornos cognitivos y en los defectos en el aprendizaje, asi como
por la existencia de un compartimiento e intereses estereotipados y repetitivos. Su
diagnostico se realiza principalmente en nifios entre 2 a 10 afios de edad con un
pico de prevalencia entre los 5 y 8 afios.> Aunque su presentacién ocurre temprano
en la infancia, sus manifestaciones tipicamente perduran toda la vida.? Su
prevalencia en el mundo se ha incrementado significativamente en los Gltimos afios
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a 1/150. El género masculino es mas afectado que el femenino, en una proporcion
aproximadamente de 4:1.% Sin embargo, la proporcién parece variar con el
coeficiente de inteligencia y va desde 2:1 en los que presentan una grave
disfuncidon hasta mas de 4:1 en los que tienen un coeficiente de inteligencia
normal.*>

A pesar de las teorias e investigaciones dirigidas a identificar las causas de este
trastorno y el porqué de su aumento, estas aun se desconocen.® Resulta un gran
reto para la neurociencia actual poder conocer y profundizar en los mecanismo
biolégicos involucrados en su etiopatogenia, asi como sobre la verdadera
contribuciéon de factores genéticos, epigenéticos y ambientales involucrados.

Diferentes toxinas ambientales, tales como metales pesados, pesticidas e
infecciones maternas, han sido propuestas en la etiopatogenia del autismo; estas
comparten la propiedad de incrementar el estrés oxidativo, que causa dafio en las
proteinas del ADN."®

Basados en estos hallazgos cientificos que invocan la combinaciéon de factores
bioquimicos con una susceptibilidad genética en la patogenia de estos pacientes,
nos propusimos explorar la relacion entre el comportamiento de los niveles de
plomo sérico, la presencia de dafio del ADN y la severidad del retardo mental en
pacientes autistas.

METODOS

Se realiz6é un estudio observacional descriptivo longitudinal en un grupo de 15 nifios
comprendidos entre los 4 y 11 afios de edad, 11 varones y 4 nifias, procedentes de
la consulta de psiquiatria del Hospital "Pediatrico del Cerro", en La Habana. La
muestra de estudio estuvo formada por todos los nifios con el diagndstico de
autismo primario segun los criterios de la Décima Clasificacién Internacional de las
Enfermedades (CIE- 10),° que acudieron a esta consulta durante el afio 2011. Se
excluyeron del estudio los nifios que padecian de un autismo secundario o de
autismo primario mas cualquier otra enfermedad crénica concomitante. Ademas,
fueron estudiados 15 nifios controles del mismo rango de edad (sin trastornos del
aprendizaje, ni enfermedad endocrino-metabdlica o infecciosa en el momento del
estudio) a los que se les realizé una extraccién de sangre porque iban a ser
sometidos a una cirugia menor.

El coeficiente de inteligencia fue evaluado acorde con la prueba de Terman-Merrill,
y los nifios fueron clasificados, segun el grado de severidad, en dos grupos:
trastornos ligeros y moderados/severos.*® Los niveles de plomo fueron
determinados en 1 mL de sangre total por el método de espectrofotometria de
absorcién atémica con horno de grafito por correccién Zeeman*! con valores de
referencia en un rango entre 0-10 pg/dL.*?

El dafo del ADN fue estimado por el ensayo cometa (Electroforesis alcalina de
células individuales de leucocitos de sangre periférica), aislando linfocitos en una
muestra de sangre total (control negativo), que se utilizé en una corrida
electroforética junto a los linfocitos de los pacientes. En cada gel las muestras se
montaron por duplicado. Se realizé un conteo de 100 células por gel y se calculd la
media del conteo por individuo. Se reportd en cada caso el grado de dafio del ADN,
por inspeccion visual, acorde con el método reportado por Collins®® y los resultados
finalmente se expresaron en unidades arbitrarias, con valores comprendidos entre
0y 400.
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El estudio fue realizado tras la obtencion del consentimiento informado de los
padres de los pacientes y la aprobacién del consejo cientifico de la institucion.
Ademas, estuvo justificado desde el punto de vista ético en conformidad con los
principios éticos de la declaracion de Helsinki.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores fueron expresados en medias y desviaciones estandar y las
diferencias entre los grupos de pacientes y controles fueron analizadas mediante la
prueba de t student. Se acepté como nivel de significacion estadistica valores de
p<0,05.

RESULTADOS

De los 15 pacientes estudiados, la prueba de Terman-Merrill mostré que 7/15 nifios
fueron clasificados como TEA con retardo mental ligero y 8/15 como TEA con
retardo moderado-severo. La tabla muestra los niveles de plomo observado en los
diferentes grupos. Estos no mostraron diferencias significativas entre los pacientes
con TEA con diferentes grados de severidad, ni entre estos pacientes y los
controles.

Tabla. Niveles de plomo sérico en pacientes con
TEA v controles

Grupos Media DE P
Control 2,82 1,17 0,21
Austismo 3,66 1,76 *0,14
Autismo ligero 2,3 1,35 0,17
Autismo 4,77 0,75 *0,2
moderado/severo

* Contra el grupo control.
**Ligero contra el grupo de moderado/severo.

El estudio del dafo del ADN, evaluado por el ensayo de cometa, se muestra en la
figura 1. Los pacientes con TEA, mostraron un aumento ligero del dafio comparado
con el grupo control, aunque de forma no significativa (p = 0,26) Sin embargo,
cuando comparamos los subgrupos de pacientes segun su coeficiente de
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inteligencia (evaluado por la prueba de Terman-Merrill: TES ligero y moderado-
severo), se observé un aumento significativo del dafio del ADN. El segundo grupo
(moderado-severo) mostré mayor grado de afectacion comparado con los menos
afectados (p = 0,031) y que el grupo control (p = 0,046). Los pacientes clasificados
como ligeros y el grupo control (p = 0,88) no mostraron diferencias significativas

(Fig. 2).
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DISCUSION

Las teorias que abordan la implicacion de factores genéticos y ambientales en el
autismo parecen ser muy prometedoras. Existe un marcado interés cientifico en
disipar las incdgnitas que rodean al metabolismo de los metales pesados en nifios
con TEA con la sospecha de que estos puedan ser un factor importante en la
etiologia de este trastorno.

Varios estudios abordan el comportamiento de diferentes metales como mercurio,
plomo y selenio en los TEA, y sefialan que dichos metales pueden ser perjudiciales
tanto en exceso como en defecto.'* Aquellos trabajos referidos al metabolismo del
plomo, resultan controversiales. Algunos estudios apuntan a trastornos en la
excrecion del plomo, mientras otros describen una excrecién similar a los controles
sanos, de la misma manera que se han encontrado niveles séricos de este metal
superiores o iguales a la poblacién supuestamente sana, en correlacion con la
expresion de determinados genes.®*” Mas recientemente, Lakshmi Priya y
Geetha,'® observaron una elevacioén significativa de las concentraciones de plomo
en pelos y ufias de estos pacientes en correlaciéon con el grado de severidad de la
enfermedad.

En este estudio observamos un ligero aumento en las concentraciones del plomo en
los pacientes con TEA a expensa de los clasificados como moderado/severo. No
obstante, otros estudios deben ser conducidos, para confirmar la hipotesis referida
al plomo como un posible agente causal de esta enfermedad, por la heterogeneidad
de los TEA.
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Por otro lado, la utilidad del analisis del plomo en otros tejidos (pelo y ufia) es
confirmada por muchos autores, quienes apoyan la correlacion entre la
concentraciones de los metales en el pelo y otros fluidos corporales en condiciones
fisiologicas y patoldgicas. Estas estructuras tienen la ventaja de que reflejan
cambios metabdlicos de los elementos quimicos por largos periodos de tiempo y en
ellas sus concentraciones no estan sujetas a las fluctuaciones producidas por la
dieta o el agua, por lo que se considera uno de los mejores bioindicadores para el
analisis de los metales.'®?° De ahi que resultaria de interés la continuidad de estos
estudios en muestra de pelo y ufias y/o en un nimero mayor de pacientes que
permitan descifrar la real contribucion del plomo en la etiopatogenia del TEA.

La relacion entre los agentes ambientales, el incremento del estrés oxidativo y el
dafio del ADN, es otro aspecto muy estudiado en los udltimos afios en la etiologia de
los pacientes con TEA.?! El incremento del estrés oxidativo ha sido reportado en
varias enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Parkinson y
de Alzheimer,?* asi como en los TEA.

Entre las técnicas para medir el dafio del ADN, el cometa se caracteriza por ser un
método sensible (supera en mas de 100 veces las pruebas citogenéticas), rapido,
de bajo costo, sencillo y aplicable a cualquier célula eucariética.?>?* Esta puede
aplicarse en las mas disimiles circunstancias; principalmente se ha utilizado para el
estudio del dafio genético inducido por mutagenos ambientales, nitrosaminas,
drogas, radiaciones, entre otros.?>?® Sin embargo, no ha sido reportado su uso en
pacientes con TEA.?’ Esta técnica solo explora la presencia del dafio del ADN por
ruptura en la hebra simple del ADN en sitios apurinicos y apirimidinicos, que
aumentan por la pérdida de las bases dafiadas.Estos dafios no pueden ser
relacionados especificamente con la oxidacidon e incluso pueden representar
intermediarios de los procesos de reparacion.?’

Existen varias observaciones que apoyan la hipétesis de que el dafio del ADN en los
pacientes autistas es principalmente de caracter oxidativo y que esta asociado con
alteracion en la expresion de neurotrofinas importantes para el normal crecimiento
y diferenciacion del cerebro.?® Por ejemplo, recientemente se ha reportado un
incremento en pacientes TEA tanto de la 3 N tirosina como del 8 hidroxidesoxi-
guanosyna (8-OHdG) ambos marcadores de dafio oxidativo del ADN,?° asi como
niveles alterados de la neurotrofina 3 en el cerebro de pacientes con TEA, lo cual
puede contribuir a la patologia del autismo y afectar las sinapsis cerebrales,
exacerbar el estrés oxidativo y ocasionar las alteraciones en las células de Purkinje
de estos pacientes.*

De manera general, las observaciones que correlacionan el dafio oxidativo con las
alteraciones estructurales y funcionales en el sistema nervioso central pudieran
explicar el incremento significativo del dafio de ADN en los pacientes con mayor
grado de severidad del retardo mental (moderado a severo).

Estos resultados apoyan la presencia de dafio del ADN en estos pacientes, y
sugieren que ese dafio en los pacientes autistas pudiera ser un factor que se
relaciona con el grado de retardo mental en estos enfermos.
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